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Abstract

The in vitro culture of cryopreserved ovarian tissue (OT) and testicular tissue (TT) is one of the
biggest challenges in reproductive medicine. This biotechnology aims to complete the in vitro development
of primordial follicles and spermatogonia in the OT and TT, respectively, to obtain fertilizable oocytes and
competent sperm for subsequent in vitro fertilization and the production of transferable embryos, with
successful results only in mice. In goats and sheep, the cryopreservation of ovarian tissue (COT) and
testicular tissue (CTT) with subsequent in vitro culture is still considered experimental. Although the
success of COT in these species has already been demonstrated, it gives us hope for the use of this
technology. Thus, in recent years, all our efforts have been focused on improving the culture system for
vitrified OT with encouraging results regarding follicular development and survival, but there are no
reports of successful production of competent oocytes, let alone healthy births. However, the
cryopreservation and in vitro culture of TT from adult and pre-pubertal small ruminants are recent studies,
and there are significant gaps in knowledge about the cellular and molecular consequences after
thawing/warming and in vitro culture, although the results show a promising future.
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Resumo

O cultivo in vitro de tecido ovariano (TO) e tecido testicular (TT) criopreservado é um dos maiores
desafios na medicina reprodutiva. Esta biotécnica visa o desenvolvimento in vitro completo de foliculos
primordiais e espermatogonias inclusos no TO e TT respetivamente, com o objetivo de obter odcitos
fertilizaveis e espermatozoides competentes para posterior fertilizagdo in vitro e obtengdo de embrides
transferiveis, com resultados bem-sucedidos apenas em camundongos. Em caprinos ¢ ovinos, a
criopreservagao de tecido ovariano (CTO) tecido e testicular (CTT) com posterior cultivo in vitro ainda sdo
consideradas experimentais. Embora o sucesso da criopreservacdo de TO nessas espécies ja foi
evidenciado, o que nos déa esperanga para o uso dessa tecnologia. Com isso, nos tltimos anos todos nossos
esforgos foram voltados para melhorar o sistema de cultivo do TO vitrificado, com resultados encorajadores
com relacdo a desenvolvimento e sobrevivéncia folicular, mas ndo ha relatos de uma producdo bem-
sucedida de oocitos competentes, muito menos de nascimento saudavel. No entanto, a criopreservagao e
cultivo in vitro de TT de pequenos ruminantes adultos e pré-puberes sdo estudos recentes, e apresenta
grandes lacunas de conhecimento sobre as consequéncias celulares e moleculares apos o
descongelamento/aquecimento e cultivo in vitro, no entanto apresenta resultados que vislumbram um futuro
promissor.
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Introducao
A conservacdo do material genético € de extrema importancia para a manutengdo da
biodiversidade (Machado et al., 2016). O estabelecimento de bancos de germoplasma de tecido gonadal de

fémeas e machos ¢ considerado uma excelente alternativa para a conservacao de espécies que apresentam
genotipos valiosos de interese zootécnico, além de ser util para a conservagdo do material genético de
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espécies endémicas que se encontram em situagdo de vulnerabilidade ou em risco extingdo (Silva et al.,
2022). A CTO, desde a primeira que vez que foi proposta por Deansely et al. em 1954, vem sendo estudada
a mais de sete décadas. Os resultados em humanos sdo promissores, com mais de 200 nascimentos partir
de TO congelado (Dolmans et al., 2020) e seis nascimentos a partir de TO vitrificado (Kawamura et al.,
2013; Suzuki et al., 2015; Silber et al., 2022) apds transplante. Em pequenos ruminates, os estudos pioneiros
de congelacdo e transplante de TO foram realizados por Gosden e colaboradores (1994) e Baird e
colaboradores (1999). Desde entdo varios nascimentos ja foram reportados em ovinos, ap6s transplante de
hemiovario ou ovario inteiro congelado (Imhof et al., 2006; Salle et al., 2002; Salle et al., 2003; Campbell
et al., 2014; Torres et al., 2016). Também apos transplante de TO vitrificado (Bordes et al., 2008; Lornage
et al., 2006). Diferente da criopreservagdo de TO a criopreservagdo de TT conta com apenas duas décadas
desde a realizagdo do primeiro trabalho (Bahadur et al., 2000). Apesar disso, avangos altamente
significativos foram obtidos apos congelagdo em coelhos (Shinohara et al., 2002) e primatas (Faiomy et al.,
2019) e vitrificagdo em suinos (Kaneko et al., 2013), com nascimentos a apartir de espermatozoides
recuperados apods enxerto dos mesmos.

