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RESUMO

O presente relatério descreve as atividades desenvolvidas durante o Estagio
Curricular Supervisionado, realizado no Laboratdrio de Reproducdo (LARA), da
Universidade Federal do Norte do Tocantins, localizado no Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA) na BR-153, S/N, Km 112, na zona rural de Araguaina-TO, CEP
77804-970, totalizando 390 horas, orientado pela Prof2. Dr2, Francisca Elda Ferreira
Dias e supervisionado pela Prof2. Dr2. Ana Kelen Felipe Lima. O estagio teve como
foco a area de biotecnologia aplicada a reproducdo, com énfase na criopreservagao
de tecido ovariano de cadelas por meio da técnica de vitrificacdo. Durante o estagio,
foram desenvolvidas atividades praticas como coleta e preparacdo de tecido
ovariano, preparo de solucdes crioprotetoras e execucao do protocolo de vitrificacao.
Dentre as diversas atividades desenvolvidas durante o estagio, este trabalho
descrevera mais detalhadamente o processo de vitrificacdo de tecido ovariano de
cadelas, que consiste em uma técnica de congelamento ultrarrdpido que utiliza altas
concentracfes de crioprotetores sem formacao de cristais de gelo, com objetivo de
preservar a integridade celular e posteriormente ser utilizado em programas de
reproducao assistida.

Palavras-chave: Estagio supervisionado. Criopreservacdo. Tecido ovariano.
Vitrificagdo. Reproducéo animal. Reproducao. Caninos.



ABSTRACT

This report describes the activities carried out during the Supervised Curricular
Internship, conducted at the Reproduction Laboratory (LARA) of the Federal
University of Northern Tocantins, located at the Center for Agricultural Sciences
(CCA) on BR-153, S/N, Km 112, in the rural area of Araguaina-TO, ZIP code 77804-
970. The internship totaled 390 hours and was supervised by Prof. Dr. Francisca
Elda Ferreira Dias and overseen by Prof. Dr. Ana Kelen Felipe Lima.The internship
focused on the area of biotechnology applied to reproduction, with an emphasis on
the cryopreservation of canine ovarian tissue through the vitrification technique.
During the internship, practical activities were carried out, such as the collection and
preparation of ovarian tissue, preparation of cryoprotective solutions, and execution
of the vitrification protocol. Among the various activities performed, this report will
detail the process of vitrification of canine ovarian tissue, which consists of an ultra-
rapid freezing technique that uses high concentrations of cryoprotectants without the
formation of ice crystals, aiming to preserve cellular integrity for later use in assisted
reproduction programs.

Keywords: Supervised internship. Cryopreservation. Ovarian tissue. Vitrification.
Animal reproduction.
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1 INTRODUCAO

O presente relatorio tem como objetivo discorrer o estagio supervisionado
obrigatorio, disciplina exigida para conclusdo da graduacdo em medicina veterinaria,
desenvolvido sob orientacdo da Prof2. Dr2. Francisca Elda Ferreira Dias e supervisédo
da Prof.2 Dra. Ana Kelen Felipe Lima, conduzida no Laborat6rio de Reproducéo, da
Universidade Federal do Norte do Tocantins, no periodo de 10 de marco a 22 de
maio de 2025. Durante esse periodo, a carga horaria diaria foi de 8 horas,
totalizando 40 horas semanais, alcancando um total de 390 horas.

Durante o estagio foi possivel explorar conhecimento tedricos e praticos
adquiridos durante a formacédo na area da reproducdo, tendo em vista que € uma
area crescente e de grande importancia para o mercado de trabalho. Além de
aprimorar habilidades técnicas, interpessoais e senso critico para atuagdo com mais
seguranca na esfera profissional.

