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Viabilidade do sémen congelado obtido do epididimo
de touros post-mortem

Viability of frozen semen obtained from epididymis of bulls post-mortem
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da congelagdo sobre a integridade e funcionalidade de espermatozoides colhidos do
epididimo de touros post-mortem. Foram utilizados 10 pares de testiculos de touros provenientes de um abatedouro comercial.
No laboratério, o sémen foi colhido da cauda do epididimo sobre uma placa de Petri agquecida, contendo meio diluente sem
glicerol (Botubov® - meio |, Botupharma, Botucatu, SP). O sémen foi entdo avaliado quanto a motilidade, vigor, concentragao,
morfologia espermatica, integridade de DNA, atividade mitocondrial, viabilidade, integridade e funcionalidade da membrana. Apos
a avaliagado, o sémen foi diluido em meio comercial contendo glicerol (Botubov® - meio Il, Botupharma, Botucatu, SP), em uma
concentragao de 100x10° de espermatozoides/mL. Ato continuo, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,5 mL, refrigeradas
a 4°C, durante 4 horas, congeladas em caixa de poliestireno expandido, a 6¢cm do nivel de nitrogénio liquido, durante 20 minutos
e, posteriormente, armazenada em botijao criogénico. As amostras foram descongeladas a 37°C, durante 30 segundos. Apds
a descongelagéo, o sémen foi reavaliado para os mesmos parametros, com exceg¢ao da concentracdo espermatica e volume.
Quanto a comparacgéo dos resultados entre o sémen fresco e congelado, estes foram superiores (p<0,05) no sémen fresco quanto
a motilidade (74,0 + 7,0% versus 30,0 £ 8,2%), vigor (3,6 £ 0,7 versus 1,3 £ 0,5), integridade de membrana (fluorescéncia, 95,6 +
3,1% versus 75,7 £ 5,9%) e indice de atividade citoquimica mitocondrial (99,3 + 6,6 versus 40,0 £ 6,3), respectivamente. Concluiu-
se que a viabilidade do sémen congelado obtido do epididimo de touros é semelhante a do sémen ejaculado, tornando a técnica
de colheita aplicavel comercialmente.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the effects of freezing on the integrity and functionality of bovine epididymal spermatozoa
collected postmortem. Ten pairs of testicle epididymis of bulls from a commercial slaughterhouse were used. On the laboratory,
the testicle was separated and the semen was collected from the tail of epididymis on a petri dish heated containing a medium
(Botubov ®, Botupharma, Botucatu, SP). Then, the semen was evaluated to motility, vigor, concentration, morphology, DNA integrity,
mitochondrial activity, viability, membrane integrity and functionality. The semen was diluted in commercial extender (Botubov
®, Botupharma, Botucatu, SP) at a concentration of 100x108 sperm/mL. Thereafter, the samples were packaged in straws 0.5
mL, chilled at 4° C, for 4 hours, frozen in polystyrene box, at 6 cm from level of liquid nitrogen, during 20 minutes and stored in
cryogenic container. The samples were thawed at 37°C for 30 seconds. After thawing, the semen was reevaluated to the same
parameters, except sperm concentration and volume. Comparison of results between fresh and frozen semen showed means were
increased (p<0.05) fresh semen motility (74,0 £ 7,0% versus 30,0 + 8,2%), vigor (3,6 + 0,7 versus 1,3 = 0,5), membrane integrity
(fluorescence, 95,6 + 3,1% versus 75,7 + 5,9%) and index of mitochondrial activity (99,3 + 6,6 versus 40,0  6,3), respectively.
In conclusion, the viability of frozen semen obtained from the epididymis of bulls is similar than ejaculated semen, making the
collection technique commercially applicable.
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Introdugao o equivalente a dez ejaculados sucessivos e devido a sua baixa

A cauda do epididimo funciona como protegio e armazenamento  atividade metabdlica, os espermatozoides podem sobreviver por
dos espermatozoides até a ejaculagdo (Hinton et al.,1995). No  até 15 dias, enquanto que apds a ejaculagdo sobrevivem por
touro, a cauda do epididimo possui a capacidade de armazenar  pouco mais que 24 horas (Bedford, 1994).
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Os espermatozoides armazenados no epididimo possuem a
capacidade de fecundar o odcito, entretanto, o plasma seminal
possui fatores decapacitantes, o que promovem alteragdes
metabdlicas e bioquimicas em sua estrutura, contribuindo
com a capacitagéo e reagado do acrossomo (Yang et al., 1993;
Yanagimachi, 1994).