Apesar desses resultados, a utilizacao de transplante como um método de restauragao da fertilidade
em espécies de producdo, como os ovino e caprino, apresenta um sério inconveniente que ¢ a dificuldade
em manter os animais em um regime de imunossupressao para evitar problemas de rejei¢ao, além de ser
uma técnica extremamente invasiva que exige cuidados pos-operatorios especializados (Diehl et al., 2017).
Adicionalmente, mesmo que seja um animal de grande valor, a relagdo custo/beneficio ndo ¢ vantajosa,
uma vez que pequenos produtores geralmente ndo dispdem desses animais nem dos recursos e infraestrutura
necessarios para a execugdo desta técnica.

Diante disso, diversos grupos de pesquisa vém direcionando suas linhas de atuagdo para o
aperfeigoamento do cultivo in vitro de fragmentos gonadais criopreservados, uma vez que permite a
manipulacdo do material biolégico em ambiente controlado e torné-lo propicio ao seu desenvolvimento
(Fathi et al., 2017; Higuchi et al., 2015; Kubilin & Malonina., 2021). O cultivo in vitro de TO
criopreservado ja teve nascimento de crias saudaveis em espécies murinas (Hasegawa et al., 2006; Wang
et al., 2011). No caso do tecido testicular, embora ndo tenha nascimentos, Sato e colaboradores (2011)
alcancaram resultados inéditos apds criopreservacao de fragmentos do parénquima testicular em murinos,
possibilitando a manutencdo das espermatogodnias e a retomada da espermatogénese completa, obtendo
espermatozoides viaveis. Entretanto, em animais de producdo, o desenvolvimento de um sistema de cultivo
in vitro eficaz que possibilite o desenvolvimento oocitario e a espermatogénese completo ainda configura-
se um desafio a ser alcancado (Naupas et al., 2024; Gomes et al., 2023).

Nas ultimas duas décadas, a equipe LAMOFOPA tem se centrado no estudo de estratégias para
melhorar a criopreservagdo de TO ovino e caprino utilizando o método da vitrificagdo, obtendo um
protocolo estabelecido com uma taxa de ~97 % de foliculos morfologicamente normais apds aquecimento
do TO ovino (Naupas et al., 2024). Recentemente o foco dos estudos sdo centrados no melhoramento dos
sistemas cultivo in vitro de TO vitrificado, mediante a adi¢ao de antioxidantes ao meio de cultivo para
controlar o estresse oxidativo. Além disso, tem apostado na utilizagdo de células tronco mesenquimais,
aproveitando os fatores liberados por elas para enriquecer a composicao dos meios de cultivo com a
finalidade de aprimorar as taxas de foliculos primarios e secundarios normais. Também, desde 2020, foram
iniciados alguns trabalhos com TT em caprinos e ovinos, adultos e pré-puberes, testando protocolos de
transporte, criopreservacgao e cultivo in vitro. Assim o objetivo desta revisdo serd apresentar os avangos da
criopreservagado e cultivo in vitro de TO e TT em pequenos ruminantes.

Criopreservagdo e restauracdo das células germinativas imaturas de machos e fémeas

A CTO e CTT sao procedimentos que revolucionaram as técnicas de reprodugdo animal, que
anteriormente estavam centradas apenas na criopreservacao de oocitos e espermatozoides. Ambas as
técnicas podem ser aplicadas em animais adultos e representam as Unicas opgdes de preservacdo da
fertilidade para animais pré-puberes, que ainda ndo produzem oocitos ou espermatozoides maduros (Shaw
et al., 2000; Silva et al., 2010). Além disso, esses procedimentos podem ser realizados tanto em animais
vivos quanto post-mortem (Silva et al., 2020).

