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ABSTRACT.- Mota Filho A.C,, Silva H.V.R,, Freitas L.A., Nunes T.G.P, Aradjo A.A. & Silva L.D.M.
2013. [Cooling of the canine epididymis at 4°C and recovery of epididymal sperm
using ACP-106c.] Refrigeracido do epididimo canino a 4°C e recuperagdo dos esperma-
tozoides epididimarios utilizando ACP-106c. Pesquisa Veterindria Brasileira 33(9):1155-
1160. Laboratério de Reproducio de Carnivoros, Universidade Estadual do Ceara, Campus
do Itaperi, Avenida Paranjana 1700, Fortaleza, CE 60740-903, Brazil. E-mail: acmfmedvet@
hotmail.com

The 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 co-
oling and recovery of epididymal spermatozoa, the 60 pairs of CTE were divided into four
groups, according to the refrigeration time of the CTE and subsequent sperm recovery:
GOh, G6h, G12h and G18h, wherein each pair of CTE remained zero, six, 12 or 18 hours at
4°C respectively. The recovery of sperm epididymal tail was conducted by flotation tech-
nique using ACP-106c or Tris extender. For each epididymis, it was added 1.0 mL of either
extenders, preheated to 37°C for 5 minutes. They were then centrifuged at 800g/5 minutes
to remove the cell debris. Morphology, functionality and total and progressive motility, and
parameters obtained by CASA were evaluated. Data were analyzed by ANOVA followed by
Turkey test (P <0.05). In all parameters assessed, there was no difference between the
extenders used (P>0.05). The values of total motility groups GOh, G6H, G12H, and G18h
for ACP-106¢c were 84.4+7.7, 81.6£11.6, 88.3+6.5 and 69.5+£16.9 respectively, and for Tris
85.2+8.7, 77.4+14.3, 79.0+17.8 and 65.4+17.9 respectively. A decrease in sperm quality
was observed after 18 hours of cooling in both extenders. Thus it can be concluded that the
ACP-106¢ may be used to recover the epididymal spermatozoa chilled and may be viable
for up to 12h cooling.

INDEX TERMS: Refrigeration, epididymis, dogs.

RESUMO.- Mota Filho A.C,, Silva H.V.R,, Freitas L.A., Nunes
T.G.P, Aratjo A.A. & Silva L.D.M. 2013. Objetivou-se avaliar
a qualidade dos espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo apés a refrigeracdo do complexo testiculo-epi-
didimo (CTE) de cdes usando o diluidor ACP-106c. Foram
utilizados 60 caes machos adultos, com peso de 10-20 kg.
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Apds a eutandsia, removeu-se o CTE que foi imerso em so-
lugao fisiolégica 0,9% e transportado em caixa térmica ao
laboratério a 30°C. Para a refrigeracdo e recuperacdo dos
espermatozoides epididimarios, os 60 pares do CTE foram
divididos em 4 grupos, de acordo com o tempo de refrigera-
¢do do CTE e posterior recuperagio espermatica: GOh, G6h,
G12h e G18h, em que cada par do CTE permaneceu por
zero, seis, doze ou dezoito horas a 4°C, respectivamente. A
recuperacdo dos espermatozoides da cauda do epididimo
foi realizada pela técnica de flutuagao utilizando-se o dilui-
dor ACP-106c ou Tris. Para cada epididimo foi adicionado
1,0 mL de um dos dois diluidores, pré-aquecidos a 37°C
por 5 minutos. Em seguida foram centrifugados a 800g/5
minutos para remoc¢ao dos residuos celulares. Avaliou-se

1155



1156 Antonio C. Mota Filho et al.

a morfologia, funcionalidade e motilidade espermatica to-
tal e progressiva, além de parametros obtidos pelo CASA.
Os dados foram submetidos a ANOVA seguido do teste de
Turkey (P < 0,05). Em todos os parametros avaliados, nao
houve diferenca entre os diluidores testados (P>0,05). Os
valores de motilidade total nos grupos GOh, 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 espermatica foi observado apoés
18 horas de refrigeracdo em ambos os diluidores. Dessa
forma pode-se concluir que o ACP-106¢ pode ser utilizado
para recuperar os espermatozoides epididimarios refrige-
rados e podem ser viaveis por até 12h de refrigeracao.

