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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of domestic cats (Felis Catus) testicular parenchyma vitrification by
Ovarian Tissue Cryosystem and conventional straw. Three (n=3) adult cats were submitted to routine orchiectomy.
For the vitrification, the samples were exposed to equilibrium solution composed by RPMI, containing 20% of
ethylene glycol (EG) and 0,1M of sucrose at 20 °C, for 3 minutes. Subsequently, exposed to vitrification solution,
containing RPMI added to 40% of EG and 0,1 M of sucrose at 20 °C, for 2 minutes. After devitrification, 10
seminiferous tubules of each treatment were analyzed by histology assay. The viability of spermatic and Sertoli
cells were analysed with light histology, as well as the seminiferous tubules morphometry. The vitrified groups
were inferior to the control group in the morphologically integral cells analysis. However, the OTC was superior
to straw in terms of morphological preservation of the germinative cells. Nevertheless, in morphometric analysis
there was no statistical difference between the treatments (control, OTC and straw). Therefore, the vitrification in
OTC method showed better results than vitrification in straw based on histological evaluation of germ and Sertoli
cells of domestic cats.
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INTRODUCAO

Diversas espécies de felinos silvestres encontram-se em declinio populacional por
consequéncia de agdes antropicas, o que os expdem a ameacga de extingdo (ANDRABI e
MAXWELL, 2007). Por consequéncia, o aprimoramento de biotécnicas de reprodugido, como
a criopreservagao, tem sido desenvolvidas visando a formagao de bancos de germoplasma ¢ a
conservagao da biodiversidade (SILVA et al., 2012).

Para manter o potencial genético das espécies, a criopreservagao foi desenvolvida para
possibilitar a redu¢ao do metabolismo celular, a fim de permitir a manutencao de células viaveis
por tempo indeterminado (STACEY e DAY, 2007). A palheta convencional, ¢ um dos métodos
mais utilizados na criopreservacao seminal, € mostra-se como alternativa na redu¢ao de espago
no armazenamento em botijoes criogénicos, além de ser menos oneroso (ZIARATI et al., 2019),
tendo poucos relatos em tecido gonadal de gato doméstico. O sistema Ovarian Tissue
Cryosystem (OTC) consiste em uma estrutura cilindrica de ago inoxidavel, e possui estudos na
criopreservacao de tecido ovariano (CARVALHO et al, 2013; BANDEIRA et al., 2015;
BRITO et al., 2016), entretanto, ndo ha relatos com tecido testicular. Diante disso, este estudo
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objetivou avaliar a diferenga entre os métodos em palheta e OTC, na preservacdo morfoldgica
do tecido testicular de gato doméstico.

MATERIAL E METODOS

Selecio dos animais

Para realizacdo deste estudo, os procedimentos experimentais foram avaliados e
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Federal do Par4
(CEUA: 2890040516), todos os procedimentos foram acompanhados por um médico
veterinario. O projeto foi desenvolvido no Hospital Veterinario da Universidade Federal do
Pard, no Laboratdrio de Biotecnologia e Medicina dos Animais da Amazonia (BIOMEDAM).
Foram selecionados machos ptberes saudaveis de gato doméstico, submetidos a orquiectomia
eletiva. Foi utilizada apenas uma gonada de cada animal, sendo a outra destinada para outros
experimentos.

Desenho experimental

As gonadas (n=3) foram transportadas até¢ o laboratério em placas de Petri
esterilizadas, contendo solucao fisioldgica (NaCl) a 20 °C. Em seguida, os testiculos foram
separados do epididimo e seccionados longitudinalmente, para a obten¢do de 3 fragmentos (3
mm?) de parénquima testicular. As amostras do Grupo Controle (n=3) foram imediatamente
fixados em solugcdo de Davidson para avaliacdo histologica. Os demais fragmentos foram
vitrificadas por Ovarian Tissue Cryosystem (OTC) (n=3) e em palhetas convencionais (n=3).

Equilibrio, Vitrificacdo e aquecimento

Na vitrificagdo, os fragmentos foram expostos a solu¢do de equilibrio composta por
RPMI, contendo 20% de etilenoglicol (EG) e 0,1M de sacarose a 20 °C, por 3 minutos.
Posteriormente, adicionadas a solugdo de vitrificagdo, contendo RPMI acrescido de 40% de EG
e 0,IM de sacarose a 20 °C, por 2 minutos. O experimento foi realizado em duplicata,
vitrificadas pelo sistema OTC segundo Carvalho, et al. (2013) e em palhetas convencionais
(BRITO et al., 2018), e armazenados em nitrogénio liquido (-196 °C). Apo6s 1 semana, as
amostras foram submetidas a 30 segundos em temperatura ambiente (25 °C) e 1 minuto a 37
°C em banho maria, seguido de trés banhos de lavagem utilizando 1mL de RPMI com
concentracgdo decrescente de sacarose (0,05, 0,025 e 0 M) por 3, 5 e 7 minutos, respectivamente.
Feito isso, os fragmentos foram fixados em solu¢do de Davidson e processados para analise
histologica.

