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RESUMO 

O objetivo da presente tese foi avaliar a viabilidade dos espermatozoides recuperados da 

cauda do epidídimo, 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: avaliaçãoda qualidade dos espermatozoides epididimários, após o complexo-

testículo epidídimo (CTE) terem sido armazenados in situ a 4 °C por 6, 12 e 18 h. 

Experimento 2: avaliaçãoda qualidade dos espermatozoides epididimários congelados após 

terem sido conservados in situ a 4 °C por 12h. No experimento 1: Foram utilizados 60 cães 

machos adultos, com peso de 10-20 kg. Para a refrigeração e recuperação dos 

espermatozoides epididimários, 60 pares do CTE foram divididos em 4 grupos, de acordo 

com o tempo de refrigeração do CTE e posterior recuperação espermática: G0h, G6h, G12h e 

G18h, em que cada par do CTE permaneceu por zero, seis, doze ou dezoito horas a 4°C. A 

recuperação dos espermatozoides da cauda do epidídimo foi realizada pela técnica de 

flutuação utilizando-se o diluidor ACP-106c ou Tris. Avaliou-se a morfologia, funcionalidade 

e motilidade espermática total e progressiva, além de parâmetros obtidos pelo CASA. Os 

dados foram submetidos à ANOVA seguido do teste de Tukey (P < 0,05). Em todos os 

parâmetros avaliados, não houve diferença entre os diluidores testados (P>0,05). Os valores 

de motilidade total nos grupos G0h, 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 cães machos 

adultos, com peso de 10-20 kg. Removeu-se o complexo testículo-epidídimo (CTE) que foi 

imerso em solução fisiológica 0,9% e transportado em caixa térmica ao laboratório.Os 60 

CTE foram divididos em 4 grupos de acordo com o tempo de refrigeração (0hou12h) a 4°C e 

de acordo com o diluidor (ACP-106c ou TRIS) empregado para a recuperação espermática, 

constituindo os 4 grupos experimentais: (G0h-ACP, G12h-ACP, G0h-TRIS e G12h-TRIS). A 

recuperação dos espermatozoides da cauda do epidídimo foi realizada pela técnica de fluxo 

retrogrado.Em seguida, o material obtidofoi centrifugado a 800g/5 minutos para remoção dos 

resíduos celulares e submetidos à criopreservação. Para cada epidídimo foi adicionado 1,0 mL 

de um dos dois diluidores, pré-aquecidos a 37°C por 5 minutos, uma semana após foram 

descongelados a 37°C/1 min e submetidos à avaliação de morfologia, funcionalidade e 

motilidade espermática total e progressiva, além de parâmetros obtidos pelo CASA. Os dados 

foram submetidos à MANOVA (P < 0,05). Os valores de motilidade total nos grupos G0h 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, 
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respectivamente. Conclui-se que o ACP-106c pode ser utilizado para recuperar os 

espermatozoides epididimários refrigerados e podem ser viáveis por até 12h de refrigeração.O 

diluidor ACP-106c, pode ser utilizado para criopreservação de espermatozoides epididimários 

caninos, devendo realizar o procedimento de congelação, imediatamente após recuperação 

espermática. 

Palavras chave:  Epidídimo. Espermatozoide. Cão 
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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: G0h, 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 G0h, G6H, 

G12H, and G18h for ACP-106c 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 

(0h and 12h) at 4 ° C and in accordance with thinner (ACP-106c or TRIS) used for sperm 

recovery, forming the 4 experimental groups: (G0h-ACP, ACP-G12H, G12H and G0h-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 G0h and G12H, for the ACP-106c 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-106c, thinner can be used for cryopreservation of canine epididymal sperm, and 

must perform the procedure for freezing sperm immediately after recovery.  
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1. INTRODUÇÃO 

Os animais domésticos, especialmente os cães, tornaram-se um elemento importante 

na sociedade humana. As mudanças na interação homem e animal conduziram a um interesse 

no mercado de reprodução de cães. Técnicas reprodutivas como inseminação artificial e coleta 

de sêmen e congelação são frequentemente usadas em cães, promovendo assim pesquisas in 

vitro que mimetizam os estudos in vivo (Ferreira, 2006). 

Dentre essas biotécnicas, podem-se mencionar a recuperação e criopreservação de 

espermatozoides da cauda do epidídimo, sendo esta uma ferramenta importante na reprodução 

canina (Hewitt et al., 2001). É um recurso precioso em casos de animais de companhia de alto 

valor genético ou de grande estima, que precisam ser castrados ou que vêm a óbito, bem como 

espécies ameaçadas de extinção (Wildt et al, 1992). Já que os espermatozoides obtidos por 

esta técnica são morfologicamente viáveis e retém a capacidade de sofrer a reação de 

capacitação, ligar-se à zona pelúcida e fertilização (Goodrowe e Hay, 1993;Tsutsui etal., 

2003). 

Diversos estudos têm sido desenvolvidos com o objetivo de armazenar os testículos e 

os epidídimos (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 têm o objetivo de adequar um protocolo que possibilite a retirada do complexo 

testículo-epidídimo e seu posterior acondicionamento em sistemas de transporte para seu 

envio a laboratórios especializados para processamento e criopreservação dos 

espermatozoides. 

Para a manutenção dessas espécies geneticamente estáveis, para a redução do estresse 

e custos causados pelo transporte de animais para acasalamento entre zoológicos ou reservas, 

a biotecnologia da reprodução se insere como uma ferramenta importante seja na inseminação 

artificial, transferência de embrião, ou mesmo na formação de um banco de material genético 

por meio da criopreservação de germoplasma (Wildt et al, 1992). 

Para uma melhor compreensão do presente trabalho será abordado, a seguir, na revisão 

de literatura aspectos relacionados espermatozoides epididimários, maturação 

espermatozoides epididimários, colheita de espermatozoide do epidídimo, transporte do 

complexo testículo epididimo, qualidade dos espermatozoides colhidos da cauda do 

epididimo e congelação dos espermatozoides epididimários, meios diluidores e avaliação 

espermatozoides do epididimo. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 

2.1 ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMÁRIOS  

 
O epidídimo consiste de um longo ducto, altamente contorcido, que conecta os 

dúctulos eferentes ao ducto deferente. Dependendo da espécie, o comprimento do ducto 

epididimário pode variar de 3-4 metros, na espécie humana, até 80 metros como nos equinos. 

Morfologicamente, o epidídimo é geralmente dividido em três regiões: cabeça, corpo e cauda 

(Oliva et al., 2009). 

Em um mamífero 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), cão (Orsi, 1983), hamster (Vicente & Orsi, 

1987), gato (Viotto et al., 1988) e cuíca (Martinelli & Nogueira, 1992). 

Nos mamíferos, o epidídimo possui diversas funções, ressaltando-se a reabsorção dos 

fluidos oriundos dos túbulos seminíferos, promovendo a concentração e o transporte 

espermáticos, a eliminação dos espermatozoides defeituosos, bem como a maturação e o 

armazenamento dos normais. A função de armazenamento é ilustrada pelo fato dos 

espermatozoides ejaculados sobreviverem por cerca de 24 horas fora do epidídimo em meio 

diluidor; enquanto que os que são mantidos na cauda do epidídimo (in vivo) permanecem com 

boa viabilidade por mais de 15 dias (Muradás et al., 2006) 

Esta viabilidade é baseada na manutenção do metabolismo com baixa atividade, 

prevenindo a ativação prematura dos espermatozoides. Durante o armazenamento, o 

epidídimo acumula espermatozoides que podem ou não ser utilizados na cópula. O volume da 

cauda do epidídimo reflete a capacidade de armazenamento de espermatozoides do macho. 

Em touros e garanhões, o número de espermatozoides armazenados na cauda do epidídimo 

pode ser suficiente para até 10 ejaculações sucessivas, dependendo da idade, tamanho e 

atividade reprodutiva do animal (Bedford, 1994). 

 

2.2 MATURAÇÃO ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMÁRIOS 

 

O espermatozóide liberado pelo testículo ao alcançar o epidídimo ainda não possui 

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

transformações ao longo do epidídimo para potencializar a função de formar o zigoto. O 
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epidídimo, do Grego epi (dentro) e didymoi (germinativo ou testículo), é um órgão alongado, 

localizado na superfície do testículo. Ele é monotubular, enrolado em espiral, que transporta 

os espermatozóides dos vasos eferentes para os vasos deferentes (SULLIVAN et al., 2005). O 

epidídimo, anatomicamente pode ser dividido em três segmentos: iniciando com a cabeça, 

onde o espermatozóide adquire motilidade progressiva; corpo que o habilita a fecundar; e 

segmento final, a cauda, local de armazenamento. As células epididimais sãoespecializadas 

não só em criar o ambiente para amadurecer o espermatozóide, mas também para realizar a 

proteção imunológica (SHIVAJI, 1988). 

