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RESUMO

A criopreservacao das células espermaticas recuperadas do epididimo € uma técnica que
possibilita a preservagdao do material genético de animais post-mortem. O objetivo deste estudo
foi testar o congelamento de espermatozoides epididimarios em caes utilizando os
crioprotetores glicerol e etileno glicol e analisar sua qualidade pds-descongelamento. Foram
coletados epididimos de 10 animais pods-orquiectomia, sendo animais sem sele¢do, idades
variadas e sem raca definida. O sémen foi recuperado da cauda do epididimo pela técnica de
fatiamento e lavado com 2 ml de solu¢do de PBS (Tampao fosfato-salino). Em seguida foi
diluido no meio TRIS-glicose-gema de ovo e os crioprotetores glicerol e etileno glicol a 5%.
As amostras de sémen foram congeladas com 50 x 10° espermatozoides/palheta em processo de
congelamento lento. O descongelamento foi feito a 37°C por 30 segundos sendo analisada a
motilidade e vigor dos espermatozoides e realizados os testes supravital e hiposmotico. Na
analise do sémen descongelado observamos uma queda drastica de motilidade e vigor com
ambos os crioprotetores, sendo 10% e 2 para o glicerol e 5 % e 1 para o etileno glicol,
respectivamente. O processo também causou fortes lesdes as membranas dos espermatozoides,
comprovadas pelos testes hiposmotico e supra-vital, com um total de 64% de células nao
reativas ao teste hiposmotico e em torno de 55% de células mortas (teste supravital). Podemos
concluir que a técnica de fatiamento do epididimo fornece células espermaticas em boa
quantidade e qualidade para andlise e que ao congelé-las o crioprotetor glicerol ¢ capaz de dar

mais protecdo aos espermatozoides em comparacao ao etileno glicol na mesma concentracao.

Palavras-chave: reproducao, s€émen, epididimo, crioprotetor, canideos.



ABSTRACT

The cryopreservation of sperm cells recovered from the epididymis is a technique that allows

the preservation of the genetic material of postmortem animals. The objective of this study was
to test the freezing of epididymal spermatozoa in dogs, the protective effect of the
cryoprotectants glycerol and ethylene glycol and to analyze the motility and spermatic vigor
after freezing. Epididymes were collected from 10 post-orchiectomy animals, being non-
selected animals, with undefined ages and no especific breed. The semen was recovered from

the epididymis tail by the slicing technique and washed with 2 ml of PBS solution (Phosphate-
Buffered Saline). Then, it was diluted in TRIS-glucose-egg yolk diluent and cryoprotectants

glycerol and ethylene glycol 5%. Semen samples were frozen in 50x10° sperm/straw in a slow
freezing process. Thawing was done at 37°C for 30 seconds, the sperm motility and vigor were
analyzed and then the supravital and hyposmotic tests were performed. In the analysis of
thawed semen we observed a drastic drop in motility and vigor with both cryoprotectants, being
10% and 2 for glycerol and 5% and 1 for ethylene glycol, respectively. The process also caused
severe damage to sperm membranes, confirmed by hyposmotic and supravital tests, with a total
of 64% non-reactive cells in the hyposmotic test and around of 55% dead cells (supravital test).

We can conclude that the epididymal slice technique provides sperm cells in good quantity and
quality for analysis and that, when frozen, the cryoprotectant glycerol is able to give a more

protection to the spermatozoas compared to the ethylene glycol in the same concentration.

Key words: reproduction, semen, epididymis, cryoprotectant, canids.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Caracteristicas fisicas e morfoldgicas de espermatozoides recém-coletados do

EPIAIAIMO @ CACS...eeiuviiiiiieeiiieiieeie ettt ettt ettt et e e e sae e e b e e saesaseessaeenseenseeenseenseeenne 15

Tabela 2 — Analises de motilidade e vigor pos-descongelamento para os crioprotetores glicerol

e etileno glicol em espermatozoides epididimarios de€ CAES.........eeevvreeeviieeeiieeeriee e 16

Tabela 3 — Analises comparativas dos testes supravital e hiposmdtico para os crioprotetores

glicerol e etileno glicol em espermatozoides epididimarios de Caes.........ccoceeerueerieerieriieennenne 17



