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Resumo

O tecido testicular contém células germinativas, que possuem potencial para se desenvolver em
espermatozoides viaveis por meio do cultivo in vitro ou xenotransplante, sendo uma alternativa interessante
a ser utilizada na formagdo de biobancos. Esta revisdo compila as atualizagdes, desafios e perspectivas
relacionadas as técnicas de criopreservagao e cultivo de tecido testicular como estratégia para a conservagao
de espécies mamiferas. O tecido testicular pode ser obtido tanto de individuos adultos como pré puberes,
seja apds orquiectomia ou até mesmo apds a sua morte. O tecido fragmentado pode ser criopreservado por
congelacdo lenta ou rapida e por métodos de vitrificagdo. Os crioprotetores sdo indispensaveis durante a
criopreservagdo ¢ podem variar o tipo e concentragdo de acordo com a espécie. Com os avangos da
criopreservagdo deste material, espermatozoides podem ser obtidos por transplante de fragmentos
testiculares ou células germinativas isoladas em camundongos imunodeficientes. No entanto, a obtengéo
de espermatozoides no cultivo in vitro ainda é um desafio.
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Abstract

The testicular tissue contains germ cells, which have the potential to develop into viable
spermatozoa through in vitro culture or xenotransplantation, being an interesting alternative to be used in
the formation of biobanks. This review compiles updates, challenges and perspectives related to
cryopreservation techniques and testicular tissue culture as a strategy for the conservation of mammalian
species. Testicular tissue can be obtained from both adult and pre-pubertal individuals, either after
orchiectomy or even after their death. Fragmented tissue can be cryopreserved by slow or fast freezing and
by vitrification methods. Cryoprotectants are indispensable during cryopreservation and may vary in type
and concentration according to the species. With advances in cryopreservation of this material,
spermatozoa can be obtained by transplanting testicular fragments or isolated germ cells into
immunodeficient mice. However, obtaining spermatozoa in in vitro culture is still a challenge.

Keywords: biobank, spermatogenesis, conservation, cryobiology.
Introducao

A criopreservagao de tecido gonadal masculino tem se tornado uma grande aliada nos protocolos
de conservacdo do material genético (Carvalho, 2016), tanto para a formagdo de biobancos (Comizzoli,
2015), como em protocolos de reprodugéo assistida (Zeng et al., 2009). Conservar o tecido gonadal é uma
alternativa interessante, principalmente quando a obten¢@o de espermatozoides néo ¢ possivel (Tournaye et
al., 2004), como no caso de animais que vém a dbito. Além da facil obtenggo do tecido testicular, esse ainda
proporciona aporte nutricional e protegdo para as células testiculares durante seu desenvolvimento
(Oliveira, 2015). No entanto, o maior desafio da criopreservacao do tecido testicular ¢ manter as células
viaveis pos-descongelacdo, pois a exposi¢do tecidual a altas taxas de resfriamento pode levar a danos
deletérios aos espermatozoides (Carvalho, 2016). Assim, com o intuito de minimizar os efeitos negativos
ao tecido e as células testiculares, tem-se estudado as diferentes técnicas de criopreservagdo, como, a
congelacdo rapida ou lenta (Wyns et al., 2013), e a vitrificacao (Teixeira et al., 2021).

Nesse sentido, diversas espécies ja tiveram o tecido testicular criopreservado, como felinos
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(Evangelista et al., 2020), caninos (Teixeira et al., 2021), suinos (Kaneko et al., 2017), camundongos
(Curaba et al., 2011), equinos (Alrashed, 2018) e pequenos ruminantes (Bebbere et al., 2019). Dessa forma,
o0 objetivo desta revisdo foi descrever as atualizagdes, desafios e perspectivas relacionadas as técnicas de
criopreservagdo e cultivo de tecido testicular como estratégia para a conservacdo de espécies mamiferas.

