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RESUMO
O objetivo da presente tese foi avaliar a viabilidade dos espermatozoides recuperados da
cauda do epididimo, usando dois diferentes diluidores. Foram utilizados animais oriundos do
Centro de Controle de Zoonozes de Fortaleza.O trabalho foi dividido em dois experimentos.
Experimento 1: avaliagdoda qualidade dos espermatozoides epididimarios, apds o complexo-
testiculo epididimo (CTE) terem sido armazenados in situ a 4 °C por 6, 12 e 18 h.
Experimento 2: avaliacdoda qualidade dos espermatozoides epididimarios congelados apos
terem sido conservados in situ a 4 °C por 12h. No experimento 1: Foram utilizados 60 caes
machos adultos, com peso de 10-20 kg. Para a refrigeracdo e recuperagdo dos
espermatozoides epididimarios, 60 pares do CTE foram divididos em 4 grupos, de acordo
com o tempo de refrigeracdo do CTE e posterior recuperagdo espermatica: GOh, G6h, G12h e
G18h, em que cada par do CTE permaneceu por zero, seis, doze ou dezoito horas a 4°C. A
recuperagao dos espermatozoides da cauda do epididimo foi realizada pela técnica de
flutuacdo utilizando-se o diluidor ACP-106¢ ou Tris. Avaliou-se a morfologia, funcionalidade
e motilidade espermatica total e progressiva, além de parametros obtidos pelo CASA. Os
dados foram submetidos a ANOVA seguido do teste de Tukey (P < 0,05). Em todos os
parametros avaliados, nao houve diferenga entre os diluidores testados (P>0,05). Os valores
de motilidade total nos grupos GOh, G6h, G12h, e G18h para o ACP-106cforam 84,4+7,7;
81,6+11,6; 88,3£6,5 e 69,5+£16,9, respectivamente, e para o Tris 85,2+8,7; 77,4+14,3;
79,0+£17,8 e 65,4+17,9, respectivamente. No experimento 2:Foram utilizados 60 caes machos
adultos, com peso de 10-20 kg. Removeu-se o complexo testiculo-epididimo (CTE) que foi
imerso em solugdo fisioldgica 0,9% e transportado em caixa térmica ao laboratorio.Os 60
CTE foram divididos em 4 grupos de acordo com o tempo de refrigeracdo (Ohoul2h) a 4°C e
de acordo com o diluidor (ACP-106c ou TRIS) empregado para a recuperagdo espermatica,
constituindo os 4 grupos experimentais: (GOh-ACP, G12h-ACP, GOh-TRIS e G12h-TRIS). A
recuperagao dos espermatozoides da cauda do epididimo foi realizada pela técnica de fluxo
retrogrado.Em seguida, o material obtidofoi centrifugado a 800g/5 minutos para remocao dos
residuos celulares e submetidos a criopreservacdo. Para cada epididimo foi adicionado 1,0 mL
de um dos dois diluidores, pré-aquecidos a 37°C por 5 minutos, uma semana apos foram
descongelados a 37°C/1 min e submetidos a avaliagcdo de morfologia, funcionalidade e
motilidade espermatica total e progressiva, além de pardmetros obtidos pelo CASA. Os dados
foram submetidos 8 MANOVA (P < 0,05). Os valores de motilidade total nos grupos GOh e
G12h, para o ACP-106cforam, 52,17 + 1,78; 49,8 + 1,93 e Tris 50,7 + 2,06 e 43,90 £+ 2,51,



respectivamente. Conclui-se que o ACP-106c pode ser utilizado para recuperar os
espermatozoides epididimarios refrigerados e podem ser vidveis por até 12h de refrigeracao.O
diluidor ACP-106c, pode ser utilizado para criopreservacao de espermatozoides epididimarios
caninos, devendo realizar o procedimento de congelacdo, imediatamente apos recuperagao

espermatica.

Palavras chave: Epididimo. Espermatozoide. Cao



ABSTRACT
The aim of this thesis was to evaluate the viability of spermatozoa recovered from the cauda
epididymis, using two different extenders. Animals from the Control Center Zoonozes
Fortaleza were used. The work was divided into two experiments. Experiment 1: assessment
of the quality of epididymal sperm after epididymal-testicular complex in situ were stored at 4
° C for 6, 12 and 18 h. Experiment 2: evaluation of the quality of frozen epididymal sperm
after being preserved in situ at 4 ° C for 12h. In experiment 1: 60 adult male dogs were used,
weighing 10-20 kg. For cooling and recovery of epididymal spermatozoa, 60 pairs of CTE
were divided into 4 groups according to the time of cooling CTE and subsequent sperm
recovery: GOh, G6H, G12H and G18h, where each pair of CTE remained for zero , six, twelve
or eighteen hours at 4 © C. The recovery of sperm tail of the epididymis was performed by
floating using the ACP-Tris extender or 106c. We evaluated the morphology, functionality
and total and progressive motility, and parameters obtained by CASA. Data were analyzed by
ANOVA followed by Tukey's test (P <0.05). In all treatments, there was no difference
between the tested extenders (P> 0.05). The values of total motility in groups GOh, G6H,
G12H, and G18h for ACP-106¢c were 84.4 + 7.7; 81.6 = 11.6; 88.3 £ 6.5 and 69.5 + 16.9,
respectively, and 85.2 + 8.7 Tris; 77.4 + 14.3; 79.0 = 17.8 and 65.4 £ 17.9, respectively. In
experiment 2: 60 adult male dogs were used, weighing 10-20 kg. Removal of the testes,
epididymis complex (CTE) which was immersed in 0.9% saline and transported to the
laboratory in a thermal box. 60 CTE were divided into 4 groups according to a cooling time
(Oh and 12h) at 4 ° C and in accordance with thinner (ACP-106¢ or TRIS) used for sperm
recovery, forming the 4 experimental groups: (GOh-ACP, ACP-G12H, G12H and GOh-TRIS-
TRIS). The recovery of sperm from the cauda epididymis was performed using the technique
of retrograde flow. Then, the material was centrifuged at 800g / 5 minutes to remove cell
waste and subjected to cryopreservation. For each epididymis was added 1.0 ml of one of the
two extenders, preheated to 37 © C for 5 minutes, were thawed one week at 37 © C / 1 min and
examined for morphology, motility and full functionality and progressive, and parameters
obtained by CASA. The data were subjected to MANOVA (P <0.05). The values of total
motility in groups GOh and G12H, for the ACP-106¢c were 52.17 + 1.78; 49.8 £ 1.93 and 50.7
+ 2.06 Tris and 43.90 + 2.51, respectively. It is concluded that the ACP-106c can be used to
recover the chilled epididymal spermatozoa and may be viable for up to 12 hours of cooling.
The ACP-106¢, thinner can be used for cryopreservation of canine epididymal sperm, and

must perform the procedure for freezing sperm immediately after recovery.



Key words: Epididymis. Sperm. Dog
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1. INTRODUCAO

Os animais domésticos, especialmente os caes, tornaram-se um elemento importante
na sociedade humana. As mudangas na interacdo homem e animal conduziram a um interesse
no mercado de reproducao de caes. Técnicas reprodutivas como inseminacao artificial e coleta
de sémen e congelagdo sdo frequentemente usadas em caes, promovendo assim pesquisas in
vitro que mimetizam os estudos in vivo (Ferreira, 2006).

Dentre essas biotécnicas, podem-se mencionar a recuperagao € criopreservacao de
espermatozoides da cauda do epididimo, sendo esta uma ferramenta importante na reproducgao
canina (Hewitt et al., 2001). E um recurso precioso em casos de animais de companhia de alto
valor genético ou de grande estima, que precisam ser castrados ou que vém a 6bito, bem como
espécies ameacadas de extingao (Wildt et al, 1992). Ja que os espermatozoides obtidos por
esta técnica sdo morfologicamente vidveis e retém a capacidade de sofrer a reagdo de
capacitacdo, ligar-se a zona pelucida e fertilizacdo (Goodrowe e Hay, 1993;Tsutsui etal.,
2003).

Diversos estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de armazenar os testiculos e
os epididimos (Bruemmer et al., 2002; James et al., 2002; Martins et al., 2009; Heise et al.,
2010; Contri et al., 2011; Tamayo-Canulet al., 2011; Lone et al., 2011; Silva et al., 2011).
Tais estudos t€ém o objetivo de adequar um protocolo que possibilite a retirada do complexo
testiculo-epididimo e seu posterior acondicionamento em sistemas de transporte para seu
envio a laboratorios especializados para processamento e criopreservacdo dos
espermatozoides.

Para a manuten¢do dessas espécies geneticamente estaveis, para a reducao do estresse
e custos causados pelo transporte de animais para acasalamento entre zooldgicos ou reservas,
a biotecnologia da reprodugado se insere como uma ferramenta importante seja na inseminagao
artificial, transferéncia de embrido, ou mesmo na formagao de um banco de material genético
por meio da criopreservagdo de germoplasma (Wildt et al, 1992).

Para uma melhor compreensao do presente trabalho sera abordado, a seguir, na revisao
de literatura aspectos relacionados espermatozoides epididimarios, maturagdo
espermatozoides epididimarios, colheita de espermatozoide do epididimo, transporte do
complexo testiculo epididimo, qualidade dos espermatozoides colhidos da cauda do
epididimo e congelagdo dos espermatozoides epididimdrios, meios diluidores e avaliacao

espermatozoides do epididimo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS

O epididimo consiste de um longo ducto, altamente contorcido, que conecta os
dactulos eferentes ao ducto deferente. Dependendo da espécie, o comprimento do ducto
epididimario pode variar de 3-4 metros, na espécie humana, at¢ 80 metros como nos equinos.
Morfologicamente, o epididimo ¢ geralmente dividido em trés regides: cabega, corpo e cauda
(Oliva et al., 2009).

Em um mamifero adulto, consiste em um ducto longo e enovelado revestido por
epitélio pseudoestratificado, como observado para o coelho (Nicander, 1957), carneiro, touro
e cavalo (Nicander, 1958), rato (Hamilton, 1975), cdo (Orsi, 1983), hamster (Vicente & Orsi,
1987), gato (Viotto et al., 1988) e cuica (Martinelli & Nogueira, 1992).

Nos mamiferos, o epididimo possui diversas funcdes, ressaltando-se a reabsor¢ao dos
fluidos oriundos dos tubulos seminiferos, promovendo a concentracdo e o transporte
espermaticos, a elimina¢do dos espermatozoides defeituosos, bem como a maturacdo e o
armazenamento dos normais. A funcdo de armazenamento ¢ ilustrada pelo fato dos
espermatozoides ejaculados sobreviverem por cerca de 24 horas fora do epididimo em meio
diluidor; enquanto que os que sao mantidos na cauda do epididimo (in vivo) permanecem com
boa viabilidade por mais de 15 dias (Muradas et al., 2006)

Esta viabilidade ¢ baseada na manutencdo do metabolismo com baixa atividade,
prevenindo a ativagdo prematura dos espermatozoides. Durante o armazenamento, o
epididimo acumula espermatozoides que podem ou nao ser utilizados na copula. O volume da
cauda do epididimo reflete a capacidade de armazenamento de espermatozoides do macho.
Em touros e garanhdes, o nimero de espermatozoides armazenados na cauda do epididimo
pode ser suficiente para até 10 ejaculagdes sucessivas, dependendo da idade, tamanho e

atividade reprodutiva do animal (Bedford, 1994).
2.2 MATURACAO ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS
O espermatozoide liberado pelo testiculo ao alcangar o epididimo ainda nao possui

habilidade de se movimentar, de reconhecer e fecundar o ovocito, necessitando submeter-se a

transformagdes ao longo do epididimo para potencializar a funcdo de formar o zigoto. O
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epididimo, do Grego epi (dentro) e didymoi (germinativo ou testiculo), ¢ um 6rgao alongado,
localizado na superficie do testiculo. Ele ¢ monotubular, enrolado em espiral, que transporta
os espermatozdides dos vasos eferentes para os vasos deferentes (SULLIVAN et al., 2005). O
epididimo, anatomicamente pode ser dividido em trés segmentos: iniciando com a cabeca,
onde o espermatozdide adquire motilidade progressiva; corpo que o habilita a fecundar; e
segmento final, a cauda, local de armazenamento. As células epididimais sdoespecializadas
ndo s6 em criar o ambiente para amadurecer o espermatozoide, mas também para realizar a

protecao imunologica (SHIVAIJIL, 1988).