Uma vantagem estrutural da CTO ¢é a presenga de numerosos foliculos pré-antrais, que
representam cerca de 90% da populagao folicular. Esses foliculos constituem uma valiosa fonte de odcitos
em potencial, com capacidade para maturacdo e fertilizacdo futura (Figueiredo et al., 2008). Também a
maior percentagem de foliculos pré-antrais ¢ composta por foliculos primordiais, que sdo inativos e de
tamanho pequeno, o que os torna menos sensiveis a criolesdo e aos efeitos toxicos dos crioprotetores (Telfer
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e Andersen, 2021; Bozkurt, 2018). No caso dos machos, o tecido testicular ¢ composto principalmente pelo
parénquima testicular, que contém os tubulos seminiferos, onde se localizam as espermatogonias, células
precursoras dos espermatozoides. Esta caracteristica garante a producdo continua e ilimitada de
espermatozoides (Gomes et al., 2023).

O cultivo in vitro de TO e TT pode ser realizado utilizando sistemas de cultivo 2D, nos quais os
tecidos sdo colocados diretamente em placas de cultivo ou sobre uma matriz extracelular (MEC), ou em
sistemas 3D, onde os tecidos estio inclusos nessa MEC (Céliz et al., 2023; Kong et al., 2025). Além disso,
no TO, existe o cultivo in vitro em multiplas etapas, no qual os foliculos primordiais, de transi¢do e
primarios, inicialmente inclusos no coértex ovariano, se desenvolvem até o estidgio secundario.
Posteriormente, sdo isolados do tecido e cultivados individualmente até o estagio antral (McLaughlin et al.,
2018; Xu et al., 2021). O cultivo in situ de foliculos pré-antrais permite o contato direto com o estroma
ovariano, o que contribui para a manutengao da integridade e da estrutura tridimensional dos foliculos (Scott
et al., 2004). O estroma e a matriz extracelular desempenham um papel crucial, especialmente na ativagao
dos foliculos primordiais, um processo mediado por vias de sinalizacdo que alcangam os foliculos através
da microvascularizagdo presente no coértex ovariano (Monniaux et al., 2016; Kinnear et al., 2020). Esse tipo
de cultivo facilita a comunica¢do continua com as células vizinhas, por meio de sinaliza¢do bidirecional
autdcrina e paracrina, essencial para o desenvolvimento folicular (Monniaux et al., 2019). Por outro lado,
o cultivo in situ de tubulos seminiferos permite o contato direto com a regido intertubular, que fornece
prote¢do e ¢ onde os hormonios masculinos sdo produzidos. Além disso, células com diferentes fungdes
podem ser encontradas no parénquima testicular, como as células de Sertoli ¢ de Leydig, que estdo
envolvidas no controle da maturagdo e migracao das células germinativas ¢ na produ¢do de hormonios,
respectivamente (Lima et al., 2017). A finalidade do cultivo in vitro de TO criopreservado ¢ a obtengdo de
odcitos vidveis para fertilizagdo in vitro ¢ subsequente geracdo de embrides. No caso do cultivo de TT, o
objetivo ¢ obter espermatozoides a partir do cultivo in vitro das células indiferenciadas, que podem ser
utilizadas posteriormente em técnicas de reproducdo assistida, como a injegdo intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) ou mesmo a inje¢do de espermatides redondas (ROSI) (Vloeberghs et al., 2013).

Principais resultados da criopreservacdo e cultivo in vitro de foliculos pré-antrais inclusos no tecido
ovariano em ovelhas e cabras

Embora o nascimento de camundongos ap6s cultivo in vitro de TO tenha sido alcangado ha mais
de 20 anos (Hasegawa et al., 2006), o entusiasmo inicial dos cientistas foi atenuado pelas enormes
dificuldades em replicar esses procedimentos em grandes mamiferos e humanos. Diversas diferengas
anatomicas e funcionais dificultam a tradug@o dos resultados obtidos em camundongos para outras espécies,
incluindo a duragdo da foliculogénese, que ¢ de aproximadamente 20 dias em camundongos, mas ultrapassa
180 dias em humanos e bovinos (Pedersen, 1970; Lussier et al., 1987; Gougeon, 1996). Além disso, ha
discrepancias na idade do material bioldgico inicial (ovarios recém-nascidos em camundongos versus
ovarios adultos em humanos), no tamanho dos foliculos em desenvolvimento e na consisténcia mecanica
do TO. Apesar disso, em grandes espécies como bovinos (Shahsavari et al., 2019), cervideos (Gastal et al.,
2018) e humanos (Xiao et al., 2013) ja foram realizados trabalhos com resultados animadores. Em pequenos
ruminantes, que ¢ o foco da nossa revisdo, os avancos mais significativos foram relatados por Lunardi et
al. (2017), que obtiveram odcitos em metafase Il apos o cultivo in vitro de foliculos secundarios isolados
de TO vitrificado. Em caprinos, Leal et al. (2018) demonstraram que, apds o aquecimento do TO vitrificado,
os foliculos secundarios isolados e cultivados por seis dias apresentaram uma taxa de 74% de formagao de
antro.