TERMOS DE INDEXACAO: Refrigeracio, epididimo, caninos.

INTRODUCAO

A recuperacdo de espermatozoides da cauda do epididimo
pode ser uma alternativa importante na reprodugao canina
(Hewitt et al. 2001). E 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, ja que os espermatozoides obti-
dos por esta técnica sdo morfologicamente viaveis e retém
a capacidade de sofrer capacitacdo, ligar-se a zona pelicida
e fertilizar o o6cito (Goodrowe & Hay 1993, Luvoni et al.
2003, Tsutsui et al. 2003).

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

Pesquisas conduzidas com CTE que foram mantidos
em temperatura ambiente por até 5 horas ndo detectaram
grandes altera¢cdes na motilidade espermatica em gatos
(Schafer & Holzmann, 2000). Resultados semelhantes fo-
ram obtidos mantendo CTE de gatos sob refrigeracdo a 5°C
overnight (Goodrowe & Hay, 1993). No entanto, ha poucas
informacgdes acerca da recuperacdo de espermatozoides
epididimarios caninos mantidos sob refrigeracdo. Nao ha
ainda trabalhos sobre a refrigeracdo de epididimos de caes
e posterior recuperacdo dos espermatozoides para avalia-
¢do in vitro da viabilidade espermatica, visando a insemi-
nacao artificial.

Para recuperacdo e conservacao da célula espermatica
faz-se necessario o emprego de um meio diluidor. O Tris é
um diluidor que ja se mostrou eficiente para conservacao
de espermatozoide epididimario canino (Hewit et al. 2001,
Ponglowhapan et al. 2006). Por outro lado, o diluidor ACP-
-106c ja demonstrou ser igualmente eficaz na conservagdo
de sémen canino refrigerado (Uchoa et al. 2012) sendo
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também utilizado para a conservacdo de espermatozoides
do epididimo de cutias (Silva et al. 2011). No entanto, esse
diluidor a base de dgua de coco em p6 ainda ndo foi testado
para recuperagdo e conserva¢do de espermatozoides epi-
didimarios de cdo, podendo ser um diluidor alternativo e
interessante para conserva¢do de espermatozoides epidi-
dimarios nessa espécie, como o foi para cutias.

Nao ha nenhum trabalho disponivel com relagdo a re-
frigeracdo e recuperacdo espermatica do CTE de caes uti-
lizando diluidores a base de dgua de coco. Dependendo
da forma como é conservado, podem ocorrer mudancas
importantes na qualidade dos espermatozoides. Isto pode
ser um entrave para a recuperacdo do material genético de
animais que morreram inesperadamente e estdo distantes
do laboratério (Kabbi et al. 2003).

Assim, o estudo sobre a conservagdo do epididimo cani-
no sob refrigeracdo e posterior recuperagao dos espermato-
zoides e diluicdo em ACP-106 é de grande importancia, uma
vez que abre a perspectiva de alternativas para a conserva-
¢do do sémen de reprodutores valiosos. Além do mais, o es-
tudo de biotecnologias de sémen canino serve como mode-
lo a ser posteriormente testados para o sémen de canideos
selvagens, tais como o lobo guara (Chrysocyon brachyurus)
e o cachorro vinagre (Spheotos venaticus) de ocorréncia no
Brasil e ameacados de extingdo (Silva et al., 2001).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo ava-
liar a qualidade dos espermatozoides recuperados da cauda
do epididimo e armazenados apds a refrigeracdo usando o
diluidor ACP-106c, pois acredita-se que o referido diluidor
seja eficiente na recuperacdo dos espermatozoides epididi-
marios ap6s o CTE ter sido mantido refrigerado a 4°C.

