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GUASTI, P.N. Efeito do meio diluidor e da dose inseminante sobre a
congelabilidade e fertilidade de espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo de garanhdes. Botucatu. 2010 Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

RESUMO

A colheita de espermatozoOides da cauda do epididimo e sua criopreservacao
representam um grande avango biotecnoldgico na equinocultura, e pode ser a Ultima
chance de preservacdo do material genético de garanhdes ap6s sua morte inesperada ou
lesGes que impossibilitem a cobertura ou colheita de sémen. Os objetivos dessa pesquisa
foram comparar a efetividade de dois diluidores utilizados para a recuperacdo dos
espermatozdides epididimarios em relacdo aos indices de congelabilidade determinados
laboratorialmente (Experimento 1) e as taxas de concepgdo proporcionadas por cada
metodologia ao utilizar baixa dose inseminante (Experimento Il). No Experimento I
foram utilizados 58 testiculos, o ducto epididimario de um testiculo de cada garanhdo
foi lavado com o diluidor sem pentoxifilina—Botu-Sémen® (Controle) e o ducto
epididimario do testiculo contralateral, com o diluidor contendo 7,18 mM de
pentoxifilina-Botu-Turbo® (PTX). No Experimento II, foi utilizado um “pool de
espermatozoéides” dos testiculos de dois garanhdes. As amostras foram congeladas e
direcionadas as inseminacdes artificiais em diferentes doses inseminantes, formando os
seguintes grupos: 800x10° espermatozéides recuperados com o diluidor sem
pentoxifilina (800 Controle), 100x10° espermatozéides recuperados com diluidor sem
pentoxifilina (100 Controle) e 100x10° espermatozéides recuperados com o diluidor
com pentoxifilina (100 PTX). O indice de concepcdo para as éguas inseminadas nos
grupos 800 Controle, 100 Controle e 100 PTX foi de 68% (11/16), 31,25% (5/16) e
50% (8/16), respectivamente. Frente aos resultados obtidos, conclui-se inseminagdes
artificiais com apenas 100x10° espermatozédides colhidos com o meio diluidor contendo
pentoxifilina garantem indices aceitaveis de concep¢do e maximiza o uso de
espermatozéides epididimarios congelados.

Palavras-chave: Pentoxifilina; Cauda do epididimo; Dose inseminante; Diluidor;
Criopreservacao espermatica; Fertilidade; Equino.

! Biotech Ltda, Botucatu , Brasil.
2 Biotech Ltda, Botucatu , Brasil.
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GUASTI, P.N. Effect of extender and insemination dose on the freezability and
fertility of stallion epididymal sperm. Botucatu. 2010 Dissertagdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

ABSTRACT

The recovery of spermatozoa from epididymal cauda and its cryopreservation
represents a great technological advance, since it is the last possibility to preserve
genetic material from dead or deceased valuable males. The aims of this study were to
compare the effectiveness of two extenders used for recovery of epididymal sperm in
relation to its freezability (Experiment I) and conception rates provided by each
methodology using a low insemination dose (Experiment Il1). In Experiment I, 58 testis
were used, epididymal cauda of each stallion were separated and flushed with a skim
milk-extender either without (Botu-Sémen®; Control Group) or with 7,18 mM of
pentoxifylline (Botu-Turbo®; PTX Group) and then frozen. In Experiment Il, a “pool”
of epididymal sperm from 2 stallions was used. The samples were frozen and artificial
insemination was performed using different insemination doses, comprising the
following groups: 800x10° sperm recovered without PTX (800 Control); 100x10° sperm
recovered without PTX (100 Control) and 100x10° sperm recovered with PTX (100
PTX). The conception rates were 68% (11/16), 31.25% (5/16) e 50% (8/16) for 800
Control, 100 Control and 100 PTX group, respectively. Based in these results, it was
possible to conclude that artificial inseminations with 100x10° sperm recovered with
PTX guarantee acceptable conception rates and maximize the use of frozen equine

epididymal sperm.

Keywords: Pentoxifylline; Cauda epididymis; Insemination dose; Extender; Sperm

Cryopreservation; Fertility; Equine.



1.0 - INTRODUCAO

A equinocultura brasileira ocupa posicdo de destaque internacional pelo
expressivo numero de animais e pela exceléncia de seu plantel. Adicionalmente, a
industria do cavalo € uma importante area geradora de divisas e empregos no Brasil.
Contudo, para se manter um pais competitivo, se faz necessario a incorporacao de novas
biotecnologias para acelerar e facilitar o melhoramento genético.

Nos ultimos anos, diversos trabalhos tém sido realizados visando aprimorar as
técnicas de recuperacdo, criopreservacdo e inseminacdo de espermatozoéides da cauda do
epididimo, entretanto poucos pesquisadores conseguiram éxito em seus estudos. Os
melhores resultados obtidos com esta biotécnica, foram realizados por pesquisadores
brasileiros, que demonstraram indices de concepcdo de 66,6 % (PAPA et al., 2008) e
92,3% (MONTEIRO, 2010), o que garante posicdo de destaque no cenario internacional
de avancos na biotecnologia da reproducéo em equinos.

A relevancia da aplicabilidade da biotécnica de espermatozéides epididimarios
se da principalmente por possibilitar a recuperacdo e criopreservacdo de células
espermaticas viaveis de garanhdes que tenham a sua vida reprodutiva interrompida, seja
por morte inesperada, processos obstrutivos, ou distdrbios traumaticos que
impossibilitem a cobertura ou colheita de sémen. Nestes casos, tal procedimento é
indicado principalmente para garanhdes com alto valor genético, pois minimiza a perda
do germoplasma e conseqlientemente possibilita a obtencdo de produtos geneticamente
superiores mesmo apos a incapacidade reprodutiva ou morte do reprodutor.

Dentre os estudos realizados com espermatozoides epididimarios em equinos
podem se destacar o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas de colheita (CARY
et al., 2004; BRUEMMER, 2006), comparacdo de meios diluidores (MELO et al., 2008;
PAPA et al.,, 2008; GUASTI et al., 2009), refrigeracdo espermatica (MONTEIRO,
2010), efeito da adicdo de plasma seminal (MORRIS et al., 2002; TIPLADY et al.,
2002; MOORE et al., 2005; PASQUINI, et al., 2008; HEISE et al., 2010), viabilidade
espermatica de garanhdes sub-férteis (MONTEIRO, 2010), teste de fertilidade (PAPA
et al., 2008; HEISE et al., 2010), métodos de inseminacdo artificial (MORRIS, 2002) e
injecdo intracitoplasmatica de espermatozéide (HERRERA et al., 2006).