Os primeiros estudos conduzidos por nossa equipe em pequenos ruminantes utilizaram o cultivo
in vitro como método para avaliar a eficiéncia dos protocolos de criopreservacdo de TO. Entre eles,
destacam-se os trabalhos de Rodrigues et al. (2006), em TO caprino, e de Santos et al. (2007a), em ovinos,
que analisaram o efeito de dois crioprotetores, dimetilsulfoxido (DMSO) e etilenoglicol (EG) — durante a
congelacdo lenta, seguida de cultivo in vitro por cinco dias. Ambos os estudos demonstraram resultados
encorajadores, especialmente em relagdo a viabilidade folicular ap6s 24 horas de cultivo. Anos depois, os
esforgos passaram a se concentrar especificamente na vitrificagdo, um método de criopreservagdo
caracterizado por sua simplicidade e baixo custo. Essas caracteristicas tornaram a técnica particularmente
atraente para aplicacdo em animais de interesse pecudrio ¢ em espécies selvagens (Fujihara et al., 2019).

Em 2011, Carvalho e colaboradores testaram, pela primeira vez, diversas técnicas de vitrificagdo
para a criopreservacdo de TO caprino, incluindo vitrificagdo convencional (CV), palhetas, vitrificagdo em
microtubos (MTV) e vitrificagdo de superficie solida (SSV), além de diferentes solugdes crioprotetoras. Os
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resultados indicaram que o método SSV, utilizando 0,25 M de sacarose ¢ 10% de SFB, preservou uma
porcentagem de foliculos morfologicamente normais (76,0%) semelhante a observada em fragmentos
cultivados sem vitrificacdo (83,2%) apos 24 horas de cultivo in vitro. Em 2014, a mesma equipe
desenvolveu um novo dispositivo para a vitrificagdo de ovarios sem contato direto com o nitrogénio liquido:
o Ovarian Tissue Cryosystem (OTC). Um sistema cilindrico de aco inoxidével, composto por trés partes
(base, inserto e tampa), que pode ser hermeticamente fechado, impedindo o contato direto do tecido com o
nitrogénio liquido. Além de permitir a criopreservagdo de um ovario inteiro, hemiovario ou um grande
numero de fragmentos ovarianos. Os testes com esse dispositivo mostraram taxas de sobrevivéncia folicular
de 36,1%, 22,3% ¢ 18,4% apos 48 horas de cultivo in vitro para fragmentos ovarianos caprinos vitrificados
como fragmento, hemiovario e ovario inteiro respectivamente (Carvalho et al., 2014a). Apods esses achados,
Bandeira et al. (2015) compararam o desempenho do OTC com o método convencional de SSV apos sete
dias de cultivo in vitro. O TO vitrificado com o OTC apresentou maior porcentagem de foliculos
morfologicamente normais (30,7%) e viaveis (60,0%) em comparagao com a técnica SSV (21,3% e 23,0%,
respectivamente). Além disso, o OTC manteve melhor a integridade dos componentes da matriz
extracelular do ovario ovino. Com base nesses resultados, os autores concluiram que o OTC ¢ o dispositivo
mais recomendado para a vitrificacdo de TO.