Obtencio e preparacao do tecido testicular

Diversos fatores podem influenciar e determinar o €xito do armazenamento e cultivo do material
bioloégico germinativo. Assim, quando se discute a formagdo de biobancos para animais, as condi¢des
ambientais em que o animal doador veio a dbito e a amostra foi coletada exercem bastante influéncia sobre
a qualidade do material e o resultado final da conservagao (Silva et al., 2020).

Sob a otica das variagdes ambientais externas, existem relatos cientificos que demonstram a
viabilidade de resgatar e congelar testiculos de felinos adultos, incluindo gatos selvagens (Felis chaus),
ledes (Panthera leo) e leopardos (Panthera pardus), bem como espécies ruminantes como o veado Rusa
(Rusa timorensis) e outras duas espécies de ungulados (Muntiacus feae e Capricornis sumatraensis) no
periodo post mortem (Thuwanut et al., 2013). No entanto, foi destacado que o tempo de remogdo do
testiculo post mortem foi um fator importante que afeta a morfologia testicular. Além disso, foi descoberto
que as altas temperaturas ambientais experimentadas pelos animais antes do 6bito também pode afetar a
qualidade dos espermatozoides, bem como a morfologia testicular. As temperaturas ambientais parecem
atuar em maneiras diferentes em espécies distintas, como relatado por Pothana et al. (2015) que relataram
a recuperagdo de testiculos de veado-malhado indiano (Moschiola indica) encontrados 1 hora apos sua
morte devido ao estresse térmico durante o verdo na india.

Acrescenta-se, ainda, que a criopreservagdo de tecido testicular seria uma alternativa para
preservacdo de germoplasma em espécies silvestres nas quais os procedimentos de coleta de sémen ndo sao
ainda eficientes, como em cutias (Praxedes et al., 2018) ou em animais pré-puberes, nos quais a
espermatogénese nao foi iniciada ainda (Arkoun et al., 2016).

Além do processo de recuperagdo do tecido testicular, os meios adequados para lavagem e
transporte das amostras biologicas também sdo essenciais para o sucesso do cultivo. Nesse contexto,
diversos meios podem ser efetivamente usados para esse fim, como a solucao salina estéril utilizada com
sucesso no transporte de tecido gonadal de cutias (Silva et al., 2022) ou solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS) usada para cervos, chimpanzés (Pan troglodytes) (Pothana et al., 2015, 2016) e furdo-de-
patas-pretas (Mustela nigripes) (Lima et al., 2020). Como uma alternativa, o meio Eagle modificado de
Dulbecco (Gibco Cell Culture®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) foi usado para o transporte de
testiculos resfriados em gelo de espécies domésticas, como caes (Lee et al., 2016).

Métodos de criopreservacio

Ha, principalmente, dois métodos de criopreservacdo (Tabela 1) aplicados no tecido testicular de
mamiferos: a congelagdo lenta (CL), ¢ as técnicas de vitrificagdo. De forma geral, as técnicas de vitrificagdo
utilizadas sdo a vitrificagdo em criotubos (VC), a vitrificagdo em superficie solida (VSS), a vitrificagdo por
imersdo de agulhas (VIA), e a vitrificagdo em Ovarian Tissue Cryossystem (OTC).

A congelacdo lenta utiliza baixas concentra¢des de crioprotetores e reduz de forma gradual a
temperatura, sendo esta controlada e programada por um freezer (Travers et al., 2011). Assim, as etapas da
técnica consistem em expor a amostra a temperaturas de -80°C em um freezer ou um dispositivo como por
exemplo o MrFroster (Pukazhenthi et al., 2015), podendo levar 24 horas de duracdo. No entanto, a técnica
possui a desvantagem de ser um procedimento relativamente oneroso por exigir equipamentos sofisticados,
além disso, durante o congelamento induz a formagao de cristais de gelo na célula ou tecido (Pothana et al.,
2015; Woelders & Chaveiro, 2004).

