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RESUMO

A criagdo de bancos de germoplasma destaca-se principalmente na criopreservagao de gametas
de animais ameagados de extincdo e em individuos submetidos a tratamentos como
quimioterapia e radioterapia. Atualmente, a criopreservagdo ¢ realizada por dois métodos
principais: a congelacdo lenta e a vitrificagdo. Apesar da eficicia da criopreservacdo para
abordar desafios como a infertilidade, ¢ importante destacar que o processo pode causar danos
ao tecido gonadal. Diante disso, a avaliagao histoldgica ¢ crucial para determinar a qualidade
dos tecidos apos a criopreservagdo, especialmente para o sucesso da técnica. No entanto, a
complexidade morfoldgica e a falta de padronizacdo nas avaliagdes histologicas dos tecidos
testiculares representam desafios persistentes, especialmente em contextos clinicos. Portanto, o
presente trabalho propde o desenvolvimento de uma nova tabela de escores para avaliagdao
histopatologica para tubulos seminiferos bovinos criopreservados. O estudo desenvolveu uma
padronizagdo de avaliacdo histoldgica especifica para danos do tecido bovino criopreservado,
util tanto para avaliadores com experiéncia ou para inexperientes. A adocdo de andlises
padronizadas contribui para maior objetividade e reducdo da variabilidade nos resultados
morfologicos. Essa abordagem sistemdtica promove uma base s6lida para a interpretacdo dos

dados, aumentando a confiabilidade e aplicabilidade entre as investigagdes nesse campo.

Palavras-chave: Morfologia, tibulo seminifero, criopreservacao, tecido testicular



ABSTRACT

The creation of germplasm banks stands out primarily in the cryopreservation of gametes from
endangered animals and individuals undergoing treatments such as chemotherapy and
radiotherapy. Currently, cryopreservation is carried out through two main methods: slow
freezing and vitrification. Despite the effectiveness of cryopreservation in addressing
challenges such as infertility, it is important to note that the process can cause damage to
gonadal tissue. In light of this, histological evaluation is crucial to determine the quality of
tissues after cryopreservation, especially for the success of the technique. However, the
morphological complexity and lack of standardization in histological assessments of testicular
tissues pose persistent challenges, especially in clinical contexts. Therefore, this study proposes
the development of a new scoring table for histopathological evaluation of cryopreserved
bovine seminiferous tubules. The research established a standardization of histological
evaluation specifically for cryopreserved bovine tissue damage, beneficial for both experienced
and inexperienced evaluators. The adoption of standardized analyses contributes to increased
objectivity and reduced variability in morphological results. This systematic approach promotes
a solid foundation for data interpretation, enhancing reliability and applicability across

investigations in this field.

Keywords: Morphology, seminiferous tubule, cryopreservation, testicular tissue.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, um consideravel esfor¢o cientifico tem sido aplicado na
criacao de bancos de germoplasma, tanto animal quanto humano visando criopreservar material
genético de animais ameagados de extingcdo e de seres humanos que serdo submetidos a
tratamentos clinicos que levam a infertilidade, como radioterapia ou quimioterapia (BOLTON
et al., 2022). A criobiologia de tecido ovariano ou testicular tem sido uma ferramenta
promissora na preservagao de células reprodutoras, abrangendo a criopreservagao de ovulos,
espermatozoides ou embrides com objetivo de restaurar futuramente sua fungdo
(LAMBERTINI et al.,2016).

Os procedimentos para a criopreservagao do tecido gonadal tém inicio com a coleta
da amostra, a qual deve ser cuidadosamente lavada com a solugao apropriada. Posteriormente,
o tecido ¢ fragmentado e submetido a um processo de desidratacdo e incubagdo com agentes
crioprotetores (ACPs). Apos esta etapa, os tecidos sdo preservados com o protocolo adequado,
a fim de, em um momento oportuno, serem descongelados e submetidos ao processo de
desenvolvimento. Cada fase desse procedimento deve ser minuciosamente analisada, dado que
essas etapas tém um impacto direto no sucesso do procedimento de criopreservagdo
(CARVALHO, 2016).

Atualmente, a criopreservacao ¢ viabilizada por meio de dois métodos distintos: a
congelagdo lenta e a vitrificagdo. A congelagdo lenta se caracteriza pela reducdo gradual de
temperatura, com uso ou ndo de equipamentos sofisticados (BOJIC et al., 2021). J& a
vitrificagcdo € descrita como processo de solidificacdo em baixas temperaturas com imersao
direta no nitrogénio liquido (ELLIOTT et al., 2017). Ambos os métodos tém como objetivo
principal manter o material bioldgico em condig¢des de temperaturas criogénicas de -196°C, o
que resulta na interrup¢do de reagcdes quimicas, processos bioldgicos e atividades metabdlicas
garantindo, dessa forma, a preservacgao integral do material (BAKHACH, 2009).

Embora a criopreservacgao seja uma solucao valida para enfrentar questdes como a
infertilidade ¢ crucial ressaltar que tanto o procedimento em si quanto a utilizagdo equipamentos
de alto custo e altas concentragdes de ACPs podem gerar desequilibrio osmético, estresse
térmico, formacdo de cristais de gelo intracelulares e provocar alteragdes estruturais e
moleculares nas células e tecidos (ARKOUN et al. 2019). Os danos causados ao tecido e as
células durante o processo de criopreservacdo ¢ definido como crioinjuria. Em relagdo aos
tecidos testiculares, ¢ importante destacar que a crioinjuria ¢ uma preocupacdo significativa,

uma vez que pode resultar em danos moleculares, vacuolizagdo e aumento do volume
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citoplasmatico nas células testiculares submetidas a criopreservagdo (DA SILVA et al., 2019;
DEL VENTO et al., 2019).

Para inferir o sucesso do procedimento de criopreservacao do tecido testicular, sao
necessarias analises qualitativas e quantitativas para estimar a integridade dos componentes
teciduais (MACENTE et al., 2017). Com coloracao cldssica com Hematoxilina e Eosina, se
consegue analisar a arquitetura tecidual e apos pontuada com escores permitindo determinar a
integridade do tubulo seminifero (AMELKINA et al., 2021). Em resumo, os principais
parametros avaliados encontrados na literatura sdo: danos ao epitélio seminifero e nucleo das
células (SAULNIER et al., 2021; SILVA et al., 2022). Avalia¢des desse tipo t€ém sido
empregadas em diversas espécies que passaram pela criopreservacdo, incluindo camundongos
(ARKOUN et al., 2016), felinos (LIMA et al., 2018b), carneiros (YGNACIO, 2023), bodes
(PATRA et al., 2021) e seres humanos (FAES; GOOSSENS, 2017).