Nos mamíferos, o epidídimo possui múltiplas funções: reabsorção dos fluídos dos 

túbulos seminíferos, promovendo a concentração do sêmen, transporte dos espermatozóides, 

eliminação dos espermatozóides defeituosos, maturação e armazenamento dos 

espermatozóides, que é bem ilustrado pelo fato de que os espermatozóides ejaculados 

sobrevivem por 24 horas ou mais fora do epidídimo, e são mantidos vivos por mais de 15 

dias na cauda do epidídimo. Esta funcionalidade é baseada na manutenção do metabolismo 

com baixa atividade, prevenindo a ativação prematura dos espermatozóides; durante o período 

de armazenamento o epidídimo acumula espermatozóides suficientes para a cópula. O volume 

da cauda do epidídimo reflete a capacidade de armazenamento de espermatozóides do macho. 

Em touros e garanhões o número de espermatozóides armazenados na cauda do epidídimo 

pode ser suficiente para até 10 ejaculados sucessivos dependendo da idade, tamanho e 

atividade reprodutiva do animal (BEDFORD, 1994). 

A maturação espermática é a função mais estudada do epidídimo. Trabalhos 

demonstram que espermatozóides coletados da cabeça do epidídimo são incapazes de 

fertilização quando usados para inseminação artificial ou fertilização in vitro (HORAN e 

BEDFORD, 1972). Na maioria das espécies, os espermatozóides têm que alcançar a porção 

final do corpo do epidídimo para adquirir potencial de fertilização. A aquisição da habilidade 

de fertilização durante o trânsito epididimal define o conceito de maturação espermática. 

Muitas características bioquímicas são modificadas durante o trânsito epididimal, incluindo a 

condensação da cromatina, trocas de fosfolipídeos e colesterol, modificações na composição 

das proteínas da superfície da membrana plasmática (DACHEUX e PAQUIGNON, 1980). 

A síntese de proteínas e secreções epididimais no lúmen é regulada por andrógenos 

testiculares, que variam de um segmento para outro do epidídimo. Isto resulta numa mistura 

complexa de proteínas epididimais interagindo com o espermatozóide no lúmen do epidídimo. 
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O processo de maturação dos espermatozóides depende de uma seqüência de 

modificações espermáticas resultantes da interação da superfície do espermatozóide com 

diferentes fluídos intraluminais (RODRIGUEZ et al., 2001). O período de tempo para uma 

espermatogônia ser convertida em um espermatozóide incorporado dentro do lúmen do túbulo 

seminífero é de 55-57 dias no garanhão. Esse processo de liberação das espermátides no 

lúmen do túbulo seminífero échamado de espermiação. Aproximadamente 9 dias são 

necessários para o transporte dos espermatozóides através do sistema de ductos, 

conseqüentemente, uma população nova de espermatozóides pode ser ejaculada após 64-66 

dias. Um ejaculado é, conseqüentemente, um composto dos eventos que ocorreram nos dois 

meses anteriores que influenciaram a espermatogênese quando os espermatozóides estavam 

sendo formados, e subseqüentemente o seu transporte e maturação através do sistema de 

ductos (AMANN, 1993; LOVE, 2002). 

2.3MEIOS DILUENTES 

A composição do meio diluente é de vital importância para congelação do 

espermatozoide e deve ser ajustada para cada espécie. FOOTE (1964) e FOOTE&LEONARD 

(1964) foram os primeiros pesquisadores a investigar sistematicamente a combinação e a 

quantidade de vários componentes dos diluidores para a preservação do sêmen de cão. 

Diferentes meios diluentes têm sido testados e utilizados, para os espermatozoides 

epididimários como os à base, tampão tris, diluidor à base de água de coco e diluidor à base 

de água de coco na forma de pó (CARDOSO, 2005). Além destes, muitas empresas 

desenvolvem seus próprios diluidores como o Triladyl, Laichipos 478, Biociphos W482 e o 

CLONE (OLIVEIRA, 2003). 

O meio diluidor de sêmen deve conter propriedades que impeçam as mudanças 

nocivas de pH; conter nutrientes como fontes de energia; prevenir o crescimento de bactérias; 

manter pressão osmótica fisiológica e concentração de eletrólitos adequada; crioprotetores 

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

Para a composição do diluente a adição de gema de ovo, protege a membrana 

plasmática da célula espermática, restaurando os fosfolipídios perdidos durante o choque 

térmico oriundo da mudança de temperatura que ocorre durante o resfriamento inicial do 

sêmen (WATSON; PLUMMER, 1985; HAMMERSTEDT et al., 1990). 
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Acredita-se que essa proteção possa ser devido à presença de uma lipoproteína 

chamada fosfatidilcolina. Durante o choque térmico, as lipoproteínas interagem com a 

estrutura lipídica da membrana plasmática das células espermáticas e propiciam a proteção. 

(BOUCHARD et al., 1990). Para o sêmen do cão, a maioria dos autores utiliza concentrações 

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 congelação de sêmen canino, 

pois o mesmo mostra-se superior a outros diluentes (FARSTAD, 1996; SILVA et al., 2000). 

O Tris (Tris-hidroximetil-aminometano - H2NC(CH2OH)3) não apenas apresenta atividade 

tamponante, como também atua na redução do metabolismo da frutose pela célula 

espermática, contribuindo assim para a preservação de sua energia (RODRIGUES, 1997). 

Entretanto diversos estudos têm sido conduzidos com a água de coco (NUNES et al., 

2005). Tendo um grande interesse em seu uso como meio diluidor, sendoutilizado para a 

diluição do sêmen de diversas espécies como equinos (SAMPAIO-NETO et al., 2002), 

diluição para inseminação artificial em caprinos (SALGUEIRO et al., 2002), e em cães para 

resfriamento (MADEIRA et al., 2004), inseminação artificial com sêmen a fresco e 

refrigerado (UCHOA et al., 2004; UCHOA et al., 2007) e congelação do sêmen UCHOA et 

al., 2012). Devido à impossibilidade de armazenamento da água de coco e ainda objetivando a 

padronização e comercialização do referido diluidor, mesmo naquelas regiões onde o fruto 

não existe, foi desenvolvida a água de coco na forma de pó (ACP). 

2.2 AVALIAÇÃO ESPERMATOZOIDES DO EPIDÍDIMO CANINOS 

Imediatamente após a obtenção do espermatozoide, este deve ser avaliado, com base 

em parâmetros microscópicos como motilidade, concentração, morfologia, e funcionalidade 

de membrana. A avaliação morfológica é essencial para se determinar a qualidade do 

espermatozoide (ZAMBELLI; CUNTO, 2006). Entretanto, aavaliação desses parâmetros não 

comprova a fertilidade animal. Desse modo, é sugestiva a realização de diversas avaliações 

conjuntamente, dentre as quais podem ser destacadas: 

a)Motilidade espermática 
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A avaliação da motilidade espermática considera a porcentagem de espermatozóides 

móveis e sua intensidade de movimento (DERIVAUX, 1980). Segundo Seager e Fletcher 

(1972), a avaliação da motilidade espermática deve ser feita imediatamente após a colheita ou 

descongelação do espermatoozoide, com o auxílio da microscopia óptica. Em seguida, deve-

se avaliar o vigor espermático, por meio da intensidade do movimento dos espermatozóides, 

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

A avaliação desses parâmetros por meio da microscopia óptica oferece limitações 

primárias como a subjetividade e a variabilidade (RIJSSELAERE et al., 2005). A 

determinação subjetiva da motilidade espermática pode ser influenciada pela temperatura de 

avaliação e pela qualificação do avaliador, levando a uma alta variabilidade entre os 

laboratórios (IGUER-OUADA; VERSTEGEN, 2001). A análise computadorizada (CASA) 

foi proposta pra suplantar o obstáculo de subjetividade nas análises de sêmen e vem sendo 

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

Apesar da avaliação da motilidade espermática não poder ser usada como uma 

mensuração dos espermatozóides vivos e mortos na amostra, ela fornece a informação de um 

fator que é necessário para a capacidade fertilizante do espermatozóide, pois a motilidade é a 

manifestação da sua competência estrutural e funcional (PEÑA MARTINEZ, 2004). 