Apesar disso, 0o método por CL ainda tem sido discutido na literatura sobre os seus efeitos no tecido
testicular de mamiferos, como exemplo Picazo et al. (2022), que comparou a CL com a VSS em tecido
testicular de suinos (Sus scrofa) e caes (Canis familiaris) analisando a viabilidade celular e integridade do
DNA. Na espécie canina foi observado que a CL (66,9 £+ 6,1%) foi superior que a VSS (50,7 + 4,5%) na
preservagdo da integridade do DNA. Ja no javali as duas técnicas de criopreservacdo mantiveram a
viabilidade celular e integridade do DNA.
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Tabela 1. Criopreservagdo de tecido testicular em mamiferos.

Espécies

Método de
criopreservacio

Objetivos

Principais resultados

Referéncia

Gato doméstico
(Felis catus)

Vitrificagdo por
imersdo de agulhas

Comparar a influéncia de diferentes
temperaturas de aquecimento em
fragmentos testiculares vitrificados de
gatos pré-puberes.

Manutencdo da integridade de tabulos
seminiferos e atividade mitocondrial p6s
aquecimento na temperatura 50°C.

Fernandes et al.
(2021)

Cao doméstico

Vitrificagdo em

Avaliagdo dos efeitos da vitrificagdo no
tecido testicular de cdes pré-puberes

As associagdes DMSO/EG e EG/GLI

Teixeira et al.

(Canis superficie sélida com diferentes associagdes de preservaram a morfologia testicular apo6s o 2021)
familiaris) P crioprotetores (DMSO/GLI; EG/GLIe processo de vitrificagdo
DMSO/EG).
~ Preservagdo morfologica nos grupos
Congelagdo lenta, L . . . .
. " Avaliagdo de diferentes técnicas de criopreservados em criotubos e
vitrificagdo em . - . S - . .
Cateto criotubos ¢ criopreservacdo, incluindo combinagdes congelacdo lenta com associagao de Silva et al.
(Pecari tajacu) vitrificacio em de crioprotetores (DMSO/GLI, DMSOV/EG. A integridade do DNA foi (2021)
su erﬁc(i;e solida DMSO/EG e EG/GLI). preservada pelo método de congelagéo
P lenta em associagdo de DMSO/EG.
Vitrificagdo em
Cutia superficie solida, Avaliagao dos efeitos de diferentes A vitrificagdo em superficie solida foi Silva ot al
‘Dasyprocta vitrificagdo em técnicas de criopreservagao sobre o eficiente na preservacdo do potencial ’
leporina) criotubos e tecido testicular de cutias. proliferativo das células germinativas.

Congelagdo lenta

Lobo cinzento

Vitrificagdo por
imersdo em agulhas

Comparar os efeitos da congelagio
lenta e vitrificagdo sobre a preservagio
do tecido testicular de lobos cinzentos

A congelagdo lenta preservou melhor a
morfologia dos tecidos testiculares

Andrae et al.