Assim, o presente relatério traz a apresentacdo e caracterizacao do local de
estagio, as atividades desenvolvidas a rotina acompanhada durante o periodo
descreve mais detalhadamente um protocolo de vitrificacdo de tecido ovariano de

cadelas referenciando-a.
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2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

2.1 Local do Estagio

O estéagio foi realizado no Laboratério de Reproducdo Animal(LARA) é uma
unidade de suporte ao ensino da graduacao e pos-graduacgéo pertencente ao Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Norte do Tocantins (UFNT)
(FIGURA 1).Suas atividades foram iniciadas por volta dos anos 2000 e, desde entédo
o laboratorio tem se dedicado a servicos de ensino, pesquisa e extensdo em

bY

biotecnologias aplicadas a reproducdo animal, promovendo conhecimento pratico

aos alunos do curso de Medicina Veterinaria da UFNT.

| AR ,
FIGURA 1 — Laborat6rio de Reproducao Animal localizado no centro de ciéncias agraria, Campus de
Araguaina-TO — Universidade Federal do Norte do Tocantins
Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Esta localizado no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) na BR-153, S/N, Km
112, na zona rural de Araguaina- TO, CEP 77804-970 (FIGURA 2), disponivel no
endereco eletrbnico  https://pnipe.mcti.gov.br/laboratory/20397.0  horario de

funcionamento é de segunda-feira a sexta-feira, das 8h as 18h, sob a coordenacéo
da Prof° Dr2 Ana Kelen Felipe Lima.

17


https://pnipe.mcti.gov.br/laboratory/20397

O Laboratério de Reproducdo Animal atua na area de animais de pequeno e
grande porte, disponibilizando servicos como exame androlégico, exame
ginecoldgico e criopreservacédo de células. No momento, conta com a colaboracao
de uma mestranda e trés alunos de Programa Institucional de Bolsas de Iniciacéo
Cientifica (PIBIC), todos envolvidos no desenvolvimento de experimentos.

Para garantir a qualidade das analises e dos procedimentos realizados, o
laboratorio dispbe de uma infra-estrutura adequada, composta por diversos
equipamentos essenciais para a pesquisa e experimentacdo. Assim sendo, 0sS
principais equipamentos estdo descritos abaixo (Tabela 1), com suas respectivas
funcdes e identificacdo nas figuras.

O Laboratério contribui significativamente para o avanco de pesquisas no
desenvolvimento de atividades de pesquisa de alunos da iniciacdo cientifica e
mestrandos além de local de aulas préticas de alunos da graduagéo proporcionando
um ambiente adequado para o desenvolvimento de experimentos e atividades

relacionadas Biotecnologias Aplicadas a Reproducéo Animal.
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Quadro 1 — Principais equipamentos disponiveis no laboratério de reproducao.

Banho-maria Procedimentos com controle térmico preciso | Figura A
Botijao de nitrogénio Criopreservacao de células Figura B
Capela de fluxo _ _ _ _ _
. Garantir ambiente livre de contaminantes Figura C
laminar
Computador Pesquisas e registro de dados Figura D
Freezer Conservacao de materiais biol6gicos Figura E
Geladeira Armazenamento de amostras biolégicas Figura F
Maca para Contencéao e posicionamento de pequenos _
) ) Figura G
laparoscopia ruminantes
o Aquecimento de solu¢des ou amostras .
Manta térmica o Figura H
biologicas
) o Observacao de células e estruturas _
Microscopios e lupas ) Figura |
reprodutivas
Eletrojaculador ) .
Coleta de sémem Figura J

Bovino

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.




Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.
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2.2 Atividades Realizadas

Durante o periodo de estagio no LARA- UFNT, foram desenvolvidas diversas

atividades na area da reproducdo animal, tais como coleta de ovario, vitrificacdo de

tecido ovariano, organizacao e preparo de meio de conservacéo de foliculo ovariano,

avaliacdo de sémen congelado, aspiracdo folicular, analise de laminas de tecido
ovariano e atividades acompanhadas a campo como diagnéstico de gestacao e IATF

(Quadro 2 e 3) .

Além das atividades desenvolvidas no laboratério, também foram exploradas

atividades relacionadas a gestdo, como controle de estoque e pedidos de materiais.

Ademais, foram selecionados temas ligados a reproducdo para revisdo de literatura

e discussédo de artigos cientificos sob a orientacdo da supervisora, o que contribuiu

para o aprofundamento tedrico e a compreensao critica da area.

Quadro 2 — Atividades desenvolvidas na area da Reproducéo durante o periodo de

estagio.