b)Avaliação da morfologia espermática 

Várias classificações foram descritas para a morfologia espermática. SILVA.(  2005) 

sugere a classificação das alterações morfológicas espermáticas em: primária, quando 

relacionadas a problema oriundo na gametogênese e secundária, quando diz respeito a 

maturação espermática no epidídimo, ou em consequência da manipulação do sêmen, como 

diluição, resfriamento, congelação ou descongelação. Segundo Cardoso et al. (2005), 

alterações secundárias têm pouca interferência sobre a fertilidade, quando comparadas às 

primárias. Porém, é importante enfatizar que a microscopia de luz não permite a visualização 

de danos na ultra-estrutura espermática, sendo aconselhável o emprego de outras técnicas 

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

Para realização da avaliação morfológica, destaca-se o uso do corante Rosa de Bengala 

(RODRIGUES, 1997) que permite não apenas a visualização da morfologia espermática, mas 
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também a avaliação da integridade do acrossoma e o corante Azul de Bromofenol (LIMA et 

al., 2007) que permite a contagem de espermatozóides vivos e mortos. 

c)Avaliação da função da membrana espermática 

O teste hiposmótico avalia a integridade funcional da célula espermática 

(SPITTALER; TYLER, 1985), sendo essa importante para o metabolismo celular. A resposta 

osmótica do sêmen fresco estaria correlacionada com a fertilidade em bovinos (REVELL; 

MRODE, 1994), javali (PEREZ-LLANO et al., 2001). Nos cães, a correlação da resposta 

osmótica com a fertilidade in vivo ou in vitro ainda não foi estabelecida (PEÑA-MARTINEZ, 

2004). 

d)Análise computadorizada (CASA) 

Nas últimas décadas, diversos sistemas de análise computadorizada (CASA) do 

movimento espermático  têm sido propostos e aplicados na tentativa de aumentar a acurácia 

da avaliação convencional do sêmen, 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 espermatozóides móveis. Estes são posteriormente 

identificados em imagens que são analisadas e, desta forma, obtêm-se o estabelecimento de 

sua trajetória, fornecendo informações precisas e significativas da cinética das células 

(FARREL et al.,1998). Os resultados desses processamentos são refletidos em uma série de 

parâmetros que definem precisamente o exato movimento de cada espermatozóide 

(QUINTERO-MORENO et al., 2003). 

A avaliação automatizada da motilidade dos espermatóizoides é de grande interesse 

devido ao fato da cinética espermática ter relevância na determinação do potencial de 

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

Apesar do seu alto custo, o sistema CASA oferece automatismo, rapidez e 

objetividade nas avaliações, possibilitando detalhar melhor a qualidade do sêmen analisado, 

fornecendo assim, informações e detalhes adicionais sobre as características de movimentação 

dos espermatozóides (FARREL et al.,1998; SOUSA, 2007).  
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De modo geral, os parâmetros da cinética espermática avaliados pelo sistema CASA 

(ARRUDA, 2000; SOUSA, 2007) são:  

- Motilidade total (MT) - É a razão das células móveis no total de espermatozóides da amostra 

(%). 

- Motilidade progressiva (MP) - É a razão das células móveis com movimento progressivo no 

total de espermatozóides da amostra (%). 

- Velocidade média na trajétoria (VAP)- É a indicação da trajetória geral do espermatozóide, 

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

- Velocidade linear (VSL) - Considera a trajetória espermática como uma reta. É a velocidade 

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

- Velocidade curvilinear (VCL) - É a velocidade do deslocamento real dos espermatozóides, 

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

- Amplitude do deslocamento lateral da cabeça (ALH)- Corresponde à largura média da 

oscilação da cabeça do espermatozóide durante seu deslocamento (µm). 

- Freqüência de batimento da cauda (BCF) – Visa fornecer indicações da freqüência do 

batimento. É definida como a frequência com que a cabeça do espermatozóide movese para 

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

- Retilinearidade (STR) - É a medida do afastamento da trajetória da célula espermática 

considerando-se uma linha reta (uma comparação da linha reta com a média dos caminhos) 

(%). 

- Linearidade (LIN) - É a medida do afastamento da célula espermática considerando-se a 

trajetória em uma linha reta (comparação da linha reta e os caminhos curvilíneos) (%). 

De acordo com ARRUDA (2000), para os parâmetros motilidade progressiva, VAP, 

VSL, VCL, BCF, STR, LIN e RAPID, quanto maior for o valor numérico obtido, melhor 

deverá ser a qualidade espermática, e, opostamente, para o parâmetro ALH, quanto maior 

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

A utilização de biotecnologias como a congelação de espermatozoide tem sido de 

grande importância na disseminação e preservação do potencial genético de diferentes 

espécies. Esta técnica possibilita uma distribuição do material genético dos reprodutores, além 

de viabilizar o armazenamento dos espermatozoides de animais em extinção. 

Deste modo, a congelação de amostras de epidídimo tem sido realizada em diferentes 

espécies: cães (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 congelação do espermatozoide do epidídimo pode ser a última oportunidade de se 

armazenar material de animais geneticamente superiores ou mesmo em extinção. Deste modo, 

a utilização de uma técnica adequada desde a colheita de epidídimos imediatamente após a 

morte ou castração, bem como o transporte dos epidídimos é de extrema importância para a 

qualidade das amostras a serem congeladas. A congelação de amostras do epidídimos em 

associação com outras biotécnicas é uma maneira de se obter mais produtos de um reprodutor 

após a sua morte.  

A maioria dos trabalhos com recuperação de espermatozoides epididimários utilizam 

meios diluidores como: TRIS-ácido cítrico, TRIS-FRUTOSE-CITRATO (Ponglowhapan et 

al., 2006), solução fisiológica 0,9% (Martins et al., 2006; YU e LEIBO 2002), TRIS-GEMA e 

líquido prostático (Melo et al., 2010) e obtiveram resultados satisfatórios. Contudo podemos 

observar que não existem trabalhos que utilizam o diluidor a base água de coco,para a 

recuperação de espermatozoides epididimário em cães, podendo este diluidor alternativo ser 

superior aos já descritos na literatura. 

Deste modo, em situações onde o momento e o local da castração ou morte do animal 

não são adequados a manipulação e preservação adequadas das amostras do epidídimo, ou 

ainda o técnico não apresente o domínio da técnica, os epidídimos deverão ser enviados a 

centros especializados para que o germoplasma não seja alterado e perdido, fazendo-se 

necessário desenvolvimento de protocolos de transporte e recuperção que garantam boa 

qualidade espermática. 
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4. HIPÓTESES CIENTÍFICAS  

 

 

• A recuperação dos espermatzoides do epididimo pode ser realizada até 18 horas de 

armazenamento a 4 °C. 

• A congelação de espermatozoides epididimários é viável após 12 horas de 

armazenamento do complexo testículo epididimo 4 °C. 

• A congelação de espermatozoides oriundos do epididimo com o diluidor ACP-106c 

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

5.1 Geral 

• Avaliar a conservação dos espermatozóides recuperados da cauda do 

epidídimo após a refrigeração usando dois diferentes diluidores. 

 

5.2 Objetivos específicos 

• Avaliar a qualidade dos espermatozoides recuperados da cauda do epidídimo e 

armazenados após a refrigeração usando o diluidor ACP-106c.  

• Avaliar a qualidade pós decongelação de espermatozoides caninos 

recuperados da cauda do epidídimo imediatamente após orquiectomia ou após 

12 h de armazenamento a 4 ° C de CTE usando o diluidorACP-106c. 
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RECUPERAÇÃO E CONSERVAÇÃO DE ESPERMATOZOIDES 

EPIDIDIMÁRIOS DE MAMÍFEROS 
 

[Recovery and conservation of epididymal sperm from mammals] 
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RESUMO - Ao longo dos anos, foram desenvolvidas técnicas de colheita de sêmen 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 à colheita de espermatozoides 
epididimários em animais domésticos até agora foram descritos. A recuperação de espermatozoides viáveis do 
epidídimo consiste em uma técnica importante para a obtenção de reservas de gametas de animais geneticamente 
valiosos ou de machos de espécies ameaçadas de extinção, constituindo-se em uma biotecnologia promissora 
para a reprodução dessas espécies. Uma vez recuperados os espermatozoides epididimários, faz-se necessário 
observar sua viabilidade, para posterior conservação. Assim, a presente revisão abordará esses pontos-chaves 
relacionados com os espermatozoides epididimários de diferentes espécies de mamíferos. 