Entretanto, os espermatozoides epididimarios se encontram em sua maioria imoveis
apos a técnica de colheita. Estudos bioquimicos, em roedores e bovinos, demonstram
gue as ceélulas espermaticas permanecem quiescentes nos fluidos epididimarios
(TURNER & REICH, 1985), e o desenvolvimento da motilidade esta associado com o



aumento dos niveis intra-espermaticos de pH, AMPc e ions calcio, mediadores
responsaveis pela ativacdo da cinética espermatica (HOSKINS et al., 1978; KANN &
SERRES, 1980).

A adicdo de substancias especificas nos diluidores utilizados na lavagem da
cauda do epididimo pode estimular a motilidade espermatica e permitir o melhor
aproveitamento das células recuperadas. A pentoxifilina, um derivado da metilxantina,
inibe a atividade da enzima fosfodiesterase em células vivas, levando ao aumento de
AMPc intracelular e consequente incremento da cinética espermatica (CALOGERO et
al.,, 1998). No entanto, poucos estudos tém sido realizados com a finalidade de
investigar os efeitos da adicdo de pentoxifilina na criopreservagdo do sémen de
garanhdes.

O desenvolvimento de técnicas de inseminacdo artificial que possibilitam a
deposicdo de baixo numero de espermatozdides préximo ao sitio de fertilizacdo tem
sido realizado no intuito de melhorar os indices de fertilidade de garanhdes subférteis e
férteis de alto potencial (MORRIS, 2004; LEAO, 2006), favorecendo a utilizacio do
sémen congelado e evitando perdas espermaticas ou reagdes inflamatorias no trato
reprodutivo da fémea (HUNTER & GREVE, 1998).

A colheita de espermatozdides da cauda do epididimo e sua criopreservacao
permitem a preservacdo do germoplasma de reprodutores mesmo ap6s a perda da
capacidade reprodutiva por trauma ou Obito. No entanto, ao considerar o limitado
namero de doses espermaticas recuperadas com esta biotecnologia e o valor genético do
garanhdo, se faz necessario diminuir a dose inseminante a ser aplicada, por possibilitar a
maximizacdo do uso dos espermatozoéides epididimarios criopreservados, ao garantir
maior nimero de éguas inseminadas e consequente retorno econdmico.

O sucesso recentemente alcancado com os indices de fertilidade dos
espermatozéides recuperados do epididimo em equinos mostra a importancia da
realizacdo de novos estudos que testem protocolos de recuperacdo, criopreservacao e
inseminacao destas células.

O presente estudo baseia-se no estudo da influéncia do meio diluidor sobre os
indices de congelabilidade de espermatozoides da cauda do epididimo equino
(expressos através dos resultados das analises computadorizadas das celulas
espermaticas, determinacdo de integridade de membrana plasméatica e avaliacdo da
fosforilagdo da tirosina) e sobre os indices de concepcdo quando utilizadas diferentes

doses inseminantes.



2.0 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Anatomofisiologia do Epididimo

Apds sua formacdo no ambiente testicular, 0 espermatozdide necessita passar
por um processo de maturacdo para que seja capaz de fertilizar o odcito. Durante o
transito epididimario, as células espermaticas sofrem modificacbes substanciais em sua
funcdo, composicdo e organizacdo e passam a adquirir motilidade progressiva,
habilidade de reconhecimento e ligacdo com a zona pellcida e fusdo com a membrana
plasmaética do odcito (GATTI et al., 2004).

O epididimo é um ducto Unico altamente enovelado, justaposto a superficie
externa do testiculo que se estende do polo anterior ao polo posterior do mesmo, e é
ligado de forma mais ou menos firme, dependendo da espécie, pela tanica albuginea e
pelo tecido conectivo. Esta estrutura pode ser dividida anatomicamente em trés
segmentos: cabeca, onde ha absorcdo de aproximadamente 80% do fluido oriundo da
rede testis (MARENGO, 2008); corpo, onde os espermatozodides passam a apresentar
capacidade fecundante, e cauda, cuja fungdo basica é o armazenamento e a manutencéo
de espermatozdides maduros (SHIVAJI, 1988).

A divisdo anatdmica do epididimo é baseada nas caracteristicas histoldgicas e
bioquimicas do érgdo, entretanto, hd uma variagdo significativa desta divisdo entre as
diferentes espécies (COOPER, 1986). Cada regido secreta substancias especificas que
promovem mudangas na composi¢cdo quimica e protéica do fluido epididimario,
essenciais para a manutencdo da viabilidade da célula espermatica, bem como
importantes alteraces morfofuncionais nas células espermaticas (DACHEUX et al.,
2003).

As principais funcbes do epididimo compreendem a concentracdo de
espermatozéides; maturacao funcional; armazenamento das células espermaticas em um
estado quiescente até a ejaculacdo; remocao de espermatozoides degenerados; oferta de
condicdes adequadas para a sobrevivéncia das células; transporte espermatico pelas
células midides; protecdo; e manutencdo da barreira hemato-epididiméaria (MARENGO,
2008).

O numero de espermatozoides com habilidade de se movimentar aumenta
regularmente entre a cabeca e a cauda do epididimo. No entanto, a motilidade potencial
existe j& no espermatozoide imaturo da cabeca do epididimo. Esta é expressa a medida

que os espermatozoides transitam pelo ducto epididimario, onde sdo observadas



mudancas nos niveis intra-espermaticos de AMPc, pH e célcio (WADE et al., 2003). A
eliminacdo de zinco das fibras densas externas durante o transito epididimario permite a
formacédo de pontes de dissulfeto, o que contribui para o enrijecimento das fibras e
consequente geracdo da motilidade, especialmente motilidade progressiva (HENKEL et
al., 1999). Além disso, a presenca de proteinas especificas na cauda do epididimo,
imobilinas, aumenta a viscosidade do fluido epididimario e dificulta a movimentagéo
das células espermaticas (USSELMAN & CONE, 1983).

Com relacdo as alteracdes referentes ao metabolismo dos espermatozdides, no
corpo do epididimo ocorre o aumento do metabolismo oxidativo e glicolitico e na cauda
principalmente, ocorre a diminuicdo do conteudo de lipideos neutros e colesterol
(GATTI et al., 2004).