SUMARIO

1. INTRODUGCAOD ..eeeeeeeeeeeeeeeee e et ee ettt ee et ee et eeee et ee et eeeseeeeeteeeeeeeneens 7
2. OBIETIVO .ottt e st et e e st et e enseeneesseenseenaenaeenseeneens .8
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA .......coooooiveieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 8
3.1. Espermatozoides epididimArios ..........cceerverriienieeiieenieeiiiesieeieeseeeieesreeereeseneeseesnneens .8
3.2. Coleta de espermatozoides epididimATios .........ccceeeeuereriieeriiieesiee e eeeeeevee e .8
3.3. Andlises fisica ¢ morfologica do SEMEN..........cccuvieriiieiiieeiieeiee e 9
3.4. Congelamento dO SEMEN ......c.eecvieriiieiieiie ettt ettt et et eebeeseeeebeesseeeebaesaeaens 9
3.5. ME10 DITUCNLE ...oouviiiiiieiieiie ettt sttt 10
3.6. Curva de congelacao/descongelacaio .........oceeveeeiieriiiiiienieeieerie et 11
3.7. Analises de s€men pos-deSCONZElACAD .....cccueeruieriieriiiiiieiie ettt 11
3.7.1. MOtIIAAAE ...t 11
3.7.2. Teste HIPOSIMOICO ...c.vvevuiieiieiiiieiieiieeieeciee et ettt eteesaeeesbeessaesnseesneessseenes 12
3.7.3. TeSte SUPTAVILAL ..o.eeiiiiiiiiieieeie ettt et 12
4. MATERIAIS E METODOS .....otviuiimiirreieiieeesessseesssssssssssesssessssessssssssssssssssssssesees 12
O BN 111 3 SRRSO 12
4.2, Coleta dO SEMEI .....eoiuiiiiiiiiiiieee ettt et e aeas 13
4.3. Analises fisica € morfologica do SEMEN .........cceeviiieiiiieiiiieieeeieeeee e 13
4.4. Congelamento e descongelamento do SEMEeN ..........cccceeveieiiieniieiiienieciieee e 13
4.5. Analises pOs-descoNZelamento ...........coceeruiriieriiriiiiienieneeeneese et 14
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ....ooviiiieeteeeeeeeeeeee e 14
6. CONCLUSAD ..ottt 17

REFERENCTIAS oo e 18



1 INTRODUCAO

A coleta e a preservagdo de sémen em animais domésticos € uma area de estudos que
vem sofrendo consideraveis avangos desde a década de 1930, principalmente em animais de
alto valor zootécnico. Entretanto, em animais de estimac¢do como os caes, como nao foram
criados originalmente para serem procriados em grande escala, e sim apenas como animais de
companhia tiveram um atraso nas pesquisas sobre técnicas reprodutivas, existindo ainda
diversas questdes a serem respondidas (SEVERO, 2015).

A extracdo de espermatozoides a partir do epididimo é um procedimento alternativo que
proporciona as mesmas vantagens que outras formas de recolhimento, oferecendo um material
viavel e com capacidade fecundante. No entanto, as células obtidas por esta técnica possuem
diferengas morfologicas e fisioldgicas comparadas com o sémen ejaculado, sendo assim, vao
possuir caracteristicas especificas quando submetidas ao estresse osmoético causado pela
criopreservacao, ou seja, o melhor protocolo de congelamento para o sémen coletado do
epididimo pode nao ser o mesmo que para o s€émen fresco (HEWITT et al., 2001). Ainda assim,
¢ um método que oferece vantagens, sendo bastante utilizado em animais de dificil manejo,
onde nao € possivel obter o s€émen ejaculado, e sua maior vantagem € que mesmo apos a morte
do doador, ainda ha possibilidade de garantir células espermaticas viaveis a partir da cauda do
epididimo (HORI et al., 2015).

A criopreservagdo de espermatozoides adquiridos por meio do epididimo permite que
esse material genético possa ser utilizado a qualquer momento e ndo apenas apos sua coleta.
Portanto, 0o armazenamento do sémen apds a morte ou lesdo fisica do individuo ¢ uma
ferramenta importante que abre varios leques de opg¢des, tanto para a utilizacdo em
inseminagdes quanto para objeto de estudo (COCCHIA et al., 2009).