(Canis lupus) ¢ coneelacio lenta além de avaliar a agdo do DMSO criopreservados e a combinagao (2021)
gelac sozinho vs associado ao etilenoglicol na DMSO+EG manteve a viabilidade celular.
congelacdo lenta.
. . A suplementac@o de maca negra no meio
Avaliar o efeito da maca negra como up a0 &
. . ~ de criopreservagdo promoveu a ..
Alpaca ~ crioprotetor durante a criopreservagio NS Valdivia et al.
Congelagdo lenta . 3 sobrevivéncia celular e preservou a
(Vicugna pacos) de fragmentos testiculares e células . . . . (2021)
. atividade mitocondrial das células
tronco espermatogonias de alpacas. .
testiculares.
Comparar a viabilidade e integridade do Para} 0 suno, ambos os~metod95 t.‘o.r am
. ~ . . ~ eficientes na preservacao da viabilidade e
~ . Vitrificagéo por DNA de células testiculares, de cdo e . . . .
Cio e suino . ~ A ~ . integridade de DNA das células Picazo et al.
imersdo em agulhas javali, apos criopreservacao de tecido A ~
(Sus scrofa) ~ . ~ germinativas. No cdo, a porcentagem de (2022)
e congelacdo lenta  testicular por congelacdo lenta ou . S LT TeT
. < células germinativas viaveis foi maior
vitrificagdo. , . ~
apos a vitrificagao.
Auvaliar se a eficiéncia da A taxa de sobrevivéncia e o nimero de
Macacos criopreservagdo depende do tipo de células recuperadas foram maiores em
cynomolgus Coneelacio lenta amostra (células vs tecidos) e testara  tecidos criopreservados do que em Jung et al.
(Macaca gelag acdo de diferentes crioprotetores suspensdes de células. A trealose na (2020)
fascicularis) (trealose, hipotaurina, necrostatina-1 e concentragdo de 200 mmol/l promoveu
melatonina) maior taxa de recuperagdo celular.
Identificar os efeitos dos crioprotetores
. externos (trealose e sacarose) e métodos
Caprinos . ~ ~ - L
~ de criopreservagdo (congelacdo lenta vs A taxa de recuperagio celular foi maior .
(Capra Congelagdo lenta e .~ [ . Quadri et al.
AP congelagdo rapida) nas caracteristicas ~ nas amostras criopreservadas com trealose
aegagrus congelacdo rapida S . i . ~ (2023)
hircus) funcionais pds-aquecimento de células- no método de congelagio lenta.
’ tronco espermatogonias caprinas
criopreservadas.
A porcentagem de tiibulos seminiferos
N Avaliar as propriedades estruturais e integros reduziu logo ap6s a
Furdo-de-patas- o : . L ~ . ,
I ~ funcionais de tecidos testiculares vitrificagdo/aquecimento e melhorou apés | .
pretas Vitrificagdo por L X . . . ~ A Lima et al.
. ~ vitrificados apds o aquecimento ou pds- o cultivo. As propor¢des de células
(Mustela imersdo em agulhas - . (2020)
o aquecimento seguido de um curto marcadas com marcadores de
nigripes) , S . . s
periodo de cultivo in vitro diferenciacdo também aumentaram
durante o cultivo in vitro.
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A vitrificagdo consiste em submeter o tecido a maiores concentra¢des de crioprotetores (Mukaida
& Oka, 2012) e em seguida a baixas taxas de temperaturas de forma ultrarrapida, para solidificagao tecidual,
caracterizando o tecido a um estado vitreo (Brockbank et al., 2000). Assim, possui a vantagem de poder ser
empregada a campo, e ndo requer equipamentos mais elaborados para sua execugdo (Silva et al., 2019).
Porém, expor o tecido a altas concentragdes de crioprotetores pode levar a efeitos toxicos a célula ou tecido,
além de desidratagdo pelas mudangas osméticas do meio (Woelders & Chaveiro, 2004). Logo, com o intuito
de diminuir os efeitos deletérios da vitrificacdo, diversos estudos tém sido realizados ao longo dos anos.

A vitrificacdo em criotubos segue a ordem metodologica de expor os fragmentos a solucdo de
equilibrio e em seguida a solugdo de vitrificacdo, e posteriormente os fragmentos sdo colocados dentro de
criotubos e imersos diretamente em nitrogénio liquido (Lima et al., 2018). Lima et al., (2018) testaram pela
primeira vez a VC em tecido testicular de gatos domésticos com diferentes associacdes de crioprotetores
(dimetilsulféxido — DMSO/glicerol — GLY, etilenoglicol — EG/GLY, ou DMSO/EG), ¢ observaram que a
viabilidade e a morfologia do tecido foram mantidas entre o grupo DMSO/GLI (3,60 + 2,30) em
comparagdo com o grupo fresco (3,85 + 1,81).