No entanto, as avaliagdes histologicas do tecido testicular sdo desafiadoras devido
a sua complexidade morfologica e a presenca de diversos tipos celulares resultantes das
diferentes fases da espermatogénese (ITO, 2021). Assim, mesmo com tabelas com os
pardmetros e pontuacdes desenvolvidas na literatura para avaliacdes morfoldgicas dos
testiculos, a falta de uma padronizagdo clara e a dificuldade na reprodutibilidade dos escores ¢
uma problematica persistente, especialmente em contextos clinicos em que a precisdo da
avaliacdo ¢ crucial, para a escolha de uma técnica ideal para a criopreservagdo de testiculos.
Portanto, este trabalho tem como objetivo padronizar uma tabela de escores com as
caracteristicas morfoldgicas mais relevantes e avaliar a sua reprodutibilidade para emprego nas
analises das principais alteragdes histopatoldgicas do tecido testicular bovino apds a

criopreservacao.
1.1 Morfologia e fun¢ao testicular

Os sistemas reprodutores de primatas e bovideos apresentam compartimentos
semelhantes, incluindo testiculos, ductos eferentes, epididimos, ductos deferentes, ductos
ejaculatorios, uretra, glandulas acessorias e pénis, conforme ilustrado na figura 1 e 2
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; KONIG & LIEBICH, 2016). Nos mamiferos em geral, o
testiculo desempenha o papel principal na reproducado e ¢ funcionalmente organizado em duas
regides: porcdo tubular, responsavel pela producdo de gametas; e a porcao intersticial, ou
intertubular, responsavel pela producao e liberagdo de hormonios cruciais na espermatogénese

e caracteristicas secundarias masculinas (SILBER, 2018).



15

Figura 1- Estrutura do testiculo humano
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Fonte: Adaptado de EISENBERG, 2023.

Figura 2 - Sistema reprodutor bovino
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Fonte: KONIG & LIEBICH, 2016.

A porgao tubular ocupa a maior parte do tecido testicular, sendo composta pelos
tabulos seminiferos. No epitélio dos tibulos, encontram-se as células de Sertoli (CSs), que sdo
responsaveis por fatores essenciais, como suporte e nutrigdo, para a espermatogénese
(O’DONNELL et al., 2020), além das células germinativas, que originam os espermatozoides
(EISENBERG, 2023). Juntas, essas células formam o epitélio seminifero que envolvem o
limen dos tubulos (HESS, 2009). Ja o espago intersticial se localiza entre os tubulos seminiferos
e abrigam células isoladas ou em pequenos aglomerados no tecido conjuntivo. Essas células
sdao as células mioides peritubulares e as células intersticiais de Leydig, a principal célula

secretora do hormonio testosterona (SETCHELL; BREED, 2006).
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O epitélio seminifero encontra-se envolto pela barreira hematotesticular, a qual ¢
constituida pelas células de Sertoli. Essa barreira desempenha um papel importante na protegao
contra agentes imunologicos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). E essa barreira que permite
um ambiente especializado no desenvolvimento das células germinativas. O epitélio seminifero
¢ dividido em dois compartimentos: por¢do basal, contendo as espermatogdénias e
espermatocitos primarios, e o epitélio adluminal, contendo os espermatocitos secundarios e
espermatides. Assim, durante o amadurecimento das células germinativas, elas se deslocam do
epitélio basal para o adluminal, e liberam os espermatozoides do epitélio seminifero para o

lamen (CRISOSTOMO et al., 2018).
1.2 Espermatogénese e regulacdo hormonal

As células germinativas primordiais (CGPs) sdo formadas durante o periodo
embrionario. O processo de formagdo de espermatozoides ¢ chamado de espermatogénese e
tanto em humanos quanto em bovinos, tem inicio na puberdade e ocorre durante toda a fase
reprodutiva do individuo. Resumindo, a espermatogénese pode ocorrer em trés fases distintas
(Figura 2): formagdo de espermatocitos primarios; formacao de espermatdcitos secundarios;
formagdo de espermatides e espermatozoides (OATLEY; GRISWOLD, 2017).

Na primeira fase da espermatogénese, ha a proliferacao celular, onde ocorrem
divisdes mitoticas das células-tronco espermatogoniais com o estimulo dos andrégenos na
puberdade, que se formam em espermatogdénias e, posteriormente, em espermatocitos
primarios. Na segunda fase, os espermatdcitos primarios, passam por meiose reducional e
adquirem haploidia, gerando os espermatocitos secundarios. Por fim, na terceira fase, os
espermatdcitos secundarios, passam por divisdo meiodtica equacional e se desenvolvem em

espermatozoides FIGURA 2 (SILBER, 2018; VERNET et al., 2008).

Figura 3 — Espermatogénese em mamiferos

A Células de
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Fonte: Adaptado de EISENBERG, 2023.

No epitélio seminifero existem dois tipos de espermatogonias: tipo A, que exibem
um nucleo esférico ou ovdide e um nticleo eucromatico, e B que sdo células redondas e possuem
um nuicleo que reage mais intensamente a hematoxilina, porém ndo sao facilmente identificadas
ao microscopio (SHARMA et al., 2019). Ja os espermatdcitos sao classificados em dois tipos:
0s espermatocitos primarios, que se caracterizam pelo nucleo esférico, € os espermatdcitos
secundarios, com formato celular esférico e nucleo heterocromatico (MECKLENBURG;
HERMANN, 2016). As espermatides sdo células com nucleo esféricos e menores que os
espermatocitos secundarios, que durante a espermiogénese se tornam alongadas passando a ser
chamadas de espermatozoides (SILBER, 2018).