Nos mamiferos, o epididimo possui multiplas fungdes: reabsor¢do dos fluidos dos
tubulos seminiferos, promovendo a concentracdo do sémen, transporte dos espermatozoéides,
eliminacdo dos espermatozoides defeituosos, maturacdo e armazenamento dos
espermatozodides, que ¢ bem ilustrado pelo fato de que os espermatozodides ejaculados
sobrevivem por 24 horas ou mais fora do epididimo, elIsdo mantidos vivos por mais de 15
dias na cauda do epididimo. Esta funcionalidade ¢ baseada na manutencdo do metabolismo
com baixa atividade, prevenindo a ativagdo prematura dos espermatozoides; durante o periodo
de armazenamento o epididimo acumula espermatozdides suficientes para a copula. O volume
da cauda do epididimo reflete a capacidade de armazenamento de espermatozéides do macho.
Em touros e garanhdes o nimero de espermatozoides armazenados na cauda do epididimo
pode ser suficiente para at¢ 10 ejaculados sucessivos dependendo da idade, tamanho e

atividade reprodutiva do animal (BEDFORD, 1994).

A maturacdo espermatica ¢ a fungdo mais estudada do epididimo. Trabalhos
demonstram que espermatozdides coletados da cabeca do epididimo sdo incapazes de
fertilizacdo quando usados para inseminagdo artificial ou fertilizagdo in vitro (HORAN e
BEDFORD, 1972). Na maioria das espécies, os espermatozdides t€ém que alcangar a por¢ao
final do corpo do epididimo para adquirir potencial de fertilizagdo. A aquisicao da habilidade
de fertilizagdo durante o transito epididimal define o conceito de maturacdo espermatica.
Muitas caracteristicas bioquimicas sdo modificadas durante o transito epididimal, incluindo a
condensa¢do da cromatina, trocas de fosfolipideos e colesterol, modificagdes na composicao

das proteinas da superficie da membrana plasmatica (DACHEUX e PAQUIGNON, 1980).

A sintese de proteinas e secrecdes epididimais no limen ¢ regulada por androgenos
testiculares, que variam de um segmento para outro do epididimo. Isto resulta numa mistura

complexa de proteinas epididimais interagindo com o espermatozoide no lumen do epididimo.
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O processo de maturacdo dos espermatozoides depende de uma seqiiéncia de
modificacdes espermaticas resultantes da interacdo da superficie do espermatozédide com
diferentes fluidos intraluminais (RODRIGUEZ et al., 2001). O periodo de tempo para uma
espermatogonia ser convertida em um espermatozoide incorporado dentro do limen do tibulo
seminifero ¢ de 55-57 dias no garanhdo. Esse processo de liberagdo das espermatides no
limen do tibulo seminifero échamado de espermiacdo. Aproximadamente 9 dias sdo
necessarios para o transporte dos espermatozoides através do sistema de ductos,
conseqiientemente, uma populacdo nova de espermatozoides pode ser ejaculada apos 64-66
dias. Um ejaculado €, conseqlientemente, um composto dos eventos que ocorreram nos dois
meses anteriores que influenciaram a espermatogénese quando os espermatozoides estavam
sendo formados, e subseqiientemente o seu transporte e maturagdo através do sistema de

ductos (AMANN, 1993; LOVE, 2002).

2.3MEIOS DILUENTES

A composicdo do meio diluente ¢ de vital importancia para congelagdo do
espermatozoide e deve ser ajustada para cada espécie. FOOTE (1964) e FOOTE&LEONARD
(1964) foram os primeiros pesquisadores a investigar sistematicamente a combinacao ¢ a

quantidade de varios componentes dos diluidores para a preservag¢ao do sémen de cao.

Diferentes meios diluentes tém sido testados e utilizados, para os espermatozoides
epididimarios como os a base, tampao tris, diluidor a base de dgua de coco e diluidor a base
de dgua de coco na forma de pdé (CARDOSO, 2005). Além destes, muitas empresas
desenvolvem seus proprios diluidores como o Triladyl, Laichipos 478, Biociphos W482 ¢ o

CLONE (OLIVEIRA, 2003).

O meio diluidor de sémen deve conter propriedades que impecam as mudangas
nocivas de pH; conter nutrientes como fontes de energia; prevenir o crescimento de bactérias;
manter pressao osmotica fisioldgica e concentracdo de eletrolitos adequada; crioprotetores

para reduzir os danos da congelagdo (CONCANNON e BATTISTA, 1989)

Para a composicao do diluente a adicdo de gema de ovo, protege a membrana
plasmatica da célula espermatica, restaurando os fosfolipidios perdidos durante o choque
térmico oriundo da mudanca de temperatura que ocorre durante o resfriamento inicial do

sémen (WATSON; PLUMMER, 1985; HAMMERSTEDT et al., 1990).
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Acredita-se que essa protecdo possa ser devido a presenca de uma lipoproteina
chamada fosfatidilcolina. Durante o choque térmico, as lipoproteinas interagem com a
estrutura lipidica da membrana plasmatica das células espermaticas e propiciam a protecao.
(BOUCHARD et al., 1990). Para o s€émen do cdo, a maioria dos autores utiliza concentragdes
de gema em torno de 20% no diluente (FARSTAD; ANDERSEN, 1975; LINDE-
FORSBERG; FORSBERG, 1989; SILVA, 2001; MARTINS, 2005).

Tem-se utilizado principalmente o diluente Tris para a congelagdo de s€émen canino,
pois 0 mesmo mostra-se superior a outros diluentes (FARSTAD, 1996; SILVA et al., 2000).
O Tris (Tris-hidroximetil-aminometano - H,NC(CH,OH);) ndo apenas apresenta atividade
tamponante, como também atua na reducdo do metabolismo da frutose pela célula

espermatica, contribuindo assim para a preservagao de sua energia (RODRIGUES, 1997).

Entretanto diversos estudos tém sido conduzidos com a dgua de coco (NUNES et al.,
2005). Tendo um grande interesse em seu uso como meio diluidor, sendoutilizado para a
diluicdo do sémen de diversas espécies como equinos (SAMPAIO-NETO et al., 2002),
diluicao para inseminagdo artificial em caprinos (SALGUEIRO et al., 2002), e em caes para
resfriamento (MADEIRA et al.,, 2004), inseminacdo artificial com sémen a fresco e
refrigerado (UCHOA et al., 2004; UCHOA et al., 2007) e congelacdo do sémen UCHOA et
al., 2012). Devido a impossibilidade de armazenamento da 4gua de coco e ainda objetivando a
padronizagdo e comercializacao do referido diluidor, mesmo naquelas regides onde o fruto

nao existe, foi desenvolvida a 4gua de coco na forma de p6 (ACP®).
2.2 AVALIACAO ESPERMATOZOIDES DO EPIDIDIMO CANINOS

Imediatamente ap6s a obtencdo do espermatozoide, este deve ser avaliado, com base
em parametros microscopicos como motilidade, concentragdo, morfologia, e funcionalidade
de membrana. A avaliagdo morfologica ¢ essencial para se determinar a qualidade do
espermatozoide (ZAMBELLI; CUNTO, 2006). Entretanto, aavaliacdo desses parametros nao
comprova a fertilidade animal. Desse modo, ¢ sugestiva a realizacdo de diversas avaliagdes

conjuntamente, dentre as quais podem ser destacadas:

a)Motilidade espermatica
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A avaliagao da motilidade espermatica considera a porcentagem de espermatozoides
moveis e sua intensidade de movimento (DERIVAUX, 1980). Segundo Seager e Fletcher
(1972), a avaliagdao da motilidade espermatica deve ser feita imediatamente apds a colheita ou
descongelagdao do espermatoozoide, com o auxilio da microscopia optica. Em seguida, deve-
se avaliar o vigor espermatico, por meio da intensidade do movimento dos espermatozoides,

classificando numa escala de 0 a 5 (PLATZ; SEAGER, 1977; CHRISTHIANSEN, 1988).

A avaliacao desses parametros por meio da microscopia Optica oferece limitagdes
primarias como a subjetividade e a variabilidade (RIJSSELAERE et al.,, 2005). A
determinag@o subjetiva da motilidade espermadtica pode ser influenciada pela temperatura de
avaliacdo e pela qualificacdo do avaliador, levando a uma alta variabilidade entre os
laboratorios (IGUER-OUADA; VERSTEGEN, 2001). A anélise computadorizada (CASA)
foi proposta pra suplantar o obstaculo de subjetividade nas andlises de sémen e vem sendo

utilizada em diversas espécies animais, incluindo a canina (SILVA, 2005).

Apesar da avaliacdo da motilidade espermatica ndo poder ser usada como uma
mensuracao dos espermatozdides vivos € mortos na amostra, ela fornece a informacao de um
fator que ¢ necessario para a capacidade fertilizante do espermatozoide, pois a motilidade ¢ a

manifestacdo da sua competéncia estrutural e funcional (PENA MARTINEZ, 2004).
b)Avaliaciao da morfologia espermatica

Virias classificacdes foram descritas para a morfologia espermatica. SILVA.( 2005)
sugere a classificacdo das alteragdes morfoldgicas espermaticas em: primaria, quando
relacionadas a problema oriundo na gametogénese e secundaria, quando diz respeito a
maturagdo espermatica no epididimo, ou em consequéncia da manipulacdo do sémen, como
diluicao, resfriamento, congelacdo ou descongelacdo. Segundo Cardoso et al. (2005),
alteragdes secundarias tém pouca interferéncia sobre a fertilidade, quando comparadas as
primarias. Porém, ¢ importante enfatizar que a microscopia de luz ndo permite a visualizac¢ao
de danos na ultra-estrutura espermadtica, sendo aconselhavel o emprego de outras técnicas

como a microscopia eletronica (SILVA et al., 2006).

Para realizagdo da avaliagdo morfoldgica, destaca-se o uso do corante Rosa de Bengala

(RODRIGUES, 1997) que permite ndo apenas a visualizagdo da morfologia espermatica, mas
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também a avaliacdo da integridade do acrossoma e o corante Azul de Bromofenol (LIMA et

al., 2007) que permite a contagem de espermatozoides vivos € mortos.
c¢)Avaliagao da funcio da membrana espermatica

O teste hiposmdtico avalia a integridade funcional da célula espermatica
(SPITTALER; TYLER, 1985), sendo essa importante para o metabolismo celular. A resposta
osmotica do sémen fresco estaria correlacionada com a fertilidade em bovinos (REVELL;
MRODE, 1994), javali (PEREZ-LLANO et al., 2001). Nos caes, a correlagdo da resposta
osmotica com a fertilidade in vivo ou in vitro ainda nio foi estabelecida (PENA-MARTINEZ,

2004).
d)Analise computadorizada (CASA)

Nas ultimas décadas, diversos sistemas de andlise computadorizada (CASA) do
movimento espermatico tém sido propostos e aplicados na tentativa de aumentar a acuracia
da avaliagdo convencional do sémen, além de incrementar o estudo da andrologia (TARDIF et

al., 1997; VERSTEGEN et al., 2002; AMANN & KATZ, 2004; UCHOA et al., 2012).

CASA refere-se a um sistema automatizado (“hardware e software”) que visualiza e
digitaliza imagens sucessivas dos espermatozdides moveis. Estes sdo posteriormente
identificados em imagens que sdo analisadas e, desta forma, obtém-se o estabelecimento de
sua trajetoria, fornecendo informacgdes precisas e significativas da cinética das células
(FARREL et al.,1998). Os resultados desses processamentos sdo refletidos em uma série de
parametros que definem precisamente o exato movimento de cada espermatozoide

(QUINTERO-MORENO et al., 2003).

A avaliagdo automatizada da motilidade dos espermatdizoides ¢ de grande interesse
devido ao fato da cinética espermatica ter relevancia na determinacdo do potencial de

fertilidade dos espermatozoides (FARREL et al., 1998; ARRUDA et al., 2007).

Apesar do seu alto custo, o sistema CASA oferece automatismo, rapidez e
objetividade nas avaliagdes, possibilitando detalhar melhor a qualidade do sémen analisado,
fornecendo assim, informacgdes e detalhes adicionais sobre as caracteristicas de movimentagao

dos espermatozoides (FARREL et al.,1998; SOUSA, 2007).
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De modo geral, os parametros da cinética espermatica avaliados pelo sistema CASA

(ARRUDA, 2000; SOUSA, 2007) sao:

- Motilidade total (MT) - E a razdo das células méveis no total de espermatozoéides da amostra

(%).

- Motilidade progressiva (MP) - E a razdo das células mdveis com movimento progressivo no

total de espermatozdides da amostra (%).

- Velocidade média na trajétoria (VAP)- E a indicagdo da trajetoria geral do espermatozoide,

sendo a velocidade média ininterrupta do caminho da célula (um/s).

- Velocidade linear (VSL) - Considera a trajetéria espermatica como uma reta. E a velocidade

média percorrida em linha reta entre o inicio e o final do percurso (um/s).

- Velocidade curvilinear (VCL) - E a velocidade do deslocamento real dos espermatozoides,

ou seja, ¢ a velocidade média de cada ponto atual do trajeto seguido por cada célula (um/s).

- Amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH)- Corresponde a largura média da

oscilacdo da cabeca do espermatozoide durante seu deslocamento (um).

- Freqiiéncia de batimento da cauda (BCF) — Visa fornecer indica¢des da freqiiéncia do
batimento. E definida como a frequéncia com que a cabega do espermatozoide movese para

tras e para frente durante um trajeto percorrido (Hz).