Apesar disto, Amann et al. (1974) mostraram que espermatozoides
da cauda do epididimo possuem capacidade fertilizante similar
ao do ejaculado.

Acolheita e a criopreservagao dos espermatozoides da cauda do
epididimo podem ser a tltima chance e opgao para preservagao
de células germinativas de animais de alto valor genético,
reprodutores de idade avangada ou apos a morte do animal.

Em vista do potencial de crescimento da inseminagao artificial
no Brasil (ASBIA, 2012), da chance de aproveitar o sémen de
reprodutores que morreram inesperadamente e da escassez de
estudos quanto a qualidade do sémen criopreservado colhido
do epididimo, o objetivo deste estudo foi avaliar a motilidade,
vigor, concentragdo, morfologia espermatica, integridade de
DNA, integridade estrutural e funcional da membrana plasmatica,
viabilidade espermatica e atividade mitocondrial, antes e apés a
congelagéo do sémen obtido do epididimo de touros post-mortem.

Material e métodos

O estudo foi realizado de acordo com preceitos éticos
recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo
Animal (COBEA), apés aprovagao pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA), sob protocolo n° 013/11.

Colheita e preparo do material

Foram utilizados 10 pares de epididimos (20 epididimos)
de touros, colhidos em um abatedouro comercial, durante
o periodo de maio a dezembro de 2011. Os testiculos/
epididimos receberam uma ligadura com fio de nailon (0,50
mm) no funiculo espermatico e foram acomodados em sacos
plasticos, armazenados em caixa térmica e encaminhados até
o Laboratério de Reprodugao Animal.

No laboratério, as pegas foram retiradas da caixa térmica, em
seguida a cauda do epididimo foi separada do tecido adjacente
por dissecacéo e a colheita dos espermatozoides foi realizada
pela técnica de fluxo retrégrado relatada por Garde et al. (1994)
e Bruemmer et al. (2002). Nesta técnica, o ducto deferente
é lavado com o uso de seringa e cateter, injetando-se 5 mL
de diluente a base de TRIS-gema de ovo, sem crioprotetor
(Botubov® - Meio I, Botupharma, Botucatu, SP) fazendo
com que os espermatozoides sejam carreados pelo diluente,
extravasando pela inciséo realizada na jungéo entre a cauda
e o corpo do epididimo. Todo procedimento foi realizado sobre
uma placa aquecedora.

Apods a colheita, o sémen foi analisado quanto a motilidade,
vigor, concentragdo, morfologia espermatica (método Karras),
integridade de DNA (acridina laranja), integridade estrutural
(diacetato de 6-carboxifluoresceina e iodeto de propideo)
e funcional da membrana plasmatica (teste hiposmoético),
viabilidade espermatica (coloragdo com eosina/nigrosina) e
atividade mitocondrial.

Avaliagdo da motilidade e vigor

Para avaliagdo da motilidade e vigor, uma aliquota de sémen
foi depositada sobre uma lamina aquecida, recoberta por
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laminula e observada em microscépio de contraste de fase, num
aumento de 100X. A motilidade foi caracterizada pela presenca
de movimentos retilineos e expressa em porcentagem (0 a
100%). O vigor foi caracterizado de acordo com a intensidade
dos movimentos espermaticos e expresso segundo um escore
de0Oab.

Avaliagdo da concentragdo espermatica

A concentragdo espermatica foi avaliada apds a diluigdo de
1:100 do sémen em formol-salina. O sémen diluido foi colocado
na camara de Neubauer e as células contadas em microscopio
de contraste de fase, num aumento de 400X. O valor obtido foi
dado em milhdes/mL.