Assim, o aprimoramento de um procedimento adequado, desde a coleta até o
congelamento do sémen, possibilitard a preservagdo de gametas de individuos que podem
morrer inesperadamente. Consequentemente, como a semelhanga reprodutiva de espécies
silvestres com os caninos ¢ bastante evidente, o avango no método de conservacao do material
genético de cdes pode ser a base de estudos para preservacao de espécies selvagens em risco de

extingao



2 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi testar o congelamento de sémen da cauda do epididimo
em caes utilizando os crioprotetores glicerol e etileno glicol e testar a viabilidade das células

poOs-descongelamento.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Espermatozoides epididimarios

O epididimo ¢ dividido em cabega, corpo e cauda, que conecta o ducto eferente ao ducto
deferente e ¢é responsavel pela maturagdo espermatica. E essencial que a célula espermatica
passe por esse O0rgao para adquirirem motilidade e capacidade fecundante pois sdo imaturos e
nao possuem de motilidade propria quando deixam os testiculos (ARROTEIA et al., 2012).

O epitélio do epididimo secreta proteinas as quais sdo responsaveis por promoverem um
ambiente ideal para as células, fornecendo temperatura, pH, substrato energético e tensdo de
oxigénio compativel com a maturacdo dos espermatozoides. Além dessas funcgdes, ocorre
também a eliminagdo dos espermatozoides defeituosos e o espermatozoide adquire a
capacidade de reconhecimento e conexdao com o o6cito (ANGRIMANI et al., 2013). A cauda
do epididimo tem a fun¢do de armazenamento das células, pois o metabolismo ¢ baixo neste
local evitando a ativagdo prematura das células e mantendo-as vivas (in vivo) por maisde 3 a 5

dias (MARADAS et al., 2006).

3.2 Coleta de espermatozoides epididimarios

A coleta adequada do sémen a partir do epididimo (pds orquiectomia ou poés-morte do
animal) precisa ser feita com cuidado desde o momento em que o O6rgdo ¢ retirado até o
processamento do material. O transporte e conservacao do epididimo podem ser feitos em
temperatura ambiente por até 24 horas, porém, quando mantidos sob refrigeragao (5°C), hd uma
melhor manutenc¢ao na qualidade espermatica, podendo ficar viaveis por até 48 horas (HORI et
al., 2009). Da mesma forma, Mota Filho et al. (2013) obtiveram bons resultados quando o
deslocamento dos epididimos foi feito com caixa térmica imersos numa solugdo fisioldgica

0,9% e aquecido a 30°.



Apos a retirada do trato reprodutivo, o mesmo ¢ lavado para remover qualquer residuo
de sangue e depois sdo separados os testiculos, epididimos e ductos deferentes. Em seguida,
escolhe-se a técnica de preferéncia para a extragao desse material, podendo ser o fatiamento,
flutuagdo, aspiracao ou lavagem de ductos (ANGRIMANI et al., 2013).

Pelo método de lavagem, a cauda do epididimo e o ducto deferente sdo lavados por fluxo
retrégrado com solugdo salina e o sémen ¢ aspirado com seringa (ANGRIMANI et al., 2013).
Ja a técnica de flutuagdo resume-se em cortar a cauda do epididimo e coloca-lo em um meio
gelatinoso a fim de que os espermatozoides desloquem para o meio para depois serem
recuperados por filtracio (MONTEIRO; GUASTI; PAPA, 2009). O procedimento por
fatiamento da cauda do epididimo é um dos mais utilizados, onde o 6rgdo recebe uma série de
cortes longitudinais e transversais sendo pressionado em seguida para liberar os
espermatozoides e o material extravasado entdo ¢ coletado com pipeta automatica (KAABI et

al., 2003).

3.3 Analises fisicas e morfolégica do sémen

As avaliagdes fisicas incluem motilidade, vigor e concentragdo espermatica e sdo
realizadas logo ap6s a coleta do sémen. A concentracdo espermatica ¢ feita por contagem
utilizando a cdmara de Neubauer, a motilidade e o vigor sdo analisados com o auxilio de um
microscopio optico, com aumento de 100x, registrando a porcentagem de espermatozoides com
motilidade progressiva e a intensidade de movimento (vigor) classificado em uma escala de 0
a5 (CBRA, 2013).

As anormalidades morfologicas presentes nas células espermaticas sdo analisadas a
partir das alteragdes na cabega, pega intermediaria e cauda do espermatozoide. Esse teste pode
ser realizado em camara imida sob microscopia de contraste de fase ou em ladmina corada sob
microscopia Optica, a partir de esfregacos do sémen corados por exemplo com rosa bengala

(CBRA, 2013).