Com o objetivo de otimizar as taxas de sobrevivéncia folicular apos a vitrificagao utilizando o
OTC, nossa equipe tem explorado diferentes abordagens, incluindo a redugdo dos danos causados pelas
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) por meio da adigdo de antioxidantes & solug¢ao de vitrificagdo ou a
lavagem durante o aquecimento. Nesse contexto, Carvalho et al. (2014b) foram os primeiros a testar a
adig@o de catalase (20 UI/mL) na solugéo de vitrificagdo ou lavagem de TO caprino. Embora nio tenha
sido observada diferenca significativa na morfologia folicular ou na fragmentagdo do DNA entre os grupos
vitrificados com ou sem catalase, os niveis de EROs foram mais elevados no grupo vitrificado sem catalase
em comparagao ao controle. Esses achados destacam a importancia do uso de antioxidantes externos para
minimizar os efeitos do estresse oxidativo. Dando continuidade a esses estudos, Silva et al. (2018)
avaliaram diferentes concentra¢des de catalase (10, 20 ou 40 UI) e um novo natixoidante, o acido alfa-
lipéico (ALA; 25, 50 ou 100 uM), apds 24 horas de incubagdo. Os resultados demonstraram que a
porcentagem de foliculos em desenvolvimento foi maior no grupo tratado com ALA 100 uM do que nos
grupos tratados com catalase (40 UI) ou ALA em concentracdes de 25 ou 50 uM. Além disso, a
concentra¢do de 100 uM de ALA reduziu os niveis de EROs no meio de cultivo, preservou a morfologia
folicular e a atividade mitocondrial, além de proteger os foliculos contra danos ao DNA.

Além disso, foram conduzidos estudos para avaliar o efeito de novos antioxidantes naturais, como
o anetol (30, 300 e 2000 pg/mL) e a robinina (0,125, 0,25 ¢ 0,50 mg/mL), adicionados a solugdo de
vitrifica¢do, seguidos de uma incubacdo de 24 horas. Os resultados indicaram que o anetol (2000 pg/mL)
foi capaz de preservar a morfologia folicular, enquanto a adi¢do de robinina (0,125 mg/mL) resultou em
uma maior capacidade antioxidante total em comparagdo com os ovarios vitrificados sem antioxidantes
(Dos Santos Morais et al., 2019). Também foram exploradas estratégias para reduzir as altas concentragdes
de crioprotetores utilizadas durante a vitrificagdo, uma das principais causas do estresse oxidativo. Para
isso, foram testados polimeros sintéticos, incluindo SuperCool X-1000 (0,2%), SuperCool Z-1000 (0,4%)
e polivinilpirrolidona K-12 (PVP, 0,2%), adicionados a solu¢do de vitrificacdo. Os resultados
demonstraram que o SuperCool X-1000 apresentou os melhores efeitos na vitrificagdo do TO caprino
(Vizcarra et al., 2020).

Apos os efeitos positivos demonstrados pelo 4cido alfa-lipdico (ALA), Naupas e colaboradores
investigaram concentra¢des mais elevadas desse antioxidante (100 uM e 150 uM) na solugdo de vitrificagéo
de TO ovino, seguido de cultivo in vitro prolongado por sete dias, xenotransplante e autotransplante por 15
dias (Naupas et al., 2021; Naupas et al., 2022). Os resultados indicaram que a adigdo de ALA 150 uM
preservou melhor a densidade das células estromais, favorecendo a proliferagdo de células da granulosa e
aneovascularizagdo. Além disso, foi observado que, independentemente da concentragao de ALA utilizada,
o cultivo in vitro apresentou melhores taxas de normalidade folicular (~58 %) em comparacdo com os
tecidos transplantados (~31%) ou xenotransplantados (~38 %). Resultados semelhantes foram relatados
previamente por Donfack et al. (2018), que compararam TO caprino fresco e vitrificado apos
autotransplante por 90 dias e cultivo in vitro por sete dias. O estudo concluiu que o transplante induziu uma
maior perda folicular em relacao ao cultivo in vitro (Donfack et al., 2018a), evidenciando que o cultivo in
vitro de foliculos pré-antrais inclusos no TO pode ser uma alternativa promissora para o transplante. Na
busca por um entendimento mais aprofundado dos efeitos do cultivo in vitro, a mesma equipe avaliou a
distribuigdo das conexinas 37 ¢ 43 (Cx37 e Cx43) e do fator SDF-1a apo6s sete dias de cultivo in vitro de
TO caprino vitrificado. Os resultados indicaram que a sobrevivéncia folicular, bem como a expressao de
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SDF-1a e Cx43, ndo foram alteradas pelo cultivo. No entanto, a expressdo de Cx37 sofreu modificacdes
apos o cultivo in vitro do tecido vitrificado (Donfack et al., 2018b).