- Retilinearidade (STR) - E a medida do afastamento da trajetoria da célula espermatica
considerando-se uma linha reta (uma comparacao da linha reta com a média dos caminhos)

(%).

- Linearidade (LIN) - E a medida do afastamento da célula espermatica considerando-se a

trajetoria em uma linha reta (comparacao da linha reta e os caminhos curvilineos) (%).

De acordo com ARRUDA (2000), para os parametros motilidade progressiva, VAP,
VSL, VCL, BCF, STR, LIN e RAPID, quanto maior for o valor numérico obtido, melhor
devera ser a qualidade espermatica, e, opostamente, para o pardmetro ALH, quanto maior

valor numérico obtido, pior a qualidade espermatica..
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3. JUSTIFICATIVA

A utilizagdo de biotecnologias como a congelacdo de espermatozoide tem sido de
grande importancia na disseminacdo e preservagdo do potencial genético de diferentes
espécies. Esta técnica possibilita uma distribui¢ao do material genético dos reprodutores, além
de viabilizar o armazenamento dos espermatozoides de animais em extingao.

Deste modo, a congelacdo de amostras de epididimo tem sido realizada em diferentes
espécies: caes (Martins et. al., 2006; Hewitt et al., 2001), gatos (Tebet et. al., 2006; Axnér et.
al., 2004) com o objetivo de desenvolver técnicas adequadas ao armazenamento de
germoplasma de animais silvestres.

A congelacdo do espermatozoide do epididimo pode ser a ultima oportunidade de se
armazenar material de animais geneticamente superiores ou mesmo em extingdo. Deste modo,
a utilizacdo de uma técnica adequada desde a colheita de epididimos imediatamente apos a
morte ou castracdo, bem como o transporte dos epididimos ¢ de extrema importancia para a
qualidade das amostras a serem congeladas. A congelacdo de amostras do epididimos em
associacdo com outras biotécnicas € uma maneira de se obter mais produtos de um reprodutor
apos a sua morte.

A maioria dos trabalhos com recuperacdo de espermatozoides epididimarios utilizam
meios diluidores como: TRIS-4cido citrico, TRIS-FRUTOSE-CITRATO (Ponglowhapan et
al., 2006), solucao fisioldgica 0,9% (Martins et al., 2006; YU e LEIBO 2002), TRIS-GEMA e
liquido prostatico (Melo et al., 2010) e obtiveram resultados satisfatorios. Contudo podemos
observar que ndo existem trabalhos que utilizam o diluidor a base 4agua de coco,para a
recuperagdo de espermatozoides epididimario em caes, podendo este diluidor alternativo ser
superior aos ja descritos na literatura.

Deste modo, em situa¢des onde o momento e o local da castragdo ou morte do animal
nao sdo adequados a manipulagdo e preservacdo adequadas das amostras do epididimo, ou
ainda o técnico ndo apresente o dominio da técnica, os epididimos deverdo ser enviados a
centros especializados para que o germoplasma ndo seja alterado e perdido, fazendo-se
necessario desenvolvimento de protocolos de transporte e recuper¢do que garantam boa

qualidade espermatica.
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4. HIPOTESES CIENTIFICAS

A recuperacao dos espermatzoides do epididimo pode ser realizada até 18 horas de
armazenamento a 4 °C.

A congelagdo de espermatozoides epididimarios ¢ viavel apds 12 horas de
armazenamento do complexo testiculo epididimo 4 °C.

A congelacao de espermatozoides oriundos do epididimo com o diluidor ACP-106¢

podera apresentar melhores resultados em relagdo diluidor TRIS.
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5. OBJETIVO

5.1 Geral
e Avaliar a conservacdo dos espermatozoides recuperados da cauda do

epididimo apds a refrigeracdo usando dois diferentes diluidores.

5.2 Objetivos especificos
e Avaliar a qualidade dos espermatozoides recuperados da cauda do epididimo e
armazenados ap0s a refrigeragao usando o diluidor ACP-106c.
e Avaliar a qualidade po6s decongelagdo de espermatozoides caninos

recuperados da cauda do epididimo imediatamente apos orquiectomia ou apos

12 h de armazenamento a 4 ° C de CTE usando o diluidorACP-106c.
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[Recovery and conservation of epididymal sperm from mammals]
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RESUMO - Ao longo dos anos, foram desenvolvidas técnicas de colheita de sémen em animais domésticos,
como a massagem das ampolas dos ductos deferentes e massagem peniana, uso de vagina artificial e colheita
direta da cavidade vaginal ou uterina. Contudo poucos estudos referentes & colheita de espermatozoides
epididimarios em animais domésticos até agora foram descritos. A recuperagdo de espermatozoides viaveis do
epididimo consiste em uma técnica importante para a obteng@o de reservas de gametas de animais geneticamente
valiosos ou de machos de espécies ameagadas de extingdo, constituindo-se em uma biotecnologia promissora
para a reprodugdo dessas espécies. Uma vez recuperados os espermatozoides epididimarios, faz-se necessario
observar sua viabilidade, para posterior conservagdo. Assim, a presente revisdo abordard esses pontos-chaves
relacionados com os espermatozoides epididimarios de diferentes espécies de mamiferos.

Palavras-Chave: Espermatozoide, epididimo, animal.

ABSTRACT - Along the years, the techniques of semen collection of the domestic animals were developed,
such as: the massage of vesicular glands and ampullae by way of rectum, penis massage, artificial vagina and the
directly collection from the vaginal or uterine cavity. However few works concerning the epididymal sperm
collection of domestic animals were described. The recovery of viable sperm from the epididymis is an
important technique to obtain genetic conservation of valuable animals or threatened species, constituting in an
important biotechnology for the reproduction of those species. Once recovered, it is necessary to observe the
viability, for its subsequent conservation. Thus, the present review will approach those key-points related to the
epididymal sperms from different species of mammals.

Keywords: Spermatozoa, epididymis, animal.
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INTRODUCAO

Técnicas extremamente interessantes para a
conservagdo da Dbiodiversidade estdo sendo
desenvolvidas, destacando-se a recuperacdo de
espermatozoides do epididimo de animais mortos;
esses gametas, assim recolhidos sdo capazes de
resistir apos diferentes periodos, quando resfriados,
até serem, posteriormente, criopreservados (Martins
et al., 2007).

A obtengdo de espermatozoides diretamente da
cauda do epididimo e ducto deferente consiste em
uma técnica para os propdsitos de reprodugdo
assistida. Em geral, ¢ um recurso importante em
casos de animais de alto valor genético ou de grande
estima, que precisam ser esterilizados ou que vém a
obito.Tais espermatozoides obtidos por esta técnica
sdo morfologicamente vidveis ¢ mantém a
capacidade de sofrer capacitagdo, ligar-se a zona
pelicida e fecundar o odcito (Goodrowe & Hay,
1993; Tsutsui et al., 2003).

Diversos estudos tém sido desenvolvidos com o
objetivo de armazenar os testiculos e os epididimos,
objetivando-se resgatar os gametas (Bruemmer et
al., 2002; James et al., 2002; Yu & Leibo, 2002;
Martins et al., 2009; Heise et al., 2010; Lone et al.,
2011; Tamayo-Canul et al., 2011; Contri et al.,
2012). Tais estudos tém o intuito de adequar um
protocolo que possibilite a retirada do complexo
testiculo-epididimo e seu posterior
acondicionamento em sistemas de transporte para
seu envio a laboratorios especializados para
processamento e criopreservagao dos
espermatozoides.

Apés a morte do animal, os espermatozoides
permanecem viaveis no epididimo até que a
degeneracdo tecidual post mortem afete sua
viabilidade (Bruemmer et al., 2002; Muradas et al.,
2006). Se os epididimos forem armazenados a
baixas temperaturas, a viabilidade espermatica pode
ser mantida por mais tempo (Bruemmer et al., 2002;
James et al., 2002).

A criopreservacdo de espermatozoides do epididimo
tem sido usada em diferentes espécies: bodes
(Santiago-Moreno et al., 2006), cdes (Hewitt et al.,
2001; Martins et al., 2006), cervideos (Hishimuna et
al., 2003; Soler et al., 2003; Martinez-Pastor et al.,
2005a; 2006;Fernandez-Santos et al., 2009), cutias
(Silva et al., 2011), garanhdes (Bruemmer et al.,
2002; Neild et al., 2006), gatos (Tebet et al., 2006;
Titarelli et al., 2006; Axnér et al., 2004), gazelas
(Saragusty et al., 2006; Chatiza et al., 2011), homens
(Oates et al., 1996), javalis (Kikuchi et al., 1998),
esquilos (Ping et al, 2011), camundongos

30

(Kishikawa et al., 1999; Sankai et al., 2001), touros
(Martins et al., 2007) e varrdes (Kolbe & Holtz,
1999).

Em vista da importdncia em se recuperar e
armazenar os espermatozoides epididimarios de
diferentes espécies de mamiferos, a presente revisao
visa abordar os principais topicos relacionados as
técnicas de armazenamento e transportes dos
testiculos e epididimos, bem como a recuperagio
dos espermatozoides epididimarios de diferentes
espécies de mamiferos.

ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS

O epididimo consiste de um longo ducto, altamente
contorcido, que conecta os ductulos eferentes ao
ducto deferente. Dependendo da espécie, o
comprimento do ducto epididimario pode variar de
3-4 metros, na espécie humana, até 80 metros como
nos equinos. Morfologicamente, o epididimo ¢
geralmente dividido em trés regides: cabega, corpo e
cauda (Oliva et al., 2009).

Em um mamifero adulto, consiste em um ducto
longo e enovelado revestido por epitélio
pseudoestratificado, como observado para o coelho
(Nicander, 1957), carneiro, touro ¢ cavalo
(Nicander, 1958), rato (Hamilton, 1975), cdo (Orsi,
1983), hamster (Vicente & Orsi, 1987), gato (Viotto
et al., 1988) e cuica (Martinelli & Nogueira, 1992).

Nos mamiferos, o epididimo possui diversas
fungdes, ressaltando-se a reabsorcdo dos fluidos
oriundos dos tibulos seminiferos, promovendo a
concentragdo e o transporte espermaticos, a
eliminagdo dos espermatozoides defeituosos, bem
como a matura¢do e o armazenamento dos normais.
A fung¢do de armazenamento ¢ ilustrada pelo fato
dos espermatozoides ejaculados sobreviverem por
cerca de 24 horas fora do epididimo em meio
diluidor; enquanto que os que sdo mantidos na cauda
do epididimo (in vivo) permanecem com boa
viabilidade por mais de 15 dias (Muradas et al.,
2006)

Esta viabilidade ¢é baseada na manutengcdo do
metabolismo com baixa atividade, prevenindo a
ativacao prematura dos espermatozoides. Durante o
armazenamento, 0 epididimo acumula
espermatozoides que podem ou ndo ser utilizados na
copula. O volume da cauda do epididimo reflete a
capacidade de armazenamento de espermatozoides
do macho. Em touros e¢ garanhdes, o numero de
espermatozoides armazenados na cauda do
epididimo pode ser suficiente para até 10
ejaculacdes sucessivas, dependendo da idade,



tamanho e atividade reprodutiva do animal (Bedford,
1994).

COLHEITA DE ESPERMATOZOIDES
EPIDIDIMARIOS

A colheita de espermatozoides viaveis do epididimo
tem sido relatada nos suinos (Kikuchi et al., 1998),
bovinos (Martins et al., 2009), ovinos (Lone et al.,
2011; Tamayo-Canul et al.,, 2011), cervideos
(Martinez-Pastor et al., 2005ab, 2006; Fernandez-
Santos et al., 2009; Ake-Lopez et al., 2010), felinos
(Titarelli et al., 2006; Gafian et al., 2009; Jiménez et
al.  2011), caninos (Yu & Leibo, 2002;
Ponglowhapan et al., 2006; Titarelli et al., 2006;
Melo et al., 2008; Ponglowhapan & Chatdarong,
2008; Martins et al., 2009), equinos (Papa et al.,
2008; Heise et al., 2010), asininos (Contri et al.,
2012), camelos (Waheed et al., 2011), cutias (Silva
et al., 2011), esquilos (Ping et al., 2011) ¢ antilopes
(Chatiza et al., 2011).

Muradas et al. (2006) demonstraram que o numero
total de espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo de garanhdes ¢ superior ao encontrado em
ejaculados. Além disso, estas células apresentam
motilidade progressiva igual ou superior aos
espermatozoides do ejaculado (Tiplady et al., 2002).

O objetivo geral da obtengdo de espermatozoides
viaveis do epididimo ¢ a sua utilizagdo em técnicas
de reprodugdo assistida, como inseminacgao artificial
(Papa et al., 2008; Heise et al., 2010) e injegdo
intracitoplasmatica de espermatozoides (Herrera et
al., 2000).