3.4 Congelamento de sémen

O congelamento do sémen de caes apresenta uma grande vantagem para Medicina
Veterinaria atual e também para os criadores de racas. A criopreservagdo do ejaculado

resguarda os animais do estresse de serem transportados para a copula, de doencas
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transmissiveis e também possibilita preservar materiais de alto valor genético (SILVA;
CARDOSO; SILVA, 2000).

O processo da criopreservagao de s€émen canino foi primeiro relatado por Rowson em
1954 (SOARES et al., 2002). Embora essa técnica tenha sido utilizada por décadas, ainda ha
questdes a serem esclarecidas pois o método de congelamento esta sujeito a varias falhas
multifatoriais e também espécie-especificos. Ha varios estudos tentando determinar quais os
melhores métodos para trabalhar esse material, incluindo a coleta de s€émen, o meio diluente, o
processamento do sémen, a concentragao final de espermatozoides, o crioprotetor, as curvas de

congelacdo e o método de descongelagdo (CHIRINEA; SICHER; LOPES, 2013).

3.5 Meio diluente

O processo de criopreservacdao gera uma série de alteragdes considerdveis nas células
espermaticas influenciando na viabilidade e qualidade espermatica, sendo assim, ¢
extremamente importante o uso de um bom diluidor que proteja a célula do choque térmico,
possua nutrientes, sirva de tampao para as alteragdes de pH, impeca a proliferacao bacteriana,
sustente a concentracdo de eletrdlitos e a pressdo osmotica dentro dos parametros fisiologicos
€ possua um crioprotetor para conservar as células durante o congelamento e descongelamento
(SILVA; CARDOSO; SILVA, 2000).

Os diluentes utilizados na criopreservacdo de sémen canino foram adaptados de outras
espécies, sendo a primeira andlise entre diluentes feita por Foot em 1964. Atualmente se
utilizam diluentes a base de Tris, citrato de s6dio e/ou dgua de coco, acrescido de gema de ovo,
agucares e um crioprotetor em diferentes concentragdes, sendo os mais usados na espécie canina
o glicerol e o etileno glicol (SOARES, 2002).

Os agentes crioprotetores podem ser divididos em permeaveis e ndo permeaveis, o
glicerol e etileno glicol sdo exemplos de meios permeaveis, pois fornecem uma protecao
intracelular, modulando a membrana da célula durante as fases de transi¢cao do congelamento
preservando as células (SIEME; OLDENHOF; WOLKERS, 2016). Os tipos, concentragdes e
modo como os crioprotetores podem ser adicionados ao sémen podem determinar a qualidade
dos espermatozoides pds-descongelamento.

Godim et al. (2009) testaram a diferenca entre one step e two steps, dois métodos que
especificam momentos diferentes de adicionar o crioprotetor no sémen. O primeiro consiste em
misturar o diluente no ejaculado a temperatura de 37°C e depois refrigerar por uma hora, e o

segundo resume-se em adicionar o crioprotetor no s€émen pré-diluido a 5°C. Em ambas as
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técnicas eles obtiveram bons resultados, verificando que ndo houve diferencas significativas
que sugerem uma temperatura certa para o diluidor ser adicionado, sendo estas metodologias

recomendadas para a criopreservacao de sémen canino.

3.6 Curva de congelacao/descongelacao

Hé diferentes curvas de congelamento e descongelamento que visam reduzir os danos
aos espermatozoides. Existem varias metodologias de congelagao, variando de acordo com o
diluidor, crioprotetor, temperatura e velocidade de congelamento.

Em um estudo feito por Hay et al. (1997), foram realizadas diferentes curvas de
congelamento utilizando os métodos com freezer programavel e vapor de nitrogénio liquido.
Primeiro foi realizado um resfriamento de 0,5°C/min até -20°C e depois avaliaram cinco curvas
de congelamento, sendo os melhores resultados baseado na viabilidade espermatica, foram as
curvas de -12°C e -28°C/min.

Da mesma forma que a congelagdo, héa varios protocolos para descongelagdo, sendo a
maioria realizada sob imersdo em banho-maria, dando destaque para o tempo de
descongelamento e as diferentes temperaturas. Além disso, € preciso tomar cuidado redobrado
nessa etapa, pois ¢ onde ha mais ricos da membrana plasmatica da célula ser lesionada, pela
entrada de agua consequente da propria descongelacdo e também pela ocorréncia da
recristalizagdo migratoria que ¢ a modificacdo de micro-cristais de gelo em cristais maiores
(WATSON, 1995).

