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RESUMO
A criopreservacao de tecido ovariano € uma técnica promissora para a preservagao
da fertilidade em fémeas de diferentes espécies, incluindo ciaes domésticos. Este
estudo teve como objetivo definir um protocolo de vitrificacdo de tecido ovariano de
cadelas que mantenha a normalidade dos foliculos pré-antrais apds o reaquecimento,
investigando diferentes combinagdes de crioprotetores e a presenga de sacarose na
solugao de vitrificagao. Foram utilizados ovarios obtidos de cadelas submetidas a
ovariohisterectomia eletiva, os quais foram submetidos a vitrificagdo em superficie
sélida. Foram avaliadas solugdes contendo etilenoglicol (EG), propanodiol (PROH) e
dimetilsulféxido (DMSQ), associadas a sacarose. Apos o0 reaquecimento, 0s
fragmentos foram analisados histologicamente quanto a morfologia e viabilidade
folicular. Os resultados mostraram uma taxa média de sobrevivéncia folicular de
43,6%, indicando que o protocolo ainda necessita de otimizacdes. Dessa forma, este
trabalho contribui para o avango das pesquisas voltadas a conservagao do material
genético canino e a aplicagao da criobiotecnologia na reprodugao assistida.
Palavras-chave: Criopreservacao. Crioprotetores. Biotecnologia.
.  INTRODUGAO/JUSTIFICATIVA
No contexto da medicina veterinaria, a técnica de vitrificacdo de tecido tem

aplicagado relevante tanto na conservagcdo de espécies ameacadas quanto na
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manutencao do potencial genético de animais de valor zootécnico e experimental.

-------

Inserido na area de Ciéncias Veterinarias, o presente estudo se desenvolve dentro
das tematicas de Fisiologia e Biotecnologia da Reprodugdo Animal, abordando a
vitrificagdo de tecido ovariano de cadelas atendidas pela Clinica Veterinaria
Universitaria (CVU/UFNT).

A eficiéncia do processo de congelamento e a viabilidade de tecidos/células
descongelados ainda s&do subdtimas, necessitando de avangos nas tecnologias de
ovulos e criopreservacgao de tecido ovariano. Com o aumento do numero de espécies
ameacadas de extingdo, coletar e conservar amostras vivas € importante para a
conservagao a longo prazo das populagdes animais. Globalmente, muitos criobancos
foram desenvolvidos para preservar tecidos animais para uso futuro na conservagao
da vida selvagem (Brereton et al., 2025). Além disso, o cdo € um modelo experimental
muito importante para os canideos silvestres ameagados de extingcao, fato esse que
pode facilitar as pesquisas para conservagao desses animais, uma vez que, a
escassez e a dificuldade de manejo de animais silvestres tornam dificeis as pesquisas
de base envolvendo os mesmos (Rdlo, 2012).

Este projeto visa compreender os efeitos da associacdo de diferentes
crioprotetores, como o etilenoglicol, propanodiol, DMSO, além da sacarose como
agente osmotico, sobre a viabilidade dos foliculos ovarianos, pois interferem na
protecdo celular frente ao estresse térmico e osmoético causado pela vitrificagdo. A
relevancia das atividades desenvolvidas esta no potencial de aprimorar técnicas de
preservagao ovariana, fornecendo subsidios para futuras aplicagbes clinicas e
cientificas, como transplantes de tecido ovariano e estudos de maturagao folicular in
vitro.

Assim, o estudo justifica-se pela necessidade de adaptar protocolos de

vitrificagdo a espécie canina e pela importancia de compreender os fatores que
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influenciam a viabilidade folicular pds-descongelamento, visando otimizar a

-------

preservagao da fertilidade e a conservagao genética.

. BASE TEORICA

A criopreservacgao é uma biotecnologia aplicada a reprodugao animal que tem
como objetivo preservar células e tecidos por longos periodos, mantendo suas
caracteristicas morfolodgicas e funcionais. Dentre os métodos utilizados, a vitrificagdo
se destaca como uma alternativa eficiente ao congelamento lento, por evitar a
formacao de cristais de gelo intracelulares, principal causa de danos estruturais as
células (VAJTA, 2000; MANDAWALA et al., 2016).

Nas ultimas décadas, a vitrificacdo de tecido ovariano tem sido amplamente
estudada em diferentes espécies, como caprinos, bovinos, felinos e caninos, com o
intuito de preservar a fertilidade e conservar o patrimonio genético animal (HOSSAY;
DONNEZ; DOLMANS, 2020; WANG et al., 2025). Em fémeas domésticas, essa
técnica é especialmente relevante em situagdes em que ha risco de perda da fungao
ovariana, como apos doengas reprodutivas ou neoplasicas (BRERETON et al., 2025).

O principio basico da vitrificagao envolve o uso de crioprotetores, substancias
quimicas que penetram nas células e reduzem os efeitos letais do congelamento.
Esses compostos sdo classificados em permeaveis, como o dimetilsulfoxido (DMSO),
€ ndo permeaveis, como a sacarose. Os crioprotetores permeaveis atravessam a
membrana celular e protegem os componentes intracelulares da desidratacéo e do
estresse osmoético, enquanto os ndo permeaveis promovem a saida de agua e
equilibram o gradiente osmético, evitando a formacéo de cristais de gelo (LOPES,
2019; FUJIHARA et al., 2019).

LOPES (2019) reforgou que a presenga de sacarose na solugéo atua como
agente osmotico essencial, aumentando a taxa de sobrevivéncia de foliculos

secundarios e antrais isolados. Em felinos, ALKALI et al. (2024) compararam
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diferentes protocolos de vitrificacdo e constataram que o tempo e a temperatura de
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equilibrio influenciam diretamente na qualidade tecidual, reforgando a importancia do
controle das etapas de exposicao aos crioprotetores.