Muitos métodos de recuperagdo sdo descritos e
variam dependendo do autor e da espécie animal
(Quadro 1). Nos animais de companhia, devido ao
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tamanho do epididimo, o método de preferéncia é o
fatiamento que consiste em cortar ou fatiar a cauda
do epididimo e deixar repousar em um meio
diluidor, desta maneira, os espermatozoides migram
para o meio e sdo recuperados através de filtragdo
(Yu & Leibo, 2002). Esta técnica também ¢ usada
para obter amostras de espermatozoides dos animais
de produg¢do (Hishinuma et al., 2003).

Uma técnica similar consiste em fazer numerosos
cortes na cauda do epididimo de carneiros e
pressionar suavemente a cauda e coletar os
espermatozoides por extravasamento do liquido
epididimario (Kaabi et al., 2003). Bartels et al.
(2000) relataram que outra possibilidade ¢ usar uma
agulha e perfurar os tibulos do epididimo de ledes.
Kishikawa et al. (1999) utilizaram pingas para
comprimir a cauda do epididimo de camundongos e
recuperar os espermatozoides.

Outro método consiste em promover um fluxo
retrogrado na cauda do epididimo aplicando pressdo
aos vasos deferentes até que o conteudo da cauda
saia através de um corte feito na jungcdo com o corpo
do epididimo (Garde et al., 1994). A pressdo €
gerada com uma seringa, que injeta ar ou algum
diluente in6cuo aos espermatozoides (Lambrechts et
al., 1999).

Segundo Martinez-Pastor et al. (2006), a colheita de
espermatozoides da cauda do epididimo através do
fluxo retrégrado ¢ a técnica mais indicada, pois as
amostras obtidas apresentam um menor nivel de
contaminagdo ¢ sdo de melhor qualidade em relagdo
aos outros métodos. Por outro lado, essa técnica
possui a limitagdo de ser usada comumente para
animais de producdo devido ao tamanho do
epididimo e de ser mais complexa que as outras
técnicas.
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Quadro 1: Métodos de recuperacao de espermatozoides epididimarios nos mamiferos.

Métodos de recuperacio de

espermatozoides epididimarios Espécie Autores
Camundongos Sankai et al., 2001; Kato et al., 2002
Bovinos Martins et al., 2009
Caprinos Martinez-Pastor et al., 2005b
Asininos Contri et al., 2012
Cervos Martinez-Pastor et al., 2005ab
Fatiamento ) ) )
Caninos Yu & Leibo, 2002; Martins et al., 2003
. Titarelli et al., 2006; Gafian et al., 2009; Jiménez et
Felinos
al., 2011
Camelos Wabheed et al., 2011
Esquilos Ping et al., 2011
Antilope Saragusty et al., 2006
Flutuagdo Ovinos Lone et al., 2011
Caninos Ponglowhapan et al., 2006
Antilope Chatiza et al., 2011
Suinos Kikuchi et al., 1998
Lavagem retrograda Bruemmer et al., 2002; James et al., 2002; Tiplady et
Equinos al., 2002; Neild et al., 2006; Papa et al., 2008; Heise et
al., 2010
Ovinos Garde et al., 1994
Cutias Silva et al., 2011
Perfuragdo Ledes Bartels et al., 2000




TRANSPORTE DO COMPLEXO
TESTICULO EPIDIDIMO EPIDIDIMARIO

Pesquisas tém avaliado a viabilidade espermatica
em fung¢do do tempo de armazenamento do
epididimo possibilitando, assim, a defini¢do das
melhores formas de acondicionamento e
transporte do material até um centro de
reproducdo capacitado para a recuperacdo e
criopreservacao destas células (James et al.,
2002, Granemann et al., 2006; Muradas et al.,
2006).

Os epididimos podem ser transportados
refrigerados para laboratorios de andrologia ou,
ainda, processados no proprio local por um
técnico  especializado  (Bruemmer et al,
2002).Espermatozoides que sdo recuperados de
epididimos refrigerados a 5 °C por 24 horas tém
apresentado boa congelabilidade em diferentes
espécies (Marks et al., 1994; Blash et al., 2002;
Soler et al., 2003).

Pesquisas conduzidas com complexo testiculo-
epididimo que foram mantidos em temperatura
ambiente por até 5 horas, ndo detectaram grandes
alteragcdes na motilidade espermatica (Schéfer &
Holzmann, 2000). Resultados semelhantes foram
obtidos mantendo-se os mesmos sob refrigeracao
a 5 °C overnight (Goodrowe & Hay, 1993).
Estudos conduzidos para a recuperagdo de
espermatozoides do epididimo de cées utilizando
a solugdo de Ringer sem lactato mostraram que
essa solucdo ¢ eficiente para a recuperagdo das
células espermaticas (Martins et al. 2003); a
solucdo fisiolégica 0,9% também tem se
mostrado eficiente para esse prop6sito nos cées e
nos gatos (Martins et al., 2006).

Estudos realizados em cdes demonstraram que
ndo hd wum decréscimo significativo na
integridade das membranas e do acrossomo em
espermatozoides provenientes do epididimo
quando armazenado por 48 horas a 4 °C. Em
contraste, foi observado que a motilidade
espermatica diminuiu significativamente nas
primeiras 5 horas de refrigeragdo; apos esse
periodo o decréscimo foi mais lento. Neste
estudo, alguns espermatozoides recuperados do
epididimo apresentaram motilidade e capacidade
de ligacdo a zona pelucida ap6s um periodo de
armazenamento de oito dias a temperatura de 4
°C. (Yu & Leibo, 2002).

Resultados da avaliacdo in vitro demonstraram
que a concentracdo de espermatozoides

recuperados do epididimo é semelhante aquelas
descritas, na espécie canina, no ejaculado
(Johnston et al., 2001). No entanto, a falta de
conhecimento técnico especifico sobre o
armazenamento e transporte do epididimo,
muitas vezes inviabiliza a  preservagdo
espermatica em decorréncia da degeneragdo
tecidual poés-morte na espécie equina (James et
al., 2002).

QUALIDADE DOS ESPERMATOZOIDES
COLHIDOS DA CAUDA DO EPIDIDIMO

Martinez-Pastor et al. (2005b) pesquisaram os
efeitos do tempo post mortem (até quatro dias)
sobre o complexo testiculo epididimario
cervideos resfriado a 5 °C e observaram boa
qualidade seminal (motilidade 40% e morfologia
60%) por até 72 horas pos-refrigeracdo
permitindo o seu uso em programas de
inseminagao artificial.

Kaabi et al. (2003) estudaram os efeitos do
intervalo entre a morte de carneiros e a
recuperacdo de seus espermatozoides da cauda
do epididimo armazenada a temperatura
ambiente ¢ & 5 °C (0, 24 e 48 horas), sobre a
qualidade e capacidade de fecundagdo dos
espermatozoides. Eles observaram que as
amostras se mantiveram viaveis por até 24 ¢ 48
horas ap6s a morte dos animais, para epididimos
armazenados em temperatura ambiente e
resfriados, respectivamente; contudo a qualidade
diminuiu significativamente apos esses periodos.
Epididimos conservados a 5 °C tinham melhor
motilidade espermatica e maior porcentagem de
espermatozoides morfologicamente normais do
que os armazenados a temperatura ambiente por
mais de 24 horas. A capacidade de fecundagao
dos espermatozoides obtidos da cauda do
epididimo até 24 horas post mortem foi
semelhante a do ejaculado.

Kato et al. (2002) colheram espermatozoides da
cauda do epididimo de camundongos e os
espermatozoides foram incubados em meio
diluidor (Ringer-Krebs bicarbonato modificado)
em estufa de CO, a 37 °C e avaliaram sua
motilidade e integridade do acrossoma, 1, 3 ¢ 5
horas, poés-orquiectomia e observaram queda
significativa da motilidade apdés 5 horas e
nenhuma alteracdo significativa da integridade
acrossomica.



A colheita de espermatozoides da cauda do
epididimo em garanhdes mostrou-se eficiente na
recuperacdo de células espermaticas viaveis
(James et al., 2002; Tiplady et al., 2002; Melo et
al., 2008; Papa et al., 2008). Bruemmer et al.
(2002) observaram que ndo existem diferengas
significativas na motilidade de espermatozoides
epididimarios de garanhdes, avaliados logo apds
a orquiectomia e 24 horas depois, desde que o
epididimo seja mantido resfriado a 5 °C. James et
al.(2002) demonstraram que espermatozoides
epididimarios viaveis de garanhdes podem ser
colhidos por até 96 horas post mortem, desde que
testiculos/epididimos sejam mantidos resfriados
a 4 °C. Neste estudo ndao houve diferenga no
percentual de motilidade progressiva e na
integridade de membrana avaliados apds a
refrigeragdo por 96 horas.

Em cervideos, Martinez-Pastor et al. (2005a)
avaliaram os pardmetros espermaticos em funcéo
do tempo post mortem, observando valores
satisfatorios até 48 horas, por 5°C. Os autores
constataram ainda que o pardmetro espermatico
mais afetado durante o armazenamento foi a
motilidade espermatica. Estudos com ratos,
caprinos, equinos € bovinos demonstraram que a
maioria  destas  espécies possui  melhor
viabilidade seminal quando os testiculos sdo
armazenados entre 4 ¢ 5 °C, comparados com 0s
mantidos a temperatura ambiente (James, 1997).

Ap0Os 24 horas pds-orquiectomia a temperatura
ambiente, os espermatozoides epididimarios de
garanhdes tiveram uma redugdo na qualidade
espermatica. Este decréscimo pode ser explicado
pelo esgotamento metabolico dos
espermatozoides, assim como, pelo processo de
degeneragdo tecidual post mortem. Temperaturas
mais baixas retardam o processo de degeneragao,
pois  diminuem o  metabolismo  dos
espermatozoides mantendo-os viaveis por mais
tempo (Granemann et al., 2006).

Outros estudos avaliaram a viabilidade
espermatica apos o armazenamento do epididimo
a 5 °C por 24 horas. Estes estudos realizados em
cervideos (Soler et al., 2003), canideos (Marks et
al.,, 1994) e equideos (Bruemmer et al., 2002;
Papa et al., 2008) demonstraram que oS
espermatozoides recuperados foram processados
e congelados com sucesso. No entanto, poucos
estudos compararam a fertilidade destes
espermatozoides com a dos espermatozoides do
ejaculado.

34

CONGELACAO DE ESPERMATOZOIDES
EPIDIDIMARIOS

Os processos de congelacdo e descongelagdo
podem provocar danos na capacidade de
motilidade e fecundacdo por alteraces na
membrana plasmatica do espermatozoide
(Watson, 1995). Uma das alteragdes da
membrana ocorre devido a lavagens ou dilui¢des
que podem remover proteinas da membrana
plasmatica, mudando assim a composi¢do das
mesmas (Hammerstedt et al., 1990; Collin &
Bailey, 1999).As proteinas, quando removidas,
podem modificar a relagdo dos lipidios
impedindo o processo de reacdo acrossomica.A
estabilidade de lipidios na membrana plasmatica
¢ pré-requisito para manter a fungdo do
espermatozoide (Watson, 1995). Enquanto a
congelacdo feita em condicdes adequadas
(velocidade de abaixamento de temperatura e uso
de crioprotetores) evita a formagdo de grandes
cristais de gelo intracelular, ela leva a um
aumento dos danos por efeitos de solugdo.
Portanto, a taxa de congelagdo para um dado
tecido depende de sua tolerancia relativa ao dano
causado pelos cristais de gelo e da toxicidade dos
efeitos de solugdo (Hafez & Hafez, 2004).

Soler et al. (2003) demonstraram os efeitos da
viabilidade e fertilidade de espermatozoides
epididimarios criopreservados e descongelados
de cervideos, em diferentes protocolos de
descongelagdo (37 °C por 20 segundos; 60 °C por
8 segundos; 70 °C por 5 segundos), o referido
autor observou que o primeiro protocolo de
descongelagdo foi o mais adequado, pois
apresentou melhor motilidade espermatica
(76,8%).