Palavras-Chave: Espermatozoide, epidídimo, 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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INTRODUÇÃO 
 
Técnicas extremamente interessantes para a 
conservação da biodiversidade estão sendo 
desenvolvidas, destacando-se a recuperação de 
espermatozoides do epidídimo de animais mortos; 
esses gametas, assim recolhidos são capazes de 
resistir após diferentes períodos, quando resfriados, 
até serem, posteriormente, criopreservados (Martins 
et al., 2007). 
 
A obtenção de espermatozoides diretamente da 
cauda do epidídimo e ducto deferente consiste em 
uma técnica para os propósitos de reprodução 
assistida. Em geral, é um recurso importante em 
casos de animais de alto valor genético ou de grande 
estima, que precisam ser esterilizados ou que vêm a 
óbito.Tais espermatozoides obtidos por esta técnica 
são morfologicamente viáveis e mantém a 
capacidade de sofrer capacitação, ligar-se à zona 
pelúcida e fecundar o oócito (Goodrowe & Hay, 
1993; Tsutsui et al., 2003). 
 
Diversos estudos têm sido desenvolvidos com o 
objetivo de armazenar os testículos e os epidídimos, 
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 têm o intuito de adequar um 
protocolo que possibilite a retirada do complexo 
testículo-epidídimo e seu posterior 
acondicionamento em sistemas de transporte para 
seu envio a laboratórios especializados para 
processamento e criopreservação dos 
espermatozoides. 
 
Após a morte do animal, os espermatozoides 
permanecem viáveis no epidídimo até que a 
degeneração tecidual post mortem afete sua 
viabilidade (Bruemmer et al., 2002; Muradás et al., 
2006). Se os epidídimos forem armazenados a 
baixas temperaturas, a viabilidade espermática pode 
ser mantida por mais tempo (Bruemmer et al., 2002; 
James et al., 2002). 
 
A criopreservação de espermatozoides do epidídimo 
tem sido usada em diferentes espécies: bodes 
(Santiago-Moreno et al., 2006), cães (Hewitt et al., 
2001; Martins et al., 2006), cervídeos (Hishimuna et 
al., 2003; Soler et al., 2003; Martinez-Pastor et al., 
2005a; 2006;Fernández-Santos et al., 2009), cutias 
(Silva et al., 2011), garanhões (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 

(Kishikawa et al., 1999; Sankai et al., 2001), touros 
(Martins et al., 2007) e varrões (Kolbe & Holtz, 
1999). 
 
Em vista da importância em se recuperar e 
armazenar os espermatozoides epididimários de 
diferentes espécies de mamíferos, a presente revisão 
visa abordar os principais tópicos relacionados às 
técnicas de armazenamento e transportes dos 
testículos e epidídimos, bem como a recuperação 
dos espermatozoides epididimários de diferentes 
espécies de mamíferos. 
 
 

ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMÁRIOS 
 
O epidídimo consiste de um longo ducto, altamente 
contorcido, que conecta os dúctulos eferentes ao 
ducto deferente. Dependendo da espécie, o 
comprimento do ducto epididimário pode variar de 
3-4 metros, na espécie humana, até 80 metros como 
nos equinos. Morfologicamente, o epidídimo é 
geralmente dividido em três regiões: cabeça, corpo e 
cauda (Oliva et al., 2009). 
 
Em um mamífero 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), cão (Orsi, 
1983), hamster (Vicente & Orsi, 1987), gato (Viotto 
et al., 1988) e cuíca (Martinelli & Nogueira, 1992). 
 
Nos mamíferos, o epidídimo possui diversas 
funções, ressaltando-se a reabsorção dos fluidos 
oriundos dos túbulos seminíferos, promovendo a 
concentração e o transporte espermáticos, a 
eliminação dos espermatozoides defeituosos, bem 
como a maturação e o armazenamento dos normais. 
A função de armazenamento é ilustrada pelo fato 
dos espermatozoides ejaculados sobreviverem por 
cerca de 24 horas fora do epidídimo em meio 
diluidor; enquanto que os que são mantidos na cauda 
do epidídimo (in vivo) permanecem com boa 
viabilidade por mais de 15 dias (Muradás et al., 
2006) 
 
Esta viabilidade é baseada na manutenção do 
metabolismo com baixa atividade, prevenindo a 
ativação prematura dos espermatozoides. Durante o 
armazenamento, o epidídimo acumula 
espermatozoides que podem ou não ser utilizados na 
cópula. O volume da cauda do epidídimo reflete a 
capacidade de armazenamento de espermatozoides 
do macho. Em touros e garanhões, o número de 
espermatozoides armazenados na cauda do 
epidídimo pode ser suficiente para até 10 
ejaculações sucessivas, dependendo da idade, 
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tamanho e atividade reprodutiva do animal (Bedford, 
1994). 
 
 

COLHEITA DE ESPERMATOZOIDES 
EPIDIDIMÁRIOS 

 
 
A colheita de espermatozoides viáveis do epidídimo 
tem sido relatada nos suínos (Kikuchi et al., 1998), 
bovinos (Martins et al., 2009), ovinos (Lone et al., 
2011; Tamayo-Canul et al., 2011), cervídeos 
(Martinez-Pastor et al., 2005ab, 2006; Fernández-
Santos et al., 2009; Ake-Lopez et al., 2010), felinos 
(Titarelli et al., 2006; Gañán 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) e antílopes 
(Chatiza et al., 2011). 
 
Muradás et al. (2006) demonstraram que o número 
total de espermatozoides recuperados da cauda do 
epidídimo de garanhões é 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 obtenção de espermatozoides 
viáveis do epidídimo é a sua utilização em técnicas 
de reprodução assistida, como inseminação artificial 
(Papa et al., 2008; Heise et al., 2010) e injeção 
intracitoplasmática de espermatozoides (Herrera et 
al., 2006). 
 
Muitos métodos de recuperação são descritos e 
variam dependendo do autor e da espécie animal 
(Quadro 1). Nos animais de companhia, devido ao 

tamanho do epidídimo, o método de preferência é o 
fatiamento que consiste em cortar ou fatiar a cauda 
do epidídimo e deixar repousar em um meio 
diluidor, desta maneira, os espermatozoides migram 
para o meio e são recuperados através de filtração 
(Yu & Leibo, 2002). Esta técnica também é usada 
para obter amostras de espermatozoides dos animais 
de produção (Hishinuma et al., 2003). 
 
Uma técnica similar consiste em fazer numerosos 
cortes na cauda do epidídimo de carneiros e 
pressionar suavemente a cauda e coletar os 
espermatozoides por extravasamento do líquido 
epididimário (Kaabi et al., 2003). Bartels et al. 
(2000) relataram que outra possibilidade é usar uma 
agulha e perfurar os túbulos do epidídimo de leões. 
Kishikawa et al. (1999) utilizaram pinças para 
comprimir a cauda do epidídimo de camundongos e 
recuperar os espermatozoides. 
 
Outro método consiste em promover um fluxo 
retrógrado na cauda do epidídimo aplicando pressão 
aos vasos deferentes até que o conteúdo da cauda 
saia através de um corte feito na junção com o corpo 
do epidídimo (Garde et al., 1994). A pressão é 
gerada com uma seringa, que injeta ar ou algum 
diluente inócuo aos espermatozoides (Lambrechts et 
al., 1999). 
 
Segundo Martinez-Pastor et al. (2006), a colheita de 
espermatozoides da cauda do epidídimo através do 
fluxo retrógrado é a técnica mais indicada, pois as 
amostras obtidas apresentam um menor nível de 
contaminação e são de melhor qualidade em relação 
aos outros métodos. Por outro lado, essa técnica 
possui a limitação de ser usada comumente para 
animais de produção devido ao tamanho do 
epidídimo e de ser mais complexa que as outras 
técnicas. 
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Quadro 1: Métodos de recuperação de espermatozoides epididimários nos mamíferos. 
Métodos de recuperação de 

espermatozoides epididimários 
Espécie Autores 

Fatiamento 

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 

Caninos Yu & Leibo, 2002; Martins et al., 2003 

Felinos 
Titarelli et al., 2006; Gañán et al., 2009; Jiménez et 

al., 2011 

Camelos Waheed et al., 2011 

Esquilos Ping et al., 2011 

Antílope Saragusty et al., 2006 

Flutuação Ovinos Lone et al., 2011 

Lavagem retrógrada 

Caninos Ponglowhapan et al., 2006 

Antílope Chatiza et al., 2011 

Suínos Kikuchi et al., 1998 

Equinos 
Bruemmer et al., 2002; James et al., 2002; Tiplady et 
al., 2002; Neild et al., 2006; Papa et al., 2008; Heise et 

al., 2010 

Ovinos Garde et al., 1994 

Cutias Silva et al., 2011 

Perfuração Leões Bartels et al., 2000 



TRANSPORTE DO COMPLEXO 
TESTÍCULO EPIDIDIMO EPIDIDIMÁRIO 
 
Pesquisas têm avaliado a viabilidade espermática 
em função do tempo de armazenamento do 
epidídimo possibilitando, assim, a definição das 
melhores formas de acondicionamento e 
transporte do material até um centro de 
reprodução capacitado para a recuperação e 
criopreservação destas células (James et al., 
2002, Granemann et al., 2006; Muradás et al., 
2006). 
 
