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RESUMO.- Mota Filho A.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-epi-
dídimo (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 so-
lução 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 refrigera-
ção 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 flutuação utilizando-se o dilui-
dor 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 
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The study aimed to assess the quality of sperm recovered from the epididymal cauda 
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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.
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a morfologia, funcionalidade e motilidade espermática to-
tal 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-106c foram 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 refrige-
rados e podem ser viáveis por até 12h de refrigeração.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Refrigeração, epidídimo, caninos.

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 va-
lor comercial, zootécnico e afetivo elevado, que por algum 
motivo necessitem ser esterilizados, sacrificados ou que 
morram inesperadamente, já que os espermatozoides obti-
dos 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 de 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 preconizam 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 espe-
cializados para processamento, refrigeração e criopreser-
vação 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 fo-
ram obtidos mantendo CTE de 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 avalia-
ção in vitro da viabilidade espermática, visando à insemi-
nação 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 epi-
didimários de cão, podendo ser um diluidor alternativo e 
interessante para conservação de espermatozoides epidi-
dimários nessa espécie, como o foi para cutias.

Não há nenhum trabalho disponível com relação à re-
frigeração e recuperação espermática do CTE de cães uti-
lizando 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 cani-
no sob refrigeração e posterior recuperação dos espermato-
zoides e diluição em ACP-106 é de grande importância, uma 
vez que abre a perspectiva de alternativas para a conserva-
ção do sêmen de reprodutores valiosos. Além do mais, o es-
tudo de biotecnologias de sêmen canino serve como mode-
lo 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).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo ava-
liar 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 epididi-
mários após o CTE ter sido mantido refrigerado a 4°C.

MATERIAL E MÉTODOS
Animais experimentais. O trabalho foi aprovado pelo Comitê 

de Ética para Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceará 
(protocolo no. 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 sub-
metidos 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 50mg/kg/IV de clori-
drato de quetamina. Após 15 minutos da administração da anes-
tesia, foi administrado cloreto de potássio 19,1% para indução de 
parada cardíaca na dose de 1mL/kg ou 2,56mEq/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 tér-
mica até o laboratório nessa mesma temperatura em um tempo 
médio de 20 minutos.

Refrigeração do complexo testículo-epididimo. Após se-
rem transportados os pares contendo o CTE foram colocados em 
refrigerador a 4°C, divididos em grupos, sendo 15 pares destina-
dos 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 recu-
peração 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 pre-
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viamente 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 
1,0mL de diluente Tris (Sigma®), ambos diluentes pré-aquecidos 
a 37°C, deixando em repouso por 5 minutos para que os esperma-
tozoides 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 esper-
matozoides colhidos foram avaliados quanto à morfologia esper-
mática, funcionalidade de membrana, motilidade total e progres-
siva, 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 150μL do corante Rosa de Bengala, sendo realizado 
esfregaço úmido e avaliado através de microscopia óptica no au-
mento 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 solu-
ção hiposmótica. Uma alíquota da amostra foi diluída na propor-
ção de 10μL da amostra para 90 μL de água destilada uma alíquo-
ta 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 es-
permática 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 na avaliação computadoriza-
da 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 referen-
tes a parâmetros motilidade espermática (motilidade total, moti-
lidade 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 porcen-
tagem (motilidade, motilidade progressiva, morfologia e HOST) 
foi realizada uma transformação angular de porcentagens. Esta 
transformação permitiu em vez de utilizar a proporção encon-
trada, 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 conserva-
ção da morfologia espermática no decorrer de todo o ex-
perimento (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 ho-
ras (P<0,05; Fig.3).

Os dados referentes à avaliação da motilidade progres-

Fig.1. Morfologia espermática (média ±DP) em relação aos perío-
dos de avaliação utilizando (A) o diluidor ACP-106c e (B) Tris 
(P>0,05).

Fig.2. Percentual (média ±DP) de espermatozoides com cauda en-
rolada (funcionalidade espermática) em relação aos períodos 
de avaliação utilizando 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 dife-
rença 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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siva estão expressos no Quadro 1. Não foram evidenciadas 
diferenças entre os dois diluidores no que se refere à con-
servação da motilidade espermática em nenhum dos mo-
mentos de avaliação (P>0,05). Porém foi observado um de-
clínio 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 espermatozoi-
des epididimário em cães segundo a técnica de Yu & Leibo 
(2002). O Tris já havia sido testado em cães para recupera-
ção 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 re-
sultados quando comparados aos relatados por Ponglowha-
pan 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 apresenta-
do o menor precentual de células normais, esses resultados 
encontran-se de acordo com a faixa normal descrita no ma-
nual do Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (1998).

Os valores encontrados no teste hiposmótico foram se-

melhantes à motilidade total o que corrobora com os rela-
tos 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 fertili-
dade em algumas espécies como bovinos (Revell & Mrode 
1994), javali (Perez-Llano et al. 2001). Nos cães, a corre-
lação 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 (Quin-
tela et al. 2010) é um método eficiente para analisar a inte-
gridade funcional da membrana do espermatozoide epidi-
dimário fresco (Hishinuma & Sekine 2003).

Os epidídimos podem ser transportados refrigerados 
para os centros especializados em recuperação, refrige-
ração 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).

Após a morte do garanhão, os espermatozoides perma-
necem viáveis no epidídimo até que a decomposição teci-
dual 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 progressi-
va, os resultados deste estudo mostram que nos cães pode 
ocorrer uma redução desse parâmetro a baixas temperatu-
ras, mesmo os espermatozoides estando em um ambiente 
protegido, dentro do epidídimo, até a sua posterior recupe-
ração (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 com-
putadorizada apresentaram valores semelhantes aos des-
critos por (Martins et al. 2009), exceto a motilidade total 
que foi de 44%. No entanto, esses valores encontram-se 

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±10,8a

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

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

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

	 12h	 ACP-106c	 72,2±12,6ab	 100,8±14,5a	 61,3±18,4a	 58,1±12,7a	 81,2±11,6a

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

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

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

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

frigeração a 4°C, preservando a qualidade espermática pós 
coleta e diluição. Contudo, visando utilização em insemina-
ção artificial, a conservação até 12 horas apresenta quali-
dade 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 motilida-
de espermática.

Contudo, testes in vivo, via inseminação são necessários 
para confirmação dos resultados obtidos in vitro, verifican-
do-se a preservação do poder fecundante dos espermato-
zoides epididimários.
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