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Resumo

Todas as espécies felinas encontram-se ameacadas de extingdo, exceto o gato doméstico, o que tem
despertado interesse na otimizagdo dos protocolos de conservagdo do material genético desses animais para
utilizagdo futura na reproducdo artificial. Apesar das diferentes biotécnicas reprodutivas existentes, a
criopreservacao do tecido gonadal representa a unica opgao para resgatar e preservar o material biologico de animais
pré-puberes que tenham ido a 6bito precoce ou que foram submetidos a tratamentos que resultem em infertilidade.
Em relagdo aos machos felinos, a vitrificagdo do tecido testicular ¢ uma biotécnica reprodutiva com aplicagdes
recentes na conservacdo do material biologico de felinos pré-puberes e os resultados obtidos sdo promissores.
Utilizando o gato doméstico como modelo experimental, ja foi possivel desenvolver protocolos que propiciam
menores danos aos tubulos seminiferos e suas populacdes celulares ao utilizar diferentes técnicas de vitrificacao.
Apesar dos avangos, ainda sdo necessarios novos estudos no intuito de estabelecer protocolos ideais para o
aquecimento dos fragmentos testiculares, assim como métodos para o desenvolvimento em cultivo da
espermatogénese, o que ird possibilitar a utilizagdo das células espermatogénicas obtidas na reproducao assistida de
espécies felinas ameagadas.
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Abstract

All the feline species are threatened, except the domestic, which has aroused interesting in the optimize the
protocols of the genetic material conservation of these animals for future utilization in the artificial reproduction.
Despite the different reproductive biotechniques, the gonadal tissue cryopreservation represents the only alternative
to rescue and preserve the biological material from prematurely dead prepubertal animals or those undergoing
treatments that cause infertility. In terms of male felines, vitrification of the testicular tissue is a reproductive
biotechnology with recent applications in the conservation of the biological material of prepubertal animals and the
results obtained are promising. Using the domestic cat as an experimental model, it has been possible to develop
protocols that provide less injury to the seminiferous tubules and their cell populations using different vitrification
techniques. Despite advances, new studies are still needed to establish optimal protocols for the warming testicular
fragments, as well as methods for the development spermatogenesis in culture, which will allow the use of
spermatogenic cells obtained in the assisted reproduction of the threatened feline species.

Keywords: conservartion, cryopreservation, feline, testicle, prepubescent.
Introducao

As espécies mamiferas sofreram uma redugdo acentuada da populagdo de vida livre nas ultimas décadas
com expectativa para que em 2020 a biodiversidade de populagdes de vertebrados ao redor do planeta decline 67%
(WWF, 2016). Ademais, nos dias atuais aproximadamente 75% das espécies mamiferas encontram-se ameagadas de
extin¢do (Ceballos et al., 2017). Em relagdo aos mamiferos da ordem carnivora, um elevado numero de espécies
encontra-se ameagada de extin¢do, incluindo todos os canideos e felideos selvagens pertencentes a fauna brasileira
(ICMBIO, 2016).

Neste contexto, de todas as espécies felinas existentes no mundo, o gato doméstico € o inico que nao se
encontra ameagado de extingdo. Outrossim, apesar das diferengas fisiologicas existentes entre as espécies felinas, o
gato doméstico € a espécie que possui a biologia mais proxima dos felinos selvagens, o que coloca este animal como
um excelente modelo experimental para avangos reprodutivos nas demais espécies (Villaverde et al., 2009; Baggio
Junior e Cavalcanti, 2014). Ainda, o gato doméstico tem sido utilizado como modelo experimental para diferentes
estudos voltados a sanidade da populagdo humana, o que reforca sua utilizagdo em experimentos cientificos
(Giudice et al., 2017; Lee et al., 2018).

A reprodugdo ¢ uma etapa essencial para a conservagdo da biodiversidade (Comizzoli et al., 2010). Neste
contexto, pesquisas foram desenvolvidas no intuito de preservar o material bioldgico de diferentes espécies para
utilizagdo futura em programas de reprodugéo artificial e formagdo de biobancos (Selvaraj et al., 2011; Buarpung et
al., 2013). Além do mais, utilizando o material bioloégico de animais puberes, diferentes estudos demonstraram a
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habilidade de células espermaticas em sobreviver e manter as caracteristicas estruturais apds a criopreservacao,
como em homens (Yango et al., 2014), gatos (Lima et al., 2016a) e cdes (Cartula-Sanchez et al., 2018).

Entretanto, as biotécnicas reprodutivas comumente utilizadas para recuperacio das células espermaticas de
animais puberes, tais como a eletroejaculagdo, vagina artificial, coleta de espermatozoides epididimarios e
cateterismo uretral, ndo representam uma alternativa para resguardar o potencial reprodutivo de animais pré-piberes
(Lima et al., 2017). Para esses animais, a Ginica possibilidade de manter a fertilidade ¢ por meio do cultivo in vitro
ou por meio do xenotransplante do tecido testicular (Poels et al., 2012; Baert et al., 2015). Todavia, os protocolos
envolvendo a utilizacdo do tecido testicular contendo apenas células espermatogénicas primordiais como as
espermatogénias ¢ 0s espermatdcitos primarios ainda necessitam de aprimoramentos na maioria das espécies
(Pothana et al., 2015).