Os epidídimos podem ser transportados 
refrigerados para laboratórios de andrologia ou, 
ainda, processados no próprio local por um 
técnico especializado (Bruemmer et al., 
2002).Espermatozoides que são recuperados de 
epidídimos refrigerados a 5 °C por 24 horas têm 
apresentado boa congelabilidade em diferentes 
espécies (Marks et al., 1994; Blash et al., 2002; 
Soler et al., 2003). 
 
Pesquisas conduzidas com complexo testículo-
epididimo que foram mantidos em temperatura 
ambiente por até 5 horas, não detectaram grandes 
alterações na motilidade espermática (Schäfer & 
Holzmann, 2000). Resultados semelhantes foram 
obtidos mantendo-se os mesmos sob refrigeração 
a 5 ºC overnight (Goodrowe & Hay, 1993). 
Estudos conduzidos para a recuperação de 
espermatozoides do epidídimo de cães utilizando 
a solução de Ringer sem lactato mostraram que 
essa solução é eficiente para a recuperação das 
células espermáticas (Martins et al. 2003); a 
solução fisiológica 0,9% também tem se 
mostrado eficiente para esse propósito nos cães e 
nos gatos (Martins et al., 2006). 
 
Estudos realizados em cães demonstraram que 
não há um decréscimo significativo na 
integridade das membranas e do acrossomo em 
espermatozoides provenientes do epididímo 
quando armazenado por 48 horas a 4 °C. Em 
contraste, foi observado que a motilidade 
espermática diminuiu significativamente nas 
primeiras 5 horas de refrigeração; após esse 
período o decréscimo foi mais lento. Neste 
estudo, alguns espermatozoides recuperados do 
epidídimo apresentaram motilidade e capacidade 
de ligação à zona pelúcida após um período de 
armazenamento de oito dias à temperatura de 4 
°C. (Yu & Leibo, 2002). 
 
Resultados da avaliação in vitro demonstraram 
que a concentração de espermatozoides 

recuperados do epidídimo é semelhante àquelas 
descritas, na espécie canina, no ejaculado 
(Johnston et al., 2001). No entanto, a falta de 
conhecimento técnico específico sobre o 
armazenamento e transporte do epidídimo, 
muitas vezes inviabiliza a preservação 
espermática em decorrência da degeneração 
tecidual pós-morte na espécie equina (James et 
al., 2002). 
 
 
QUALIDADE DOS ESPERMATOZOIDES 
COLHIDOS DA CAUDA DO EPIDÍDIMO 
 
Martinez-Pastor et al. (2005b) pesquisaram os 
efeitos do tempo post mortem (até quatro dias) 
sobre o complexo testículo epididimário 
cervídeos resfriado a 5 °C e observaram boa 
qualidade seminal (motilidade 40% e morfologia 
60%) por até 72 horas pós-refrigeração 
permitindo o seu uso em programas de 
inseminação artificial. 
 
Kaabi et al. (2003) estudaram os efeitos do 
intervalo entre a morte de carneiros e a 
recuperação de seus espermatozoides da cauda 
do epidídimo armazenada à temperatura 
ambiente e à 5 °C (0, 24 e 48 horas), sobre a 
qualidade e capacidade de fecundação dos 
espermatozoides. Eles observaram que as 
amostras se mantiveram viáveis por até 24 e 48 
horas após a morte dos animais, para epidídimos 
armazenados em temperatura ambiente e 
resfriados, respectivamente; contudo a qualidade 
diminuiu significativamente após esses períodos. 
Epidídimos conservados a 5 °C tinham melhor 
motilidade espermática e maior porcentagem de 
espermatozoides morfologicamente normais do 
que os armazenados à temperatura ambiente por 
mais de 24 horas. A capacidade de fecundação 
dos espermatozoides obtidos da cauda do 
epidídimo até 24 horas post mortem foi 
semelhante à do ejaculado. 
 
Kato et al. (2002) colheram espermatozoides da 
cauda do epidídimo de camundongos e os 
espermatozoides foram incubados em meio 
diluidor (Ringer-Krebs bicarbonato modificado) 
em estufa de CO2 a 37 °C e avaliaram sua 
motilidade e integridade do acrossoma, 1, 3 e 5 
horas, pós-orquiectomia e observaram queda 
significativa da motilidade após 5 horas e 
nenhuma alteração significativa da integridade 
acrossômica. 
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A colheita de espermatozoides da cauda do 
epidídimo em garanhões mostrou-se eficiente na 
recuperação de células espermáticas viáveis 
(James et al., 2002; Tiplady et al., 2002; Melo et 
al., 2008; Papa et al., 2008). Bruemmer et al. 
(2002) observaram que não existem diferenças 
significativas na motilidade de espermatozoides 
epididimários de garanhões, avaliados logo após 
a orquiectomia e 24 horas depois, desde que o 
epidídimo seja mantido resfriado a 5 ºC. James et 
al.(2002) demonstraram que espermatozoides 
epididimários viáveis de garanhões podem ser 
colhidos por até 96 horas post mortem, desde que 
testículos/epidídimos sejam mantidos resfriados 
a 4 ºC. Neste estudo não houve diferença no 
percentual de motilidade progressiva e na 
integridade de membrana avaliados após a 
refrigeração por 96 horas. 
 
Em cervídeos, Martinez-Pastor et al. (2005a) 
avaliaram os parâmetros espermáticos em função 
do tempo post mortem, observando valores 
satisfatórios até 48 horas, por 5°C. Os autores 
constataram ainda que o parâmetro espermático 
mais afetado durante o armazenamento foi a 
motilidade espermática. Estudos com ratos, 
caprinos, equinos e bovinos demonstraram que a 
maioria destas espécies possui melhor 
viabilidade seminal quando os testículos são 
armazenados entre 4 e 5 °C, comparados com os 
mantidos à temperatura ambiente (James, 1997). 
 
Após 24 horas pós-orquiectomia a temperatura 
ambiente, os espermatozoides epididimários de 
garanhões tiveram uma redução na qualidade 
espermática. Este decréscimo pode ser explicado 
pelo esgotamento metabólico dos 
espermatozoides, assim como, pelo processo de 
degeneração tecidual post mortem. Temperaturas 
mais baixas retardam o processo de degeneração, 
pois diminuem o metabolismo dos 
espermatozoides mantendo-os viáveis por mais 
tempo (Granemann et al., 2006). 
 
Outros estudos avaliaram a viabilidade 
espermática após o armazenamento do epidídimo 
a 5 °C por 24 horas. Estes estudos realizados em 
cervídeos (Soler et al., 2003), canídeos (Marks et 
al., 1994) e equídeos (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. 

 
 
CONGELAÇÃO DE ESPERMATOZOIDES 

EPIDIDIMÁRIOS 
 
Os processos de congelação e descongelação 
podem provocar danos na capacidade de 
motilidade e fecundação por alterações na 
membrana plasmática do espermatozoide 
(Watson, 1995). Uma das alterações da 
membrana ocorre devido a lavagens ou diluições 
que podem remover proteínas da membrana 
plasmática, mudando assim a composição das 
mesmas (Hammerstedt et al., 1990; Collin & 
Bailey, 1999).As proteínas, quando removidas, 
podem modificar a relação dos lipídios 
impedindo o processo de reação acrossômica.A 
estabilidade de lipídios na membrana plasmática 
é pré-requisito para manter a função do 
espermatozoide (Watson, 1995). Enquanto a 
congelação feita em condições adequadas 
(velocidade de abaixamento de temperatura e uso 
de crioprotetores) evita a formação de grandes 
cristais de gelo intracelular, ela leva a um 
aumento dos danos por efeitos de solução. 
Portanto, a taxa de congelação para um dado 
tecido depende de sua tolerância relativa ao dano 
causado pelos cristais de gelo e da toxicidade dos 
efeitos de solução (Hafez & Hafez, 2004). 
 