A técnica de vitrificagdo em superficie solida ¢ atualmente uma das mais utilizadas em tecido
testicular de mamiferos, seu uso ja foi aplicado na conservagado de tecido testicular de espécies silvestres
como urso negro (Peris-Freau et al., 2022) e cutias, onde Silva et al. (2022) testaram a VSS em comparagéo
com a vitrificagdo em criotubos e congelacdo lenta e constataram a eficiéncia da VSS sobre os demais
métodos na preservaciao do potencial proliferativo das células germinativas. No tocante aos domésticos,
Teixeira et al., (2021) aplicaram a VSS no tecido testicular de caes pré-puberes apds orquiectomia,
comparando a associacdo de diferentes crioprotetores (DMSO/EG, EG/GLI ¢ DMSO/GLI), onde as
associagdes de DMSO/EG e EG/GLI preservaram a morfologia testicular apds o processo de vitrificagao.

Outra técnica de criopreservagdo que tem sido estudada recentemente em tecido gonadal ¢ a
vitrificagdo por imersdo de agulhas (Fernandes et al., 2021). Um estudo envolvendo esta técnica foi
realizado em lobos cinzentos (Andrae et al., 2021), onde os autores comparam as técnicas de vitrificagdo
em superficie solida e por imersdo em agulhas, no qual a VIA resultou em redugéo nos tamanhos dos tibulos
seminiferos, deslocamento da membrana basal ¢ aumento de apoptose celular. Outro estudo recente
comparando a VIA com a congelagdo lenta sobre a integridade e a viabilidade do DNA de células
testiculares em diferentes espécies mamiferas silvestres (Peris-Frau et al., 2022), constatou que a
congelacdo lenta manteve a viabilidade e a integridade do DNA de todas as espécies, com excegao dos
carnivoros que a VIA preservou melhor esses parametros.

A vitrificacdo Ovarian Tissue Cryossystem embora seja um método desenvolvido para a
criopreservacao de tecido ovariano, j& tem sido testada em tecido testicular de felinos domésticos, tendo
bons resultados em comparagdo com a vitrificagdo em superficie solida (Evangelista et al., 2020) quando
analisadas por histologia classica. Evangelista et al., (2020) observou que a OTC preservou melhor os
aspectos morfologicos das células de linhagens espermaticas ¢ as células de Sertoli. Assim, a técnica se
baseia em um dispositivo cilindrico de aco inoxidavel com boa condugio de calor e resfriamento rapido da
amostra (Carvalho et al., 2013), tendo como vantagem a facil estocagem em nitrogénio liquido. No entanto,
este método ainda precisa ser estudado para constatar a sua aplicabilidade no tecido gonadal masculino de
outras espécies mamiferas.

Comparando os quatro métodos de vitrificagdo aqui citados, Pereira (2022) avaliou os efeitos da
VSS, VC, VIA e OTC sobre a criopreservagao de tecido testicular de caes pré-puberes, os resultados obtidos
demonstram que a vitrificagdo em criotubos e com o uso de OTC foram superiores a VSS e VIA no que diz
respeito a preservagdo da morfologia e potencial proliferativo do tecido testicular canino. Dessa forma,
infere-se que o uso de sistemas fechados de vitrificagdo podem ser eficazes na preservagao deste material,
contribuindo para a formagao de um banco de germoplasma da espécie.

Cultivo e transplante de tecido e células testiculares

Apos a criopreservagdo, o maior desafio é proporcionar condi¢des adequadas para que o tecido
possa retomar a espermatogénese (Silva et al., 2020). O cultivo in vitro do tecido testicular de mamiferos
tem sido relatado como uma ferramenta eficiente para avaliagdo e desenvolvimento do tecido
criopreservado (Lee et al., 2016), sendo promissor no intuito de preservar a fertilidade do macho,
especialmente quando executado em associagdo com a criopreservacao (Yokonishi et al., 2014). Células
imaturas de tecido testicular de camundongos cultivadas imediatamente ap6s o processamento ou
criopreservagdo ja foram utilizadas para desenvolvimento in vitro, seguido de inseminacdo artificial e
obtencao de proles saudaveis (Sato et al., 2011; Yokonishi et al., 2014).
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Diversas metodologias vém sendo empregadas no cultivo in vitro de fragmentos testiculares, com
o intuito de obter espermatozoides (Tabela 2). O cultivo organotipico consiste na disposi¢do de um
fragmento de tecido sobre um gel de agarose, cercado por um meio que dard aporte nutricional a
multiplicag@o celular (Wahab et al., 2020). A técnica em gota suspensa na formacdo de agregados celulares
pequenas gotas de meio de cultivo, que ficam invertidas em placas especificas para este fim (Yang et al.,
2023). Ambas as técnicas ja foram empregadas no cultivo de tecido testicular de caprinos (Patra et al.,
2021), apresentando uma superioridade do cultivo organotipico em relacdo ao de células suspensas no que
concerne a viabilidade, perca celular, espago intraluminal e degeneracdo do tecido. Além disso, com o
cultivo organotipico foi possivel a visualizacdo de espermatides alongadas entre o 7° e 14° de incubacao.