As mudancas funcionais envolvem alteracdes do padrdo de atividade flagelar e
habilidade de se ligar a zona pellGcida. Mudancas na composicdo da membrana
plasmatica contribuem para tais mudancas funcionais. Estas sdo refletidas em alteracoes
na carga elétrica da superficie celular, ligacdo de lecitinas, distribuicdo de particulas
intra-membranosas, fluidez da membrana, composicao de lipideos e proteinas e ligacdo
de anticorpos (GATTI et al., 2004).

A grande maioria das proteinas presentes no plasma seminal é proveniente do
epididimo e estdo envolvidas na remodelacdo da membrana espermatica, que ocorre
durante o transito epididimario e apos a ejaculacdo (DACHEUX et al., 2003).

A secrecdo de proteinas no epididimo é altamente regionalizada, sendo a cabeca
e a cauda as regides mais ativas. Na espécie bovina, a atividade secretdria na regido da
cabeca é 6 a 8 vezes maior que na regido da cauda, e, na espécie equina, cerca de 73%
dos compostos protéicos sdo secretados na cabeca do epididimo (DACHEUX et al.,
2003; GATTI et al., 2004).

As proteinas epididimarias adquiridas pela membrana espermatica durante o
transito epididimario sdo classificadas de acordo com o tipo de interacdo com a célula
espermatica. Podem ocorrer ligacbes fracas, responsaveis pela quiescéncia dos
espermatozéides; ligacdes fortes, importantes no trato reprodutivo da fémea e na
fertilizacdo; modificagbes das proteinas da membrana plasmatica, encobrindo ou
expondo receptores; ou presenca de proteinas livres no fluido epididimario, colaborando
com a manutencdo do meio (MARENGO et al., 2008).



A glicosilfosfatidilinositol € adquirida pela membrana plasmatica como proteina
integral e sua transferéncia do fluido epididimario para a membrana parece ser mediada
por epididissomos (SOSTARIC et al., 2008).

Os epididissomos constituem pequenas vesiculas membranosas que se associam
a determinadas proteinas, possibilitando a aquisicdo de novos componentes proteicos
pela membrana, como: P25b, proteina ligadora a zona pellcida; HE/CD52, associada a
infertilidade imunologica em humanos; MIF (fator inibitério para migracdo de
macrofagos); GPX-5, fator anti-oxidante e SPAM1/PH-20, exerce funcdo semelhante a
hialuronidase e age como receptor para zona pellcida; e enzimas da via poliol (aldose
redutase e sorbitol desidrogenase), envolvidas na modulacdo da motilidade espermatica
durante o transito epididimario (SOSTARIC et al., 2008).

Na cabeca e no corpo do epididimo, os espermatozéides possuem carga elétrica
positiva, no entanto, na cauda, modifica¢gdes na natureza e no contelldo de sacarideos e
glicoproteinas da superficie da membrana plasmatica promovem a alteracdo da carga
elétrica, deixando-a negativa. Esta alteracdo leva a capacidade de adesdo do
espermatozdide ao odcito (GATTI et al., 2004).

Portanto, a passagem do espermatozbide pelo epididimo e as alteracoes
morfofuncionais adquiridas durante o trajeto representam um passo essencial para

tornar estas células espermaticas capazes de fertilizar o oécito (GATTI et al., 2004).

2.2 — Capacitacdo Espermatica

Os espermatozoides maturados no epididimo possuem habilidade de
movimentacdo ativa e de fertilizacdo. Entretanto, apds a ejaculacdo ou colheita do
epididimo, os espermatozdides devem permanecer no trato reprodutivo feminino por
algum tempo e passar por uma série de alteragdes morfolégicas e metabolicas,
modificacbes estas conhecidas coletivamente como capacitacdo espermatica, que
constitui o0 passo inicial para o processo de fertilizacdo (VISCONTI et al., 2002).

O local onde ocorre a capacitacdo varia de acordo com a espécie, contudo, ndo
consiste em um processo espécie-especifico (YANAGIMACHI, 1994). Nas espécies em
que a ejaculacdo € intra-uterina, como em equinos, 0s espermatozdides sofrem o
processo de capacitacdo no oviduto, especificamente na regido inicial do istmo (BAZER
et al., 1995). Nos ruminantes, os espermatozoides sdo depositados no interior da vagina,

deste modo, a capacitacdo espermatica tem inicio na passagem das células espermaéticas



pelo muco cervical, promovendo a remocao de substancias decapacitantes da membrana
plasmética (FERRARI, 1997).

O processo de capacitacdo promove importantes modificacbes na membrana
plasmatica e no metabolismo espermatico, sendo estes essenciais na ligacdo do
espermatozdide com a zona pelucida, onde ocorrera a reagdo acrossomal. Portanto, em
condigdes in vivo, as etapas da capacitacdo previnem a ativacdo prematura das enzimas
acrossomais, até que o espermatozodide atinja o local de fertilizagdo do odcito, na
ampola da tuba uterina (BAZER et al., 1995).

O colesterol possui uma importante funcdo na estabilizagdo da membrana
espermatica. Durante o processo de capacitacdo in vivo, a remocdo de colesterol das
membranas se da por meio de sua transferéncia para albuminas e lipoproteinas de alta
densidade presentes na tuba uterina. Assim, tem-se a desestabilizacdo da bicamada
lipidica, e consequente reorganizacdo de seus componentes e reducdo da proporgdo
colesterol:fosfolipideo, resultando na fluidez da membrana plasméatica (AMANN &
GRAHAM, 1993). Deste modo, o efluxo de colesterol e a redistribuicdo de proteinas da
bicamada lipidica promovem alteracbes na permeabilidade da membrana,
particularmente na abertura dos canais de ions célcio; e também modificagdes nas
propriedades da capacidade de fusdo da membrana plasmatica, as quais sdo importantes
para a reacao acrossdmica (AMANN & GRAHAM, 1993).

Adicionalmente, evidéncias indicam que o bicarbonato facilita a desestabilizacéo
da membrana, principalmente na regido apical da cabeca do espermatozdide, devido ao
fato de que esta substancia estaria supostamente presente em niveis superiores na tuba
uterina (20 mM) quando comparado ao fluido espermético (<1 mM) (FLESH &
GADELLA, 2000; GADELLA & COLENBRANDER, 2003).

Em contato com a membrana plasmaética, o bicarbonato ativa diretamente a
forma solGvel da enzima adenilciclase, abundante nos espermatozéides de mamiferos,
resultando no aumento dos niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) que ativa a
proteina kinase A (PKA) que, por sua vez, via fosforilacdo da proteina tirosina, ativa
direta ou indiretamente o deslocamento de fosfolipideos da membrana plasmatica
(FLESH & GADELLA, 2000).