Moura et al. (2013) obtiveram bons resultados na descongelacdo de sémen canino a
37°C por lmin, no tocante a motilidade e viabilidade. No entanto, observaram efeitos
insatisfatorios no descongelamento a 70°C por 6s, pois temperaturas altas sdo criticas para os
espermatozoides, portanto, quando menos estresse por calor essas células passarem, menos

danos serdao causados.

3.7 Analises de sémen pds-descongelamento
3.7.1 Motilidade

A motilidade € o principal parametro para avaliar a técnica de criopreservacao, junto a
acao dos crioprotetores e dos diluentes. Segundo Derivaux e Barnabé (1980), a andlise ¢ feita
logo apds a descongelacdo do material espermdtico, com um microscopio Optico, € a

interpretagdo € realizada a partir do percentual de espermatozoides moéveis em motilidade
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progressiva ¢ a intensidade de movimento (vigor). A literatura recomenda que a motilidade
espermatica seja acima de 50%, entretanto, sdo aceitaveis amostras de até 30% para sémen

criopreservado (CONCANNON e BATTISTA, 1989; CBRA, 2013).

3.6.2 Teste Hiposmaotico

O teste hiposmotico ¢ uma analise onde se coloca o sémen em meio hiposmotico e avalia
a integridade da membrana espermatica ao observar o enrolamento ou ndo da cauda do
espermatozoide. H4 uma relagdo positiva entre o enrolamento da cauda espermatica € o meio
com baixas pressdes osmoticas pois quando a membrana plasmatica do espermatozoide se
apresenta lesada ha um equilibrio osmoético entre o meio e a célula, ndo expressando aumento
de volume celular e, assim, conservando a cauda em seu estado original. Diferente do que ocorre
quando a membrana plasmadtica se encontra integra, a qual sofre um edema quando emergida
em solugdo com osmolaridade inferior ao do seu interior, causando o enrolamento ou

dobramento da cauda (JEYEDRAN; VAN DER VEM; ZANEVELD, 1992).

3.6.3 Teste Supravital

O teste supravital ¢ também conhecido como avaliacdo de vivos ou mortos. Esse teste
se baseia na premissa de que a membrana integra impede a entrada do corante no citoplasma
celular. E uma técnica relativamente de facil uso e que dispensa a utilizagio de microscopio
especial. O modo mais utilizado ¢ através da combinagdo de eosina e nigrosina, uma vez que a
eosina penetra pela membrana lesionada dos espermatozoides, corando o interior do nucleo e

possibilitando identificar os espermatozoides mortos (GARNER et al., 1986).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados os tratos reprodutivos (epididimos) de dez animais adultos, da espécie
canina, sem racga definida, obtidos apds orquiectomia dos animais provenientes do projeto de
castragdo desenvolvido nas dependéncias do Hospital Veterinario da Universidade Federal de

Uberlandia.
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4.2 Coleta do sémen

ApoOs a orquiectomia dos animais, os testiculos foram transportados ao laboratorio de
reproducdo Animal em temperatura de 37°C em caixa de isopor com bolsa térmica. Em seguida
foi feito uma lavagem dos 6rgdos com soro fisioldgico aquecido para remover qualquer residuo
de sangue e depois foram separados os testiculos, epididimos e ductos deferentes e realizada a
coleta do sémen da cauda do epididimo. A técnica de coleta foi o fatiamento do 6rgao, onde
foram realizadas uma série de cortes longitudinais e transversais ao longo da cauda do
epididimo e em seguida a mesma foi pressionada para que houvesse um extravasamento de
sémen e lavado o material com 2 ml de solugdo de PBS (Tampao fosfato-salino), sendo o

conteudo coletado com uma pipeta automatica em frasco de 5 ml.

4.3 Analises fisica e morfologica do sémen

As andlises fisicas foram realizadas logo apos a coleta do sémen, utilizando uma gota
de s€men sobre a lamina de vidro recoberta com laminula, € com o auxilio de um microscépio
optico, avaliando a motilidade progressiva e o vigor espermatico.

A concentracao de células/mL foi avaliada com o auxilio da cdmara de Neubauer. A
avaliagdo morfoldgica do s€émen foi realizada utilizando o método de preparagdo em camara
umida sob microscopia Optica de contraste de fase e o método de lamina corada com rosa
bengala, verificando a porcentagem de anormalidades dos espermatozoides em sua cabeca, peca

intermediaria e cauda (CBRA, 2013).

