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O transplante de espermatogdnias pode ser empregado com sucesso, a fim de restabelecer a espermatogénese de
animais inférteis. Sendo esta uma técnica plausivel de ser aplicada para seres humanos; nos casos onde a
espermatogénese tenha sido afetada por agentes quimicos, como nos tratamentos para alguns tipos de cancer. Nestes
casos, a coleta e subsequente criopreservagdo de material testicular representa uma possibilidade de restabelecer a
fertilidade perdida. Desta forma, faz-se necessario estabelecer-se a execucdo das técnicas, de forma rotineira, de
isolamento de células, manipulagao in vitro e transferéncia das espermatogbnias para outros individuos, a fim de que o
emprego desta técnica seja ampliado. As células testiculares apresentam caracteristicas peculiares: podem ser colhidas
do testiculo de um doador, mantidas in vitro e transferidas para um testiculo receptor; onde podem recolonizar o tecido
lesado, estabelecer espermatogénese e produzir espermatozéides maduros com o haplétipo do doador (Brinster &
Avarbock, 1994). Vale ressaltar que, apesar das células do tecido testicular do doador sofrerem manipulagéo, durante o
processo de isolamento e transferéncia; a recolonizacdo espermatica da-se de forma fiel a reconstrucdo de uma
complexa associagdo celular, encontrada na espermatogénese normal. (Shinohara 2001, 2002).0s protocolos usuais
para dissociar células testiculares fazem uso de colagenase, hialuronidase e tripsina que, apesar de eficazes, tornam o
custo da técnica elevado. O experimento realizado, em nossos laboratérios, fez uso de um reagente disponivel, a
tripsina que apresenta desvantagem por poder causar danos as proteinas de membrana das células, devido a sua agédo
indiscriminada sobre proteinas em geral. Com a intengdo de reduzir tais danos, utilizamos um protocolo onde a
incubacéo, com esta solugao (tripsina 0,25%), é realizada em baixas temperaturas (4° C), quando a agéo da enzima é
diminuida; uma vez que, a temperatura 6tima de acéo da tripsina localiza-se préxima aos 37° C. A utilizagado da tripsina
em baixas temperaturas, para as técnicas de dissociagéo de células, a partir de tecidos (testiculos), visa reduzir custos
da técnica e produzir uma diminuigdo nos danos causados nas proteinas de membrana plasmatica das células tratadas,
0 que leva a um aumento da viabilidade celular.Assim, os experimentos realizados, em nossos laboratérios, com a
implementagéo do protocolo de dissociacdo de células testiculares com solugéo de tripsina a 4°C, demonstraram que, a
técnica em questéo, é bastante eficaz. Produzindo uma suspensao isolada de células (“single cells”) viaveis. As células,
dissociadas do testiculo, foram quantificadas através da técnica de exclusao de azul de trypan, onde a viabilidade celular
foi mensurada, comprovando que este método, € uma excelente alternativa metodoldgica para isolar células viaveis.
Desta maneira, com o presente trabalho foi possivel estabelecermos uma alternativa metodoldégica mais simples e
pratica, com custos reduzidos, e que gera células isoladas de testiculos, que serdo utilizadas nas etapas subsequentes

dos experimentos de transferéncias de células testiculares de um animal doador para outro receptor.