Segundo Gadella e Colenbrander (2003), o bicarbonato atua também na cauda
do espermatozoide, o que leva a fosforilacdo da tirosina e inducdo da hipermotilidade.
Esta se caracteriza por aumento da amplitude do batimento flagelar, devido a maior

flexibilidade, principalmente na pecga intermediaria, e mudangca do movimento



progressivo que se torna circular, devido a ndo rotacdo da cabeca do espermatozoide.
No entanto, 0s processos de hiperativacdo e capacitacdo espermética envolvem
mecanismos distintos (BEDFORD, 1990).

Outro elemento envolvido no processo de capacitagdo é a albumina, que promove o
efluxo de colesterol e consequente desestabilizacdo da membrana do espermatozoéide
(FLESH & GADELLA, 2000).

Do mesmo modo, os glicosaminoglicanos séo capazes de estimular a capacitacéo
e a reacdo acrossomica, ao remover os fatores decapacitantes do plasma seminal
presentes na membrana espermatica de espermatozoéides ejaculados (YANAGIMACHI,
1994). Além disso, estudos sugerem que a heparina ligada a superficie do
espermatozéide aumenta as concentracdes de calcio e o pH intracelular, e ainda facilita
o desprendimento do espermatozoéide da tuba uterina (PARRISH et al., 1994).

Como todas as células sob condicdes aerdbicas, 0s espermatozdides sdo capazes
de gerar radicais livres, em sua maioria originada da atividade metabdlica normal.
Ainda que em altas concentracGes se tornem prejudiciais ao espermatozdide, em baixas
concentracdes, os radicais livres possuem um papel importante na funcdo espermatica,
especificamente na fosforilacdo de tirosina (BALL et al., 2001; BAUMBER et al.,
2003).

A fosforilagdo da proteina tirosina regula uma variedade de fungdes celulares,
como regulacdo do crescimento, controle de ciclos celulares, regulacdo de ions,
formacdo do citoesqueleto, além de ser um componente essencial a capacitacdo
espermatica (HUNTER, 1996). Deste modo, a avaliacdo da fosforilacdo da proteina
tirosina pode ser utilizada como um indicador da capacitacdo esperméatica (POMMER et
al., 2003)

Além das substancias enddgenas presentes no trato reprodutivo da fémea, a
movimentacdo dos fosfoslipideos da membrana plasmatica pode ser induzida in vitro
por meio de inibidores da fosfosdiesterase, ativadores da PKA, inibidores da fosfatase 1
e 2a e pela adicdo de analogos do AMPc, o que poderia levar a capacitacdo espermatica
(FLESH & GADELLA, 2000).

2.3 — Colheita de Espermatozoides da Cauda do Epididimo

A colheita de espermatozdides viaveis da cauda do epididimo tem sido relatada
em diversas espécies, como bovinos (MARTINS et al., 2009), cervideos
(FERNANDES-SANTOS et al., 2009), caprinos (MARTINEZ-PASTOR et al., 2005),



suinos (KIKUCHI et al., 1998), felinos (GANAN et al., 2009) e equinos (PAPA et al.,
2008). A obtencdo de espermatozoides vidveis da cauda do epididimo tem por
finalidade a utilizacdo destas células em técnicas de reproducdo assistida, como
inseminacdo artificial (PAPA et al., 2008; HEISE et al., 2010, MONTEIRO, 2010) e
injecdo intracitoplasmatica de espermatozdides (HERRERA et al., 2006).

Estudos demonstram que o numero total de espermatozdides recuperados da
cauda do epididimo de garanhGes € superior ao encontrado em ejaculados
(GRANEMANN, 2006; MURADAS et al., 2006; MONTEIRO, 2010), devido a funcio
de armazenamento exercida na regido da cauda do epididimo, onde a cada ejaculagéo
apenas uma parte das células espermaticas € liberada do reservatorio (SHIVAJI, 1988).
E ainda, segundo Tiplady et al. (2002), estas células apresentam motilidade progressiva

igual ou superior aos espermatozoéides do ejaculado.

2.3.1 — Métodos de Colheita de Espermatozéides da Cauda do Epididimo

Diversos métodos de recuperacdo de espermatozodides da cauda do epididimo
sdo descritos na literatura, entre eles, duas técnicas sdo aplicadas em pacientes vivos —
MESA e PESA, e trés sdo utilizadas para colheita em animais mortos — flutuacao, fluxo
retrogrado e perfuracdo (GUERRERO, 2006).

Entretanto, os métodos de recuperacdo de espermatozoides epididimarios em
animais mortos sdo os mais empregados na Medicina Veterinaria, devido ao crescente
interesse pela preservacao de espécies ameacadas de extingdo e preservacgdo de células
espermaticas de animais de producdo de alto valor genético, impossibilitados de realizar

cobertura ou colheita de sémen com vagina artificial.

2.3.1.1 — Método de Flutuacao

O método de flutuacdo consiste em cortar ou fatiar a cauda do epididimo (Figura
la e 1b). IncisGes longitudinais sdo realizadas para exposi¢do dos espermatozdides ao
meio exterior. Em seguida, a cauda do epididimo é mantida em um meio gelatinoso,
possibilitando a migracdo dos espermatozdides para o mesmo (Figura 1c), e a
recuperacdo das células espermaticas € realizada por meio de filtragdo (YU e LEIBO,
2002). Embora seja freqlientemente aplicada a espécies de pequeno porte devido ao
tamanho de seus epididimos, esta técnica também pode ser utilizada na recuperacéo de
espermatozéides do epididimo de espécies de grande porte (HISHINUMA et al., 2003;
GUERRERO, 2006).



FIGURA - 1: Etapas do Método de Flutuacéo: (a) separacdo da cauda do epididimo e

remo¢do do tecido conjuntivo que recobre a cauda do epididimo; (b) incisbes para
proporcionar a migracdo dos espermatozoides do limen da cauda do epididimo; (c)

repouso para migracdo dos espermatozoides para o meio diluidor (MONTEIRO, 2010).

2.3.1.2 — Método de Perfuragéo

Na técnica de perfuracdo, a cauda do epididimo é posicionada em uma placa de
petri e o ducto epididimario é perfurado com auxilio de uma agulha (BARTELS et al.,
2000). Posteriormente, as amostras sao filtradas e centrifugadas com intuito de diminuir
a presenca de detritos celulares. Esta técnica proporciona uma elevada taxa de
recuperacdo de espermatozdides, no entanto, a viabilidade espermética pode ser afetada

devido a exposi¢do a centrifugacdo e a componentes sanguineos (GUERRERO, 2006).