Kikuchi et al.(1998) pesquisaram a influéncia do
tempo post mortem na motilidade e capacidade
de fertilizagdo in vitro e calcularam os odcitos
maduros, odcitos penetrados e com pro-nicleo
masculino de espermatozoides epididimarios de
cachagos orquectomizados, sendo oS
espermatozoides criopreservados logo apds a
orquiectomia, no grupo controle e 24, 48 ¢ 72
horas apods, sendo estes espermatozoides
mantidos resfriados a 4 °C em meio Niwa and
Sasaki Freezing, sendo o grupo controle,
espermatozoides ejaculados criopreservados. A
motilidade dos espermatozoides criopreservados
até 48 horas pods-orquiectomia ndo diferiu do
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grupo controle, j4 a capacidade de fecundacdo potencial reprodutivo de alguns animais, sejam
foi  significativamente menor, com boa eles domésticos ou selvagens. Dessa maneira, é
viabilidade nos espermatozoides criopreservados de crucial importancia ndo somente o dominio da
até 24 horas. técnica de colheita dos espermatozoides

epididimérios, mas também o transporte e a
conservagdo desses gametas para que eles
CONSIDERACOES FINAIS estejam vidveis para uma utilizagdo futura com
sucesso.
A recuperagdo de espermatozoides epididimarios
pode ser uma alternativa para resgatar o
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Universidade Estadual do Ceara, Campus do Itaperi, Av. Paranjana 1700, Itaperi, Fortaleza, CE 60740-903,
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This study aimed to assess the quality of sperm recovered from the epididymal cauda after
cooling the complex testis-epididymis (CTE) of dogs using ACP-106c extender. Sixty adult male dogs,
weighing 10-20 kg were used. After euthanasia, CTE was removed and it was immersed in 0.9% saline and
transported to the laboratory in cooler at 30°C.For cooling and recovery of epididymal spermatozoa, the 60
pairs of CTE were divided into four groups, according to the refrigeration time of the CTE and subsequent
sperm recovery: GOh, G6h, G12h and G18h, wherein each pair of CTE remained zero, six, 12 or 18 hours
at 4°C respectively.The recovery of sperm epididymal tail was conducted by flotation technique using
ACP-106c¢ or Tris extender.For each epididymis, it was added 1.0 mL of either extenders, preheated to
37°C for 5 minutes.They were then centrifuged at 800g/5 minutes to remove the cell debris. Morphology,
functionality and total and progressive motility, and parameters obtained by CASA were evaluated. Data
were analyzed by ANOVA followed by Turkey test (P <0.05). In all parameters assessed, there was no
difference between the extenders used (P>0.05). The values of total motility groups GOh, G6H, G12H, and
G18h for ACP-106¢ were 84.4+7.7, 81.6£11.6, 88.3£6.5 and 69.5+£16.9 respectively, and for Tris 85.2+8.7,
77.4£14.3, 79.0+£17.8 and 65.4£17.9 respectively. A decrease in sperm quality was observed after 18 hours
of cooling in both extenders. Thus it can be concluded that the ACP-106¢ may be used to recover the
epididymal spermatozoa chilled and may be viable for up to 12h cooling.

INDEX TERMS: Refrigeration, epididymis, dogs.
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RESUMO.-Mota FilhoA.C., Silva H.V.R., Freitas L.A., Nunes T.G.P., Araijo A.A. & Silva L.D.M.2013.
Objetivou-se avaliar a qualidade dos espermatozoides recuperados da cauda do epididimo apds a
refrigeracdo do complexo testiculo-epididimo (CTE) de caes usando o diluidor ACP-106¢c. Foram
utilizados 60 caes machos adultos, com peso de 10-20 kg. Apds a eutandsia, removeu-se o CTE que foi
imerso em solugdo fisiolégica 0,9% e transportado em caixa térmica ao laboratério a 30°C. Para a
refrigera¢do e recuperacdo dos espermatozoides epididimarios, os 60 pares do CTE foram divididos em 4
grupos, de acordo com o tempo de refrigeragdo do CTE e posterior recuperacdo espermatica: GOh, G6h,
G12h e G18h, em que cada par do CTE permaneceu por zero, seis, doze ou dezoito horas a 4°C,
respectivamente. A recuperacdo dos espermatozoides da cauda do epididimo foi realizada pela técnica de
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flutuacdo utilizando-se o diluidor ACP-106c¢ ou Tris. Para cada epididimo foi adicionado 1,0 mL de um dos
dois diluidores, pré-aquecidos a 37°C por 5 minutos. Em seguida foram centrifugados a 800g/5 minutos
para remocdo dos residuos celulares. Avaliou-se a morfologia, funcionalidade e motilidade espermatica
total e progressiva, além de paradmetros obtidos pelo CASA. Os dados foram submetidos a ANOVA
seguido do teste de Turkey (P < 0,05). Em todos os pardmetros avaliados, ndo houve diferenga entre os
diluidores testados (P>0,05). Os valores de motilidade total nos grupos GOh, G6h, G12h, e G18h para o
ACP-106¢cforam 84,4+7,7; 81,6£11,6; 88,3+6,5 e 69,5+16,9, respectivamente, e para o Tris 85,248,7;
77,4£14,3; 79,0£17,8 ¢ 65,4+17,9, respectivamente. Um decréscimo na qualidade espermatica foi
observado apds 18 horas de refrigeragdo em ambos os diluidores. Dessa forma pode-se concluir que o
ACP-106¢ pode ser utilizado para recuperar os espermatozoides epididimarios refrigerados e podem ser
viaveis por até 12h de refrigeragéo.

TERMOS DE INDEXACAO:Refrigeragéo, epididimo, cies.

INTRODUCAO

A recuperagdo de espermatozoides da cauda do epididimo pode ser uma alternativa importante na
reprodugdo canina (Hewitt et al. 2001). E uma biotécnica reprodutiva valiosa em casos de animais de
companhia que possuem um valor comercial, zootécnico e afetivo elevado, que por algum motivo
necessitem ser esterilizados, sacrificados ou que morram inesperadamente, j4 que os espermatozoides
obtidos por esta técnica sdo morfologicamente viaveis e retém a capacidade de sofrer capacitacdo, ligar-se a
zona pelucida e fertilizar o odcito (Goodrowe & Hay 1993, Luvoni et al. 2003, Tsutsui et al. 2003).

Estudos t€m sido desenvolvidos com o objetivo de armazenar os testiculos e os epididimos em
garanhdes (Bruemmer et al. 2002, James et al. 2002, Heise et al. 2010), cdes (Yu & Leibo 2002), touros
(Martins et al. 2009), burros (Contri et al. 2011) e carneiros (Lone et al. 2011, Tamayo-Canul et al. 2011).
Tais estudos tém o objetivo de adequar um protocolo que possibilite a retirada do complexo testiculo-
epididimo (CTE) e seu posterior acondicionamento em sistemas de transporte para seu envio a laboratérios
especializados para processamento, refrigeragdo e criopreservagido dos espermatozoides.

Pesquisas conduzidas com CTE que foram mantidos em temperatura ambiente por até 5 horas ndo
detectaram grandes alteragdes na motilidade espermatica em gatos (Schifer & Holzmann, 2000).
Resultados semelhantes foram obtidos mantendo CTEde gatos sob refrigeracao a 5°C overnight (Goodrowe
& Hay, 1993). No entanto, ha poucas informagdes acerca da recuperagdo de espermatozoides epididimarios
caninos mantidos sob refrigeragdo. Ndo ha ainda trabalhos sobre a refrigeragdo de epididimos de cées e
posterior recuperagdo dos espermatozoides para avaliagdo in vitro da viabilidade espermatica, visando a
inseminagao artificial.

Para recuperagdo e conservacdo da célula espermatica faz-se necessario o emprego de um meio
diluidor.O Tris é um diluidor que ja se mostrou eficiente para conservagdo de espermatozoide epididimario
canino (Hewit et al. 2001,Ponglowhapan et al. 2006). Por outro lado, o diluidor ACP-106¢ ja demonstrou
ser igualmente eficaz na conservacdo de sémen canino refrigerado (Uchoa et al. 2012) sendo também
utilizado para a conservagdo de espermatozoides do epididimo de cutias (Silva et al. 2011). No entanto,
esse diluidor a base de dgua de coco em pd ainda ndo foi testado para recuperacdo e conservagdo de
espermatozoides epididimarios de cdo, podendo ser um diluidor alternativo e interessante para conservagao
de espermatozoides epididimarios nessa espécie, como o foi para cutias.

Nao ha nenhum trabalho disponivel com relagdo a refrigerag@o e recuperagdo espermatica do CTE
de cles utilizando diluidores a base de agua de coco. Dependendo da forma como é conservado, podem
ocorrer mudangas importantes na qualidade dos espermatozoides. Isto pode ser um entrave para a
recuperagdo do material genético de animais que morreram inesperadamente e estdo distantes do
laboratorio (Kabbi et al. 2003).

Assim, o estudo sobre a conservagdo do epididimo canino sob refrigeragdo e posterior recuperagdo
dos espermatozoides e diluigdo em ACP-106 ¢ de grande importancia, uma vez que abre a perspectiva de
alternativas para a conservacdo do sémen de reprodutores valiosos. Além do mais, o estudo de
biotecnologias de sémen canino serve como modelo a ser posteriormente testados para o s€émen de canideos
selvagens, tais como o lobo guara (Chrysocyon brachyurus) e o cachorro vinagre (Spheotos venaticus) de
ocorréncia no Brasil e ameacados de extingdo (Silva et al., 2001).
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Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade dos espermatozoides
recuperados da cauda do epididimo e armazenados apds a refrigeragdo usando o diluidor ACP-106¢, pois
acredita-se que o referido diluidor seja eficiente na recuperagdo dos espermatozoides epididimarios apos o
CTE ter sido mantido refrigerado a 4°C.

MATERIAL E METODOS

Animais experimentais. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceara (protocolo niimero 11221529-7/39). Foram utilizados 60 cdes machos
sexualmente maduros, sem raca definida, com peso de 10-20 kg, oriundos do Centro de Controle de
Zoonoses de Fortaleza, Ceara.

Eutanasia e orquiectomia bilateral.Os animais foram submetidos a jejum alimentar de 12 horas
antecedendo a eutanasia. Para o procedimento de eutanésia, foi administrado 0,5 mg/Kg/IV de cloridrato de
xilazina 10%, associado a 50 mg/Kg/IV de cloridrato de quetamina. Apo6s 15 minutos da administragdo da
anestesia, foi administrado cloreto de potassio 19,1% para indugdo de parada cardiaca na dose de 1 mL/Kg
ou 2,56 mEq/kg. Em seguida, procedeu-se a remoc¢do do CTE e o par contendo o CTE foi imerso em
solugdo fisiologica 0,9% a 30°C e transportado em caixa térmica até o laboratério a 30°C em um tempo
médio de 20 minutos.

Refrigeracio do complexo testiculo-epididimo. Apds serem transportados os pares contendo o
CTE foram colocados em refrigerador a 4°C., divididos em grupos, sendo 15 pares destinados para cada
grupo: (GOh) ndo foi refrigerado, sendo os demais refrigerados a 4° C por seis (G6h), doze (G12h) ou
dezoito horas (G18h).

Recuperacio dos espermatozoides do epididimo. A recuperacdo dos espermatozoides da cauda
do epididimo foi realizada pela técnica de flutuac@o relatada por Yu & Leibo, (2002). O tecido conjuntivo
que recobre o epididimo foi removido e os contornos do ducto epididimario da cauda do epididimo
desfeitos. Cada ducto epididimario foi colocado em placa de petri individual previamente aquecida a 37°C.
Em seguida, foram realizados cortes na regido do ducto deferente e cauda epididimaria, logo apos foi
adicionado 1,0 mL de diluente ACP-106¢ (ACP Biotecnologia®) ou 1,0 mL de diluente Tris (Sigma®),
ambos diluentes pré-aquecidos a 37°C, deixando em repouso por 5 minutos para que os espermatozoides
entrassem em contato com o diluente, em seguida foram centrifugados a 800g por 5 minutos para remogao
dos residuos celulares.

Avaliacio dos espermatozoides epididimarios.Os espermatozoides colhidos foram avaliados
quanto a morfologia espermatica, funcionalidade de membrana, motilidade total e progressiva, além da
velocidade média na trajetoria (VAP), velocidade curvilinea (VCL), velocidade linear (VSL), indice de
progressdo (STR) e de linearidade (LIN).

A morfologia espermatica foi realizada utilizando 10uL da amostra em 150 pL do corante rosa de
bengala, sendo realizado esfregaco umido e avaliado através microscopia optica no aumento de 1000x,
contando-se 200 células que foram classificadas como normal ou anormal (Mota Filho et al. 2011).

A funcionalidade da membrana espermatica foi avaliada por meio do teste hiposmotico (HOST)
realizado imediatamente apds a recuperagdo espermatica, usando-se 4gua destilada como solugdo
hiposmética. Uma aliquota da amostra foi diluida na propor¢do de 10uL da amostra para 90 uL de agua
destilada uma aliquota espermatica foi colocada em uma ldmina de vidro, coberta com laminula, sendo
contadas 200 células com auxilio de microscopio Otico com aumento de 400x. Apods este periodo, A
membrana espermatica foi considerada funcional quando os espermatozoides apresentavam sua cauda
enrolada (Quintela et al. 2010).

Para a analise computadorizada utilizou-se um microscopio de contraste de fases acoplado a uma
video-camera adaptada ao sistema Sperm Class Analyser® (SCA, Microptic S.L., versdo 5.2.0). Os
parametros mensurados naavaliagdo computadorizada das amostras foram: motilidade total, motilidade
progressiva, VAP, VCL, VSL, STR e LIN (Mota Filho et al. 2011, Uchoa et al. 2012).

Analise estatistica. Analises estatisticas dos dados referentes a parametros motilidade espermatica
(motilidade total, motilidade progressiva, VCL, VAP, LIN, STR, morfologia, e HOST) foram realizadas
por ANOVA utilizando o procedimento GLM (General Linear Model) do programa SYSTAT versdo 7.0,
USA.