Avaliagdo da morfologia espermatica

A morfologia espermética foi realizada utilizando-se o método
Karras modificado (Papa et al., 1986). Uma aliquota de sémen
foi depositada na extremidade de uma lamina fosca e um
esfregago foi confeccionado. A lamina foi fixada em metanol
(1 passagem) e corada pelo método citado. Foram contadas
200 células, classificadas de acordo com os tipos de defeitos
(maiores, menores ou normais), num aumento de 1.000X em
microscopio de contraste de fase. Os valores foram dados em
porcentagem.

Integridade do DNA

Aintegridade de DNA foi avaliada utilizando-se a coloragdo com
acridine orange, segundo o método de Thuwanut et al. (2008).
Foi preparado um esfregagco em lamina com 10 yL de sémen, o
qual foi seco ao ar. O esfregaco foi fixado em solugédo de Carnoy
(metanol: acido acético, 3: 1 v/v) preparada no momento do uso,
durante 3 horas ou overnight. Entao, as laminas foram coradas
com acridine orange (10 mL da solugdo 10mg/mL de acridine
orange, 40 mL solugdo de acido citrico 0,1M e 2,5 mL solugao
Na,HPO,.7H,O0 0,3M - pH 2,5, durante 5 minutos), lavadas
em agua destilada, recobertas por laminula e observadas em
microscopio de epifluorescéncia (490/530 nm de excitagdo/
filtro de barreira). Foram analisadas 200 células, sendo as que
continham DNA integro (DNA nativo — dupla fita) foram coradas
em verde fluorescente, enquanto os espermatozoides com DNA
anormal (DNA desnaturado) foram corados em um espectro
variando do amarelo-esverdeado ao vermelho.

Integridade da membrana

Aintegridade estrutural da membrana foi avaliada pela coloracédo
com sondas fluorescentes, a qual foi realizada de acordo com
a técnica descrita por Harrison e Vickers (1990) modificada. As
solugdes estoques de diacetato de 6-carboxifluoresceina (9,2
mg diacetato de 6-carboxifluoresceina em 20 mL dimetilsulfoxido
(DMSO0)), iodeto de propideo (10 mg de iodeto de propideo em
20 mL solugao fisioldgica), formaldeido (diluicdo de 1: 80 de
formalina a 40% em solugéo fisioldgica) e citrato de sodio a
3% (3,0 g de citrato de s6dio em 100 mL de solugao fisioldgica)
foram preparadas. Uma fragéo de 10 ul de sémen foi diluida em
40 pl da solugao trabalho (5 yl da solugéo estoque de diacetato
de 6-carboxifluoresceina, 20 uL da solugéo estoque de iodeto
de propideo, 10 ul solugédo estoque de formaldeido e 960 ul de
citrato de sodio a 3%), preparada no momento do uso. Uma gota
do material foi depositada em uma lamina de vidro, recoberta
por laminula e analisada em microscopio de epifluorescéncia
(Olympus, BX60, USA), em aumento de 1.000 X (imersao), com
filtro WG. Foram contadas 200 células, sendo consideradas
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com a membrana integra aquelas coradas em verde e com a
membrana lesada as coradas em vermelho ou vermelho e verde.

A integridade funcional da membrana foi avaliada pelo teste
hiposmético segundo a técnica descrita por Jeyendran et al.
(1984), que consistiu em misturar 0,1 mL do sémen com 0,9
mL da solugdo hiposmética de 150 mOsmol (7,35 g citrato de
s6dio.2H,0, 13,51g frutose em 1000 mL de agua destilada).
Uma solugéo isosmética de 300 mOsmol (14,7 g citrato de
s6dio.2H,0, 27,02 g frutose em 1000 mL de agua destilada) foi
utilizada como controle. O material foi incubado a 37°C, durante
5 minutos. Apds o periodo de incubagdo, as amostras foram,
suavemente, agitadas por movimentos de inversao e uma gota
do material foi colocada em uma lamina de vidro, recoberta
por uma laminula e a leitura realizada em microscépio de
contraste de fase. Foram contadas 200 células espermaticas,
em varios campos da lamina, escolhidos aleatoriamente. Na
solugdo hiposmotica foram considerados espermatozoides
com integridade funcional da membrana, aqueles que
apresentaram edema, evidenciado pelo enrolamento da cauda.
A solugéo isosmatica serviu como controle para descartar os
espermatozoides que ja apresentavam cauda enrolada antes do
teste. O resultado foi dado em porcentagem, sendo que o valor
final foi obtido da quantidade de espermatozoides com a cauda
enrolada, na solugdo hiposmatica, subtraida a quantidade de
espermatozoides com a cauda enrolada na solugao isosmética.