Soler et al. (2003) demonstraram os efeitos da 
viabilidade e fertilidade de espermatozoides 
epididimários criopreservados e descongelados 
de cervídeos, em diferentes protocolos de 
descongelação (37 ºC por 20 segundos; 60 ºC por 
8 segundos; 70 ºC por 5 segundos), o referido 
autor observou que o primeiro protocolo de 
descongelação foi o mais adequado, pois 
apresentou melhor motilidade espermática 
(76,8%). 
 
Kikuchi et al.(1998) pesquisaram a influência do 
tempo post mortem na motilidade e capacidade 
de fertilização in vitro e calcularam os oócitos 
maduros, oócitos penetrados e com pró-núcleo 
masculino de espermatozoides epididimários de 
cachaços orquectomizados, sendo os 
espermatozoides criopreservados logo após a 
orquiectomia, no grupo controle e 24, 48 e 72 
horas após, 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 pós-orquiectomia não diferiu do 
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grupo controle, já a capacidade de fecundação 
foi significativamente menor, com boa 
viabilidade nos espermatozoides criopreservados 
até 24 horas. 
 
 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
A recuperação de espermatozoides epididimários 
pode ser uma alternativa para resgatar o 

potencial reprodutivo de alguns animais, sejam 
eles domésticos ou selvagens. Dessa maneira, é 
de crucial importância não somente o domínio da 
técnica de colheita dos espermatozoides 
epididimários, mas também o transporte e a 
conservação desses gametas para que eles 
estejam viáveis para uma utilização futura com 
sucesso. 
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Refrigeração do epidídimo canino a 4°C e recuperação dos 
espermatozoides epididimários utilizando ACP-106c1 
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ABSTRACT.-Mota Filho A.C., Silva H.V.R., Freitas L.A., Nunes T.G.P., Araújo A.A. & Silva 
L.D.M.[Cooling of the canine epididymis at 4° C and recovery of epididymal sperm using ACP-106c.] 
Refrigeração do epidídimo canino a 4° C e recuperação dos espermatozoides epididimários utilizando 
ACP-106c. Pesquisa Veterinária Brasileira 00(0):00-00. Laboratório de Reprodução de Carnívoros, 
Universidade Estadual do Ceará, Campus do Itaperi, Av. Paranjana 1700, Itaperi, Fortaleza, CE 60740-903, 
Braziil.E-mail: acmfmedvet@hotmail.com 

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: G0h, 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 G0h, G6H, G12H, and 
G18h for ACP-106c 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-106c may be used to recover the 
epididymal spermatozoa chilled and may be viable for up to 12h cooling. 
 
INDEX TERMS: Refrigeration, epididymis, dogs. 
 
_____________________________________ 
 
1 Recebido em 23 de fevereiro de 2013. 
  Aceito para publicação em .........................................  
2 Laboratório de Reprodução de Carnívoros, Universidade Estadual do Ceará (UECE), Campus do Itaperi, 
Av. Paranjana 1700, Itaperi, Fortaleza, CE 60740-903, Brasil. *Autor para correspondência: 
acmfmedvet@hotmail.com 
3 Faculdade de Zootecnia, UECE, Campus do Pici, Av. Mister Hull 2977, Fortaleza, CE 60021-970. 
 
 
RESUMO.-Mota FilhoA.C., Silva H.V.R., Freitas L.A., Nunes T.G.P., Araújo A.A. & Silva L.D.M.2013. 
Objetivou-se avaliar a qualidade dos espermatozoides recuperados da cauda do epidídimo após a 
refrigeração do complexo testículo-epidídimo (CTE) de cães usando o diluidor ACP-106c. Foram 
utilizados 60 cães machos adultos, com peso de 10-20 kg. Após a eutanásia, removeu-se o CTE que foi 
imerso em solução fisiológica 0,9% e transportado em caixa térmica ao laboratório a 30°C. Para a 
refrigeração e recuperação dos espermatozoides epididimários, os 60 pares do CTE foram divididos em 4 
grupos, de acordo com o tempo de refrigeração do CTE e posterior recuperação espermática: G0h, G6h, 
G12h e G18h, em que cada par do CTE permaneceu por zero, seis, doze ou dezoito horas a 4°C, 
respectivamente. A recuperação dos espermatozoides da cauda do epidídimo foi realizada pela técnica de 
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flutuação utilizando-se o diluidor ACP-106c ou Tris. Para cada epidídimo 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 remoção dos resíduos celulares. Avaliou-se a morfologia, funcionalidade e motilidade espermática 
total e progressiva, além de parâmetros obtidos pelo CASA. Os dados foram submetidos à ANOVA 
seguido do teste de Turkey (P < 0,05). Em todos os parâmetros avaliados, não houve diferença entre os 
diluidores testados (P>0,05). Os valores de motilidade total nos grupos G0h, 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. Um decréscimo na qualidade espermática foi 
observado após 18 horas de refrigeração em ambos os diluidores. Dessa forma pode-se concluir que o 
ACP-106c pode ser utilizado para recuperar os espermatozoides epididimários refrigerados e podem ser 
viáveis por até 12h de refrigeração. 
 
TERMOS DE INDEXAÇÃO:Refrigeração, epidídimo, cães. 
 

 
INTRODUÇÃO 

 
A recuperação de espermatozoides da cauda do epidídimo pode ser uma alternativa importante na 
reprodução canina (Hewitt et al. 2001). É 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, já que os espermatozoides 
obtidos por esta técnica são morfologicamente viáveis e retêm a capacidade de sofrer capacitação, ligar-se à 
zona pelúcida e fertilizar o oócito (Goodrowe & Hay 1993, Luvoni et al. 2003, Tsutsui et al. 2003). 

Estudos têm sido desenvolvidos com o objetivo de armazenar os testículos e os epidídimos em 
garanhões (Bruemmer et al. 2002, James et al. 2002, Heise et al. 2010), cães (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 têm o objetivo de adequar um protocolo que possibilite a retirada do complexo testículo-
epidídimo (CTE) e seu posterior acondicionamento em sistemas de transporte para seu envio a laboratórios 
especializados para processamento, refrigeração e criopreservação dos espermatozoides. 

Pesquisas conduzidas com CTE que foram mantidos em temperatura ambiente por até 5 horas não 
detectaram grandes alterações na motilidade espermática em gatos (Schäfer & Holzmann, 2000). 
Resultados semelhantes foram obtidos mantendo CTEde gatos sob refrigeração a 5°C overnight (Goodrowe 
& Hay, 1993). No entanto, há poucas informações acerca da recuperação de espermatozoides epididimários 
caninos mantidos sob refrigeração. Não há ainda trabalhos sobre a refrigeração de epidídimos de cães e 
posterior recuperação dos espermatozoides para avaliação in vitro da viabilidade espermática, visando à 
inseminação artificial. 

Para recuperação e conservação da célula espermática faz-se necessário o emprego de um meio 
diluidor.O Tris é um diluidor que já se mostrou eficiente para conservação de espermatozoide epididimário 
canino (Hewit et al. 2001,Ponglowhapan et al. 2006). Por outro lado, o diluidor ACP-106c já demonstrou 
ser igualmente eficaz na conservação de sêmen canino refrigerado (Uchoa et al. 2012) sendo também 
utilizado para a conservação de espermatozoides do epidídimo de cutias (Silva et al. 2011). No entanto, 
esse diluidor à base de água de coco em pó ainda não foi testado para recuperação e conservação de 
espermatozoides epididimários de cão, podendo ser um diluidor alternativo e interessante para conservação 
de espermatozoides epididimários nessa espécie, como o foi para cutias. 

Não há nenhum trabalho disponível com relação à refrigeração e recuperação espermática do CTE 
de cães utilizando diluidores à base de água de coco. Dependendo da forma como é conservado, podem 
ocorrer mudanças importantes na qualidade dos espermatozoides. Isto pode ser um entrave para a 
recuperação do material genético de animais que morreram inesperadamente e estão distantes do 
laboratório (Kabbi et al. 2003). 