As comparagdes entre os diluidores e horas de conservagao foram realizadas pelo teste de Turkey
(teste de comparagdo aos pares). Antes de analisar os dados foram expressos em porcentagem (motilidade,
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motilidade progressiva, morfologia € HOST) foi realizada uma transformagdo angular de porcentagens.
Esta transformag@o permitiu em vez de utilizar a propor¢do encontrada, empregar o valor de ACS (SQR
(MOTILIDADE/100)), ACS (SQR (MOTPROG/100)), ACS (SQR (MORFO/100)) e ACS (SQR
(HOST/100)) expresso em graus, para expressao da distribuicdo normal dos dados.

RESULTADOS

Os diluidores ACP106¢ e Tris foram similares na conservagdo da morfologia espermatica no decorrer de
todo o experimento (P>0,05). No entanto, verificou-se que com 18 horas ocorreu um decréscimo
significativo da morfologia espermatica (P<0,05; Fig.1).

Nao foram evidenciadas diferengas entre os diluidores com relag@o a resposta osmotica das células
espermaticas (P>0,05), existindo, no entanto, um declinio significativo da fun¢do de membrana das células
com 18 h (P<0,05; Fig.2).

A motilidade total manteve-se inalterada até 12 horas de refrigeracdo e declinou significativamente
apos 18 horas (P<0,05; Fig.3).

Os dados referentes a avaliagdo da motilidade progressiva estdo expressos no Quadro 1.Ndo foram
evidenciadas diferencas entre os dois diluidores no que se refere a conservagdo da motilidade espermatica
em nenhum dos momentos de avaliagdo (P>0,05).Porém foi observado um declinio deste parametro em
ambos os grupos apds 18 horas de refrigeracdo (P<0,05).

Os parametros da analise computadorizada, mais uma vez ndo diferiram entre os diluidores testados
(P>0,05).Com relacdo aos tempos de refrigeragdo, também ndo foram observadas diferengas nas VCL,
VSL, LIN e STR (P>0,05). No entanto, a VAP reduziu apds 6 horas de refrigeragdo.

DISCUSSAO

No presente trabalho, ambos os diluidores (ACP-106¢ ou Tris) foram eficientes para a recuperagdo de
espermatozoides epididiméario em caes segundo a técnica de Yu & Leibo (2002). O Tris ja havia sido
testado em cdes para recuperacdo de espermatozoides epididimarios com sucesso (Hori at al. 2005,
Ponglowhapan et al.2006, Martins et al. 2009). Porém o diluidor a base de agua de coco nunca havia sido
utilizado para esse fim em cées, apenas em cutias (Silva et al. 2011), e esses autores obtiveram melhores
resultados com o ACP-109¢ quando comparado com o Tris.

Com base nos resultados do presente trabalho, observou-se que os diluidores ACP-106¢ e Tris
tiveram melhores resultados quando comparados aos relatados por Ponglowhapan et al. (2006) ¢ Melo et al.
(2010) que utilizaram Tris e obtiveram 68% e 45% motilidade total, respectivamente. J& Yu & Leibo
(2002) que utilizaram solug@o salina obtiveram 65% de motilidade total. Dessa maneira, o ACP-106¢ pode
ser um diluidor alternativo passivel de substituir o Tris.

Os resultados de morfologia espermatica obtidos no presente trabalho foram semelhantes aos
descritos por Yu & Leibo (2002) em torno de 80% de células normais. A porcentagem de alteragdes
observadas com o ACP e Tris foram praticamente iguais, sendo observado uma redugdo com o decorrer do
tempo. Apesar de as 18h ter apresentado o menor precentual de células normais, esses resultados
encontran-se de acordo com a faixa normal descrita no manual doColégio Brasileiro Reprodugdo Animal
(1998).

Os valores encontrados no teste hiposmotico foram semelhantes a motilidade total o que corrobora
com os relatos de Rota et al. (2005) e Silva et al. (2006). A avaliacdo da integridade de membrana através
do teste hiposmotico é simples, sendo considerado como um indicativo da fertilidade em algumas espécies
como bovinos (Revell& Mrode, 1994), javali (Perez-Llano et al. 2001). Nos cées, a correlagdo da resposta
osmotica com a fertilidade in vivo ou in vitro ainda nao foi estabelecida (Pefia-Martinez. 2004).

O teste hiposmotico utilizando a dgua destilada (Quintela et al. 2010) € um método eficiente para
analisar a integridade funcional da membrana do espermatozoide epididimario fresco (Hishinuma &
Sekine, 2003).

Os epididimos podem ser transportados refrigerados para os centros especializados em recuperagao,
refrigera¢do e congelagdo de amostras do epididimo ou ainda processado no proprio local por um técnico
especializado (Bruemmer et al. 2002). Amostras oriundas de epididimos refrigerados a 5 °C durante 24 h
podem ser aproveitadas para uma posterior congela¢do em diferentes espécies (Marks et al. 1994, Blash et
al. 2002, Soler et al. 2003).
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Apo6s a morte do garanhdo, os espermatozoides permanecem viadveis no epididimo até que a
decomposicdo tecidual afete sua viabilidade (Bruemmer et al. 2002, Muradas et al. 2006). Se os epididimos
forem armazenados a 5 °C por 24, 48 72 e 96 horas, a viabilidade espermatica pode ser mantida por mais
tempo (Bruemmer et al. 2002, James et al. 2002).

Com relagdo a motilidade espermatica total e progressiva, os resultados deste estudo mostram que
nos caes pode ocorrer uma reducdo desse pardmetro a baixas temperaturas, mesmo 0s espermatozoides
estando em um ambiente protegido, dentro do epididimo, até a sua posterior recuperagdo (Yu & Leibo,
2002). O espermatozoide do garanhdo (Amann et al. 1999), gato (Parks, 1997) e cao (Province et al., 1984,
Watson, 1995) é pouco sensivel ao choque térmico.

Acredita-se entdo que a redugdo da motilidade total e progressiva com 18 horas seja em decorréncia
do tempo de refrigeracdo do CTE. , Os dados referentes a analise computadorizada apresentaram valores
semelhantes aos descritos por (Martins et al. 2009), exceto a motilidade total que foi de 44%. No entanto,
esses valores encontram-se dentro de uma faixa aceitavel para posterior inseminagdo artificial em cadelas.
Outro parametro que vale destacar é a VAP, pois mesmo apresentando diferengas entre as horas, ainda
apresentou valores em torno de 70%. A VAP ¢ conhecida como um pardmetro significante da fertilidade in
vitro (Silva et al. 2006, Verstegen et al. 2002).

CONCLUSOES

O CTE canino pode ser conservado até 18 horas sob-refrigeracdo a 4°C , preservando a qualidade
espermatica pos coleta e diluigdo. Contudo, visando utilizagdo em inseminagao artificial, a conservagao até
12 horas apresenta qualidade seminal aceitavel.

O diluidor ACP-106¢c foi eficiente para preservagdo in vitro dos espermatozoides canino pos-
recuperacdo a 37 °C, permitindo uma boa avaliagdo dos pardmetros de motilidade espermatica.

Contudo, testes in vivo, via inseminag@o sdo necessarios para confirmagdo dos resultados obtidos
in vitro, verificando-se a preservac¢do do poder fecundante dos espermatozoides epididimarios.
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Legenda de Figuras

Fig.1.Morfologia espermatica (média +DP) em relag@o aos periodos de avaliacdo utilizando (A) o diluidor
ACP-106¢ e (B) Tris (P>0,05).

Fig.2. Percentual (média £DP) de espermatozoides com cauda enrolada (funcionalidade espermatica) em
relag@o aos periodos de avaliagaoutilizando o diluidor ACP-106¢ e Tris (P>0,05).

Fig.3. Motilidade total (média £DP) em relagdo aos periodos de avaliagdo utilizando o diluidor ACP-106¢ e
Tris (P>0,05).

Quadro 1. Percentual (média £DP) de motilidade progressiva por meio da anilise computadorizada,
utilizando os diluidores ACP-106c¢ e Tris para a recuperacio de espermatozoides epididimarios apods
serem mantidos refrigerados por 0, 6, 12 ou 18h

Motilidade progressiva (%) ACP-106c Tris
Oh 34,5+ 12,0 28,0+9,4°
6h 45,0 £ 30,3 * 40,4 + 16,2
12h 39,1 +18,8% 32,14+13,9%
18h 25,6+ 13,9 23,5+8,5%

Letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenga estatistica entre as horas
(P<0,05).
Letras maitsculas iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenca estatistica entre os diluidores
(P>0,05).
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Quadro 2. VAP, VCL, VSL, LIN E STR (média + desvio padrio), utilizando os diluidores ACP-
106c¢ e Tris para a recuperacio de espermatozoides epididimarios apdés serem mantidos refrigerados

por 0, 6, 12
ou 18h
Hora Diluidor Parametros
VAP VCL VSL LIN STR
Oh ACP-106¢ 79,9 +7.1° 95,4 +16,1* 73,6 £9,2° 57,0+12,3*  71,1+10,8?
Tris 77,4 £ 8,37 84,1+£12,9° 66,5+11,2* 53,9+13,3* 63,5+134°?
6h ACP-106¢ 64,8+212° 935+21,7° 574+£293* 609+153" 869+95
Tris 60,8 +18,6° 88,6+31,6° 550+20,7° 544+123" 83349 4°
12h ACP-106¢ 72,2ib 12,6 100,8 + 61,3+184* 58,1127 812+11,6°
@ 14,5°
Tris 68,4 + 15,0ab 98,3+193* 57,3+18,8" 558+12,5* 80,1+11,2?
18h ACP-106¢ 66,0 20,6b 88,1 £22.1° 59,8 £22,5*  65,0+12,5 88,6+69°
Tris 66,1 £22.4° 894+209° 582+£228 622+112° 887+63"

Letras minusculas diferentes na mesma coluna (comparacdo entre as horas dentro de um mesmo diluidor)
indicam que houve diferenca estatistica (P<0,05).
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7. CAPITULO 02

CRYOPRESERVATION OF CANINE EPIDIDYMAL SPERM USING ACP-106C

AND TRIS

Periodico -Publicado no periodico Cryobiology (B1) fator de impacto: 2,137 DOI:
10.1016/j.cryobiol.2014.04.013
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi criopreservar espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo imediatamente apds orquiectomia e apos 12 horas de armazenamento a 4°C,
utilizando os diluidores ACP-106¢ ¢ TRIS. Foram utilizados 60 cdes machos adultos,
com peso de 10-20 kg. Removeu-se o complexo testiculo-epididimo (CTE) que foi
imerso em solucdo fisiologica 0,9% e transportado em caixa térmica ao laboratorio a
30°C. Os 60 CTE foram divididos em 4 grupos de acordo com o tempo de refrigeracao
(Oh ou 12h) a 4°C e de acordo com o diluidor (Acp-106c ou TRIS) empregado para a
recuperacao espermatica, constituindo os 4 grupos experimentais: GOh-ACP, G12h-ACP,
GOh-TRIS e G12h-TRIS). A recuperacao dos espermatozoides da cauda do epididimo foi
realizada pela técnica de fluxo retrogrado. Em seguida, o material obtido foi centrifugado
a 800g/5 minutos para remog¢ao dos residuos celulares e submetidos a criopreservacao.
Para cada epididimo foi adicionado 1,0 mL de um dos dois diluidores, pré-aquecidos a
37°C por 5 minutos, uma semana apos foram descongelados a 37°C/1 min e submetidos a
avaliacdo de morfologia, funcionalidade e motilidade espermatica total e progressiva,
além de parametros obtidos pelo CASA. Os dados foram submetidos 8 MANOVA (P <
0,05). Os valores de motilidade total nos grupos GOh e G12h, para o ACP-106cforam,
52,17 = 1,78; 49,8 £ 1,93 e Tris 50,7 £ 2,06 ¢ 43,90 = 2,51, respectivamente. Um
decréscimo na motilidade espermatica total foi observado apds 18 horas de refrigeragao
do CTE em ambos os diluidores (P<0,05). O diluidor ACP-106c, pode ser utilizado para
criopreservagdo de espermatozoides epididimarios caninos, devendo realizar o

procedimento de congelagdo, imediatamente apds recuperagdo espermatica.

Palavras chaves: Criopreservagao, epididimo, cao.