Viabilidade espermatica

Aviabilidade espermatica foi avaliada utilizando-se uma solugéo
de eosina/nigrosina preparada (5% p/v de nigrosina, 0,6% p/v
de nigrosina e 3% de p/v de citrato de s6dio.2H,0, pH 7,0 -
quando necessario foi utilizado 0,1M NaH,PO, ou 0,1M Na,HPO,
para ajustar o pH) e filtrada, segundo Barth e Oko (1989). Um
esfregaco foi confeccionado com uma aliquota de 5 pL da
solugdo e a mesma quantidade de sémen foi colocada sobre
uma lamina. Apés secar ao ar, a lamina foi analisada, contando-
se 200 células em microscépio 6ptico (400X), sendo as coradas
em rosalpreto consideradas com a membrana lesada.

Atividade mitocondrial

A atividade citoquimica das mitocondrias foi avaliada pelo
método descrito por Hrudka (1987) e Cavalcante et al. (2005).
Amostras de sémen foram incubadas em meio contendo
diaminobenzidina (DAB) em fosfato de sddio 0,15 M, pH 7,2, a
uma concentragéo de 1 mg/mL e manuseado na auséncia de luz.
Uma aliquota de 10 yL (in natura) e 250 pL (pés-descongelagéo)
de sémen foi adicionada a 1 mL e 750 pL, respectivamente, do
meio de incubagéo, homogeneizada em tubo aberto, colocada
em banho-maria a 37°C durante 60 minutos, na auséncia de
luz. Para cada ensaio realizado, um controle negativo foi obtido
da incubagéo de uma amostra de sémen aquecida a 100°C por
cinco minutos e adicionada ao meio de incubagéo, da mesma
maneira que amostra teste. Apds a incubacao, esfregacos
da amostra teste e controle foram preparados, fixados em
formaldeido 10%, durante 10 minutos, lavados e secos ao ar.
Entao, as laminas foram avaliadas em microscopio de contraste
de fase, num aumento de 1.000X. Foram contadas 200 células,
classificadas em quatro categorias: categoria 1 (a maioria das
mitocondrias ativas, nas quais a bainha mitocondrial possuia a
aparéncia de um cilindro compacto e proeminente); categoria
2 (bainha mitocondrial fragmentada, contendo segmentos
ativos e inativos com predominancia dos ativos); categoria
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3 (menos da metade da bainha mitocondrial esta ativa, com
poucas mitocOndrias ativas dispersas); e categoria 4 (bainha
mitocondrial completamente inativos). Cada categoria foi
multiplicada por um fator de corregéo, sendo para categoria 1,
1,0; categoria 2, 0,5; categoria 3, 0,25; e categoria 4, zero. O
indice de atividade citoquimica mitocondrial foi encontrado apdés
a multiplicagdo do nimero de espermatozoides encontrados em
cada categoria pelo seu fator de correcdo e a somatéria dos
valores de todas as classes.

Diluicdo e congelamento do sémen

A partir da concentragdo espermatica da amostra colhida, a
quantidade de diluente foi calculada em mL. O sémen foi diluido
em meio Botubov® - meio Il (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil),
contendo aproximadamente 4% de glicerol, na solugao final.
Apéds a diluigdo, as amostras foram envasadas em palhetas
francesas de 0,5 mL, contendo 50x10° espermatozoides moéveis/
palheta.