No tocante ao desenvolvimento da espermatogénese in vivo, uma das técnicas utilizadas ¢ o
xenotransplante, que consiste na transferéncia do tecido entre espécies diferentes de animais, no intuito de
restabelecer as fungdes gametogénicas Silva et al., 2020). No que diz respeito ao xenotransplante de tecido
testicular, os primeiros estudos datam de 2002, nos quais fragmentos testiculares de suinos e caprinos foram
transplantados para camundongos imunossuprimidos, o que resultou na espermatogénese completa em
ambas as espécies (Honaramooz et al., 2002). Em 2019, Ntemou et al. obtiveram a espermatogénese
completa de saguis pré puberes apos o xenotransplante de fragmentos de tecido testicular para
camundongos imunodeficientes. Os fragmentos foram transplantados diretamente no testiculo dos
receptores e também no tecido subcutaneo. Quatro meses ap6s o transplante, a espermatogénese completa
foi observada em nos transplantes intratesticulares, enquanto no mesmo periodo os espermatocitos foram o
tipo de célula germinativa mais avancado presente nos transplantes ectopicos. Apds 9 meses, 50% dos
transplantes intratesticulares permaneceram vidveis, enquanto nenhum dos transplantes ectdpicos
sobreviveu. Os autores reforcam que o parénquima testicular pode fornecer um microambiente favoravel
para a diferenciacdo das células germinativas e a sobrevivéncia das amostras transplantadas, provavelmente
devido a mecanismos de regulagdo de temperatura, fatores de crescimento e suporte hormonal.

Em contraste com o processo normal de espermatogénese, o transplante de células germinativas
comecga com a migracao das células doadoras do lumen para a periferia dos tibulos seminiferos. Nesse
processo, as células germinativas doadoras obtidas por isolamento e digestdo dos tecidos testiculares sdo
transplantadas para os tibulos seminiferos testiculares receptores e, entdo, colonizadas no microambiente
(Zhag et al., 2021). As células tronco espermatogdnias implantadas podem sofrer o processo de auto
renovacao e diferenciagdo em células espermatogénicas em todos os niveis, eventualmente restabelecendo
a espermatogénese do doador (Cham, 2021).

Pela primeira vez em 1994, Brinster e colaboradores transplantaram suspensoes de células testiculares
contendo células tronco germinativas de camundongos férteis doadores para os tubulos seminiferos dos
testiculos de camundongos receptores inférteis e imunosuprimidos. Eles observaram a espermatogénese
completa derivada de células doadoras, que resultou na formagao de espermatozoides maduros, e obtiveram
a descendéncia de espermatogonias doadoras por meio de acasalamento natural. Este estudo abriu novos
caminhos para a utilizagdo das células testiculares para atender o campo da biomedicina e da reprodugéo
animal, contribuindo para a preservacdo de recursos genéticos em espécies ameacadas de extingdo e
tratamento da infertilidade masculina. Nas décadas seguintes, o transplante de células germinativas foi
reproduzido em varias espécies animais, incluindo suinos (Kim et al., 2014), caprinos (Kim et al., 2014),
ovinos (Stockwell et al., 2013), macacos (Shetty et al., 2020) caes (Lee et al., 2016) musaranhos (Li et al.,
2017) e camelos (Herrid et al., 2019).