A espermatogénese ¢ regulada pela interacdo de diferentes estimulos hormonais
(Figura 3). O desenvolvimento e manutengdo dos espermatoizoides dependem de hormdnios
como o hormonio liberador das gonadotrofinas (GnRH), hormdénio luteinizante (LH) e o
hormoénio foliculo estimulante (FSH). O GnRH estimula células cromofilas basofilas na
hipofise anterior a secretar as gonadotrofinas na circulacdo sist€émica (EHMCKE, 2005; JAN,
2012). Por sua vez, os niveis de FSH e LH se regularizam pelo feedback negativo dos esterdides
sexuais, que diminuem a secre¢do de GnRH e mantém a homeostase do eixo 'hipotadlamo-

hipofise-gonadal' (HAYES, 2001; MANETTI, 2011).

Figura 4 - Regulagdo hormonal
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Fonte: Adaptado de EISENBERG, 2023.

Cada hormonio exerce agdes individuais na espermatogénese. As células de Sertoli
(CSs) possuem receptores para o hormdnio FSH e sdo estimuladas para secre¢do de fatores

como a inibina B, que regula a disponibilidade de FSH e a androgen-binding protein (ABP),
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responsavel por regular a acao da testosterona no tecido testicular JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2017). J& as células de Leydig possuem receptores para o LH, que estimula a producdo de
testosterona nestas células. A testosterona ¢ um hormonio crucial para o estimular a
espermatogénese, além de influenciar na aquisicao das caracteristicas sexuais masculinas e
regulacdo da secrecdo de GnRH. O desenvolvimento puberal dos testiculos ocorre com o
aumento da frequéncia de GnRH pelo hipotidlamo e a producdo de FSH e LH que provoca a
maturagdo das CSc e estimula as células espermatogoniais a entrarem em processo de

diferenciagdo e maturacao (MILLER; AUCHUS, 2011).
1.3 Criopreservagao do tecido testicular

A criopreservagdo ¢ um procedimento que utiliza baixas temperaturas com o
proposito de conservar a longo prazo material biologico e restaurar a funcao de células e tecidos,
como os espermatozoides ou tecido testicular (LAMBERTINI et al., 2016). O material
bioldgico pode ficar armazenado em nitrogénio liquido a -196° C por décadas e congelado em
bancos de germoplasma (HAGEDORN et al., 2019). Essa técnica ¢ essencial para preservar a
integridade celular (LEONQUINTO et al., 2009) e se desenvolveu ao longo do tempo a partir
da compreensdo sobre as técnicas de criopreservagdo (NAGY et al., 2017).

A criopreservagdo de tecido testicular € uma alternativa para a preservagao da
fertilidade masculina eficiente em animais pré-puberes, os quais ndo apresentam producao
espermatica, o que impossibilita a criopreservacao de s€émen (PUKAZHENTHI, 2015). Em
animais adultos, a criopreservagao de tecido ¢ frequentemente necessaria quando ha risco de
morte ou exposi¢cdo a tratamentos que levam a infertilidade, como no caso de pacientes em
tratamento de cancer (DELESSARD, 2020). Além disso, a criopreserva¢ao do s€émen nao ¢
sempre bem-sucedida devido a redug¢do de motilidade e de quantidade de espermatozoides
durante o processo de resfriamento e aquecimento, o que limita as possibilidades de
inseminacao (YOKONISHI, 2016; KALSI; 2011).

Devido a crescente extingdo em massa causada causada pelos seres humanos, cerca
de 41% dos anfibios, 26% dos mamiferos e 14% das espécies de aves estardo ameagados de
extingdo (CEBALLOS & EHRLICH 2018, IUCN 2021). Assim, a criopreservacgdo, a formagao
de bancos de germoplasma animal aliadas as tecnologias de reproducdo assistida vem como
uma ferramenta de auxilio para preservagdo dessas espécies ameagadas de extingdo
(MITCHELL & WILLIAMS, 2022). Nas ultimas décadas, a preservacao de tecidos somaticos
e gonadais expandiu-se para diversas espécies, tanto em animais silvestres quanto domésticos

(SILVA et al., 2020). Entre as espécies que tiveram sucesso no processo de criopreservagao
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estdo os humanos (BAERT et al., 2013), ovinos (PUKAZHENTHI et al., 2015), murinos
(DUMONT et al.,, 2017; PERRARD et al., 2016), felinos (LIMA et al., 2018b), suinos
(KANEKO et al., 2019), primatas (FAYOMI et al., 2019), caprinos (PATRA et al., 2021),
caninos silvestres (ANDRAE et al., 2021) e bovinos (LI et al., 2018).

Assim, a criopreservacdo de células-tronco espermatogoniais isoladas ou inclusas
em fragmentos do tecido testicular se apresenta como uma alternativa viavel para preservagao
do material genético animal e humano. Diversas abordagens podem ser utilizadas para a
obtencdo de espermatozoides a partir de amostras do tecido testicular, incluindo o transplante
de espermatogonias, o enxerto de tecido testicular e a espermatogénese in vitro (YOKONISHI,
2016). No entanto, o sucesso dessas técnicas estd intimamente relacionado aos protocolos de
criopreservacao utilizados: congelamento lento ou vitrificagio (PUKAZHENTHI et al., 2015;
SILVA etal., 2019)), as condi¢des de descongelamento ou aquecimento dos fragmentos (LIMA
et al.,, 2018a) e da idade do individuo (pré-puberes ou puberes) em que o fragmento foi

criopreservado (AMELKINA et al., 2021).
1.4 Principios e métodos para criopreservacao de tecido

A preservacao da viabilidade celular ou tecidual apés a interrupgao do metabolismo
no processo de criopreservacdo depende de alguns fatores como: o tipo e concentragdo dos
crioprotetores, o meétodo de criopreservagdo e resfriamento utilizado, como também o
armazenamento e o processo de descongelamento ou reaquecimento (FAUSTINO, 2011). Os
crioprotetores sdo substincias utilizadas para que as células sejam criopreservadas sem
crioinjurias causadas pela drastica queda de temperatura e pela formacdo de cristais de gelo.
Entre os crioprotetores mais utilizados, estdo dimetilsulfoxido (DMSO), etilenoglicol e glicerol,
que entram nas c€lulas causando a redu¢do da pressdao osmotica e formam um filme protetor ao
redor da membrana celular impedindo a formagao de cristais de gelo (RAPOSO et. al., 2016).
Além desses crioprotetores, a utilizacdo de gemas de ovo, leite em pod, sacarose, e até dgua de
coco também ja& foram utilizados e atuam como coadjuvantes na prote¢ao aos possiveis danos
causados com o congelamento (GONCALVES et al. 2008). Porém, a entrada e saida dos
crioprotetores da membrana celular, bem como sua alta concentracdo utilizada, podem causar
danos osmoticos e/ou toxicidade as células (CASTRO et al. 2011).