2.3.1.3 — Método do Fluxo Retrogrado

A técnica de fluxo retrégrado consiste na geracdao de pressdo com o uso de uma
seringa nos vasos deferentes até que os espermatozoides epididimarios sejam carreados
pelo diluidor e extravasem pelo corte realizado na juncdo entre a cauda e o corpo do
epididimo (GARDE et al., 1994). A recuperagdo espermatica media com esse método
varia de 15 a 20 bilhdes de espermatozdides por epididimo (BRUEMMER, 2006).

A técnica de fluxo retrogrado modificada, relatada por Granemann (2006),
consiste na separagdo do complexo testiculo-epididimo (Figura 2a) seguida pela
dissecagdo do tecido conjuntivo que recobre a cauda do epididimo (Figura 2b). Em
seguida, os contornos do ducto epididimario sdo desenovelados (Figura 2c), e este deve

ser seccionado em trés partes para facilitar a lavagem.
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FIGURA - 2: Etapas do Método de Fluxo Retrogrado: (a) separar o complexo
testiculo-epididimo; (b) remover o tecido conjuntivo que recobre a cauda do epididimo
e (c) desfazer os contornos da cauda do epididimo (MONTEIRO, 2010).

Para extrair os espermatozéides do epididimo, o segmento deve ser estendido na
posicdo vertical (Figura 3) e o diluidor injetado no limen até que os espermatozoides
sejam carreados pelo diluidor e recuperados na outra extremidade. Com esta técnica, o
nimero de espermatozoides recuperados da cauda do epididimo foi superior aquele
obtido do ejaculado (GRANEMANN, 2006).

FIGURA - 3: Método do Fluxo Retrogrado: ap6s a seccdo do ducto da cauda do
epididimo em trés partes, o mesmo é estendido na posicdo vertical e 0 meio diluidor
injetado no limen até a outra extremidade (MONTEIRO, 2010).

De acordo com estudos realizados com espermatozoides epididimarios equinos,
diversos meios diluidores a base de leite desnatado ou a base de gema de ovo podem ser
utilizados para a lavagem da cauda do epididimo (CARY et al., 2004,; MURADAS et
al., 2006; JOHNSON & COUTINHO DA SILVA, 2008; PAPA et al., 2008)

Adicionalmente, estudos demonstram resultados satisfatérios ao utilizar meios

diluidores com estimuladores de motilidade na recuperacdo de espermatozéides da
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cauda do epididimo equino (MORRIS et al., 2002; PAPA et al., 2008; PASQUINI et al,
2008; GUASTI et al.,2009). Os estimuladores de motilidade, como as metilxantinase
seus derivados, sdo inibidores ndo seletivos da atividade da enzima fosfodiesterase ao
aumentar os niveis intracelulares de AMPc, levando ao aumento da cinética espermatica
(YOVICH, 1993). Ao considerar que a maioria dos espermatozdides da cauda do
epididimo se mantém imovel nos fluidos epididimarios (TURNER & REICH, 1985) e
também apds o processo de recuperacdo espermatica, a adicdo destas substancias
estimuladoras poderia ativar a motilidade dos espermatozdides quiescentes recém-

recuperados.

2.4 — Fertilidade de Espermatozéides da Cauda do Epididimo

Barker & Gandier (1957) relataram a primeira prenhez com espermatozoides
congelados na espécie equina, entretanto, os espermatozdides utilizados neste estudo
foram recuperados da cauda do epididimo e ndo do ejaculado. No mesmo estudo, foram
realizadas oito inseminacdes e obteve-se a taxa de concepcéo de 12,5% (1/8).

Estudos recentes em equinos demonstram que 0s espermatozdides obtidos da
cauda do epididimo podem ser utilizados em inseminac@es artificiais com sémen fresco
ou congelado e resultando em prenhez (MORRIS et al., 2002; PAPA et al., 2008;
HEISE et al., 2010; MONTEIRO, 2010). No entanto, a taxa de concepcdo destes
espermatozéides foi considerada, por muitos anos, inferior ao dos espermatozdides do
ejaculado (TIPLADY et al., 2002).

Morris et al. (2002) obtiveram taxa de concepcao de 45% em éguas inseminadas
com 200x10° de espermatozéides da cauda do epididimo, a fresco. Utilizando esta
mesma dose inseminante com espermatozdides congelados, foram obtidos 18 e 8% de
taxa de concepcdo quando as éguas foram inseminadas por histeroscopia e método
convencional, respectivamente. Os pesquisadores concluiram que é possivel obter
produtos utilizando espermatozoides do epididimo em doses inseminantes com baixo
namero de espermatozdides, e que a fertilidade cai acentuadamente ap0s o processo de
congelacéo.

Papa et al. (2008) avaliaram a fertilidade de espermatozoides criopreservados
recuperados da cauda do epididimo de garanhfes com a utilizacdo do diluidor de
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congelacdo Botu-Crio®, e obtiveram taxas de concepcdo de 66,6% em éguas
inseminadas na extremidade do corno uterino, com 400 x 10° espermatozéides viveis
pré e pos-congelacdo. Esta taxa de concepcao nunca foi descrita com espermatozoides
congelados do epididimo, sendo equivalente a taxas de concepcao obtidas com o uso de
espermatozdides congelados do ejaculado (MARTIN et al., 1979; JASKO et al, 1992).

Pasquini et al. (2008), compararam a eficiéncia de fatores estimuladores de
motilidade espermatica na congelacdo de espermatozoides do epididimo de garanhdes.
Este estudo concluiu que a utilizacdo dos meios Fert-Talp, Talp + Progesterona e
Sperm-Talp, comumente utilizados em protocolos de fertilizag&o in vitro, melhorou a
motilidade de espermatozdéides do epididimo apds descongelagéo.

Guasti et al. (2009) avaliaram a influéncia da pentoxifilina sobre os parametros
de motilidade de espermatozdides recém-recuperados da cauda do epididimo de
garanhfes. As amostras recuperadas com meio diluidor contendo pentoxifilina
apresentaram melhora na cinética espermética quando comparadas as amostras
recuperadas somente com o meio diluidor a base de leite deshatado.