As palhetas foram acomodadas em uma grade de metal e
refrigeradas a 4°C, durante 4 horas. Apds este periodo, a grade
de metal, com as palhetas, foi transferida para uma caixa de
isopor, contendo nitrogénio liquido e acomodada a 6 cm acima
da superficie liquida, durante 20 minutos. Finalmente, as
palhetas foram imersas no nitrogénio liquido e, posteriormente,
armazenadas em botijdo criogénico. As palhetas foram
descongeladas a 37°C em banho-maria, durante 30 segundos e
reavaliadas pelos mesmos testes, com excegéo da concentragcao
espermatica.

Analise estatistica

Todos os dados foram testados para normalidade pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov. As variaveis foram avaliadas pelo
teste de Mann-Whitney (Rank Sum Test), comparando-se os
dados obtidos de cada touro e entre os touros, antes e apds
a congelagdo do sémen. O nivel de significancia considerado
foi p<0,05.

Resultados

Os resultados de todas as amostras foram apresentados na
Tabela 1.

Ao final do experimento, foram utilizados 35 pares de testiculos/
epididimos de touros provenientes do abatedouro comercial
da regido, porém apenas 10 foram considerados para o
experimento. Os restantes foram descartados devido a auséncia
de células espermaticas ou foram utilizados para adaptagéo das
técnicas propostas no estudo.

O numero médio de espermatozoides recuperados da cauda
do epididimo variou entre 1,7 a 12,7x10° espermatozoides, com
uma média e desvio-padrado de 5,2x10° + 3,8x10°.

Em relagdo a motilidade e vigor espermatico do sémen fresco
e apos a descongelagao verificou-se média e desvio-padrao de
74,0+7,0% e 3,6+0,7, 30,018,2% e 1,3+0,5, respectivamente. As
médias da motilidade (p<0,001) e vigor espermatico (p<0,001)
do sémen fresco foram superiores a do congelado.

Na avaliacdo da atividade citoquimica das mitocondrias foi
verificada uma quantidade maior de padrdo um e dois para
o sémen fresco. O indice médio de atividade citoquimica
foi calculado e notou-se uma redugéo (p<0,001) apds a
descongelagdo (99,3 + 6,6 versus 40,0 + 6,3). Nao foi observada



correlagéo entre a motilidade espermatica e o indice médio de
atividade citoquimica mitocondrial, tanto no sémen fresco como
no congelado.

Com relagao a integridade de membrana, houve uma redugao
(p<0,001) apds a descongelagéo.

Tabela 1: Média + desvio-padrdo da analise do sémen fresco e congelado,

colhido do epididimo de 10 touros
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1974; Silva et al., 2003, Tajik et al., 2007). Apesar disto, a gota
citoplasmatica esta presente nos espermatozoides da cauda
do epididimo e é perdida durante a ejaculagao (Garbers et al.,
1970; Cooper e Yeung, 2003), sendo uma alteragdo esperada
nestas amostras.

Amotilidade e vigor espematicos do sémen fresco e descongelado
foram semelhantes aos encontrados para o sémen ejaculado
(CBRA, 1998; Severo, 2009), confirmando
a viabilidade do método para aplicagdo em
biotécnicas da reprodugao.

Outras alteragdes foram encontradas apés

CARACTERISTICA AVALIADA FRESCO CONGELADO a congelagéo, especialmente com avaliagéo
citoquimica mitocondrial, que reduziu apos a

Volume (mL) 6,3+2,1 -- descongelacao. Este achado é explicado pela
_ . ) perda de energia nas células esperméticas
Concentragao espermatica no ejaculado (x10°) 52+3,8 - ap6s a descongelacdo, sendo um teste indica-
Motilidade (%) 74 +7.0° 30,0 + 8,25 dor da quantidade de adenosina trifosfato
(ATP), a qual esta relacionada com o nimero de

Vigor (0 a 5) 36+0,7 1,3+0,5 espermatozoides moveis e a viabilidade esper-
. matica (Lindermann e Kanous, 1989; Tesarik
Integridade DNA (%) 99,2£09 98,2+18 etal., 1é93; Januskauskas e Zilinskas, 2002).
indice de atividade citoquimica mitocondrial 99,3 + 6,6° 40,0 £ 6,3° De acordo com um questionario respondido
Eosina (%) 703495 66,5+ 8,8 pelas maiores centrais de inseminagédo do
Brasil, a média da concentragao espermatica por