A criopreservacao do tecido testicular pode ser realizada por meio de dois métodos
principais: a congelacdo lenta e a vitrificagdo. Na congelacdo lenta, a temperatura ¢
gradualmente diminuida, permitindo a saida controlada da dgua intracelular, minimizando a

formagdo de cristais de gelo intracelulares (YONG et al., 2020). Por outro lado, a vitrificagdo
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envolve uma rapida diminui¢do da temperatura com taxas de resfriamento extremamente
elevadas, resultando na formagao de um meio vitreo que evita a formagdo de cristais de gelo
intracelular (ELLIOTT et al., 2017). Os protocolos de vitrificagdo incluem etapas de exposi¢ao
a crioprotetores permeaveis € ndo permeaveis, seguidas por um mergulho direto no nitrogénio
liquido (-196°C) (PATRA et al., 2021). A escolha entre sistemas abertos e fechados para
armazenamento influencia os riscos de contaminag¢ao microbiana, sendo que os sistemas abertos

permitem o contato direto com o nitrogénio liquido, acelerando a queda de temperatura

(BIELANSKI; VAITA, 2009).

A vitrificagdo em superficie solida (VSS) € outro método, no qual as amostras sao
transferidas para uma superficie plana resfriada em nitrogénio liquido e posteriormente
acondicionadas em criotubos. O aquecimento do tecido criopreservado ¢ realizado por imersao
rapida em banho-maria a 37°C, seguido pela remog¢do gradual dos crioprotetores para prevenir
alteragdes osmoéticas, danos celulares ¢ mudangas na arquitetura dos tecidos (CARVALHO,
2016). O controle adequado do tempo de exposi¢do e concentracdes de crioprotetores &
essencial para evitar toxicidade nos tecidos e células durante todo o processo (PECG, 2007,
RALL et al.1983; KARLSSON; TONER, 1996).

Apds o0 aquecimento, os fragmentos testiculares podem restaurar sua funcionalidade
reprodutiva e ser empregado nas técnicas de reproducdo assistida como a fertilizagdo e a
producdo in vitro de embrides (PATRA; GUPTA, 2019). Com isso, o sistema de cultivo in vitro
de tecido testicular de animais com alto valor zootécnico e/ou ameacados de extin¢do vém
sendo investigados em diversas espécies e diferentes técnicas tem sido empregadas, como o
cultivo bidimensional (2D) em camundongos (SATO et al., 2015), caprino (PATRA et al.,2019)
ou tridimensional (3D) em humanos (JORGENSEN et al.,2014).

1.5 Avaliagdes de testiculos criopreservados

O sucesso na criopreservacao do tecido testicular € necessario para que a maioria
das células permanecam viaveis apos o aquecimento (CARVALHO, 2016). Dessa forma, as
analises mais empregadas para verificar a viabilidade do tecido testicular sdo as avaliagdes
histologicas, onde sdo avaliadas a morfologia das células e a arquitetura dos tecidos. Para essas
analises, a coloragdo mais comumente utilizada ¢ a histologia classica com Hematoxilina e
Eosina (HE). A técnica de coloracdo com HE permite a analise da morfologia do tecido
testicular, incluindo a integridade da membrana basal e a estrutura dos tubulos seminiferos, a

identificacdo dos diferentes tipos celulares, além da presenga de vacuolizagdo e a organizacao
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estrutural epitélio seminifero. Dessa forma, € possivel avaliar os danos causados pelo processo
de criopreservagdao que venham a comprometer a morfologia do tecido e das células ali
presentes (LIMA et al., 2018a). Nesse sentido, as analises devem estabelecer os parametros e
caracteristicas a serem avaliados qualitativa e quantitativamente e pontuagdes baseadas nessas
caracteristicas podem ser empregadas.

Dentre as primeiras classificacdes histologicas de tecido testicular estd a
classificacdo de Johsen (1970), que se baseia na contagem de escores em fragmentos de
testiculos humanos submetidos a biopsia, atribuindo pontuagdes de 1 a 10 de acordo com a
presenca ou auséncia dos tipos celulares nos tibulos seminiferos. Pardmetros como a presenga
de espermatozoides, espermatides, espermatocitos, espermatogonias ou apenas células de
Sertoli receberam notas decrescentes de 10 a 2 e finalmente o escore 1, onde nenhuma célula
estava presente (JOHSEN, 1970).

Outra classificagdo amplamente utilizada ¢ a proposta de Cosentino (1985), que
envolveu a andlise de tibulos seminiferos de ratos pré-puberes. Nessa abordagem, 12
parametros histologicos foram avaliados e pontuados em uma escala de 0 a 4, de acordo com a
extensdo do dano observado. Dentre os parametros avaliados, foram incluidos a integridade dos
tubulos e das células germinativas. Pontuagdes foram atribuidas com base na presenca de
espermatozoides e espermatides, reducdo do diametro tubular ou ruptura, além de proliferagcao
das células de Leydig (CONSENTINO, 1985).

Recentemente, Faes e Gossens (2017) desenvolveram uma classificagao histologica
para a avaliacdo de fragmentos de testiculo humano submetidos a criopreservacdo. Nessa
abordagem, quatro pardmetros foram considerados e pontuados em uma escala de 0 a 3. Esses
pardmetros englobam a histoarquitetura dos tibulos seminiferos incluindo a ruptura da
membrana basal, inchago e perda das células do epitélio, com a adi¢cdo de consideragdes sobre
a sua condensacdo nuclear ou picnose. Outra avaliacdo significativa em rela¢do aos tecidos
testiculares criopreservados foi abordada por Ygnacio (2023), utilizando tecido testicular de
carneiros como modelo. Essa avaliacdo combinou os pardmetros definidos por Johsen (1970) e
Faes e Gossens (2017), considerando alteracdes nos tibulos seminiferos e alteragdes celulares,
em uma escala que varia de 0, indicando um tecido saudavel, a 3, indicando maior grau de
danos causados (FAES E GOOSSENS, 2017; YGNACIO, 2023).