Dado o complexo sistema regulatério do desenvolvimento folicular e sua dinamicidade, os estudos
subsequentes concentraram-se no aprimoramento do cultivo in vitro. Sabe-se que esse processo pode ser
influenciado por fatores extrinsecos, como o ambiente artificial, manipulacdo sob luz excessiva, niveis
inadequados de oxigénio e temperatura (Agarwal et al., 2014; Del Valle et al., 2022). Esses fatores externos
podem gerar um desequilibrio na homeostase celular, resultando na producao excessiva de EROs que, por
sua vez, causam danos ao DNA, RNA, mitocondrias, proteinas e lipidios (Rizzo et al., 2012; Barrozo et al.,
2021). Tais alteragdes podem comprometer a esteroidogénese, a qualidade e a maturagdo oocitaria, além
de acelerar o envelhecimento das células ovarianas (Dos Santos Silva et al., 2023). Esses efeitos deletérios
tendem a ser ainda mais acentuados quando o TO ¢ previamente submetido a criopreservagao, aumentando
a producdo de EROs (Eivazkhani et al., 2022). Com isso em mente, em 2024, Naupas e colaboradores
investigaram o efeito da adigdo de acido alfa-lipdico (ALA) ao meio de cultivo in vitro de TO ovino, tanto
fresco quanto vitrificado/aquecido, durante um periodo de 14 dias. Foram avaliadas duas abordagens: a
adigdo constante de ALA (100 uM ao longo dos 14 dias) e a adi¢do dinamica (50 uM nos dias 0—7 e 100
UM nos dias 8-14). Os resultados demonstraram que a presenca de ALA no meio de cultivo do TO
vitrificado foi essencial para reduzir os danos que levam a perda da fungdo ovariana, resultando em
melhores taxas de preservacdo da morfologia folicular (84-87%). Além disso, foi observado que, para
garantir uma esteroidogé€nese eficiente durante o cultivo in vitro, a suplementacdo de ALA pode ser
dinamica, ajustando suas concentragdes ao longo do periodo de cultivo.

Finalmente ¢ sabido que a foliculogénese € regulada por uma complexa rede de fatores paracrinos,
endocrinos e autocrinos, além de interagdes célula-célula e célula-estroma, que o cultivo in vitro néo
consegue mimetizar completamente (Hosseini et al., 2020). Nesse contexto, a criacdo de um ambiente in
vitro equilibrado, enriquecido com fatores de crescimento e substancias mitogénicas, ¢ essencial para
promover a ativagdo, manter a viabilidade e garantir o desenvolvimento de foliculos pré-antrais inclusos
no coértex ovariano (Ghezelayagh et al., 2022). Com isso em mente, o estudo mais recente realizado por
nossa equipe investigou o co-cultivo de fragmentos ovarianos, frescos ou vitrificados, com células-tronco
mesenquimais derivadas da geleia de Wharton (MSCsW) por um periodo de 14 dias. As células-tronco
mesenquimais (CTMs) tém se mostrado uma estratégia promissora devido aos seus efeitos paracrinos (Li
et al., 2017) e a capacidade de secretar fatores bioativos, citocinas, moléculas troficas e agentes
antiapoptoticos (Stanko et al., 2014). Os resultados indicaram que o co-cultivo de TO criopreservado com
MSCsW preservou a morfologia folicular em aproximadamente 80% dos casos, além de promover um
desenvolvimento folicular significativo (~90%), com a presenga de uma percentagem animadora de
foliculos primarios e alguns foliculos antrais iniciais. Além disso, a exposi¢do ao microambiente
enriquecido com MSCsW demonstrou uma alta capacidade de diferenciagdo dessas células em linhagens
germinativas, consolidando-se como uma abordagem promissora para estudos futuros relacionados a
ovogénese ¢ foliculogénese in vitro (Naupas et al., 2025- dados ndo publicados).