52

Cryobiology 69 (2014) 17-21

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ycryo

Contents lists available at ScienceDirect

Cryobiology

Cryopreservation of canine epididymal sperm using ACP-106¢ and TRIS ™ @Cmm,k

Antdnio Cavalcante Mota Filho ®, Herlon Victor Rodrigues Silva®, Thalles Gothardo Pereira Nunes”,
Mirley Barbosa de Souza®, Luana Azevedo de Freitas °, Airton Alencar de Aradjo©,

Licia Daniel Machado da Silva**

* Laboratory of Carnivore Reprodi

'y Medicine, State University of Ceara, Av. 1700, CEP Fortaleza, CE, Brazil

® Laboratory of Swine Semen Technology, School of Veterinary Medicine, State University of Ceara, Av. 1700, CEP Fortaleza, CE, Brazil
© Faculdade de Zootecnia, Federal University of Ceara, Campus do Pici, Av. Mister Hull, 2977, CEP 60021-970 Fortaleza, CE, Brazil

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 6 March 2014
Accepted 24 April 2014
Available online 10 May 2014

Keywords:
Cryopreservation
Epididymis

Dog

Sperm

The objective was to cryopreserve sperm recovered from the canine epididymal cauda immediately after
an orchiectomy. The sperm was stored for 12 h at 4 °C using ACP-106¢ and TRIS as extenders. Sixty adult
male dogs were used. The testis-epididymis complex (TEC) was removed, immersed in 0.9% saline and
transported to the laboratory. The 60 TEC were divided into groups according to the 4 °C cooling time
(0h or 12 h) and according to the extender used for sperm recovery (ACP-106¢ or TRIS), forming 4 exper-
imental groups: GOh-ACP, G12h-ACP, GOh-TRIS and G12h-TRIS. The sperm were recovered from the epi-
didymal cauda using the retrograde flow technique. Next, 1.0 mL of ACP-106¢ or 1.0 mL of TRIS
(preheated to 37 °C for 5 min) was added to the sperm of each epididymis. One week later, the sperm
was thawed at 37 °C for 1 min, and its morphology, functionality and total and progressive sperm motil-
ities were analyzed. Other parameters were obtained by Computer Assisted Semen Analysis (CASA). The
data were submitted to multivariate analysis of variance (MANOVA) (P < 0.05). The total motility values
were 52.17 + 1.78 and 49 8 + 1.93 for groups GOh-ACP and G12h-ACP and 50.7 + 2.06 and 43.90 +2.51 for
groups GOh-TRIS and G12h-TRIS, respectively. A decrease in total sperm motility was observed after 12 h
of cooling for both extenders (P < 0.05). ACP-106¢ can be used as an extender for freezing canine epidid-

ymal sperm, and the freezing procedure must be performed immediately after sperm recovery.

© 2014 Esevier Inc. All rights reserved.

Introduction

The cryopreservation of epididymal sperm is an important bio-
technique that can be used in assisted reproduction and animal
conservation. Its use in assisted reproductive technologies may
contribute significantly to the preservation of genetic material
and may help create progeny of valuable males who die unexpect-
edly or undergo orchiectomy for medical reasons [33]. The
cryopreservation of epididymal sperm has been studied for several
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0011-2240/© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

different species: humans [19], wild boars [10], boars [11], cats [3],
gazelles [26] and bulls [16]. Furthermore, the cryopreservation of
epididymal sperm could be a helpful resource to rescue the germ-
plasms of dead animals and use them in the preservation of endan-
gered species [35].

However, choosing an appropriate extender to preserve the
characteristics and quality of the sperm cells is essential for suc-
cessful cryopreservation [14]. Studies have already demonstrated
the effectiveness of TRIS as an extender in the conservation of
canine epididymal sperm [7,14,22.23]. Conversely, a powdered
coconut water extender specific for dogs (ACP-106¢) was effective
in preserving dog semen recovered from ejaculate [5,18]. The ACP-
106¢ extender has not been tested in the preservation of canine
epididymal sperm, but it may be an interesting alternative given
that it was effective at preserving epididymal sperm in agoutis
[30].

However, under field conditions, it is not always possible to
process epididymal sperm due to a lack of technical staff and
equipment. Thus, refrigerated transport of the testis-epididymis
complex (TEC) to the laboratory aims to reduce tissue cell death
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and maintain the viability of these sperm inside the epididymis
[13]. Conditioning the TEC for 12 h at 4 °C may be sufficient to tra-
vel to specialized centers, where processing and cryopreservation
can occur.

Thus, the present study aimed to cryopreserve canine sperm
recovered from the epididymal cauda either immediately after
orchiectomy or after 12h of storage at 4°C of TEC using the
extenders ACP-106¢ and TRIS.

Materials and methods
Experimental animals

The study was approved by the Animal Research Ethics
Committee of the State University of Ceard (protocol number
11221529-7/39). In total, 60 mixed breed sexually mature male
dogs weighing from 10 to 20 kg were used. The animals came from
the Center for Zoonosis Control in Fortaleza, Ceara (CE), Brazil.

Cooling of the TEC

The testis-epididymis complex (TEC) were obtained according
to a previously described methodology [17], and then they were
transported in insulated containers under temperature control at
30 °C to the laboratory.

Recovery of epididymal sperm

The sperm from the epididymal cauda were recovered using the
retrograde flow technique previously reported [30]. The connective
tissue that covers the epididymis was removed, and the contours of
the epididymal duct of the epididymal cauda were ruptured.
Then, the epididymis was washed externally with 0.9% saline to
remove the blood and connective tissue that covers the epididymal
cauda. This procedure was repeated ten times each for the three
containers holding 50 mL of 0.9% saline solution. To wash the
two ends of the segment, ligatures were placed to prevent sperm
leakage. Using a syringe with a 25G needle, 1.0 mL of ACP-106¢
(ACP Biotechnology®) (ACP-Biotecnologia, Fortaleza, Brazil) or TRIS
(Sigma®) was slowly added to the container. Both extenders had
been preheated to 37 °C and were left to rest in the containers
for 5 min to allow the sperm to be in contact with the extender.

Then, the extender solutions were centrifuged at 800g for 5 min
to remove any cell debris.

The 60 TEC pairs were divided into four equal groups, as shown
in Fig. 1. Group division scheme: GOh-ACP (sperm recovered from
the epididymis immediately after orchiectomy, using ACP-106¢ as
the extender), GOh-TRIS (sperm recovered from the epididymis
immediately after orchiectomy, using TRIS as the extender),
G12h-ACP (sperm recovered from the epididymis 12 h after cool-
ing at 4°C, using ACP-106¢ as the extender), G12h-TRIS (sperm
recovered from the epididymis 12 h after cooling at 4 °C, using TRIS
as the extender).

Cryopreservation of the epididymal sperm

After centrifugation, the epididymal sperm samples were sub-
mitted to cryopreservation with TRIS or ACP-106¢. The samples
were diluted using simple dilution at room temperature (30 °C).
The extender used in each ACP-106¢ sample contained 6% glycerol
and 10% egg yolk, and that used in each TRIS sample contained 6%
glycerol and 20% egg yolk. Then, the samples were stored in glass
tubes, placed in a container with water and packed in an insulated
container with recyclable ice (at 15 °C) for 40 min. Subsequently,
they were transferred to a refrigerator until they reached 4°C
(approximately 30 min). After this period, the samples were placed
into 0.25 mL straws (IMV Technologies; L'Aigle, France) and sub-
jected to the freezing ramp before being stored in liquid nitrogen.
After one week, the straws were thawed in a water bath at 37 °C for
1 min and evaluated [28].

Evaluation of the epididymal sperm

The sperm from the Oh groups were evaluated immediately
after TEC arrived at the laboratory, and those from the other groups
were assessed 12 h after TEC arrived at the laboratory. All samples
were analyzed for sperm morphology, membrane functionality (via
the hyposmotic swelling test - HOST), total and progressive motil-
ities, average path velocity (VAP), curvilinear velocity (VCL),
straight-line velocity (VSL), straightness index (STR), linearity
index (LIN), beat cross frequency (BCF) and amplitude of lateral
head displacement (ALH).

The sperm morphology was analyzed using 10 pL of the sample
in 150 uL of rose bengal stain. A wet smear was obtained and

(TEC)
n=60

ACP-106¢

ACP-0Oh/Fresh

ACP-12h/4°C

n=15 n=15

Tris

Tris-0Oh/Fresh Tris-12h/4°C

n=15 n=15

Fig. 1. Group division scheme: GOh-ACP (sperm recovered from the epididymis immediately after orchiectomy, using ACP-106c as the extender), GOh-TRIS (sperm recovered
from the epididymis immediately after orchiectomy, using TRIS as the extender), G12h-ACP (sperm recovered from the epididymis 12 h after cooling at 4°C, using ACP-106c
as the extender), G12h-TRIS (sperm recovered from the epididymis 12 h after cooling at 4 °C, using TRIS as the extender).
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evaluated by light microscopy at 1000x magnification, in which
200 cells were counted and classified as normal or abnormal [18].

The functionality of the sperm membrane was evaluated by the
HOST, which was performed immediately after sperm recovery
using distilled water as a hyposmotic solution. One aliquot of the
sample was diluted in a ratio of 10 uL of sample to 90 uL of dis-
tilled water. One sperm aliquot was mounted on a glass slide and
covered with a coverslip, and then 200 cells were counted and
examined with the aid of a light microscope at 400 x of magnifica-
tion. The sperm membrane was considered functional when the
sperm had a curled tail [24].

For the computer-assisted analysis, a phase contrast microscope
was coupled to a video camera adapted to the Sperm Class Ana-
lyser® system (SCA, Microptic S.L., version 5.2.0). The parameters
measured in the computer evaluation of the samples were the total
motility, progressive motility, VAP, VCL, VSL, STR, LIN, BCF and ALH
[1832].

Statistical analysis

Data were expressed as mean and standard error. The means
were compared between the two extenders (ACP-106¢ and TRIS)
and between the two storage times (0 and 12 h). The parameter
comparisons between the extenders at each time and between
the times for each extender were performed by the MANOVA pro-
cedure of the SYSTAT program, version 13.0, USA.

Results

Motility and vigor of fresh epididymal sperm recovered with
ACP-106¢ were 70.33 £ 10.43 and 3.66 +0.58, respectively. Motil-
ity and vigor of fresh epididymal sperm recovered with TRIS were
68.33 £ 11.59 and 3.46 £+ 0.61, respectively.

Comparisons between extenders (ACP-106¢ x TRIS)

The total motility, progressive motility, VCL, VAP, LIN, BCF and
HOST parameters did not differ between those samples stored with
ACP-106c¢ and those stored with TRIS at either of the times evalu-
ated. The VSL, STR and morphology parameters were significantly
superior in ACP-106c, whereas ALH was significantly inferior,
when compared to TRIS at both evaluation times (Table 1).

Comparisons between times (Oh x 12 h)

The progressive motility, VCL, BCF, ALH and HOST parameters
did not differ between the evaluation times for either extender.

Table 1

The total motility, VSL, VAP, STR and morphology parameters were
significantly superior at 0 h when compared to 12h for both
extenders, whereas the LIN was significantly inferior at 0 h when
compared to 12 h for both extenders (Table 1).

Discussion

In the present study, the retrograde flow technique described by
Silva et al. [30] was used to recover epididymal sperm. This tech-
nique was satisfactory because it allowed sperm to be obtained
with little cell debris. Another technique described by Silva et al.
[28] was used to freeze the epididymal sperm.

The results of the total and progressive sperm motility analysis
show that epididymal sperm can be cryopreserved with ACP-106¢
and TRIS. Both extenders showed better results than did previous
studies using TRIS [9,22,23,15].

TRIS had previously been tested for canine epididymal sperm
cryopreservation, presenting a total motility around (33%) [23].
Our results obtained immediately after thawing presented a better
total motility. Concerning ACP-106¢c, however, this extender had
never been used before in canine epididymal sperm, only in agou-
tis [30]. In that work with agoutis, the authors obtained an average
total motility of 26% using ACP-106¢ and only 9% using TRIS.

The combination of ACP-106¢, 10% egg yolk and 6% glycerol was
based on results described in vitro [2,4). The satisfactory cryopres-
ervation results of ACP-106c shown in the present study may be
due to the composition of ACP-106¢, which includes carbohydrates
(fructose and glucose), minerals, vitamins, proteins, amino acids,
dietary fibers, small amounts (<1%) of fatty acids and growth fac-
tors (phytohormones) [12] These elements help to maintain the
sperm cells.

CASA systems can be very useful for detecting changes in sperm
movement, particularly for comparing the results obtained with
different extenders and for improving the sperm evaluation after
dog semen cryopreservation |27 34].

In addition, CASA systems can assess capacitation and detect
sperm hyperactivation, a process that is necessary for successful
penetration in the zona pellucida [27,34].

When trying to correlate CASA parameters with the fertilization
rate, it was found that the values for VAP, VSL and VCL were signif-
icantly higher in samples that produce more than 50% of fertilized
oocytes than in those where the rate of oocyte fertilization is less
than 50% [34).

According to the CASA results, the VSL, STR and ALH parameters
of ACP-106¢-treated sperm were superior to the TRIS parameters.
The STR parameter is associated with fertility [8,31], but the
threshold at which this parameter may influence the fertility of

The parameters of epididymal sperm (mean £ SD) assessed by CASA as well as sperm morphology and hyposmotic tests. The sperm were cryopreserved using either ACP-106¢ or
TRIS as the extender at two different cryopreservation times: immediately after sperm recovery (GOh) or after 12 h of storage (G12h). PM = progressive motility.