Desafios e perspectivas na conservacao de tecido testicular em mamiferos

Considerando o grande potencial do tecido testicular ser utilizado para a formag@o de biobancos,
no intuito de salvaguardar esse material e restabelecer a espermatogénese, ¢ necessario que os protocolos
de criopreservagdo e cultivo de tecido testicular sejam aprimorados. Ademais, é preciso considerar que,
embora a congelagdo seja um método utilizado em muitos estudos, sua execugdo ¢ demorada e necessita de
equipamentos como freezers programaveis, que demandam um alto custo (Silva et al., 2020). Neste sentido,
a vitrifica¢@o oferece uma alternativa mais adequada para ser realizada a campo. Além disso, os promissores
resultados obtidos com o uso dessa técnica no tecido testicular de espécies domésticas, como o gato
(Evangelista et al., 2020), podem ser extrapolados para espécies silvestres filogeneticamente préximas,
como os felinos selvagens, onde a vitrificagdo ¢ pouco relatada.

Nao existe um protocolo de criopreservagao ideal, que possa ser aplicado em todas as
espécies. Cada espécie tem suas particularidades com relagdo a fisiologia reprodutiva e sensibilidade a
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Tabela 2. Cultivo in vitro e in vivo de fragmentos e células testiculares de mamiferos.

Espécie Técnica Aplicada Objetivo Principais Resultados Referéncia
Avaliar a resposta de O cultivo na presenca de irisina
. L fragmentos de tecido testicular aumentou os niveis de expressio das
Sagui-comum Cultivo in vitro gmen R " Y Y Vs P o Wahab et al.
. . de Sagui-comum a exposigdo  células de Sertoli e espermatogdnias
(Callithrix jacchus) organotipico , S (2020)
exogena de irisina em um quando comparados a grupos
cultivo organotipico. cultivados sem irisina.
Comparar o cultivo O cultivo organotipico foi superior ao
Cultivo in vitro organotipico com a gota método gota suspensa em termos de
Caprinos organotipico e em gota suspensa sobre o atividade metabdlica pds-aquecimento Patra ct al
(Capra aegagrus  suspensa do tecido desenvolvimento da do tecido testicular e a formagao de 2021) )
hircus) testicular pos vitrificagio ~ espermatogénese no tecido espermatozoides alongados no tecido
em superficie solida. testicular de caprinos testicular fresco e vitrificado-
vitrificado. aquecido.
Cultivo de células . . . Os esferoides celulares cultivados em
. . Avaliar a capacidade de células . e .
. - testiculares suinas frescas . . cima de géis de agarose imersos em
Suino doméstico . testiculares suinas . X ~ .
ou criopreservadas com a . meio levaram a formagao de testiculos
(Sus scrofa ~ . criopreservadas e frescas de . Cham (2021)
. formagao de esferoides . , organoides com estruturas tubulares
domesticus) . reconstruir um testiculo .
cultivados sobre gel de . que se assemelhavam aos testiculos da
organoide. .
agarose. mesma idade.
Congelagio lenta de . e
ongeacao Identificar as condi¢des ideais ) .
células testiculares e . - As células transplantadas colonizaram
~ - . para a criopreservagio de ; A
Cao doméstico transplante de células . . . o testiculo do receptor e iniciarama  Lee et al.
. o . células testiculares caninas, ~ ,
(Canis familiaris)  testiculares em . . , formagao de novos tubulos (20106)
seguida do cultivo de células L)
camundongos S seminiferos.
. o germinativas.
imunossuprimidos.

Macaco rhesus
(Macaca mulata)

Criopreservagdo seguida
do transplante autélogo de
fragmentos testiculares
frescos e criopreservados

Avaliar o desenvolvimento da
espermatogénese no tecido
testicular de macacos rhesus
antes e apds a criopreservagao
através do transplante autélogo
de fragmentos testiculares.