Andlise de laminas de tecido ovariano 30

Aspiracao Folicular 04

Avaliacdo Espermatica 01

Diagnéstico de Gestacdo (acompanhamento & campo) 04
Inseminacéo Artificial em Tempo Fixo (acompanhamento a

campo) 03

Preparacdo de Meio de Conservacao 03

Processamento Histologico 01

Reviséo de literatura 10

Vitrificacéo de Tecido Ovariano 10

21



Quadro 3 — Fazendas visitadas durante o periodo de estagio no estado do Para.

Faz. Diamantina Picarra - PA 01
Faz. Santa Maria Picarra - PA 02
Faz. Trampolim Picarra - PA 01

Faz. Vitéria Picarra - PA 01

Grafico 1 — Percentuais das atividades realizadas no periodo de estagio.

ANALISE DE LAMINAS DE TECIDO OVARIANO
B ASPIRAGAO FOLICULAR

AVALIAGAO ESPERMATICA

9.7%
DIAGNOSTICO DE GESTAGAO

M INSEMINAGAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO
PREPARAGAO DE MEIO DE CONSERVAGAO

48.4%
1.6%

4.8% PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

[l REVISAO DE LITERATURA
4.8%

M VITRIFICAGAO DE TECIDO OVARIANO

6.5%
1.6% ¢.59

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

2.2.1 Criopreservacao de Tecido Ovariano

O estagio oportunizou acompanhar as atividades desenvolvidas de um projeto
de pesquisa de mestrado da orientada da supervisora e coordenadora do LARA. Foi
possivel acompanhar o desenvolvimento de um protocolo de criopreservagdo de
tecido ovariano por vitrificacdo de ovario de cadela (FIGURA 3).

A perda ou reducao da biodiversidade representa uma ameaca a estabilidade
do ecossistema, de maneira especial em espécies em risco de extingdo. Nesse
contexto, a preservagdo da diversidade genética passou a ser uma estratégia
essencial, que pode ser viabilizada através da criopreservacao de tecidos gonadais
(ALKALI et al., 2024).
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Por essa razdo, o cdo doméstico tem sido amplamente utilizado como modelo
experimental para estudos em reproducdo, dada sua proximidade genética com
caninos selvagens, desempenhando importante papel em pesquisas dedicadas a
conservacdo de canideos selvagens, como as conduzidas por instituicbes de
referéncia em saude e reproducdo animal (CORNELLUNIVERSITY, 2024).

Entre as técnicas de reproducao assistida, como a inseminacao artificial (1A),
a fertilizacdo in vitro (FIV), a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSl), a
criopreservacdo de gametas e tecidos gonadais torna-se uma alternativa
promissora, com objetivo de superar os obstaculos da reproducdo natural (STABILE
et al., 2024).

A criopreservacao de tecido ovariano associada ao cultivo in vitro (CIV) tem
se tornado uma técnica inovadora, embora, ainda seja considerada experimental,
apresenta um potencial extraordinario para a conservacdo da diversidade genética,
com destaque para a criacdo de bancos de gametas destinados a preservacdo de
espécies ameacadas ou com interesse zootécnico relevante (ALKALI et al., 2024;
MARTINS et al., 2018).

No trabalho de pesquisa acompanhado, foi executado o método de
vitrificacdo. A seguir descricdo das etapas dos procedimentos acompanhados
durante o estagio.

Além de nao formar cristais de gelo, a vitrificagcdo apresenta outras vantagens,
como baixo custo, a praticidade, ndo é necessario um freezer programavel e
rapidez, o processo completo pode ser realizado em minutos (VAN DEN HURK e
SANTOS, 2009).A possibilidade de ser realizada em qualquer ambiente, inclusive
em condicbes de campo, torna essa técnica promissora para programas de
conservacao de animais silvestres (COLOMBO et al., 2021). Portanto, o objetivo final
da criopreservagdo ovariana €& armazenar foliculos competentes para o

desenvolvimento.
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2.2.2 Etapas da Vitrificagdo de Tecido Ovariano