Principais resultados da criopreservacdo e cultivo in vitro de tecido testicular ovino e caprino

Ao contrario da criopreservacao do TO, a criopreservacdo do tecido testicular (CTT) seguida do
cultivo in vitro (CIV) ainda é pouco explorada, especialmente em ruminantes. Na década de 1990, a CTT
emergiu como uma alternativa proposta para o tratamento de pacientes com azoospermia, uma vez que
possibilita o armazenamento de espermatozoides em quantidade suficiente para multiplos ciclos de
fertilizacdo in vitro (FIV) ou injegdo intracitoplasmatica de espermatozoides. Os primeiros protocolos de
CTT tinham como objetivo preservar os estagios mais avangados da espermatogénese, como o0s
espermatocitos e espermatozoides em maturagdo, utilizando um meio de congelamento que incluia glicerol,
um composto amplamente empregado na preservagao de espermatozoides na época (Crabbe et al., 1999).
Com o avanco das técnicas de criopreservagdo, a preservacao de tecidos testiculares foi expandida para
incluir estdgios mais precoces, como as células germinativas primordiais. Isso permitiu maior flexibilidade
na recuperacdo da fertilidade em diferentes cendrios clinicos, incluindo casos de azoospermia (Pereira et
al., 2023). Um marco importante foi o estudo de Brinster ¢ Zimmermann (1994), que demonstraram a
viabilidade do transplante de células-tronco espermatogoniais (SSC) criopreservadas nos tubulos
seminiferos de camundongos estéreis, sugerindo uma aplicagdo para individuos pré-puberes submetidos a
tratamentos contra o cancer.

Nos ultimos anos, contudo, houve um aumento significativo nas pesquisas sobre a CTT, com
resultados promissores em diversas espécies, incluindo humanos (Baert et al., 2018; Younis et al., 2023),
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primatas (Fayomi et al., 2019), murinos (Dumont et al., 2017; Dumont et al., 2023), ratos (Radaelli et al.,
2017; Volkova et al., 2018; Benvenutti et al., 2018), suinos (Kaneko et al., 2019), bovinos (Li et al., 2018),
ovinos (Bebbere et al., 2019; Pukazhenthi et al., 2015) e caprinos (Patra et al., 2021; Gomes et al., 2023).
Apo6s a criopreservagdo, o tecido testicular pode ser transplantado para desenvolvimento in vivo ou
submetido ao CIV, permitindo a retomada das fungdes enddcrina e gametogénica (Yokonishi et al., 2014;
Pothana et al., 2017). Até o momento, os avangos mais significativos foram obtidos em fragmentos
testiculares de camundongos neonatais, nos quais a espermatogénese foi mantida por mais de 2 meses apos
cultivo in vitro utilizando o sistema 2D, na interfase gas-liquido. As espermatides e espermatozoides
obtidos resultaram em descendentes saudaveis utilizando ICSI ¢ ROSI (Sato et al., 2011).

Apesar dos avangos na CTT e CIV, o sucesso dessas técnicas depende de varios fatores, como o
tamanho do tecido (Joaquim et al., 2024), a escolha dos crioprotetores (Silva et al., 2019), o método de
criopreservagdo, seja congelagdo lenta ou vitrificacdo (Pukazhenthi et al., 2015), bem como o tipo de
sistema de CIV (2D ou 3D) apos a criopreservagdo (Céliz et al., 2023). Em pequenos ruminantes, estudos
tém sido realizados com o objetivo de aprimorar a técnica, buscando uma melhor recuperagdo apds a
criopreservacao e subsequente CIV, para obtencdo da espermatogénese in vitro.