Embora as classificagdes tenham incluido pardmetros e escores, as avaliagdes
histologicas permanecem complexas e demandam tempo e treinamento devido a alta
complexidade da morfologia do tecido testicular e dos diversos tipos celulares presentes,

resultantes das diversas etapas de espermatogénese (LUPOLD, 2013; ITO, 2021). Portanto, ¢
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essencial estabelecer andlises de facil aplicagdo e compreensao e a0 mesmo tempo confidveis e
reprodutiveis, a fim de permitir que o avaliador analise e pontue o tecido com precisdo e que a
metodologia empregada seja reprodutivel e que fique disponivel para outros pesquisadores
empregarem em trabalhos futuros. Além disso, a falta de padronizacao nas classificagdes dos
tubulos seminiferos ¢ um fator que afeta a consisténcia e a confiabilidade das analises. Portanto,
a definicdo e padronizagdo dos parametros e escores empregados na avaliagdo do tecido
testicular sdo de extrema importancia para uma compreensao aprimorada do nivel de danos
causados aos fragmentos testiculares submetidos as técnicas de criopreservacgao e/ou cultivo in

vitro.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Padronizar as caracteristicas morfoldgicas mais relevantes dos tibulos seminiferos e
avaliar a reprodutibilidade da tabela de escores utilizada para analisar o nivel de dano do tecido

testicular bovinos ap6s o processo de vitrificagao.

2.2 Objetivos especificos

1. Identificar quais sdo os principais danos morfologicos causados pela vitrificacdo na
arquitetura dos tubulos e no epitélio seminifero antes e apos esse procedimento;

2. Definir quais os critérios e pardmetros morfolégicos mais relevantes a serem
considerados na avaliagdo morfologica dos tibulos e das células do epitélio
seminifero antes e apds o processo de vitrificacao;

3. Testar, com diferentes avaliadores, a reprodutibilidade ¢ a confiabilidade das

caracteristicas ou critérios morfoldgicos relevantes.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

Este estudo ¢ de natureza experimental e segue um desenho para avaliacio
histologica adaptado de Trevisan (2018). Foi fundamentado em trés metodologias padrao, uma
destinada avaliar a integridade estrutural dos tubulos seminiferos (CONSENTINO et al., 1985),
outra tem como objetivo validar uma pontuagdo para epitélio seminifero (JOHANSEN, 1970)
e para avaliar os ntcleos picndticos das células germinativas (FAES E GOOSSENS, 2017).
Para aprimorar ainda mais o delineamento, foram definidas quatro fases distintas, conforme o

fluxograma a seguir.

Figura 5 - Fluxograma de validacao

Fase I R 3 animais e 30
Amostras e procedimentos tubulos seminiferos
A
Fase I1 N Principios e
Geragao de escores metodologias
y
Fase ITI Teste, treinamento e
Verificagdes e avahiagoes avalhagoes
A
Fase IV N Avahagdes e
Validagio estatisticas

Fonte: Elaborado pela autora

3.1 Fase I: Identificacao
Foi realizada uma sele¢do de um grupo controle e um grupo vitrificado, e definiu-
se analisar 10 tibulos seminiferos de cada animal, um total de 30 tbulos seminiferos de cada

grupo, para estabelecer os objetivos da analise morfologica dos tubulos seminiferos.

3.1.1 Amostras e procedimentos
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Foram coletados 3 pares de testiculos animais adultos provenientes de abatedouros
locais. Foi selecionado um testiculo de cada par dos trés animais distintos e submetidos a uma
lavagem unica com alcool 70% e, em seguida, lavados em meio contendo NaCl 0,9%, penicilina
e estreptomicina a 100 pg/mL. Posteriormente, os Orgdos foram transportados para o
Laboratério de Manipulacao de Odcitos e Foliculos Ovarianos Pré-antrais (LAMOFOPA) da
Universidade Estadual do Ceara a uma temperatura de 4° C, uma hora ap6s a coleta onde foram
fragmentados segundo Ygnéacio, 2023. Os fragmentos do tecido testicular foram distribuidos
aleatoriamente em duas condigdes experimentais (tratamentos): controle, no qual os fragmentos
foram diretos para processamento histologico, ou seja, testiculo fresco, e os vitrificados, os
quais os fragmentos foram submetidos a técnica de vitrificagcdo e ap6s o aquecimento foram
destinados ao processamento histologico. Em ambos os grupos, fragmentos frescos e

vitrificados foram submetidos a histologia classica e analise morfologica.

Figura 6 — Coleta, lavagem e transporte das amostras

NaCl 0,9%

sycp 7 Penicilina 100 pg/mL

3 3 testicul L8 LAMOFOPA
ammess eErEos Alcool 70% (1x) Estreptomicina 100 pg/mL 40C
223 ﬁ 1 hora
—_— —_— S

o~ n‘\ P -

Coleta em abatedouros locais Meio de lavagem e transporte

Fonte: Elaborado pela autora.

3.1.2 Protocolo de Vitrificacao (VIT)

Os fragmentos foram expostos a duas solu¢des de vitrificagdo (SV1 e SV2) dentro
de um dispositivo proprio de aco inox. Foram expostos por 4 minutos a SV1, composta por
Meio Essencial Minimo (MEM-HEPES) suplementado com 10 mg/mL de Albumina Sérica
Bovina (BSA), 0,25 M de sacarose (SAC), 10% de etilenoglicol (EG), 10% de dimetilsulféxido
(DMSO) e 150 uM/ml de acido alfa lipdico (ALA). Em seguida, exposto a SV2 por 1 minuto a
temperatura ambiente, mantendo a mesma composic¢do da SV1, exceto pela maior concentragao
dos agentes crioprotetores, que foi de 20% de EG e DMSO. Apds a etapa de exposicdo, o
dispositivo foi fechado, mergulhado e armazenado em nitrogénio liquido por 7 dias. Para o
processo de aquecimento, o dispositivo foi retirado do nitrogénio liquido a temperatura

ambiente por 1 minuto, seguido por imersdo em banho-maria a 37°C por 30 segundos.
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Posteriormente, os fragmentos foram lavados trés vezes em solu¢des contendo MEM-HEPES
e 10 mg/mL de BSA e concentragdes decrescentes de SAC (0,5M, 0,25M e OM), por 5 minutos
em cada solucao (SILVA et al., 2022).