MATERIAL E METODOS

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

Eutandasia e orquiectomia bilateral. Os animais foram sub-
metidos a jejum alimentar de 12 horas antecedendo a eutanasia.
Para o procedimento de eutandsia, foi administrado 0,5 mg/Kg/IV
de cloridrato de xilazina 10%, associado a 50mg/kg/IV de clori-
drato de quetamina. Apés 15 minutos da administracdo da anes-
tesia, foi administrado cloreto de potassio 19,1% para inducdo de
parada cardiaca na dose de 1mL/kg ou 2,56mEq/kg. Em seguida,
procedeu-se a remog¢do do CTE e o par contendo o CTE foi imerso
em solugdo fisiolégica 0,9% a 30°C e transportado em caixa tér-
mica até o laboratdrio nessa mesma temperatura em um tempo
médio de 20 minutos.

Refrigeracdo do complexo testiculo-epididimo. Apds 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: (GOh) nao foi refrigerado, sendo os demais
refrigerados a 4°C por seis (G6h), doze (G12h) ou dezoito horas
(G18h).

Recuperacio dos espermatozoides do epididimo. A recu-
peragao dos espermatozoides da cauda do epididimo foi realizada
pela técnica de flutuacdo relatada por Yu & Leibo (2002). O tecido
conjuntivo que recobre o epididimo foi removido e os contornos
do ducto epididimario da cauda do epididimo desfeitos. Cada
ducto epididimario foi colocado em placa de petri individual pre-
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viamente aquecida a 37°C. Em seguida, foram realizados cortes
na regido do ducto deferente e cauda epididimaria, logo ap6s 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 remogio dos residuos
celulares.

Avaliacdo dos espermatozoides epididimarios. Os esper-
matozoides colhidos foram avaliados quanto a morfologia esper-
matica, funcionalidade de membrana, motilidade total e progres-
siva, além da velocidade média na trajetéria (VAP), velocidade
curvilinea (VCL), velocidade linear (VSL), indice de progressao
(STR) e de linearidade (LIN).

A morfologia espermatica foi realizada utilizando 10uL da
amostra em 150pL do corante Rosa de Bengala, sendo realizado
esfregaco umido e avaliado através de microscopia 6ptica 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 espermatica foi avaliada por
meio do teste hiposmoético (HOST) realizado imediatamente ap6s
a recuperagdo espermatica, usando-se agua destilada como solu-
¢do hiposmoética. Uma aliquota da amostra foi diluida na propor-
¢do de 10pL da amostra para 90 pL de agua destilada uma aliquo-
ta espermatica foi colocada em uma lamina de vidro, coberta com
laminula, sendo contadas 200 células com auxilio de microscépio
otico com aumento de 400x. Apos este periodo, A membrana es-
permatica foi considerada funcional quando os espermatozéides
apresentavam sua cauda enrolada (Quintela et al. 2010).

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

Analise estatistica. Andlises estatisticas dos dados referen-
tes a parametros motilidade espermatica (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 versao 7.0, USA.

As comparagdes entre os diluidores e horas de conservagdo
foram realizadas pelo teste de Turkey (teste de comparagdo aos
pares). Antes de analisar os dados foram expressos em porcen-
tagem (motilidade, motilidade progressiva, morfologia e HOST)
foi realizada uma transformac¢do angular de porcentagens. Esta
transformacdo permitiu em vez de utilizar a proporg¢do 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 expressdo da distribuicdo
normal dos dados.

RESULTADOS

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

Nao foram evidenciadas diferencas entre os diluidores
com relacdo a resposta osmotica das células espermaticas
(P>0,05), existindo, no entanto, um declinio significativo da
funcdo de membrana das células com 18 h (P<0,05; Fig.2).