Células imaturas cultivadas de camundongos imediatamente ap6s o processamento testicular ou apos
criopreservacdo de fragmentos testiculares ja foram utilizadas para desenvolvimento in vitro com posterior
inseminagdo artificial e obtencao de proles saudaveis (Sato et al., 2011; Yokonishi et al., 2014). Em felinos, essa
possibilidade mostra-se desafiadora, pois em condigdes a fresco, as células imaturas de gatos domésticos utilizadas
para progressdo in vitro ndo demonstraram a capacidade de se diferenciarem em espermatides e espermatozoides
apos 6 semanas de cultivo (Silva et al., 2018).

Em termos de técnicas para criopreservacdo, os primeiros trabalhos envolvendo a criopreservagdo testicular
de felinos utilizaram a congelagdo lenta (Wyns et al., 2013). Entretanto, na busca de melhores resultados para
preservagdo do tecido testicular criopreservado, a técnica da vitrificagdo comegou a ser utilizada, apos resultados
satisfatorios em estudos envolvendo tecido gonadal de fémeas (Amorim et al., 2011). Em diferentes espécies, a
vitrificagdo do tecido testicular tem demonstrado resultados satisfatorios na preservacdo das estruturas e fungdes
bioldgicas, incluindo os felinos (Thuwanut et al., 2013, Lima et al., 2016b).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi descrever os principais avangos obtidos na vitrificagdo do
tecido testicular de felinos pré-puberes.

Vitrificacio do tecido testicular de felinos pré-puberes

A vitrificagdo do tecido testicular representa uma excelente oportunidade para o resgate e conservagao do
material biologico de animais pré-puberes (Lima e Silva, 2017a). O principio basico da vitrificacdo tecidual se
baseia na exposicdo prévia de fragmentos teciduais a elevadas concentragdes de crioprotetores e posterior taxa de
resfriamento ultra-rapida para solidificacdo tecidual, formando um estado tecidual vitreo (Brockbank et al., 2000).
Por meio dessa biotécnica ¢ possivel evitar a formagdo de cristais de gelo intracelulares que sdo prejudiciais as
c€lulas (Curaba et al., 2011). Em termos da manutencdo da arquitetura tecidual e recuperacdo das fungdes celulares
apos o aquecimento dos fragmentos, essa técnica de criopreservagdo tem apresentado excelentes resultados quando
utilizada para criopreservacao do tecido testicular (Gouk et al., 2011, Yokonishi et al., 2014).

Poucos estudos foram desenvolvidos utilizando o tecido testicular criopreservado de felinos puberes
(Thuwanut et al., 2013) e em relagdo aos felinos pré-puberes, os resultados existentes na literatura ainda sdo
escassos. Em termos da técnica de vitrificagdo, os experimentos conduzidos até o presente momento utilizaram o
tecido testicular do gato doméstico pré-pubere como modelo experimental para as demais espécies felinas (Lima et
al., 2016c). Foram avaliados diferentes aspectos da morfologia testicular apos vitrificagdo com associagdes de
crioprotetores amplamente utilizados na criopreservacdo tecidual, sendo eles o glicerol, o etilenoglicol e o
dimetilsulfoxido.

Em um estudo realizado por Lima et al. (2016d) utilizando o tecido testicular de gatos domésticos pré-
puberes, a associagdo de crioprotetores que propiciou menores efeitos deletérios aos tiibulos seminiferos e suas
populagdes celulares apds vitrificagdo por superficie sélida dos fragmentos foi a glicerol/dimetilsulfoxido (DMSO).
Neste trabalho, os autores observaram quantidade de tiibulos seminiferos com separagdo e retracdo da membrana
basal semelhante ao grupo tratado a fresco. Ainda, as células germinativas mantiveram um elevado potencial de
proliferagdo celular utilizando a associa¢do glicerol/DMSO, ndo diferindo dos resultados observados no grupo
controle.

Ao aplicarem a técnica de vitrificagdo em criotubos utilizando fragmentos testiculares de gatos domésticos
pré-puberes, Lima et al. (2017) avaliaram o efeito de diferentes associagdes de crioprotetores sobre a viabilidade
celular apds o aquecimento dos fragmentos. Os autores observaram que a associagdo glicerol/DMSO foi a unica a
apresentar taxa de sobrevivéncia celular igual a evidenciada no grupo a fresco.

Apesar dos avancos obtidos nesses estudos, outros aspectos relacionados ao processo de vitrificacdo
necessitam ser elucidados, como a influéncia do protocolo de aquecimento dos fragmentos testiculares, a capacidade
de sobrevivéncia do tecido vitrificado em meios de cultivo in vitro ¢ a continuidade da espermatogénese apos o
processo de vitrificagdo e cultivo com vistas a obteng@o de células espermaticas maduras que possam ser utilizados
na reprodugdo artificial (Lima e Silva, 2017b).
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Conclusao

A vitrificagdo do tecido testicular de felinos pré-puberes tem apresentado resultados promissores utilizando
o gato doméstico como modelo experimental. Todavia, novos estudos ainda sdo necessarios para o desenvolvimento
de protocolos que permitam a diferenciacdo de populagdes celulares primordiais em células espermaticas maduras
utilizando meios, tais como o xenoenxerto € o cultivo in vitro, para que essa biotécnica possa ser empregada na
reproducdo assistida de felinos selvagens e, dessa forma, possa contribuir para a conservagdo dos felinos ameacados
de extingdo.
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