Fluoresceina e iodeto de propidio (%) 95,9 + 3,12 75,7 +5,9° palheta é de 13,73 milhdes de espermatozoides
] » (Crespilho et al., 2009). Assim, neste estudo,
Hiposmatico (%) 774+10,2 729+104 poderia ser produzido um total de 925 doses
Normais (%) 66,8 + 10,7 62,785 de sémen, valor que pode variar em fungdo do
numero de células espermaticas recuperadas,

Defeitos maiores (%) 7,7+28 8,8+3,1 garantindo doses suficientes para a preservagéo
Defeitos menores (%) 255494 286478 do material genético de um touro. Isso torna a

técnica muito rentavel, pois é de facil execugéo

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,05).

Discussao

Baseado nos resultados do presente estudo, foi observado que
0 numero médio de espermatozoides recuperados da cauda
do epididimo estd de acordo com a média esperada para o
sémen ejaculado de touros de 0,4 a 20x10° espermatozoides
(Gongalves et al., 2008). Os valores obtidos poderiam ser
maiores, pois o estudo foi realizado com animais do rebanho
comercial, destinados ao abate, muitas vezes com testiculos
pequenos, e por ndo serem reprodutores.

Na técnica de colheita do sémen por fluxo retrégrado empregada
neste estudo, a média encontrada para concentragéao
espermatica foi superior a resultados de outros autores, sendo
de 1,7 x 10° espermatozoides (variagao de 0,26x10° a 4,2x10°),
colhidos por método distinto, a fragmentacdo e lavagem da
cauda do epididimo (Castro et al., 2009), o que aumenta muito o
potencial de doses de sémen a serem produzidas. Além disso, a
técnica de fluxo retrogrado permitiu a colheita de amostras sem
contaminagdo com sangue, sendo mais eficiente e parecendo
ser o método mais recomendado para esta espécie (Martinez-
Pastor et al., 2006).

A porcentagem de morfologia espermatica encontrou-se
abaixo do recomendado para a espécie (CBRA, 1998) e a
gota citoplasmatica distal foi o principal defeito nas amostras
avaliadas, concordando com outros estudos (Amann et al.,

e baixo custo. Além disso, apds a morte do
reprodutor, o sémen tende a se valorizar,
havendo casos em que antes da morte o sémen
€ comercializado por 20 a 30 reais e apds a morte chega a mil
reais a dose (Pontes, 2011).

O sémen colhido do epididimo de touros post-mortem tem
maior valor no mercado e grande potencial para ser utilizado
na fecundacéo in vitro (FIV). O Brasil € lider mundial dessa
biotecnologia, realizando mais de 300 mil transferéncias de
embrides por ano (Cardoso, 2012). Estudos tém comprovado
a fertilidade e a utilizagdo desta metodologia empregada no
presente estudo. Martins et al. (2007) avaliaram a fertilidade do
sémen congelado obtido do epididimo de touros ap6s a morte
na produgdo de embrides de FIV. Ademais, a fertilidade do
sémen congelado obtido do epididimo na inseminacéo artificial
foi comprovada por Barker em 1954 (Barker, 1954), e apesar
da técnica de congelagéo e os meios diluentes utilizados serem
diferentes dos atuais, a taxa de prenhez foi, em média, 63%,
nao havendo diferengas na fertilidade entre o sémen ejaculado
e do epididimo.

Com base nos resultados e nas condi¢gdes em que foi realizado
o estudo, conclui-se que a técnica de fluxo retrogrado é rapida
e eficiente para a colheita de espermatozoides da cauda do
epididimo, com recuperagéo de alta concentragcdo de células
espermaticas. Tal técnica permitiu a colheita de células viaveis e
que apos a congelagao poderiam ser utilizadas para inseminagéo
artificial, sendo mantidas caracteristicas semelhantes ao sémen
ejaculado.
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Além de ser uma técnica factivel, contribuindo para a preservagao
de material genético de reprodutores superiores (principalmente
animais jovens, que poderiam contribuir muito com o progresso
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