A motilidade total manteve-se inalterada até 12 horas
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Fig.1. Morfologia espermatica (média +DP) em relacdo aos perio-
dos de avaliagado utilizando (A) o diluidor ACP-106c e (B) Tris
(P>0,05).
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Fig.2. Percentual (média +DP) de espermatozoides com cauda en-
rolada (funcionalidade espermatica) em relacdo aos periodos
de avaliac¢do utilizando o diluidor ACP-106c e Tris (P>0,05).
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Fig.3. Motilidade total (média +DP) em relacdo aos periodos de
avaliagdo utilizando o diluidor ACP-106c e Tris (P>0,05).

de refrigeracdo e declinou significativamente apés 18 ho-
ras (P<0,05; Fig.3).
Os dados referentes a avaliacdo da motilidade progres-

Quadro 1. Percentual (média +DP) de motilidade progressiva
por meio da analise computadorizada, utilizando os
diluidores ACP-106c e Tris para a recuperacao de
espermatozoides epididimarios ap6s serem mantidos
refrigerados por 0, 6, 12 ou 18h

Motilidade progressiva (%) ACP-106c¢ Tris
Oh 34,5+12,0 %A 28,0+9,4
6h 45,0+30,3 A 40,4+16,2 A
12h 39,1+18,8 % 32,1£13,9*
18h 25,6+13,9 b 23,548,504

Letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam que houve dife-
renca estatistica entre as horas (P<0,05).

Letras maitsculas iguais na mesma linha indicam que nao houve diferenca
estatistica entre os diluidores (P>0,05).
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Quadro 2. VAP, VCL, VSL, LIN E STR (média * desvio padrao), utilizando os
diluidores ACP-106c e Tris para a recuperacao de espermatozoides
epididimarios apds serem mantidos refrigerados por 0, 6, 12 ou 18h

Hora Diluidor Parametros
VAP VCL VSL LIN STR
Oh ACP-106¢ 79,9+7,12 95,4+16,1° 73,6+9,22 57,0£12,3@  71,1+10,8°
Tris 77,4£8,32 84,1+12,9° 66,5+11,28 53,9+13,3* 63,5+13,42
6h ACP-106¢ 64,8+21,2° 93,5+21,7@ 57,4+29,3F  60,9+15,32 86,9+9,52
Tris 60,8+18,6° 88,6+31,6° 55,0+20,7*° 54,4+12,3* 83,39, 4%
12h ACP-106¢ 72,2+12,6°> 100,8+14,5° 61,3+18,4* 58,1+12,7° 81,2+11,6*
Tris 68,4+15,0% 98,3+19,3* 57,3+18,82 55,8+12,5* 80,1+11,22
18h ACP-106¢ 66,0+20,6° 88,1+22,1* 59,8+22,5*  65,0+12,52 88,6+6,9?
Tris 66,1+22,4° 89,4+20,9° 58,2+22,82  62,2+11,2? 88,7+6,37

Letras minudsculas diferentes na mesma coluna (comparacao entre as horas dentro de um mesmo
diluidor) indicam que houve diferenca estatistica (P<0,05).

siva estdo expressos no Quadro 1. Nao foram evidenciadas
diferencas entre os dois diluidores no que se refere a con-
servacdo da motilidade espermatica em nenhum dos mo-
mentos de avaliacdo (P>0,05). Porém foi observado um de-
clinio deste parametro em ambos os grupos ap6s 18 horas
de refrigeracao (P<0,05).

Os parametros da analise computadorizada, mais uma
vez ndo diferiram entre os diluidores testados (P>0,05).
Comrelagdo aos tempos de refrigeracdo, também nao foram
observadas diferencas nas VCL, VSL, LIN e STR (P>0,05). No
entanto, a VAP reduziu ap6s 6 horas de refrigeracao.

DISCUSSAO

No presente trabalho, ambos os diluidores (ACP-106¢c ou
Tris) foram eficientes para a recuperacido de espermatozoi-
des epididimario em caes segundo a técnica de Yu & Leibo
(2002). O Tris ja havia sido testado em caes para recupera-
¢do de espermatozoides epididimarios com sucesso (Hori
at al. 2005, Ponglowhapan et al.2006, Martins et al. 2009).
Porém o diluidor a base de 4gua de coco nunca havia sido
utilizado para esse fim em caes, 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. J&
Yu & Leibo (2002) que utilizaram solu¢do salina obtiveram
65% de motilidade total. Dessa maneira, o ACP-106¢ pode
ser um diluidor alternativo passivel de substituir o Tris.