Morris et al. (2002) avaliaram o efeito da exposicdo ao Sperm-Talp sobre a
fertilidade de espermatozoides provenientes do epididimo de garanhdes. As taxas de
concepcdo destes espermatozoides foram avaliadas com e sem o contato prévio das
células com o meio Sperm-Talp. As inseminac6es foram realizadas por histeroscopia,
utilizando doses descongeladas de 0,5 mL cada, contendo 5x10° espermatozéides
moveis. Desta forma, foram obtidas taxas de concepcdo de 0 e 29% nos grupos sem e
com exposicao prévia ao Sperm-Talp, respectivamente.

Heise et al. (2010) compararam a taxa de concepcdo de espermatozdides
recuperados da cauda epididimo e acrescidos ou ndo de plasma seminal (PS). A dose
inseminante utilizada foi de 200x10° espermatozdides com motilidade progressiva.
Deste modo, nas inseminagdes com espermatozéides do ejaculado obteve-se taxa de
concepcdo de 55,6% com o sémen a fresco, e de 38,9% com o sémen congelado. Ja,
com espermatozoéides epididimarios, as taxas de fertilidade obtidas na presenca do
plasma seminal foram de 75% quando utilizados apés a recuperagéo, e de 27,8% para 0s
espermatozodides congelados. Na auséncia do plasma seminal, estes valores foram de
22,2% e 6,7% com a utilizacdo de espermatozoéides recém recuperados e congelados,

respectivamente. Este estudo demonstrou maior capacidade fecundante dos

® Biotech Ltda, Botucatu , Brasil.
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espermatozéides obtidos da cauda do epididimo de garanhGes apos adi¢do de plasma
seminal.

Monteiro et al. (2010) demonstraram que o contato dos espermatozoides com o
plasma seminal em garanhdes sub-férteis pode ter efeito deletério sobre a qualidade
espermatica. Neste estudo, a motilidade total, a motilidade progressiva e a integridade
da membrana plasmatica dos espermatozdides obtidos da cauda do epididimo sem
contato com plasma seminal, foram superiores aos obtidos nas células provenientes do
ejaculado, tanto pré quanto pds congelagdo. No teste de fertilidade, os espermatozdides
epididiméarios apds a descongelacdo apresentaram taxa de concepcdo de 25% com
inseminacBes na extremidade do corno uterino utilizando 400 x 10° de espermatozéides
viaveis por dose inseminante.

Os espermatozoéides epididimarios também podem ser utilizados em biotécnicas
como a ICSI, sem apresentar diferenca na proporcao de clivagem embrionéria quando
comparados aquela apresentada por espermatozoides criopreservados do ejaculado de
garanhbes (HERRERA et al., 2006).

Em eqlinos, espermatozbides da cauda do epididimo demonstraram ser
resistentes ao processo de criopreservacgédo possibilitando, assim, a obtencao de produtos
de garanhGes descartados da reproducdo ou mesmo apOs sua morte, a partir de
inseminac0es artificiais convencionais (BARKER e GANDIER, 1957; MORRIS et al.,
2002; PAPA et al., 2008; MONTEIRO, 2010), inseminacdes histeroscépicas (MORRIS
et al., 2002) e injecdo intracitoplasmatica de espermatozdide (HERRERA et al., 2006).

2.5 — Inseminacdo Artificial com Baixa Dose Inseminante

Para se obter taxas de concepcao satisfatorias por meio do método convencional
de inseminacdo, recomenda-se a deposicdo de no minimo 200 milhGes de
espermatozoides com motilidade progressiva no corpo uterino (MORRIS, 2004). No
entanto, apenas parte dos espermatozoides depositados no Gtero tem acesso ao oviduto,
devido a selecdo espermatica que ocorre durante o transporte uterino (PARKER et al.,
1975) e a passagem na juncao Utero-tubarica (VASQUEZ et al., 1998).

O emprego de técnicas de inseminacédo artificial que permitem a aplicacdo de
baixa dose inseminante quando associado a mudanca do local de deposi¢do do sémen,
possibilita a reducdo do nimero de espermatozoides necessarios a obtencéo de prenhez
na espécie equina (XAVIER et al., 2010).
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As inseminagdes com baixo nimero de espermatozoides e um reduzido volume
proximo ao sitio de fertilizacdo, podem ser realizadas por histeroscopia ou por meio de
pipeta flexivel, a qual é guiada por via retal (SAMPER & PLOUGH, 2010).

Samper et al. (2008) demonstraram que as inseminacdes na extremidade do
corno uterino tanto por histeroscopia quanto por meio de pipeta flexivel resultaram em
taxas de concepcdo semelhantes. No entanto, no mesmo estudo, o numero de
espermatozéides utilizados na inseminacédo por histeroscopia foi significamente inferior
ao da inseminacdo por pipeta flexivel, o que ressalta a possibilidade da utilizacdo de
doses inseminantes extremamente reduzidas na inseminagao histeroscopica.

Buchanan et al. (1999) compararam as taxas de concepcdo de grupos de éguas
inseminadas com 500x10° espermatozoides em 20 ml no corpo do Gtero, 25x10° em 1,0
ml, 5x10° em 1,0 ml e 5x10° em 0,2 ml depositados na extremidade do corno uterino
por meio do desvio da pipeta. Os resultados foram respectivamente de 90%, 57%, 30%
e 40%, e conclui-se que a deposi¢cdo de sémen no corno uterino pode aumentar a
fertilidade ao utilizar um baixo nimero de espermatozéides em um pequeno volume.

Ledo (2006) compararam o0s resultados obtidos por meio da inseminagédo
convencional e histeroscopica com baixo nimero de espermatozéides equinos. Foram
realizadas inseminag®es com 10x10° espermatozéides moveis na juncéo Gtero-tubarica,
10x10° espermatozdides méveis no corpo do Gtero e 400x10° espermatozdides moveis
no corpo do Utero. As taxas de concepcdo obtidas foram 41,67%, 16,67% e 50%,
respectivamente, e demonstrou que a inseminagdo histeroscopica proporciona bons
resultados, mesmo com a utilizacdo de 2,5% da dose convencional de sémen fresco de
garanhdes.