Assim, o estudo sobre a conservação do epidídimo canino sob refrigeração e posterior recuperação 
dos espermatozoides e diluição em ACP-106 é de grande importância, uma vez que abre a perspectiva de 
alternativas para a conservação do sêmen de reprodutores valiosos. Além do mais, o estudo de 
biotecnologias de sêmen canino serve como modelo a ser posteriormente testados para o sêmen de canídeos 
selvagens, tais como o lobo guará (Chrysocyon brachyurus) e o cachorro vinagre (Spheotos venaticus) de 
ocorrência no Brasil e ameaçados de extinção (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 epidídimo e armazenados após a refrigeração usando o diluidor ACP-106c, pois 
acredita-se que o referido diluidor seja eficiente na recuperação dos espermatozoides epididimários após o 
CTE ter sido mantido refrigerado a 4ºC. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

 
Animais experimentais. O trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética para Uso de Animais da 

Universidade Estadual do Ceará (protocolo número 11221529-7/39). Foram utilizados 60 cães machos 
sexualmente maduros, sem raça definida, com peso de 10-20 kg, oriundos do Centro de Controle de 
Zoonoses de Fortaleza, Ceará. 

Eutanásia e orquiectomia bilateral.Os animais foram submetidos a jejum alimentar de 12 horas 
antecedendo a eutanásia. Para o procedimento de eutanásia, foi administrado 0,5 mg/Kg/IV de cloridrato de 
xilazina 10%, associado a 50 mg/Kg/IV de cloridrato de quetamina. Após 15 minutos da administração da 
anestesia, foi administrado cloreto de potássio 19,1% para indução de parada cardíaca na dose de 1 mL/Kg 
ou 2,56 mEq/kg. Em seguida, procedeu-se a remoção do CTE e o par contendo o CTE foi imerso em 
solução fisiológica 0,9% a 30°C e transportado em caixa térmica até o laboratório a 30°C em um tempo 
médio de 20 minutos. 

Refrigeração do complexo testículo-epididimo. Após serem transportados os pares contendo o 
CTE foram colocados em refrigerador a 4ºC., divididos em grupos, sendo 15 pares destinados para cada 
grupo: (G0h) não foi refrigerado, sendo os demais refrigerados a 4° C por seis (G6h), doze (G12h) ou 
dezoito horas (G18h). 

Recuperação dos espermatozoides do epidídimo. A recuperação dos espermatozoides da cauda 
do epidídimo foi realizada pela técnica de flutuação relatada por Yu & Leibo, (2002). O tecido conjuntivo 
que recobre o epidídimo foi removido e os contornos do ducto epididimário da cauda do epidídimo 
desfeitos. Cada ducto epididimário foi colocado em placa de petri individual previamente aquecida a 37°C. 
Em seguida, foram realizados cortes na região do ducto deferente e cauda epididimária, logo após foi 
adicionado 1,0 mL de diluente ACP-106c (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 remoção 
dos resíduos celulares. 

Avaliação dos espermatozoides epididimários.Os espermatozoides colhidos foram avaliados 
quanto à morfologia espermática, funcionalidade de membrana, motilidade total e progressiva, além da 
velocidade média na trajetória (VAP), velocidade curvilínea (VCL), velocidade linear (VSL), índice de 
progressão (STR) e de linearidade (LIN). 

A morfologia espermática foi realizada utilizando 10µL da amostra em 150 µL do corante rosa de 
bengala, sendo realizado esfregaço úmido e avaliado através microscópia óptica no aumento de 1000x, 
contando-se 200 células que foram classificadas como normal ou anormal (Mota Filho et al. 2011). 

A funcionalidade da membrana espermática foi avaliada por meio do teste hiposmótico (HOST) 
realizado imediatamente após a recuperação espermática, usando-se água destilada como solução 
hiposmótica. Uma alíquota da amostra foi diluída na proporção de 10µL da amostra para 90 µL de água 
destilada uma alíquota espermática foi colocada em uma lâmina de vidro, coberta com lamínula, sendo 
contadas 200 células com auxílio de microscópio ótico com aumento de 400x. Após este período, A 
membrana espermática foi considerada funcional quando os espermatozóides apresentavam sua cauda 
enrolada (Quintela et al. 2010). 

Para a análise computadorizada utilizou-se um microscópio de contraste de fases acoplado a uma 
vídeo-câmera adaptada ao sistema Sperm Class Analyser® (SCA, Microptic S.L., versão 5.2.0). Os 
parâmetros mensurados naavaliação computadorizada das amostras foram: motilidade total, motilidade 
progressiva, VAP, VCL, VSL, STR e LIN (Mota Filho et al. 2011, Uchoa et al. 2012). 

Análise estatística. Análises estatísticas dos dados referentes a parâmetros motilidade espermática 
(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 versão 7.0, 
USA. 

As comparações entre os diluidores e horas de conservação foram realizadas pelo teste de Turkey 
(teste de comparação aos pares). Antes de analisar os dados foram expressos em porcentagem (motilidade, 
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motilidade progressiva, morfologia e HOST) foi realizada uma transformação angular de porcentagens. 
Esta transformação permitiu em vez de utilizar a proporção 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 expressão da distribuição normal dos dados. 

 
RESULTADOS 

 
Os diluidores ACP106c e Tris foram similares na conservação da morfologia espermática no decorrer de 
todo o experimento (P>0,05). No entanto, verificou-se que com 18 horas ocorreu um decréscimo 
significativo da morfologia espermática (P<0,05; Fig.1). 

Não foram evidenciadas diferenças entre os diluidores com relação à resposta osmótica das células 
espermáticas (P>0,05), existindo, no entanto, um declínio significativo da função de membrana das células 
com 18 h (P<0,05; Fig.2). 

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

Os dados referentes à avaliação da motilidade progressiva estão expressos no Quadro 1.Não foram 
evidenciadas diferenças entre os dois diluidores no que se refere à conservação da motilidade espermática 
em nenhum dos momentos de avaliação (P>0,05).Porém foi observado um declínio deste parâmetro em 
ambos os grupos após 18 horas de refrigeração (P<0,05). 

Os parâmetros da analise computadorizada, mais uma vez não diferiram entre os diluidores testados 
(P>0,05).Com relação aos tempos de refrigeração, também não foram observadas diferenças nas VCL, 
VSL, LIN e STR (P>0,05). No entanto, a VAP reduziu após 6 horas de refrigeração. 

 
DISCUSSÃO 

 
No presente trabalho, ambos os diluidores (ACP-106c ou Tris) foram eficientes para a recuperação de 
espermatozoides epididimário em cães segundo a técnica de Yu & Leibo (2002). O Tris já havia sido 
testado em cães para recuperação de espermatozoides epididimários com sucesso (Hori at al. 2005, 
Ponglowhapan et al.2006, Martins et al. 2009). Porém o diluidor à base de água de coco nunca havia sido 
utilizado para esse fim em cães, apenas em cutias (Silva et al. 2011), e esses autores obtiveram melhores 
resultados com o ACP-109c quando comparado com o Tris. 

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

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

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

O teste hiposmótico utilizando a água destilada (Quintela et al. 2010) é um método eficiente para 
analisar a integridade funcional da membrana do espermatozoide epididimário fresco (Hishinuma & 
Sekine, 2003). 

Os epidídimos podem ser transportados refrigerados para os centros especializados em recuperação, 
refrigeração e congelação de amostras do epidídimo ou ainda processado no próprio local por um técnico 
especializado (Bruemmer et al. 2002). Amostras oriundas de epidídimos refrigerados a 5 °C durante 24 h 
podem ser aproveitadas para uma posterior congelação em diferentes espécies (Marks et al. 1994, Blash et 
al. 2002, Soler et al. 2003).  
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Após a morte do garanhão, os espermatozoides permanecem viáveis no epidídimo até que a 
decomposição tecidual afete sua viabilidade (Bruemmer et al. 2002, Muradás et al. 2006). Se os epidídimos 
forem armazenados a 5 °C por 24, 48 72 e 96 horas, a viabilidade espermática pode ser mantida por mais 
tempo (Bruemmer et al. 2002, James et al. 2002). 

Com relação à motilidade espermática total e progressiva, os resultados deste estudo mostram que 
nos cães pode ocorrer uma redução desse parâmetro a baixas temperaturas, mesmo os espermatozoides 
estando em um ambiente protegido, dentro do epidídimo, até a sua posterior recuperação (Yu & Leibo, 
2002). O espermatozoide do garanhão (Amann et al. 1999), gato (Parks, 1997) e cão (Province et al., 1984; 
Watson, 1995) é pouco sensível ao choque térmico.  

Acredita-se então que a redução da motilidade total e progressiva com 18 horas seja em decorrência 
do tempo de refrigeração do CTE. , Os dados referentes à análise 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 aceitável para posterior inseminação artificial em cadelas. 
Outro parâmetro que vale destacar é a VAP, pois mesmo apresentando diferenças entre as horas, ainda 
apresentou valores em torno de 70%. A VAP é conhecida como um parâmetro significante da fertilidade in 
vitro (Silva et al. 2006, Verstegen et al. 2002). 