Segundo Castro et al. (2011), vitrificacdo de tecido ovariano envolve etapas
sequenciais, sendo elas:

1) Coleta do tecido ovariano e preparacdo dos fragmentos;

2) Exposicado aos agentes crioprotetores (ACP), com o objetivo de permitir a
difusdo dessas substancias nos compartimentos celulares;

3) Vitrificacdo propriamente dita, caracterizada pela queda abrupta de
temperatura que evita a formacao de cristais de gelo;

4) Armazenamento, que garante a conservagao do material em temperaturas
criogénicas por tempo indeterminado;

5) Aquecimento fase em que o material criopreservado é recuperado e ocorre
a retomada das funcfes metabdlicas celulares;

6) Remocéo ou diluicdo dos agentes crioprotetores (ACPSs), visando minimizar
os efeitos toxicos desses compostos, especialmente em condi¢Bes de temperatura
fisiologica.

As imagens a seguir (figuras 4, 5, 7, 8, 9, 10 e 11) mostram o protocolo de
vitrificacdo de tecido ovariano em superficie sélida, com participacdo da estagiéria
no Laboratério de Reproducdo da Universidade Federal do Norte do Tocantins
(UFNT).

2.2.3 Coleta de Tecido Ovariano

A coleta dos ovarios é a etapa inicial dos protocolos de criopreservacédo de
tecido ovariano e deve ser realizada com maxima cautela, a fim de preservar a
integridade morfofuncional do material biol6gico. Assim sendo, os ovarios podem ser

obtidos a partir de fémeas submetidas a ovario-histerectomia eletiva.
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No Laboratorio de Reproducdo da UFNT, os ovarios utilizados eram obtidos
na Clinica Veterinaria da propria instituicdo, posteriormente, eram lavados com
solucéo fisiolégica de NaCl a 0,9% (Figura 4A) até que nédo restassem vestigios de
sangue. Em seguida, com o auxilio de bisturi e placa de Petri, realizava-se a
dissecacdo do ovario, removendo completamente a bolsa ovariana e tecido

conjuntivo.

oA S

/ b :
Figura 4 — Lavagem do tecido ovariano com solugéo fisiolégica a 0,9% (A) e Corte frontal do ovario
(B). Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Apbs isso, uma incisao frontal (Figura 4B) era realizada no ovario removiam-
se possiveis corpos lateos (Figura 5A), uma vez que sua presenca pode dificultar a
avaliacdo microscopica do tecido ovariano pos vitrificagdo. O tecido resultante era
entdo fragmentado em trés porcdes de espessura uniforme (Figura 5B), com
aproximadamente 3mm. Um fragmento foi destinado ao grupo controle, sem
qualquer tratamento, no qual ficou armazenado em formol a 10%, um para o teste de
exposicdo, submetido apenas aos crioprotetores, sem congelamento e um para o
processo de vitrificagdo completo (Figura 6).
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Figura 5 — Remocéo do corpo luteo (A) e Fragmentagédo do tecido (B).
Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

O teste de exposicdo permite avaliar os efeitos toxicos dos crioproterores

sobre a viabilidade dos foliculos antes da criopreservacdo propriamente dita, este
mesmo procedimento foi adotado por (BRITO et al. 2016) e (RODRIGUES et al.

2020).

( Cortex ovariano

/

\ /
\ .

FRAGMENTOS OVARIANOS (N3)

CONTROLE EXPOSIGCAO

VITRIFICAGAO

Figura 6 — Grupos experimentais.
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2.2.4 Exposicéo aos Crioprotetores

Os agentes crioprotetores (ACPs) sao compostos organicos que atuam
protegendo a célula durante o armazenamento em temperaturas criogénicas,
impedindo a formacéo de cristais de gelo dentro da célula e diminuindo os danos
causados pela perda de agua. Dessa maneira, de acordo com local que atuam
esses agentes podem ser divididos em intracelulares e extracelulares (HAN et al.,
2009).

Os crioprotetores intracelulares possuem baixo pelo molecular, caracterizados
por sua capacidade de atravessar a membrana plasmatica e atuar no meio
intracelular (RALL; REID; POLGE, 1984). Entre os principais representantes dessa
classe, destacam-se o etilenoglicol, o dimetilsulféxido (DMSO) e o propanodiol
(CASTRO et al., 2011).