4.4 Congelamento e descongelamento do sémen

As amostras foram diluidas em diluentes a base de TRIS-glicose (2,4g TRIS; 1,4g 4cido
citrico; 0,8g glicose; 20% gema de ovo) em dois crioprotetores: 5% glicerol e 5% etileno glicol.
Foi utilizada uma concentraco final de 50 x 10° espermatozoides/palheta. Em seguida, as
aliquotas foram envazadas em palhetas francesas de 0,25 mL (Minitub, Porto Alegre, Brasil) e
congelados em mdquina de congelamento de sémen modelo TK3000 (TK equipamentos®,
Uberaba, Brasil). A rampa de congelamento foi a seguinte: rampa positiva: 0,25°C/min até 5°C,
rampa negativa: 5°C a -32°C = 10°C/min, -32°C a -120°C = 5°C/min, no final mergulhando no
nitrogénio liquido a -196°C, sendo armazenado em botijao criogénico. O descongelamento das
palhetas foi feito em temperatura de 37°C/ 30 segundos em descongelador de sémen modelo

WTA® (WTA, Cravinhos, Brasil).
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4.5 Analises pos-descongelamento

As analises de motilidade e vigor foram realizadas através de microscopia Optica
utilizando uma gota de s€men entre lamina e laminula pré-aquecidas, estimando a porcentagem
de espermatozoides com movimento progressivo e o vigor das células (CBRA, 2013).

O teste supravital foi feito através da coloragdo de espermatozoides, utilizando eosina-
nigrosina, preparada com eosina Y (3,3g), nigrosina (20g), citrato de soédio (1,5g) e agua
destilada (300 ml) (BARTH e OKO, 1989). Para a preparacao da lamina, o corante foi aquecido
a temperatura do s€men, colocado uma gota de sémen e uma de corante, feito o esfregago, e
posterior avaliagcdo apds secagem, em microscopia optica. A avaliagdo foi feita em 100 células,
verificando a porcentagem de vivos e mortos.

No teste hiposmotico foi utilizada uma solugao hisposmética de citrato de sodio (0,75g),
frutose (1,35g) e adgua destilada (100 ml). Foi preparada uma mistura adicionando 0,1 ml de
sémen descongelado em 1 ml de solu¢ao hiposmética e esta incubada a 37°C por uma hora.
Ap6s este periodo uma gota foi colocada entre 1amina e laminula e foram avaliadas 100 células
espermaticas em microscopio de contraste de fase e contado o numero total de células com

dobramento de cauda.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios da motilidade, vigor espermatico, concentracdo e defeitos totais no

sémen fresco coletado do epididimo estdao descritos na tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas fisicas e morfologicas de espermatozoides recém coletados

do epididimo de caes.

Andlises Sémen Fresco
Concentragdo (células/mL) 420 x 10°
Motilidade (%) 70

Vigor (0-5) 3

Defeitos maiores (%) 2

Defeitos menores (%) 33

Defeitos totais (%) 35

Os valores médios observados aproximam-se dos padroes encontrados na literatura para
sémen recuperado do epididimo, sendo semelhantes aos encontrados por Hori et al. (2009),
porém obtivemos uma maior porcentagem de defeitos espermaticos totais (35%) comparado
aos de Hori et al. (2009) que foi de 8%. Esta observacao pode ser devido a origem das amostras,
onde os epididimos coletados foram de animais que participaram do projeto de castragdo da
Universidade Federal de Uberlandia, sendo animais sem sele¢do, idades variadas e sem raga
definida.

A concentragdo média de espermatozoides obtida da diluigdo do sémen epididiméario
com 2ml de PBS foi de 420 x10° espermatozoides/mL, o que é considerada 6tima para a espécie
canina. Se compararmos com o ejaculado canino, que fica em torno de 247 = 9,9 x 10 (SILVA
et al., 2002), o recuperado do epididimo mostrou uma concentracdo muito mais elevada pois ¢
um concentrado de células e ndo possui plasma seminal das glandulas anexas, apenas o PBS
usado na lavagem do material.

A tabela 2 traz as andlises de motilidade e vigor pos-descongelamento, comparando os

dois crioprotetores glicerol e etileno glicol.

Tabela 2 - Analises de motilidade e vigor pds-descongelamento para os crioprotetores

glicerol e etilenoglicol em espermatozoides epididimarios de caes.