Figura 7 — Fragmentagdo, criopreservacao e aquecimento das amostras

APCs ’ e e o
10% EG Nitrogénio liquido 37°C

3 testiculos 10% DMSO 7d|a5 30 segundos

/ T

—

Fragmentacgéo Criopreservagao Aquecimento

Fonte: Elaborado pela autora.

3.1.3 Analise morfolédgica

Os fragmentos de testiculo para analise morfoldgica foram fixados em solugao
de Davidson (22,2% de formaldeido, 33,4% de etanol, 11% de &cido acético glacial e 33,4% de
agua destilada) em temperatura ambiente por 12h. Apds a fixacdo, os fragmentos foram
desidratados em concentragdes crescentes de alcool, clarificado em xileno ¢ embebido em
parafina. Em seguida foram seccionados com 5 um de espessura e corado com hematoxilina-
eosina (HE) (YGNACIO,2023). Com o auxilio de um microscopio ptico com camera acoplada
e software Image J, foram capturadas um total de 30 fotomicrografias de tubulos seminiferos
em aumento de 40 vezes.

Figura 8 — Processamento histologico

5pm Rl 30 fotomicrografias

T R _ﬂ%a W de’

Parafina Micrometro Coloragéo Andlise

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.2 Fase II: Geracio de escores

Para assegurar a qualidade da abordagem metodologica, foram estipulados
principios fundamentais para a sua aplicabilidade, destacando-se a simplicidade ¢ a
possibilidade de reproduc¢ao em outros modelos de avaliagdo, conforme descrito por Trevisan
(2018). Os parametros morfoldgicos foram criteriosamente selecionados mediante uma andlise
prévia dos tubulos seminiferos. Foram entdo, categorizados em alteracdes no epitélio
seminifero, alteragdes estas que abrangem caracteristicas como a membrana basal, organizacao
das células epiteliais, como espacos entre as células, retragdo do epitélio, bem como aspectos
celulares como nucleos picndticos e perda das células epiteliais.

Apds a definicdo dos parametros, procedeu-se a escolha da descricdo das
caracteristicas e suas respectivas escalas, conforme delineado por Johsen (1970), Consentino
(1985), Faes e Goossens (2017) e Ygnacio (2023). Assim, foram pontuados em escalas de 0 a
3, onde a morfologia intacta (com a membrana com estrutura intacta, sem desorganizacgao,
epitélio aderido a membrana, poucos espagos entre as cé€lulas, poucos nucleos picnoticos e
pouca perda celular) recebeu uma pontuagdo de 0, enquanto a pior (com membrana basal
completamente retraida, epitélio totalmente desorganizado, muitos espagos entre as células,
epitélio completamente retraido, muitos nucleos picnéticos e muita perda celular) recebeu uma
pontuagdo de 3.

Para uma melhor andlise, pranchas histologicas com imagens dos tubulos

seminiferos foram montadas e apresentadas aos avaliadores (figura 9, 10 e 11).



Figura 9 - Membrana basal e Organizacao do epitélio

Escores 0

a) b)
Escores 1

c) d)
Escores 2

Escores 3

g) h)
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Figura 9. Imagens a, c, e, g, demonstram a membrana basal (setas vermelhas), classificadas nos escores 0, 1,2 e

3, respectivamente. As imagens b, d, f ¢ h, demonstram a organizag¢do do epitélio seminifero (setas amarelas)

classificados nos escores 0, 1, 2 e 3, respectivamente.
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Figura 10 — Alteragdes nas células epiteliais

Escores 0

Escores 1

k)

Escores 2

Figura 10. As imagens i, k, m, o demonstram espacos entre as células (setas azuis), classificados nos escores 0, 1,
2 e 3, respectivamente. As imagens j, | n, p demonstram a retragdo do epitélio seminifero (setas verdes), associada

aos escores 0, 1, 2 e 3, respectivamente.
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Figura 11 — Nucleos picnéticos e perdas celulares

Escores 0

Q)

Escores 1

s) t)

Escores 2

Figura 11. As imagens q, s, u, w demonstram os nuicleo picndticos (setas laranjas) vinculados aos escores 0, 1,2 ¢
3, respectivamente. As imagens r, t, v, x destacam as perdas celulares (setas pretas) associadas aos escores 0, 1, 2

e 3, respectivamente.
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3.3 Fase I1I: Verificacoes e avaliacoes

3.3.1 Fase de teste

Nesta etapa, quatro observadores, uma avaliadora experiente em histologia e trés
avaliadores sem experiéncia, uma estudante de mestrado, um estudante de doutorado e uma
estudante de graduacdo, avaliaram um conjunto de micrografias composta por imagens dos
tubulos seminiferos dos tratamentos controle e vitrificados (Anexo I), a fim de observar as
caracteristicas morfologicas das mesmas. Com base nas dificuldades e comentarios dos
observadores, as descricdes de cada escores foram ajustadas, para ser compreensivel para

observadores inexperientes.

3.3.2 Treinamento

Para evitar conflitos entre cada avaliagao individual e alcangar a padronizagdo para
todos os avaliadores, experiente ou nao, foi realizado um treinamento, ministrado pela
avaliadora experiente. O treinamento foi realizado em 2 encontros. No primeiro momento foram
treinados quanto a estrutura da membrana basal, organiza¢do do epitélio, espagos (Gaps) entre
as células epiteliais, retragdo do epitélio seminifero, nticleos picnéticos e perda das células
epiteliais. Aproximadamente 30 fotomicrografias aleatorias foram apresentadas aos
avaliadores, e pontuadas com uma escala de 0 a 3, sem qualquer explicacdo das caracteristicas
histologicas. No segundo momento, os avaliadores receberam treinamento prévio para a

avaliacdo, que foi utilizada pelos observadores para validar o treinamento.