Em contraste, os crioprotetores extracelulares, também conhecidos como nao
penetrantes (NPCPAs), permanecem fora da célula devido & sua alta massa
molecular, e atuam formando uma barreira protetora que minimiza os efeitos da
desidratacdo induzida pelo congelamento, prevenindo danos criogénicos como a lise
hiperosmoética (KUSUMA et al., 2018). Dissacarideo como a sacarose € amplamente
utilizada como crioprotetor natural, sendo eficaz na estabilizagdo celular durante a
criopreservacédo (MOTTA et al., 2014).

Contudo, algumas desvantagens relacionadas a acao dos crioprotetores tém
sido relatadas, como seu potencial téxico em altas concentracdes, o0 que limita as
doses que podem ser utilizadas (VAN DEN HURK; SANTOS, 2009). Os metabdlitos
resultantes da degradacdo dos agentes crioprotetores pelas células podem ser
téxicos, constituindo um fator limitante para o sucesso de sua aplicacdo (CASTRO et
al., 2011).

Nas rotinas de vitrificacdo, realizadas no Laboratorio de Reproducéo, foi
preparada umasolucdo contendo crioprotetores, composta por dimetilsulfoxido
(DMSO), propanodiol e sacarose. A concentragdo dos crioprotetores
dimetilsulféxido, propanodiol e etilenoglicol utilizada foi de 2,5 M, enquanto a
sacarose foi utilizada na concentracao de 0,3 M, objetivava-se analisar a morfologia
e a viabilidade dos foliculos pré-antrais apoés vitrificacdo e reaquecimento do tecido

na solucéo.
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Quadro 4 — Crioprotetores utilizados no processo de vitrificacdo, suas classificacdes
e concentracdes molares.

CRIOPROTETOR CLASSIFICACAO MOLARIDADE
Dimetilsulfoxido Intracelular - baixo peso molecular 2,5M
Propilenoglicol Intracelular - baixo peso molecular 2,5M

Sacarose Extracelular - alto peso molecular 0,3M

Figura 7 — Fragmentos ovarianos imersos na solugéo de criopreservacao.
Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

2.2.5 Vitrificagdo Propriamente Dita

As amostras foram entdo colocadas individualmente sobre uma superficie
sélida de metal flutuando em nitrogénio liquido (LN,), armazenado em uma caixa de
isopor,realizando o processo de vitrificagdo. Depois, os fragmentos vitrificados foram
transferidos com uma pinca resfriada para armazenamento em macrotubos
contendo 1,8mL da solucéo de vitrificacéo (Figura 8).
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Figura 8 — Vitfificégéo dos fragmentos (A) e armazenamento do tecido ovariano em macrotubos (B).
Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

2.2.6 Armazenamento

Os tecidos vitrificados foram mantidos em macrotubos, submersos em
nitrogénio liquido (-196 °C), por periodo de 7 dias (Figura 9).

A criopreservagdo € uma técnica utilizada para armazenar material biolégico
por tempo indefinido em temperaturas extremamente baixas, permitindo que, apds o
descongelamento, o desenvolvimento celular continue normalmente (CASTRO et al.,
2011).

Essa temperatura, chamada de criogénica, é alcancada com o0 uso de
nitrogénio liquido (-196 °C) ou seu vapor, e tem a capacidade de suspender todas as
atividades quimicas e biologicas das células. Teoricamente, isso permite a
preservacao celular por tempo ilimitado. No entanto, para garantir a viabilidade do
material, é indispensavel o uso de agentes crioprotetores (ACPs) cuja concentracado
varia conforme o método adotado. (CASTRO et al., 2011).
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Figura 9 — Armazenamento em nitrogénio liquido
Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

2.2.7 Aquecimento e Remocéao do Crioprotetores

ApOs uma semana de estocagem, todos os fragmentos foram retirados do
nitrogénio (LN,) mantidos a temperatura ambiente (~ 25°C) durante 1 min, e depois
imerso em banho-maria a 37°C, até que a amostra esteja completamente
descongelada (~ 1-2 min). O crioprotetor foi removido dos fragmentos de cortex do
ovario em trés lavagens utilizando-se as solucfes de vitrificacdo nas concentracées
de 2,5M, 1,25M e por ultimo Meio Essencial Minimo puro (MEM), cada fragmento
ficava por um periodo de 5 minutos em cada solucao.