A reducdo da dose inseminante pode parecer contraditéria ao se tentar manter
um elevado nivel de fertilidade, entretanto, varias razdes tem motivado veterinarios e
criadores a implementar esta biotecnologia no manejo reprodutivo dos haras. Dentre as
principais raz0es destacam-se: (a) 0 aumento da utilizacdo de sémen criopreservado, 0
alto custo da dose inseminante e/ou incapacidade de alguns garanhdes de ndo suprirem a
demanda de sémen fresco (SAMPER & PLOUGH, 2010); (b) a utilizagdo de sémen
sexado (CLULOW et al., 2008); (c) a obtencdo de resultados satisfatorios ao depositar
baixo nimero de espermatozoéides da cauda do epididimo proximo a papila Utero-
tubarica (MONTEIRO, 2010); (d) a possibilidade de aumentar a taxa de concepgéo de
garanhd@es de baixa fertilidade, ao utilizar sémen congelado (SAMPER et al., 2008); (e)

a utilizacdo do sémen de garanhdes idosos com limitada producdo espermatica diaria
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(WEEMS & BYERS, 2004); (f) reducao da resposta inflamatdria apos a inseminagao
artificial (LYLE & FERRER, 2005).

O desenvolvimento de técnicas de colheita e criopreservacdo de espermatozoides
da cauda do epididimo possibilitou a recuperacdo do material genético de garanhdes de
alto valor genético tenham a sua vida reprodutiva interrompida. No entanto, por ser a
ultima chance de resgate do germoplasma destes animais, se faz necessario maximizar a
utilizacdo dos espermatozoides epididimarios criopreservados por meio da diminuigédo
da concentracdo espermatica na inseminacao, com intuito de multiplicar o namero de
produtos por dose inseminante usual.

Heise et al. (2010) utilizaram 200x10° espermatozdides com motilidade
progressiva e obtiveram taxas de concep¢do de 75% quando utilizados apoOs a
recuperacdo, e de 27,8% para 0s espermatozoides congelados, ambos na presenca do
plasma seminal.

Morris et al. (2002) demonstraram resultados satisfatorios ao se utilizar baixa
dose inseminante de espermatozdides epididimarios em inseminagdes na extremidade
do corno uterino de éguas. Foram realizadas 20 inseminacGes histeroscopicas com
aproximadamente 200x10° espermatozéides epididimarios recém-recuperados e
obtiveram nove éguas gestantes, sendo a taxa de concepc¢do de 45%. No mesmo estudo,
quando utilizados 200x10° espermatozéides epididimérios congelados, as taxas de
concepcao foram menores tanto nas inseminagcfes histeroscopicas quanto nas
inseminacdes convencionais, sendo 18% e 8%, respectivamente. Entretanto, ao reduzir
a dose inseminante para 10x10° espermatozéides epididimarios congelados, a taxa de
concepcao foi de 29%. Este representa o Unico estudo com intuito de avaliar a baixa
dose inseminante sobre a fertilidade de espermatozoides colhidos da cauda do

epididimo equino.
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3.0-OBJETIVOS
Os objetivos especificos relacionados ao presente trabalho foram:

a) Avaliar a influéncia dos meios diluidores com ou sem pentoxifilina sobre os
parametros espermaticos de espermatozoides recém-recuperados da cauda do

epididimo;

b) Verificar o efeito dos meios diluidores com ou sem pentoxifilina sobre a

congelabilidade dos espermatozdides epididimarios;

c) Avaliar a influéncia dos meios diluidores sobre os indices de fertilidade de

espermatozdéides congelados da cauda do epididimo, ao utilizar baixa dose inseminante.
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4.0 - MATERIAL E METODOS
Foram conduzidos dois experimentos complementares de acordo com 0s
objetivos anteriormente propostos. No Experimento | foi avaliado o efeito do meio
diluidor utilizado na metodologia do fluxo retrégrado sobre a congelabilidade de
espermatozdides da cauda do epididimo eqino.
No Experimento Il foi avaliada a influéncia do meio diluidor e da dose
inseminante sobre os indices de fertilidade de espermatozoides criopreservados da

cauda do epididimo.

4.1 — Experimento I: Efeito do meio diluidor utilizado na metodologia do fluxo

retrégrado sobre a congelabilidade de espermatozoides da cauda do epididimo equino.

4.1.1 — Animais e Local da Pesquisa

As atividades experimentais envolvendo a colheita dos espermatozoides da
cauda do epididimo, avaliacdo laboratorial, processamento, congelacao e estocagem das
amostras foram conduzidas no CERAN (Centro de Biotecnologia e Diagnostico em
Reproducdo Animal) pertencente ao Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia
Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita”, UNESP, Campus de Botucatu/SP.

Para o estudo foram utilizados 29 garanhdes da raca Brasileiro de Hipismo
(idade entre trés e cinco anos) provenientes do Haras Itapud no municipio de Arandu-
SP.

4.1.2 — Orquiectomia Bilateral

Durante o periodo pré-operatério os animais foram submetidos a jejum
alimentar de 14 horas. O procedimento cirdrgico foi realizado com os garanhdes em
estacdo, utilizando 0,5 mg/Kg/i.v de cloridrato de xilazina 10% (Sedazine®*), associado
a 0,05 mg/Kg/i.v de cloridrato de acepromazina 1% (Acepran®)para a sedacdo dos
mesmos. Apos 15 minutos da administracdo dos sedativos, foi realizada a anti-sepsia da

regido escrotal com polivinilpirrolidona-iodo.

* Fort Dodge Inc. SP, Brasil.
® Univet S/A - IndUstria Veterinaria. SP, Brasil.
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Apos anestesia local intratesticular, realizada com 10 mL de cloridrato de
lidocaina 2% com vasoconstritor, foram realizadas duas incisfes de aproximadamente 8
centimetros paralelas a rafe mediana escrotal. Os testiculos foram expostos pela inciséo
da tanica dartos e da tunica vaginal parietal, tracionados e em seguida efetuou-se a
hemostasia e incisdo do funiculo com o auxilio de um emasculador.

Imediatamente ap6s a orquiectomia, o complexo testiculo-epididimo foi
armazenado em um saco plastico identificado, contendo 80 mL de Ringer com lactato
de sodio. Para evitar o extravasamento de sangue e espermatozdides durante o
transporte, o funiculo espermatico foi ligado com fios de seda, no entanto, o ducto
deferente foi ligado separadamente.

Os testiculos foram acondicionados em sistemas de refrigeracdo passiva a 5°C -
Botutainer®, até a chegada ao Laboratério de Reproducdo Animal da FMVZ — UNESP —

Botucatu, totalizando em média 6 horas de refrigeracao.

4.1.3 — Colheita dos Espermatozdides da Cauda do Epididimo

A colheita dos espermatozoides da cauda do epididimo foi realizada pela técnica
de fluxo retrogrado relatada por Garde et al. (1994) e Bruemmer et al. (2002) em todos
0S grupos.