Em ovinos, Pukazhenthi et al. (2015) compararam os métodos de criopreservacao, congelamento
lento e vitrificagdo na preservagdo do tecido testicular e inicio da espermatogénese pos-xenoenxerto. Os
autores reportaram que o congelamento lento de fragmentos de tecido testicular de ovinos pré-puberes foi
superior a vitrificacdo na preservacdo da integridade e fungdo celular apds o xenoenxerto. Outro estudo,
também com ovinos pré-puberes, demonstrou que o método de vitrificagdo com criodispositivo (E.Vit),
associado ao CIV, afetou a expressdo de marcadores de células testiculares espermatogénicas e somaticas
durante o CIV de 24 horas, ap6s o aquecimento (Bebbere et al., 2019). No mesmo ano, Singh e
colaboradores (2019) mostraram que a adi¢do da sphingosine-1-phosphate (forma fosforilada da
esfingosina derivada da membrana, presente naturalmente na maioria dos tipos celulares) ao meio de cultivo
de tecido testicular ovino previamente criopreservado, afetou a expressdo de marcadores de proliferagido
(PCNA, Ki67) e diferenciagdo (PLZF) celular. Os resultados obtidos neste estudo contribuem de forma
substancial para o que tem sido uma base de dados limitada sobre a capacidade de manter a funcionalidade
do tecido testicular in vitro, apés o congelamento e descongelamento. Recentemente, nossa equipe
investigou diferentes tipos de sistemas de CIV apds a criopreservacdo por congelamento lento de
fragmentos de tecido testicular de ovinos pré-puberes. Foi verificado que o sistema 2D sobre a membrana
de agarose foi melhor que o sistema 3D com encapsulamento em agarose, apresentando taxas de
proliferagio celular e fibras colagenas semelhantes as dos fragmentos frescos (Céliz et al., 2023).

Em caprinos, os resultados estdo mais avangados, com obtenc¢do de espermatides alongadas apos
a vitrificagdo seguindo de CIV por 14 dias de fragmentos de testiculos (Patra et al., 2021). Em estudos
recentes realizados por nossa equipe, analisando diferentes métodos de criopreservagdo seguido de CIV de
fragmentos de testiculos de bodes pré-puberes, foi verificado que os fragmentos cultivados in vitro,
previamente congelados/descongelados, apresentaram mais alteracdes morfoldgicas que os fragmentos
frescos (Gomes et al., 2023), demonstrando a necessidade de desenvolvimento de estratégias mais eficientes
na retomada funcional do tecido apos a criopreservagao. Além da busca por métodos de CIV mais eficientes
apds a criopreservacao, também foram conduzidos experimentos visando minimizar os danos celulares
durante o processo de preservacgao, por meio da adi¢do de suplementos antioxidantes. No estudo de Xi et
al. (2019), a suplementagdo do meio de criopreservacao com 15% de trealose mostrou um efeito protetor
no tecido testicular caprino, melhorando a viabilidade celular e preservando a integridade do tecido.

Consideracdes finais

A criopreservagdo seguida de cultivo in vitro em pequenos ruminantes constitui uma abordagem
vidvel para a restauragdo da fertilidade e a preservacdo do material genético, tanto de TO quanto TT.
Avancos significativos tém sido registrados, com diferentes abordagens protocolares. No entanto, o sucesso
da técnica ¢ influenciado por multiplos fatores, como o tamanho do fragmento, a escolha de crioprotetores,
o método de criopreservagdo (congelamento lento/vitrificacdo) e as condi¢cdes de
descongelamento/aquecimento.

Além disso, a retomada da fun¢do endocrina e gametogénica do tecido apos a criopreservagao, por
meio do cultivo in vitro, ainda requer aprimoramentos. No caso do TT, tanto na etapa de criopreservagao
quanto na de cultivo, os estudos ainda estdo em fases iniciais, sendo necessario mais pesquisas. Ja com
relacdo ao TO, resultados significativos foram alcangados com relagdo a sobrevivéncia e desenvolvimento
folicular ap6s cultivo in vitro de TO fresco. No entanto, a retomada da fungdo apos a criopreservagio ainda
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precisa de atencdo. A complexidade dos processos envolvidos na retomada da espermatogénese e
foliculogénese in vitro destaca a necessidade de estudos adicionais para elucidar os fatores celulares e
moleculares que regulam a viabilidade e o desenvolvimento dos tecidos gonadais ap6s a criopreservagao.

Dessa forma, pesquisas continuas sdo essenciais para otimizar os protocolos de criopreservacao e
cultivo in vitro, visando n2o apenas aumentar as taxas de sobrevivéncia celular, mas também melhorar a
funcionalidade dos tecidos criopreservados. O avango do conhecimento nessa area pode viabilizar a
aplicacdo dessa tecnologia em diferentes contextos, incluindo a conservagdo de espécies ameagadas € o
aprimoramento das biotécnicas reprodutivas em sistemas de producéo animal.
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