Parameters Oh 12h
ACP-106¢ TRIS ACP-106¢ TRIS

Total motility 5217+ 1.78* 507 +206* 49.8+1.93*" 4390251
PM 20.73 £ 095 17.54 £ 026* 17.06 +0.66* 1507 +0.64**
vCL 88.78 £ 415 88.82£432% 8503 £4.65** 8443 £4.00*
VsL 74.84 2 206 70.26 £ 25604 69.64£3.10° 60.11 £3.49°¢
VAP 80.34 £ 206 78.76 £ 248% 7550£2.70°* 7010 £2.64°%
LIN 65.19 £ 326" 62.55 301 5658 £3.05 5554 £3.82°%
STR 84.351103* 80.38 £ 147°4 81.16:1.16°* 7521£1.24%
BCF 9.46 £ 036 9.06 £ 030* 868 +0.26* 868 £0.24%
ALH 3012011 3.84:018% 3.050.12% 372£0.19%
Morphology 8411 140% 799 + 1.66°4 80.4 £1.29°% 71.9£1.15%
HOST 78.80 £ 036 75.40 £ 123* 7580 £2.86** 7053 £0.90*

Different lowercase letters in the same line indicate a significant difference between the extenders (P< 005).
Different uppercase letters in the same line indicate a significant difference between the times (P <0.05).
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canine sperm is still unknown. Silva et al. [29] observed a signifi-
cant relationship between VAP, VSL and BCF and the in vitro inter-
actions between frozen or thawed canine sperm and homologous
oocytes, a result that emphasizes the use of CASA as an auxiliary
tool for canine semen evaluation.

Another parameter worth examining is the VAP because while
it decreased after 12 h, it still showed values of approximately
70%. The VAP is also a significant indicator of in vitro fertility
[29,34). This result shows that epididymal sperm may have a fertil-
izing capacity even after being cooled for 12 h, frozen and then
thawed.

The significant increases in VCL and ALH are associated with a
decrease in the LIN and are considered an indication of hyperacti-
vation [27,34]. In the present study, this behavior was not observed
after 12 h of cooling, which indicates that the processing of sperm
did not induce sperm hyperactivation. This phenomenon should
not occur early in vitro, so this is a positive result. According to
Schafer-Somi et al. [27], semen extenders may influence the linear-
ity of the sperm. However, that effect was not observed in the pres-
ent study. The decrease observed in the LIN after 12 h, on the other
hand, is an expected phenomenon.

According to Arruda [1], the greater the numerical value
obtained for parameters VAP, VSL, VCL, BCF, STR and LIN, the better
the sperm quality; in contrast, the greater the ALH numerical value
obtained, the worse the sperm quality.

The results of the sperm morphology analysis obtained in the
present study were better than those described by Ponglowhapan
and Chatdarong [22,23] and Martins et al. [15), who both found
that approximately 80% of their preserved cells were normal. The
ACP-106c extender best preserved the sperm morphology immedi-
ately after sperm recovery, as opposed to after 12 h of storage, and
it was always better when compared to TRIS. Over time, the mor-
phological changes increased with both extenders. The percentage
of abnormalities found in all groups was within the normal range
described in the manual from the Brazilian College of Animal
Reproduction [6]. In the present study, the proportion of sperm
from the epididymal cauda with normal morphology indicates that
this paper's methods of recovery and collection and use of ACP-
106¢ were beneficial for these gametes.

The values found in the HOST differed neither for extenders nor
for storage time. The assessment of membrane integrity by the
hyposmotic test is simple [24], and some studies consider it an
indication of fertility in species such as cattle [25] and wild boar
[21]. In dogs, the correlation between the osmotic response and
fertility in vivo or in vitro has not yet been established [20].

Conclusion

ACP-106¢ can be used as a good extender for freezing canine
epididymal sperm, even showing a better performance than TRIS
in some motility parameters and sperm morphology; moreover
the freezing procedure must be performed immediately after
sperm recovery.
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8. CONCLUSOES

e A qualidade espermatica de células obtidas do CTE canino pode ser conservado
até 18 horas sob-refrigeragdo a 4°C , preservando a qualidade espermadtica pds
coleta e dilui¢do. Contudo, visando utilizagdo em inseminacdo artificial, a
conservacao até 12 horas apresenta qualidade seminal aceitdvel em ambos os
diluidores.

e O diluidor ACP-106c¢ foi eficiente para preservacao in vitro dos espermatozoides
canino pds-recuperacgao a 37 °C, permitindo uma boa avaliacdo dos pardmetros de
motilidade espermatica.

e ACP-106¢c pode ser usado como um bom diluidor para o congelamento de
espermatozoides do epididimo canino.

e O procedimento de congelagdo deve ser realizada imediatamente apos a

recuperagdo de espermatozdides sem armazenar o epididimo a 4°C por 12h.
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9. PERSPECTIVAS

Os espermatozoides refrigerados oriundos da cauda do epididimo de caes deve ser
avaliado através de testes in vivo, como a inseminagdo artificial para a
confirmagdo dos resultados obtidos in vitro, verificando-se a preservacdo do
poder fecundante desses espermatozoides.

ACP-106¢ por ter desempenho melhor do que TRIS na congelacdo em alguns
parametros de motilidade e morfologia espermatica, espera-se que 0 mesmo possa
ser utilizado em breve em bancos de germoplasma para programas futuros de

conservacao.
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Abstract submitted for the 2014 meeting of the Society for the Study of Reproduction
(SSR)

Detection of relaxin and its receptor proteins in dog epididymal tissues and

spermatozoa

Antonio CM Filh01’3, Ramey C Youngbloodl, John Stokes2, Darby S Dillardl, Lucia

DM da Silva3, Scott T Willard1’4, Peter L Ryanl’z, Jean M F eugang1

Department of Animal and Dairy Sciences, Mississippi State University, Mississippi
State, Mississippi, USAI, College of Veterinary Medicine, Mississippi State University,
Mississippi State, Mississippi, USA2, Laboratory Reproduction of Carnivores, Ceara

State University-UECE, Fortaleza, Brazi13, Department of Biochemistry, Molecular
Biology, Entomology and Plant Pathology, Mississippi State University, Mississippi

State, Mississippi, USA4

Upon its discovery several decades ago, relaxin peptide was characterized as a hormone
of pregnancy. At present, its detection and pleiotropic effects have been reported in
various reproductive and non reproductive tissues of both males and females, in a broad
range of species. Relaxin functions are better described in females and compelling data
indicate beneficial roles on sperm quality after ejaculation. Although relaxin
immunoreactivity is found with seminal plasma, little is known about its presence in
epididymal spermatozoa. The current study focuses on the detection of relaxin and its

receptors RXFP1 and RXFP2 in testicular tissues and spermatozoa of domestic dogs.

Testicles of four dogs, aged of approximately 1.5 year, were obtained from a local
Animal Shelter after neuter surgeries. After transportation to the laboratory in sealed

plastic bags containing 0.9% NaCl saline solution supplemented with

penicillin/streptomycin (22-250C), specimens were washed and immersed in fresh saline
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solution at room temperature. Testes were sliced (Icm x lcm) and epididymides were
excised for anatomical dissections (caput, corpora and cauda, including vas deferens).
Together with spermatozoa of each epididymal section, all specimens were processed for
protein analyses. Immunohistochemistry (IHC) and Western immunoblotting (WIB)

techniques were applied on samples that were fixed in 4% formaldehyde or snap-frozen

in liquid nitrogen and stored at 20°C, respectively. Immunodetection was performed on
total protein (WIB) or fixed samples (IHC) of each biological specimen, using anti-
human relaxin, RXFP1 and RXFP2 (Santa Cruz Biotech). Mixed protein samples of
porcine ovary, uterine and cervix served as positive controls. Labeled spermatozoa were
subjected to both flow cytometry and confocal microscope analyses, while labeled tissues

were observed under a confocal microscope.

After WIB, bands corresponding to RXFP1 and RXFP2 receptors were detected in all
samples (testis and epididymis), and both pig and dog immunoblots showed similar
protein profiles. Immunohistology images revealed higher signal detection in various
areas of the testis, with relaxin and RXFP2 seen in the interstitium (or Leydig cells) and
RXFP1 in Sertoli cells. The presence of relaxin and receptors was lower and detected at
differential levels in various sections of the epididymis. Targeted-proteins were barely
detectable above background levels in the caput (relaxin, RXFP2), corpora (RXFPI,
RXFP2), and cauda (relaxin). Flow cytometry revealed weaker immunoreactivity in
spermatozoa, with less than 25% of cells being immunopositive. Irrespective of the
antibody, lowest proportions of labeled-spermatozoa were found in the cauda (< 2%),
while 81% appeared RXFP2-immunopositive in the vas deferens. These latter results
were confirmed by fluorescence microscopy, showing lower intensities in epididymal

spermatozoa and higher RXFP2 signal in the vas deferens.

In conclusion, the findings (1) suggest that anti-human relaxin, RXFP1 and RXFP2
antibodies can be used in dogs and (2) indicate variable detection of relaxin and its
receptors in dog testes and epididymal tissues and spermatozoa. Further studies are
needed to investigate the biological relevance of RXFP2 on spermatozoa in the vas

deferens.



75

Special thanks to the Starkville Shelter Medicine Spay Neuter’s staff, MS. Work
supported by the USDA-ARS Grant#58- 6402-3-0120 and CAPES-Brazil.



76

Filho et al., Submitted to the 2014 IETS meeting

Differential Expression of aquaporins and spermadhesins in frozen-thawed “good”

and “poor” freezer boar spermatozoa

1’2’3, Rebecca M Brezinsky1’4, Ramey C Youngbloodl’z, Lacia M da

1,2,4

Antonio CM Filho

Silva3, Scott T Willardl’s, Peter L Ryan ,Jean M Feugangl’2

Facility for Organismal and Cellular Imaging, Mississippi State University, Mississippi
State, Mississippi, USAl, Department of Animal and Dairy Sciences, Mississippi State
University, Mississippi State, Mississippi, USAZ, Laboratory Reproduction of carnivores
Ceara State University-UECE, Fortaleza, Brazi13, College of veterinary School,

Mississippi State University, Mississippi State, Mississippi, USA4, Department of
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Cryopreservation is an excellent tool for sperm banking in livestock animals. Although
its utilization is widespread in species such as cattle, its application in pigs is limited due
to various factors associated with either cryopreservation techniques or male-to-male
variations. Indeed, the existence of so-called “good” and “poor” freezer males has been
well- established in swine and yet, the potential to screen for these characteristics is still
being investigated. Few studies have reported the existence of molecular differences
between both groups of boar spermatozoa, at nucleic acid and protein levels. Here we
hypothesize that cryotolerance in sperm may be associated with differential expression of
proteins involved in membrane transport and or sperm capacitation. Thus, we conducted
this study to compare the expression of spermadhesins, aquaporins (AQP) and glucose

(GLUT) transporters in frozen-thawed spermatozoa of “good” and “poor” freezer boars.

Frozen-thawed spermatozoa harvested from known “poor” and ‘“good” freezer boars

(n=4) were purified using a percoll gradient and washed three times with PBS/PVP
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(1mg/ml). Sperm denuded of any somatic cells contamination were used for experiments.
In parallel, female genital tracts and testes were collected from euthanized pigs and,
uterine and cervical epithelial cells were collected and testis slices were prepared for
experiments. Total RNA extraction was performed in three different occasions for each
sample, followed by cDNA synthesis (Qiagen kits). Primer sets designed for the detection
of AQP isoforms 1 to 11, GLUT-3 and GLUT-5, and spermadhesins (AQN-1, AWN-1,
SPM-1, PSP-1, PSP-2) were used for semi-quantitative PCR with GAPDH serving as an
internal control. All PCR amplicons were resolved and visualized using gel

electrophoreses.

Amplicons corresponding to water (AQP-1, -5, and -11) and glycerol (AQP-3, -7, -9, and
-10) transmembrane transportation, as well as GLUT-3 were detected in all samples.
Spermadhesin amplicon bands were detected in all sperm samples with differential
intensities. Indeed, “good freezer” spermatozoa had higher AWN-1 and AQN-1 band
intensities, but lower PSP-2 compared to “poor freezers”. Both groups of sperm had
comparable SPM-1 and PSP-1 band intensities, and regardless of samples, PSP-1 band
intensities were stronger than PSP-2. Furthermore, preliminary qPCR data indicated that

AQP-10 was significantly lower in good freezer spermatozoa (P<0.05).

The findings indicate that frozen-thawed boar spermatozoa express aquaporins and
glucose transporter transcripts that are essential for transmembrane fluxes occurring
during cryopreservation. Additionally, the detection of spermadhesin transcripts in
spermatozoa raises question about their implication during the early capacitation of
frozen-thawed spermatozoa. Differential expression of these genes brings additional
evidence which may contribute to a better description of “good freezer” from “poor
freezer” boar spermatozoa. Further investigations are still undergoing for a full

characterization of these genes in boar spermatozoa.
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