A relevancia cientifica e aplicada da vitrificacdo de tecido ovariano é reforcada
pelo avanco da criobiologia e pela integracdo das areas de fisiologia reprodutiva,
histologia e biotecnologia. WANG et al. (2025) destacam que as pesquisas recentes
tém buscado desenvolver protocolos mais seguros e eficientes, com menor toxicidade
e maior taxa de recuperagao celular, aproximando o desempenho dos tecidos
vitrificados ao dos tecidos frescos.

lll. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL: Definir um protocolo de vitrificagdo de tecido ovariano de cadelas
que mantenha a normalidade de foliculos pré-antrais apds o reaquecimento do tecido.
OBJETIVOS ESPECIFICOS: Investigar o efeito da presenca de ACP extracelular,
sacarose (SAC) na composicao da solucao de vitrificacdo; Investigar diferentes
combinagdes de crioprotetores intracelulares (ETILENOGLICOL, PROPANODIOL,
DMSO); Analisar a morfologia e a viabilidade dos foliculos pré-antrais apés vitrificagao
do tecido ovariano de cadela.

IV. METODOLOGIA

Os ovarios (n = 6) de cadelas foram coletados a partir de cirurgias eletivas, e
transportados em tubos contendo 20 mL de solugao fisiolégica a 0,9% em recipiente
de isopor com gelo a 4°C. No laboratdrio, os pares de ovario foram retirados o tecido
aderente, e cortados com um bisturi em fragmentos de 3 x 3 x 1 mm (9 mm3), e
distribuidos aleatoriamente, de acordo com a técnica de vitrificagao utilizada (VSS -
Vitrificagdo em Superficie Sdlida). Um fragmento de cada par de ovarios foi
imediatamente fixado em solu¢cdo de Formol tamponado a 10% por 12 h para analise
histologica (controle fresco). 4 fragmentos foram expostos a solugdo teste de
vitrificagao (SV) durante 5 min a 20 ° C. Apo6s este periodo, dois fragmentos foram
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submetidos a VSS e os outros 2 fragmentos apds a exposi¢cao a SV serao fixados em
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formol tamponado 10%. Um total de dois fragmentos foram expostos a 1,8 mL VS
durante 5 min. Estas amostras foram entdo colocadas individualmente sobre a
superficie de um cubo de metal flutuando em LN2. Depois, os fragmentos vitrificados
foram armazenados em LN2.

Apo6s uma semana de estocagem, todos os fragmentos de tratamento foram
retirados do LN2, mantidos a temperatura ambiente (~ 25 ° C) durante 1 min, e depois
foram imersos em banho-maria a 37 ° C até que a VS estivesse completamente
descongelada (~ 1 -2 min). O crioprotetor foi removido dos fragmentos de cortex
utilizando SV com concentragdes decrescentes de SV (100%, 50%, 0%). A eficiéncia
da preservagado de foliculos pré antrais foi avaliada utilizando histologia classica.
Cortes seriados 5 micrometros de espessura foram corados com acido periédico Schiff
(PAS) -hematoxylin, e avaliadas através de um microscopio de luz (Nikon, Tokyo,
Japao) a 400 x de ampliacao.

V. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados 2.430 foliculos ovarianos, nos diversos tratamentos, com uma
taxa de sobrevivéncia apds a exposi¢ao aos crioprotetores de 43,6%. Neste trabalho,
os resultados foram similares aos encontrados em cadelas, por Brandao (2021), que
observou uma queda significativa na porcentagem de foliculos normais apds
vitrificagdo, quando comparados ao controle fresco (74,5% + 1,6% para o grupo fresco
vs. 52,0% * 1,5% para o grupo vitrificado).

Por outro lado, Somoskoi et al. (2023), que utilizaram a técnica de OPS (Open
Pulled Straw) em cadelas e obtiveram taxas de sobrevivéncia folicular semelhantes
ao tecido fresco 6 (80,3% + 23,5 vs. 83,6% * 17,6), sugerindo que a escolha da técnica
tem impacto direto sobre a eficiéncia da vitrificacdo ovariana em caes. Neste estudo,
optou-se por combinacgdes de EG, DMSO e PROH, suplementadas com sacarose. A
literatura mostra que a associagao de crioprotetores permeaveis (EG e DMSO) com
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polimeros sintéticos ou macromoléculas extracelulares, como o PVP, pode melhorar
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a viabilidade celular. Em caprinos, Lopes (2019) relataram que solugdes contendo EG
e DMSO associadas a sacarose resultaram em elevadas taxas de foliculos normais
apos vitrificacdo. Estudos em bovinos (Rocha, 2017) e caprinos (Lopes, 2019)
também relataram redugdes significativas na proporgao de foliculos normais apos
vitrificagao, apesar de metodologias semelhantes as aplicadas em caes. Ja em felinos,
os achados de Ribeiro (2023) mostraram que a associagdo de DMSO e EG com
sacarose (grupo V2) resultou em melhor preservagao da morfologia folicular, enquanto
solugdes mais concentradas (40% DMSO) apresentaram maiores perdas. Esses
dados confirmam que tanto a espécie quanto o balango entre crioprotetores
permeaveis e nao permeaveis desempenham papel determinante na eficiéncia da
vitrificacao.
VI. CONCLUSAO/CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados deste estudo reforcam que a vitrificacao de tecido ovariano em
cadelas esta em processo de aprimoramento e requer otimizacbes na escolha da
técnica e dos crioprotetores utilizados.
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