3.3.3 Avaliacao

Apods o treinamento, 30 fotomicrografias foram catalogadas, renomeadas e
colocadas em um arquivo com codigos aleatorios (sem identificacdo de tratamento ou animal)
e disponibilizadas para os avaliadores (avaliacao cega). Foram realizadas avaliagdes cegas pelos
4 examinadores, sendo estes: uma professora experiente em histologia, uma estudante de
mestrado, um estudante de doutorado e uma estudante de graduacdo, que realizaram as
avaliacOes em 2 momentos distintos. Apos a primeira avaliagdo, as imagens foram novamente
catalogadas, renomeadas com cddigos diferentes dos codigos iniciais € colocadas em um novo
arquivo que foi disponibilizado aos avaliadores. Uma nova avaliagdo foi realizada em intervalo
de uma semana ap0s a primeira, € uma nova avaliacdo cega dos mesmos tibulos seminiferos
foi realizada. Essa abordagem foi adotada em conformidade com os principios de validagdo e

reprodutibilidade.



32

4.0 RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os parametros, descrigdes e pontuacdes (escores) definidos
para a normalizacdo da avaliagdo histoldgica dos tubulos seminiferos. As modifica¢des foram
implementadas com base no feedback dos avaliadores para assegurar uma abordagem mais

precisa e padronizada na analise morfolédgica do tecido.

Tabela 1- Padronizagdo de Avaliagdo Histoldgica

Alteracgdes no epitélio seminifero

Membrana intacta com células midides organizadas 0

Leve alteracdo na membrana e leve desorganizacao

das células mioides !
Membrana basal Retracdo da membrana e desorganizacao das células )
miodides
Perda da arquitetura da membrana e total 3
desorganizagao das células mioides
| | | 1
Sem desorganizagdo 0
Organizacdo do Células levemente desorganizagao 1
epitélio Células moderadamente 2
Células do epitélio totalmente desorganizadas 3
| |
Até 10% de gaps entre as células 0
Até 40% de gaps entre as células 1
Espacos entre as
células epiteliais Entre 40 a 80% de gaps entre as células 2
Mais de 80% de gaps entre as células 3
| | |
Epitélio totalmente aderido a membrana basal 0
~ o e Epitélio com ligeira retracao 1
Retracao do epitélio
seminifero Epitélio principalmente retraido 2

Epitélio completamente retraido 3
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Aspectos celulares Escores
Até 10% das células com nucleos picnoticos 0
Menos de 40% das células com nucleos picnéticos 1
Nucleos picnédticos
Entre 40 a 80% das células com nucleos picndticos 2
Mais de 80% das células com nucleos picndticos 3
| |
Até 10% das células perdidas 0
Até 40% das células perdidas 1
Perda das células
epiteliais Entre 40 a 80% das células perdidas 2
Mais de 80% das células perdidas 3

Fonte: Elaborado pela autora seguindo os critérios de Johsen (1970), Consentino (1985), Faes

e Goossens (2017) e Ygnacio (2023).

Ap0s a realizacdo das analises, Os valores dos escores foram atribuidos através de

uma avaliag¢do cega, qualitativa, realizada por quatro avaliadores, apos cuidadosa observacgao

dos parametros morfologicos estabelecidos na tabela 1, utilizando imagens obtidas dos

preparados histologicos. Foram examinadas as caracteristicas da membrana basal, epitélio

seminifero, gaps, retracdo, picnose e perda celular e as médias dos escores das caracteristicas

morfoldgicas dos tibulos seminiferos de testiculos bovinos frescos e criopreservados foram

cuidadosamente calculadas e compilados nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Médias dos escores de cada avaliador por caracteristicas morfologicas no tecido

testicular fresco

Avaliador 1 2 3

Momento De 1° 2° 1° 2° 1° 2° 1°
Avaliagao

20




Membrana

Epitélio

Gaps

Retracao

Picnose

Perda

0,6

0,5

1,1

0,4

0,3

0,3

0,7

0,7

1,7

0,6

0,2

0,2

0,4

0,9

1,1

0,5

1,4

0,6

0,1

0,2

0,9

0,3

1,2

0,1

0,2

0,6

1,4

1,5

0,3

0,6

0,5

1,3

0,1

0,6

0,2

0,9

1,0

1,3

0,5

1,1

0,8

0,9

0,9

1,3

0,5

1,1

0,8
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Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 3 — Médias dos escores de cada avaliador por caracteristicas morfoldgicas no tecido

testicular vitrificado

Avaliador

Momento De 1° 2° 1° 2° 1° 2° 1° 2°
Avaliagao
Membrana 1,7 1,4 0,8 1,0 1,8 1,8 1,2 1,2
Epitélio 1,9 1,2 1,5 1,4 1,9 1,9 1,5 1,5
Gaps 0,8 1,4 0,7 0,9 1,5 1,6 1 1
Retracao 1,9 1,8 1,1 1,3 1,5 1,4 1,1 1,1



Picnose

Perda

0,7 0,4

1,6

0,8

1,5

1,0

1,4

0,7

1,5

0,7

1,2

1,2

1,3

1,1
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Fonte: Elaborado pela autora.
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5.0 DISCUSSAO

Dentro do escopo desse estudo, foi adotado um desenho para adaptacao e validagao
de caracteristicas morfologicas relevantes para andlise qualitativa das alteracdes do tecido
testicular bovino apos criopreservagdo. Assim, ao considerar os resultados apresentados, ¢
evidente que ap6s uma padronizacdo e treinamento adequado ¢ possivel observar uma notavel
confiabilidade nos valores de escores para os diferentes e variados parametros da morfologia
testicular. Além disso, observou-se uma forte correlagdo entre a nova metodologia de avaliacao
e as classificagdes previamente estabelecidas por Johsen (1970), Consentino (1985), Faes e
Goossens (2017) e Ygnacio (2023). Essa constatacao reforca a confiabilidade e facilidade de
aplicagdo destas tabelas de escores na avaliagio da morfologia testicular tanto para
pesquisadores experientes quanto para os inexperientes, mediante treinamento.

Em comparagao com estudos prévios, esse estudo corrobora com as classificagoes
descritas por Ygnacio (2023) e Faes & Gossman (2017) envolvendo fragmentos de tecidos
testiculares bovinos criopreservados. Assim, foi-se adotada uma abordagem rigorosa para
avaliar esses tecidos, utilizando caracteristicas especificas como alteragdes na membrana basal
dos tubulos, organizacao do epitélio seminifero, espacos entre as células epiteliais, retragdo do
epitélio seminifero, presenca de nucleos picndticos e a perda de células epiteliais.