A remocado do crioprotetor € uma etapa crucial no processo de vitrificacao,
pois segundo Van den Hurk e Santos (2009) um bom crioprotetor ndo deve apenas
proteger as células eficientemente durante a criopreservacdo, mas sua remocao das
células também nado deve prejudicar a viabilidade folicular e a capacidade de
desenvolvimento.

Para descongelar os fragmentos ovarianos, estes sao inicialmente deixados a
temperatura ambiente por cerca de 1 minuto e, posteriormente, transferidos para um
banho-maria a 37°C até que estejam completamente descongelados. Apds esse
processo, realiza-se a retirada do crioprotetor, cada fragmento €& lavado
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individualmente em MEM, passando por trés etapas de lavagem, com intervalos de 5
minutos entre elas (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2015).

Figura 10 — Reaquecimento de fragmentos ovarianos em banho-maria.
Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Figura 11 — Remocé&o dos crioprotetores em escala decrescente de concentragdo.
D (Dimentilsoféxido), P (Propanodiol), E (Etilenoglicol), S (Sacarose), MEM (Meio Essencial Minimo).
Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

31



Por fim, a Figura 12 apresenta o diagrama geral do processo de vitrificagéo,

abrangendo todas as etapas, desde a coleta do tecido até a remocdo dos

crioprotetores.

Coleta do tecido ovariano e
preparagao dos fragmentos

Exposi¢ao aos agentes ’
crioprotetores (ACP)

l Vitrificagao

[ Armazenamento
U 4 1
L0032

\

Descongelamento

|

Remogao dos agentes

crioprotetores

Figura 12 — Diagrama geral do processo de vitrificagao.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.
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2.3 Andlise histolégica

ApOGs o reaquecimento, os tecidos foram fixados e analisados por meio de
histologia basica, na qual buscava-se avaliar a morfologia e a viabilidade dos
foliculos pré-antrais apos vitrificacdo do tecido ovariano de cadelas e gatas.

Estudos histolégicos podem ser utilizados para identificar sinais de atresia
folicular, como a picnose nuclear, dano citoplasmético, descolamento de células da
granulosa do odcito e alteragcdes membrana basal. No entanto, a analise morfolégica
por si so é insuficiente para avaliar o processo de congelamento e descongelamento
(Santos et al., 2006).

A técnica de histologia convencional, por ser acessivel e de simples
execucao, € amplamente utilizada na avaliacdo da morfologia folicular. Trata-se de
um método quantitativo que possibilita a analise de um grande numero de foliculos.
No entanto, essa abordagem s6 permite a identificar os estagios mais avancados de
atresia, caracterizados por alteracbes como picnose nuclear, lesdes citoplasméticas,
desorganizacdo das células da granulosa e comprometimento da membrana basal
(FAUSTINO et al., 2011).

Neste sentido, a priori foi realizada apenas uma andlise qualitativa dos
foliculos pré-antrais por meio da histologia classica, visando a observacdo da
integridade morfoldgica das estruturas foliculares apds o processo de vitrificacao. As
laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e avaliadas em microscépio
Optico, permitindo a identificacdo de possiveis alteracdes celulares, como retracao
do odcito, desorganizacdo das células da granulosa ou sinais de degeneracéo. Essa
abordagem inicial teve como objetivo fornecer subsidios para futuras anélises
guantitativas e imunohistoquimicas, a fim de aprofundar a compreenséo dos efeitos
da criopreservacéo na viabilidade folicular.