Os resultados de morfologia espermdtica obtidos no
presente trabalho foram semelhantes aos descritos por
Yu & Leibo (2002) em torno de 80% de células normais.
A porcentagem de alteragdes observadas com o ACP e Tris
foram praticamente iguais, sendo observado uma redugio
com o decorrer do tempo. Apesar de as 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 Reprodugdo Animal (1998).

Os valores encontrados no teste hiposmético foram se-
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melhantes a motilidade total o que corrobora com os rela-
tos de Rota et al. (2005) e Silva et al. (2006). A avaliacdo da
integridade de membrana através do teste hiposmdtico 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 caes, a corre-
lacdo da resposta osmotica com a fertilidade in vivo ou in
vitro ainda ndo foi estabelecida (Pefia-Martinez. 2004).

O teste hiposmético utilizando a dgua destilada (Quin-
tela et al. 2010) é um método eficiente para analisar a inte-
gridade funcional da membrana do espermatozoide epidi-
dimario fresco (Hishinuma & Sekine 2003).

Os epididimos podem ser transportados refrigerados
para os centros especializados em recuperacio, refrige-
racdo e congelacdo de amostras do epididimo ou ainda
processado no préprio local por um técnico especializado
(Bruemmer et al. 2002). Amostras oriundas de epididimos
refrigerados a 5°C durante 24 h podem ser aproveitadas
para uma posterior congelacdo em diferentes espécies
(Marks et al. 1994, Blash et al. 2002, Soler et al. 2003).

Apds a morte do garanhao, os espermatozoides perma-
necem viaveis no epididimo até que a decomposicao teci-
dual afete sua viabilidade (Bruemmer et al. 2002, Muradas
etal. 2006). Se os epididimos forem armazenados a 5°C por
24, 48 72 e 96 horas, a viabilidade espermatica pode ser
mantida por mais tempo (Bruemmer et al. 2002, James et
al. 2002).

Com relagdo a motilidade espermatica total e progressi-
va, os resultados deste estudo mostram que nos caes pode
ocorrer uma reducdo desse parametro a baixas temperatu-
ras, mesmo os espermatozoides estando em um ambiente
protegido, dentro do epididimo, até a sua posterior recupe-
racao (Yu & Leibo 2002). O espermatozoide do garanhdo
(Amann et al. 1999), gato (Parks 1997) e cdo (Province et
al. 1984, Watson 1995) é pouco sensivel ao choque térmico.

Acredita-se entdo que a reducdo da motilidade total e
progressiva com 18 horas seja em decorréncia do tempo
de refrigeracdo do CTE. Os dados referentes a analise 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



Refrigeracdo do epididimo canino a 4°C e recuperagdo dos espermatozoides epididimarios utilizando ACP-106c¢

dentro de uma faixa aceitavel para posterior inseminacao
artificial em cadelas. Outro parametro que vale destacar é
a VAP, pois mesmo apresentando diferencas entre as horas,
ainda apresentou valores em torno de 70%. A VAP é conhe-
cida como um parametro significante da fertilidade in vitro
(Silva et al. 2006, Verstegen et al. 2002).

CONCLUSOES

O CTE canino pode ser conservado até 18 horas sob re-
frigeracdo a 4°C, preservando a qualidade espermatica pos
coleta e dilui¢do. Contudo, visando utilizacdo em insemina-
¢do artificial, a conservagdo até 12 horas apresenta quali-
dade seminal aceitavel.

O diluidor ACP-106c foi eficiente para preservacao in
vitro dos espermatozoides canino pds-recuperagio a 37°C,
permitindo uma boa avaliagcdo dos parametros de motilida-
de espermatica.

Contudo, testes in vivo, via inseminacdo sdo necessarios
para confirmacdo dos resultados obtidos in vitro, verifican-
do-se a preservacdo do poder fecundante dos espermato-
zoides epididimarios.
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