A espermatogénese completa foi

confirmada em todos os enxertos. Os
espermatozoides produzidos eram

competentes para fertilizar ovocitos de Fayomi et al.
rhesus, levando ao desenvolvimento  (2019)
embrionario pré-implantagao,

gravidez e nascimento de um bebé

saudavel do sexo feminino.

Cateto
(Pecari tajacu)

Transplante de fragmentos
testiculares e suspensao
de células testiculares

Avaliar a progressao da
espermatogénese nos
fragmentos e suspensdo de
células testiculares de catetos
imaturos transplantados em
camundongos
imunossuprimidos

Espermatogénese completa apos 6
meses de xenotransplante e 8 meses
no transplante de células testiculares.
Espermatozoides obtidos no
xenotransplante deram origem a
embrides diploides.

Campos-Junior
etal. (2014)

Avaliar os meios de cultivo
DMEM e STEMPRO em um

As células cultivadas apresentaram

Alpaca Cultivo in vitro de células . . formacgao de colonias a partir de 21 Valdivia et al.
. o sistema de cultivo para . . .
(Vicugna pacos) tronco espermatogonia . o~ . dias de cultivo em meio DMEM e em (2019)
diferenciagdo das células tronco
N STEMPRO
espermatogdnias de alpaca.
. ~ . Identificar as caracteristicas - .
Criopreservagao de tecido bioloeicas de espermatoednias Espermatogonias cultivadas com
Touro testicular seguido do g P & células de Sertoli apresentaram taxa

(Bos taurus)

cultivo in vitro de
espermatogonias

bovinas quando cultivadas em
diferentes sistemas
com ou sem células de Sertoli.

de proliferagdo maior do que na sua Caietal. (2016)

auséncia.

Cervo-de-cauda-

Avaliar o desenvolvimento da

Formagao de espermatides redondas e

. R , , . Abbasi e
branca Xenotransplante de tecido espermatogénese apos alongadas ap6s 8 meses, seguido por
. . . Honaramooz
(Odocoileus testicular xenotransplante de fragmentos espermatozoides totalmente formados (2012)
virginianus) testiculares de cervos imaturos. em 12 meses.
Avaliar o resultado a longo ~ , .
& Expansao dos tiibulos seminiferos
prazo do xenotransplante de . . .
- . : . - apos 2 meses; espermatocitos aos 6 Abbasi e
Bisao Xenotransplante de tecido tecido testicular de bisdes L
. . . , . meses; espermatides redondas aos 12 Honaramooz
(Bison bison) testicular recém-nascidos como modelo i
meses e espermatides alongadas, aos  (2011)
para ungulados raros ou
. 16 meses.
ameacados de extingdo
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criopreservagao testicular. Os estudos de diferentes técnicas de criopreservagdo, bem como concentragdes
de crioprotetores devem ser empregados para cada espécie a fim de determinar o protocolo mais adequado.

Apesar da possibilidade de transplantar fragmentos de tecido testicular no intuito de desenvolver
a espermatogénese in vivo, o cultivo in vitro tornou-se uma ferramenta interessante, pois pode auxiliar no
entendimento da espermatogénese em individuos adultos. No entanto, ainda sdo necessarios estudos sobre
as condig¢des de cultivo e criopreservagdo, meios de cultura e suplementagdo para garantir o sucesso na
obtencao de espermatozoides, principalmente em individuos adultos.

Embora a criopreservacao e cultivo de tecido testicular tenham sido relatados em mamiferos
domésticos e silvestres, as limita¢des, principalmente quanto as peculiaridades especificas da espécie e a
idade do animal, tém sido fatores importantes para o sucesso dessas técnicas. No entanto, a idade do animal
ainda ¢ o fator mais representativo para a conservagao dos fragmentos testiculares, uma vez que os testiculos
apresentam diferengas morfologicas entre individuos de diferentes maturidades sexuais. Assim, tecidos
derivados de adultos, independentemente da origem do o6rgéo, sdo geralmente vulneraveis a condigdes ex
vivo e dificeis de manter nessas condi¢des devido a diversidade celular que exibem.
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