A classificacdo morfologica dos foliculos pré-antrais em normais e
degenerados foram determinados segundo Gongcalves, Figueiredo e Freitas (2002),
no qual degenerados apresentam contornos irregulares, odcitos e células da
granulosa de cor enegrecida, podendo estar descoladas da membrana basal,
condensacao da cromatina e retracdo do citoplasma do odcito. Por outro lado, os
foliculos normais, apresentam cromatina descondensada, citoplasma do odcito

homogéneo e aderidos ao tecido conjuntivo ovariano.
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Figura 13 — Classificagéo folicular normal (A) e degenerado (B).
Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

O que se observou é que, nas laminas de grupo controle, a maioria dos
foliculos se apresentava morfologicamente normais (Figura 13). A medida que,
laminas dos grupos expostos e vitrificados foram analisadas, notou-se um aumento
significativo do numero de degenerados nos foliculos vitrificados, quando

comparados ao grupo controle (Figura 14, Figura 15, Figura 16).

: - U\
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Figura 14 — Corte histolégico de ovario de cadela do grupo controle corado com hematoxilina e
eosina (HE), aumento de 10x. Observam-se foliculos ovarianos primarios e secundarios,
predominando estruturas morfologicamente preservadas (seta azul). No entanto, quatro foliculos
primordiais (setas pretas) apresentam sinais de degeneracéo, caracterizados por descolamento do
foliculo ovariano do tecido conjuntivo. Fonte: Arquivo pessoal, 2025.
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Figura 15 — Corte histoldgico de ovario de cadela grupo exposi¢éo corado com h
(HE), aumento de 10x. Observam-se foliculos ovarianos primarios e secundarios, predominando

estruturas morfologicamente preservadas (seta azul) e em processo de degeneracao (seta preta).
Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

R
Figura 16 — Corte histolégico de ovério de cadela grupo vitrificado corado com hematoxilina e eosina
(HE), aumento de 10x. Observam-se foliculos ovarianos pré-antrais degenerados, com perda do
od0cito e invasao de tecido fibroso (seta preta).Fonte: Arquivo pessoal, 2025.
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Figura 17 — Corte histoldgico de ovario de cadela grupo vitrificado corado com hematoxilina e eosina
(HE), aumento de 10x. Observam-se foliculos ovarianos pré-antrais predominando estruturas
morfologicamente degeneradas, com principal caracteristica descolamento do tecido conjuntivo (seta
preta). Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Dentre as principais caracteristicas indicativas de degeneracgdo, destacou-se
descolamento da membrana basal, granulosa enegrecida, retracdo nuclear. Estes
achados sugerem que o protocolo de vitrificagcdo pode ter induzido a danos
estruturais que comprometeram a viabilidade folicular. Neste sentido, uma das
principais sugestfes para tal alteracdo seria a baixa concentragdo de crioprotetor
utilizada 2,5M sendo um valor mais utilizado em processo de congelamento lento
(LIMA, 2006).

Segundo Van den Hurk e Santos (2009), as amostras de tecido ovariano
vitrificado s&o expostas a concentracdes relativamente altas de crioprotetores
variando de 4 a 6M. A baixa concentracéo de crioprotetor utilizada pode nao ter sido
suficiente para evitar a formacéo de cristal de gelo o que teria levado a ruptura das

membranas.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Durante o periodo de estagio no Laboratério de Reproducdo — LARA, todos
0s objetivos e perspectivas foram plenamente atingidos, aprimorando
conhecimentos e contribuindo muito para minha formacdo profissional.
A vivéncia pratica no laboratério proporcionou uma compreensdo mais profunda
sobre criopreservacao e sua importancia na area da reproducdo animal, além de
desenvolver habilidades técnicas, senso de responsabilidade e trabalho em equipe.

Durante o0 estagio pbde-se explorar conhecimento tedricos e praticos
adquiridos durante a formagédo na area da reproducdo, tendo em vista que é uma
area crescente e de grande importancia para o mercado de trabalho. Além de
aprimorar habilidades técnicas, interpessoais e senso critico para atuacdo com mais
seguranca na esfera profissional.

O estagio Curricular Supervisionado Obrigatorio constitui-se uma importante
etapa na formacao académica de um médico veterinario, € nesta fase da graduacéo
gue os conhecimentos adquiridos ao longo curso sao aplicados na pratica, permitido

o desenvolvimento de habilidades inerentes ao exercicio da profissao.
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