Avaliacao histologica

As amostras foram processadas para histologia classica e submetidas a cortes seriados
de 7um, coradas por hematoxilina e eosina. A avaliacdo foi feita considerando 10 tubulos
seminiferos de cada amostra, com auxilio do software NIS Element para contagem de células e
obtencdo de fotomicrografia, no aumento 400x. Foi realizada a contagem das células de
linhagem espermatica (espermatogdnias, espermatides e espermatocitos) e células de Sertoli,
classificadas em integras e degeneradas (quando houve alteracdes como nucleo picnético e
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vacuolizagdo citoplasmatica), sendo quantificadas todas as células no interior de cada tiibulo e
expressas em percentual de integridade. Também foram mensurados a érea total; o didmetro
maior e menor e a altura do epitélio dos tibulos seminiferos avaliados (SILVA et al., 2009).

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi feita pelo programa Statview 5.0 e a os resultados expressos
em médiatdesvio padrdo. Foi utilizado ANOVA para determinar a diferenca estatistica,
seguido de teste de Fisher para a diferenga entre as médias. Todos os testes foram realizados
com 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise histologica das células da linhagem germinativa (espermatogonias,
espermatocitos e espermatides) e células de Sertoli, os métodos de vitrificagdo em palheta e
Ovarian Tissue Cryossystem (OTC) apresentaram resultados inferiores ao grupo controle (Tab.
01). Contudo, o grupo OTC nio diferiu estatisticamente do controle para as células de Sertoli
(p=0,058). Comparando os grupos palheta e OTC entre si, a vitrificagdo pelo método OTC
demonstrou resultados superiores a palheta em funcao da preservagao morfologica das células
da linhagem espermatica e de Sertoli (p=0,012).

Tabela 01: Avaliacao histologica a partir da contagem de 10 tibulos seminiferos (n=3), células
germinativas e células de sertoli, expressas em percentual de integridade.

(%) Controle OTC Palheta
Espermatogonias 77+6* 56+5° 29+8¢
Espermatécitos 774+3% 28+5° 11£10°
Espermatides 93+£5859° 46+5° 27+9¢
Células de Sertoli 83+9? 66112 39+7°

a,b,c: A utilizacdo destas letras na mesma linha indica diferencga estatistica nas médias entre os tratamentos
(p=0,05).

Esse resultado pode ser atribuido a qualidade do dispositivo OTC por ndo permitir o
contato do material bioldgico com o nitrogénio liquido e agilizar a adi¢ao e remogdo da solucao
de vitrificagdo minimizando os danos decorrentes da manipulacdo do material (FAUSTINO et
al, 2015). Além disso, o ago inoxidavel do qual o dispositivo ¢ feito diminui o tempo da
condutibilidade térmica, permitindo que o material atinja a temperatura de vitrificagdo mais
rapidamente (CARVALHO et al., 2013; BANDEIRA et al., 2014).

Em relagdo a avaliagdo morfoldgica dos tubulos seminiferos, as medidas da area total,
altura do epitélio, didmetro maior ¢ menor ndo diferiram estatisticamente entre os grupos, ou
seja, ambos os métodos de vitrificagdo OTC e palheta obtiveram resultados semelhantes ao
grupo controle (p>0,05). Portanto, os métodos de vitrificagdo empregados nesta pesquisa nao
demonstraram alteragdes quanto a preservacdo da morfometria dos tubulos seminiferos (Tab.
02), permanecendo de acordo com os valores normais para a espécie (NEUBAUER et al.,
2004).
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Tabela 02: Analise morfométrica a partir da avaliag@o histologica de 10 tubulos seminiferos,
considerando area total, altura do epitélio, didmetro maior € menor.

Controle OTC Palheta
Area Total (nm2) 36344,6+25419,7 18432,7+£3237,12 35756,7+15905,9?
Diametro Maior(um) 220,3+£53,3* 191,4+15,6* 374,3+£200,5*
Didmetro Menor(pm) 156,8+29,92 127,949,72 152,8+45,52
Altura Epitélio(um) 55,0+5,5° 59,7+6,4* 60,9+6,8?

A utilizagdo da letra “a” na mesma linha indica que nao houve diferencas estatisticas nas médias entre os
tratamentos (p=<0,05).

CONCLUSOES

Portanto, infere-se que o método de vitrificagdo OTC obteve maior eficiéncia na
preservacao morfologica das células de linhagem germinativa e células de Sertoli quando
comparado ao método de vitrificagdo em palhetas convencionais, baseado na analise histologica
dos tubulos seminiferos.
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