Analise Glicerol Etileno Glicol
Motilidade (%) 10 5
Vigor (0-5) 2 1




16

Ap6s o descongelamento encontramos valores muito baixos de motilidade e vigor para
ambos crioprotetores. Foram observados motilidade 10% e vigor 2 para o crioprotetor glicerol
5% e motilidade 5% e vigor 1 para o crioprotetor etileno glicol 5%. Fica evidente que os dois
grupos apresentaram uma queda drastica em termos de motilidade progressiva e vigor
espermatico, no entanto, aqueles que foram diluidos com glicerol tiveram um melhor
desempenho comparado com o etileno glicol.

Resultados um pouco superiores aos deste estudo foram observados por Armas et al.
(2011), onde utilizando um diluidor a base de Tris-citrato-frutose-gema de ovo e glicerol a 5%,
verificaram uma motilidade de 79,5% + 4,97 logo apos a coleta e de 17% + 7,64 apds o
descongelamento. Também Hori et al. (2009) obteve resultados semelhantes utilizando o
glicerol a 7% para avaliar a qualidade espermatica do epididimo canino, obtiveram uma
motilidade inicial de 68,1% imediatamente ap6s a remog¢do do epididimo e depois de
descongelar de 21,3%, indicando também uma queda relevante na movimentacao espermatica.

Apesar da queda significativa de motilidade e vigor, os espermatozoides coletados
diretamente do epididimo sdo considerados mais sensiveis ao congelamento, sendo normal uma
diminuicdo consideravel na integridade da membrana e na sobrevivéncia das células. Esta baixa
resisténcia pode ser devido as diferencas funcionais e morfoldgicas entre o sémen ejaculado e
o recuperado do epididimo, como a falta de exposi¢ao ao liquido prostatico e a presenca alta de
gotas citoplasmaticas (LUVONI e MORSELLI, 2016).

Na avalia¢do dos danos causados pelo congelamento utilizando o teste supravital e o
hiposmotico, apesar do glicerol ter apresentado um melhor resultado na motilidade pos-

descongelamento, a diferenca entre os dois crioprotetores foi pequena como mostra a tabela 3.

Tabela 3 - Andlises comparativas dos testes supravital e hiposmotico para os crioprotetores

glicerol e etileno glicol em espermatozoides epididimarios de caes.

Crioprotetor Teste Hiposmotico (%) Teste Supravital (%)
Reativas  Nao reativas Vivos Mortos

Glicerol 36 64 49 51

Etileno glicol 37 63 41 59

No teste hiposmoético onde se avalia a integridade da membrana plasmatica da célula
espermatica, ndo houve diferenga entre os diluentes. O dobramento da cauda dos

espermatozoides, que indica uma membrana celular viavel, foi de 36% com o glicerol e 37%
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com o etileno glicol, evidenciando grande dano a membrana celular causada pelo
congelamento.

No teste supravital, onde identificamos os vivos € os mortos, houve uma pequena
diferenc¢a no percentual de células que foram reativas favorecendo o glicerol, o qual obteve 49%
de vivos e 51% de mortos, enquanto o etileno glicol alcangou 41% de vivos e 59% de mortos,
0 que também mostra a alta perda de células ocorrida com o congelamento.

Nossos resultados estdo de acordo com afirmado por Luvonni e Morselli (2016), em que
o sémen recuperado do epididimo tem uma resisténcia menor aos danos causados pelo ftio,
podendo haver resultados varidveis de integridade de membrana apds a criopreservacao,
oscilando de 5% a 60%. Assim, apesar das diferencas individuais entre os caes, como raga e
idade, ¢ de se esperar uma menor sobrevivéncia e integridade de membrana de células

espermaticas coletadas do epididimo.

6 CONCLUSAO

A técnica de fatiamento do epididimo forneceu células espermaticas em boa quantidade
e qualidade.

O crioprotetor glicerol na concentracdo de 5% demonstrou melhores resultados de
motilidade e vigor pds-descongelamento em comparagdo com o etileno glicol na mesma
concentracao.

O processo de criopreservagdo causou grandes lesdes as membranas dos
espermatozoides, comprovadas pelos testes hiposmotico e supravital.

O congelamento de s€émen do epididimo em caes ainda € um desafio para uso desta

biotecnologia na espécie e novos protocolos mais eficientes ainda precisam ser desenvolvidos.
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