Os resultados apresentados na Tabela 2, que descreve a média dos escores obtidos
para cada parametro avaliado no grupo controle, indicam que houveram diferencas relacionadas
a variagdo quanto membrana basal, observadas entre os avaliadores 1, 2 e 3, sugerindo que a
interpretacdo e a avaliagdo desses parametros podem variar substancialmente entre diferentes
observadores, o que pode indicar a necessidade de treinamentos mais rigorosos para estas
caracteristicas, quanto a escolha de protocolos para a criopreservacao do tecido testicular de
mamiferos.

Na Tabela 3, que resume as médias dos escores para o tecido testicular bovino
criopreservado, observa-se uma variacao nos resultados, especificamente nos parametros do
epitélio seminifero e espacos entre as células, apenas nas avaliacdes do avaliador 1. Essa
variacdo pode ser atribuida a possivel inexperiéncia desse avaliador sugerindo que, na analise
do tecido criopreservado, ha uma dificuldade na interpretacdo destas caracteristicas por parte

desse avaliador em particular, ou que as alteragdes constatadas devem ser melhor avaliadas.
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Possiveis variagdes assim podem ocorrer devido a experiéncia e nivel de treinamento dos
avaliadores e até mesmo interpretacdes subjetivas das caracteristicas podem ocorrer entre os
diferentes observadores. As diferencas especificas apresentadas nas caracteristicas de
membrana, perda celular e picnose entre os avaliadores ressalta a necessidade de discussdes
mais aprofundadas sobre os critérios de avaliagdo e a possibilidade de treinamento adicional
para adotar a avaliacdo por escore do tecido testicular. Estas caracteristicas parecem apresentar
uma maior complexidade e refinamento morfoldgico, dado a quantidade de estruturas a serem
observadas e que podem ser alteradas durante o processo de criopreservacao. Essa analise
critica de avaliacdes qualitativas fortalece a confiabilidade nos resultados e nas conclusdes
derivadas dessas avaliagdes histoldgicas, contribuindo assim para avangos mais solidos na
escolha de um protocolo de criopreservagao adequado para preservacao de células germinativas
dos tecidos testiculares bovinos.

Dentre as limitagdes das avaliagdes qualitativas encontra-se a necessidade de uma
abordagem mais abrangente incluindo diversos aspectos além da analise morfoldgica do
epitélio seminifero, membrana basal e células germinativas e de suporte. Primeiramente,
destaca-se a importancia da manutenc¢ao do tecido conjuntivo intersticial e da sua interacdo com
a estrutura tubular, além de conter a vasculariza¢do dos tubulos seminiferos, que irdo garantir
o suprimento sanguineo adequado nos casos de transplante do tecido testicular e assegurar a
oxigenacao e nutrientes para o tecido reimplantado. Em segundo lugar, € no intersticio, onde as
células de Leydig residem e desempenham papel fundamental na producio de testosterona e
estimulacdo para uma possivel retomada da espermatogénese neste tecido.

Avaliar o tecido testicular com outras coloragdes, além da coloracao classica como
HE, poderiam facilitar a andlise das estruturas. Entre os exemplos estdo a colotragdo acido
peryodico-Schiff (PAS) para avaliar a estrutura da membrana basal, o tricomo de Masson para
avaliar as fibras do tecido conjuntivo intersticial e sua interagdo com a membrana basal e células
de Leydig. Outro ponto importante € a identificagdo e caracterizagdo mais especifica da
viabilidade das células germinativas, que sao os grupos celulares mais importantes no que diz
respeito a preservacdo do germoplasma tanto de animais em extin¢ao ou de alto valor genético
assim como de seres humanos.

Até o presente momento, esse estudo se destaca como a primeira abordagem
dedicada a padronizar e validar analises histoldgicas especificas para testiculos submetidos a
criopreservacao. Contemplando as caracteristicas morfoldgicas como membrana basal, células
germinativas e de Sertoli. A metodologia adotada para a padronizag@o dessas caracteristicas e

quantificacdo das andlises baseia-se nos parametros descritos pela literatura, visando
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estabelecer um protocolo robusto e confidvel. A implementacido desse método proporciona nao
apenas uma avaliacdo mais consistente da morfologia testicular, mas também abre portas para
futuras investigagdes comparativas e avangos no entendimento dos efeitos da criopreservacgao

nesse contexto especifico.
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6.0 CONCLUSAO

Em conclusdo, este estudo estabeleceu uma padronizagdo das principais
caracteristicas morfologicas dos tibulos seminiferos em tecido testicular submetido ao processo
de criopreservagdo. Essa padronizacao revela-se benéfica tanto para pesquisadores experientes
quanto para os inexperientes ao avaliar a morfologia testicular. Destacam-se caracteristicas
essenciais para a analise da qualidade do tecido, como a preservacdo da membrana basal, que,
ao ser mantida, assegura a qualidade do tecido e a funcao principal do 6rgao que € a viabilidade
das células germinativas espermatogoniais que tém o potencial de se desenvolver em
espermatozoides, seja no tecido reimplantado ou por meio de cultivo in vitro.

Para proporcionar uma abordagem mais clara e coesa das caracteristicas
histoloégicas dos tibulos seminiferos e garantir uma padronizacdo confiavel e de facil
compreensao, desenvolvemos uma tabela de escores neste estudo. Essa tabela propde uma
padronizacdo das principais caracteristicas morfoldgicas dos tibulos seminiferos de testiculos
bovinos apods o processo de criopreservagao e avaliagao segura da qualidade do tecido testicular
apos estresse térmico. Realizamos testes e treinamentos entre os avaliadores, utilizando a tabela
de padronizagdo para assegurar a consisténcia dos resultados.

A adocdo de andlises padronizadas da morfologia testicular representa uma
ferramenta crucial, contribuindo para maior objetividade e redugdo da variabilidade nos
resultados de estudos morfoldgicos. Essa abordagem sistematica ndo apenas promove uma base
mais solida para a interpretacdo dos dados, mas também fomenta a confiabilidade e

comparabilidade entre diferentes investigagdes nesse campo de pesquisa.
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