 
CONCLUSÕES 

 
O CTE canino pode ser conservado até 18 horas sob-refrigeração a 4°C , preservando a qualidade 

espermática pós coleta e diluição. Contudo, visando utilização em inseminação artificial, a conservação até 
12 horas apresenta qualidade seminal aceitável.  

O diluidor ACP-106c foi eficiente para preservação in vitro dos espermatozoides canino pós-
recuperação a 37 °C, permitindo uma boa avaliação dos parâmetros de motilidade espermática.  

Contudo, testes in vivo, via inseminação são necessários para confirmação dos resultados obtidos 
in vitro, verificando-se a preservação do poder fecundante dos espermatozoides epididimários. 
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Legenda de Figuras 
 

Fig.1.Morfologia espermática (média ±DP) em relação aos períodos de avaliação utilizando (A) o diluidor 
ACP-106c e (B) Tris (P>0,05). 
 
Fig.2. Percentual (média ±DP) de espermatozoides com cauda enrolada (funcionalidade espermática) em 
relação aos períodos de avaliaçãoutilizando o diluidor ACP-106c e Tris (P>0,05). 
 
Fig.3. Motilidade total (média ±DP) em relação aos períodos de avaliação utilizando o diluidor ACP-106c e 
Tris (P>0,05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Quadro 1. Percentual (média ±DP) de motilidade progressiva por meio da análise computadorizada, 
utilizando os diluidores ACP-106c e Tris para a recuperação de espermatozoides epididimários após 

serem mantidos refrigerados por 0, 6, 12 ou 18h 
 

Motilidade progressiva (%) ACP-106c Tris 
0h 34,5 ± 12,0 aA 28,0 ± 9,4 aA 
6h 45,0 ± 30,3 aA 40,4 ± 16,2 aA 
12h 39,1 ± 18,8 aA 32,1 ± 13,9 aA 
18h 25,6 ± 13,9 bA 23,5 ± 8,5 bA 

Letras minúsculas diferentes na mesma coluna indicam que houve diferença estatística entre as horas 
(P<0,05). 
Letras maiúsculas iguais na mesma linha indicam que não houve diferença estatística entre os diluidores 
(P>0,05). 
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Quadro 2. VAP, VCL, VSL, LIN E STR (média ± desvio padrão), utilizando os diluidores ACP-
106c e Tris para a recuperação de espermatozoides epididimários após serem mantidos refrigerados 

por 0, 6, 12  
ou 18h 

 
Hora Diluidor Parâmetros 

VAP VCL VSL LIN STR 
0h ACP-106c 79,9 ± 7,1a 95,4 ± 16,1a 73,6 ± 9,2a 57,0 ± 12,3a 71,1 ± 10,8 a 

Tris 77,4 ± 8,3a 84,1 ± 12,9a 66,5 ± 11,2a 53,9 ± 13,3a 63,5 ± 13,4 a 

6h ACP-106c 64,8 ± 21,2b 93,5 ± 21,7a 57,4 ± 29,3a 60,9 ± 15,3a 86,9 ± 9,5 a 

Tris 60,8 ± 18,6b 88,6 ± 31,6a 55,0 ± 20,7a 54,4 ± 12,3a 83,3 ± 9, 4 a 

12h ACP-106c 72,2 ± 12,6 
ab 

100,8 ± 
14,5a 

61,3 ± 18,4a 58,1 ± 12,7a 81,2 ± 11,6 a 

Tris 68,4 ± 15,0ab 98,3 ± 19,3a 57,3 ± 18,8a 55,8 ± 12,5a 80,1 ± 11,2 a 

18h ACP-106c 66,0 ± 20,6b 88,1 ±22,1a 59,8 ±22,5a 65,0 ± 12,5a 88,6 ± 6,9 a 

Tris 66,1 ± 22,4b 89,4 ± 20,9a 58,2 ± 22,8a 62,2 ± 11,2a 88,7 ± 6,3 a 

 
Letras minúsculas diferentes na mesma coluna (comparação entre as horas dentro de um mesmo diluidor) 
indicam que houve diferença estatística (P<0,05). 
 

 
 
 

 
A      B 

Figura 1. 
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Figura 2 
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Figura 3 
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CRYOPRESERVATION OF CANINE EPIDIDYMAL SPERM USING ACP-106C 

AND TRIS 
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RESUMO 

O objetivo do trabalho foi criopreservar espermatozoides recuperados da cauda do 

epidídimo imediatamente após orquiectomia e após 12 horas de armazenamento a 4ºC, 

utilizando os diluidores ACP-106c e TRIS. Foram utilizados 60 cães machos adultos, 

com peso de 10-20 kg. Removeu-se o complexo testículo-epidídimo (CTE) que foi 

imerso em solução fisiológica 0,9% e transportado em caixa térmica ao laboratório a 

30°C. Os 60 CTE foram divididos em 4 grupos de acordo com o tempo de refrigeração 

(0h ou 12h) a 4°C e de acordo com o diluidor (Acp-106c ou TRIS) empregado para a 

recuperação espermática, constituindo os 4 grupos experimentais: G0h-ACP, G12h-ACP, 

G0h-TRIS e G12h-TRIS). A recuperação dos espermatozoides da cauda do epidídimo foi 

realizada pela técnica de fluxo retrogrado. Em seguida, o material obtido foi centrifugado 

a 800g/5 minutos para remoção dos resíduos celulares e submetidos à criopreservação. 

Para cada epidídimo foi adicionado 1,0 mL de um dos dois diluidores, pré-aquecidos a 

37°C por 5 minutos, uma semana após foram descongelados a 37°C/1 min e submetidos à 

avaliação de morfologia, funcionalidade e motilidade espermática total e progressiva, 

além de parâmetros obtidos pelo CASA. Os dados foram submetidos à MANOVA (P < 

0,05). Os valores de motilidade total nos grupos G0h 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. Um 

decréscimo na motilidade espermática total foi observado após 18 horas de refrigeração 

do CTE em ambos os diluidores (P<0,05). O diluidor ACP-106c, pode ser utilizado para 

criopreservação de espermatozoides epididimários caninos, devendo realizar o 

procedimento de congelação, imediatamente após recuperação espermática. 

 

Palavras chaves: Criopreservação, epidídimo, cão. 
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8. CONCLUSÕES 

• A qualidade espermática de células obtidas do CTE canino pode ser conservado 

até 18 horas sob-refrigeração a 4°C , preservando a qualidade espermática pós 

coleta e diluição. Contudo, visando utilização em inseminação artificial, a 

conservação até 12 horas apresenta qualidade seminal aceitável em ambos os 

diluidores. 

• O diluidor ACP-106c foi eficiente para preservação in vitro dos espermatozoides 

canino pós-recuperação a 37 °C, permitindo uma boa avaliação dos parâmetros de 

motilidade espermática.  

• ACP-106c pode ser usado como um bom diluidor para o congelamento de 

espermatozóides do epidídimo canino. 

• O procedimento de congelação deve ser realizada imediatamente após a 

recuperação de espermatozóides sem armazenar o epididimo a 4°C por 12h. 
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9. PERSPECTIVAS 

• Os espermatozoides refrigerados oriundos da cauda do epididimo de cães deve ser 

avaliado através de testes in vivo, como a inseminação artificial para a 

confirmação dos resultados obtidos in vitro, verificando-se a preservação do 

poder fecundante desses espermatozoides. 

• ACP-106c por ter desempenho melhor do que TRIS na congelacão em alguns 

parâmetros de motilidade e morfologia espermática, espera-se que o mesmo possa 

ser utilizado em breve em bancos de germoplasma para programas futuros de 

conservação. 
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11.APENDICE 

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 Filho1,3, Ramey C Youngblood1, John Stokes2, Darby S Dillard1, Lúcia 

DM da Silva3, Scott T Willard1,4, Peter L Ryan1,2, Jean M Feugang1 

Department of Animal and Dairy Sciences, Mississippi State University, Mississippi 

State, Mississippi, USA1, College of Veterinary Medicine, Mississippi State University, 

Mississippi State, Mississippi, USA2, Laboratory Reproduction of Carnivores, Ceará 

State University-UECE, Fortaleza, Brazil3, 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 (22-25oC), specimens were washed and immersed in fresh saline 
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solution at room temperature. Testes were sliced (1cm x 1cm) 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 -20oC, 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 (RXFP1, 

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

and “poor” freezer boar spermatozoa 
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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. 

Support by the USDA-ARS Grant#58-6402-3-0120 
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