Os testiculos foram divididos em dois grupos distintos de acordo com o diluidor
utilizado no fluxo retrégrado. Deste modo, o ducto epididimario de um testiculo de cada
garanhao foi lavado com o meio diluidor sem pentofixilina — Botu-Sémen® (Controle).
Em seguida, o ducto epididimario do testiculo contralateral foi lavado com o meio
diluidor contendo 7,18 mM de pentoxifilina — Botu-Turbo® (PTX). Foram utilizados 40
mL de cada diluidor, ambos previamente aquecidos a 37°C. Ap0s a recuperagdo, as
amostras com ou sem pentoxifilina foram incubadas a 37°C por 15 minutos.

A avaliagdo da concentracdo espermatica (mm?®) foi determinada por meio de
camara hematocitométrica, sob microscopia com contraste de fase’ em aumento de 100
a 200 vezes. Para isso, utilizou-se uma aliquota da amostra diluida na proporcéo de 10
pl da amostra para 990 ul de dgua destilada (1:100). O nimero total de espermatozdides
recuperados de cada epididimo foi obtido pela multiplicagio da concentracdo

espermatica (mm?®) pelo volume total da amostra.

® Biotech Ltda, Botucatu , Brasil.
" Micronal S.A., Sdo Paulo
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4.1.4 — Congelacdo dos espermatozoides da cauda do epididimo

Apo6s a avaliacdo das células espermaticas, duas amostras de cada grupo
experimental (Botu-Sémen® — Controle; Botu-Turbo® — 7,18 mM de PTX) foram
submetidas a centrifugacdo a 600xg por 10 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi
desprezado e os “pellets” foram ressuspendidos com o meio diluidor Botu-Crio®, na
concentracdo de 160 milhdes de espermatozdides viaveis por mL.

O envase foi realizado em palhetas de 0,5 mL, e entdo as mesmas foram

levadas & geladeira de temperatura controlada (Minitub®®

) e permaneceram a 5°C por
20 minutos. Posteriormente, as palhetas foram acondicionadas em caixa isotérmica com
capacidade de 45 litros, preenchida com nitrogénio liquido até a marca de 3,5 cm de
altura. Desta forma, as palhetas ficaram dispostas horizontalmente a 6,0 cm do nivel do
nitrogénio liquido por 20 minutos e, apods este periodo, foram imersas no mesmo (PAPA

etal., 2010).

4.1.5 — Avaliacao Laboratorial das Amostras Recuperadas da Cauda do Epididimo

As andlises laboratoriais, processamento, congelacdo e estocagem das amostras
seminais foram conduzidas no CERAN (Centro de Biotecnologia e Diagnéstico em
Reproducdo Animal), pertencente ao Departamento de Reproducdo Animal e
Radiologia Veterinéria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ),
Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”, UNESP, Campus de
Botucatu/SP.

Os espermatozodides colhidos da cauda do epididimo foram avaliados pelo
método computadorizado CASA (HTM-IVOS 12°%) imediatamente ap6s a recuperacio,
15 minutos ap6s a incubacdo, apds a ressuspensdo com diluidor de congelagdo e ap6s
descongelacédo a 46°C por 20 segundos.

Os parametros de movimento espermatico avaliados no presente estudo,
correspondem, segundo Arruda et al. (2004): motilidade total (MoT, %), representada
pela soma de todas as células moveis; motilidade progressiva (MP, %) é porcentagem
de células que apresentam movimento progressivo; velocidade de trajeto (VAP, um/s) é
a velocidade média ininterrupta do trajeto da célula; velocidade linear progressiva

(VSL, um/s) corresponde a velocidade média percorrida em linha reta entre os pontos

8 Minitub do Brasil LTDA.
® Hamilton Thorne Research, USA.
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inicial e final do trajeto; velocidade curvilinear (VCL, um/s) corresponde a velocidade
média mensurada de ponto a ponto do trajeto percorrido pela célula espermatica;
amplitude do deslocamento lateral de cabeca (ALH, um) é a largura média da oscilagédo
da cabeca espermatica ao longo do movimento; frequéncia de batimentos (BCF; Hz) é
freqUiéncia com que a cabega do espermatozoide move-se para tras e para frente durante
um trajeto percorrido; retilinearidade (STR, %) corresponde ao valor médio da
proporcéo entre VSL/VAP x 100; linearidade do movimento (LIN, %) é o valor médio
da proporcdo entre VSL/VAP x 100; e espermatozoides rapidos (RAP; %).

A determinagdo da integridade da membrana plasmatica (IMP, %) foi realizada
somente nas amostras recém-recuperadas e ap6s a descongelacdo a 46°C por 20
segundos. Foi utilizada a combinacdo das sondas fluorescentes diacetato de
carboxifluoresceina e iodeto de propideo, segundo Harrison & Vickers (1990). Para
tanto, retirou-se uma aliquota de 5 puL de sémen de cada amostra avaliada, sendo
adicionada a solucdo de trabalho fluorescente, composta por 96 uL de citrato de sddio
2,94%, 10 uL de formol salino tamponado, 10 pL de iodeto de propideo e 20 uL de
carboxifluoresceina.

As amostras foram avaliadas sob lamina e laminula em aumento de 400x por
microscopia de epifluorescéncia, permitindo a diferenciacdo das células portadoras de
membrana plasmatica integra (coloracdo verde devida a marcacdo pela
carboxifluoresceina) ou lesada (exibindo coloracdo vermelha caracterizando a marcacéo
pelo iodeto de propideo, sonda exclusivamente permeéavel as células portadoras de
membrana plasmatica desestruturada). Para cada amostra avaliada, foram contadas 100
células espermaticas.

Adicionalmente, a avaliacdo da fosforilacdo da proteina tirosina foi realizada
como indicador da capacitacdo espermatica, somente nas amostras descongeladas. A
técnica foi realizada por meio da reacéo de imunofluorescéncia uma vez que, por serem
amostras congeladas em meio diluidor com gema de ovo, a avaliagdo por imunoblotting
ndo é factivel. A metodologia utilizada foi a mesma descrita por Pommer et al. (2003).
Deste modo, para a avaliagdo da capacitacdo, as amostras descongeladas foram fixadas
em 2% de paraformaldeido por 10 minutos, lavadas e ressuspendidas em solucdo de
DPBS com 0,1% de Triton X-100 por 10 minutos para permeabilizar a membrana
plasmética. Em seguida, as amostras foram incubadas por 10 minutos em solugdo
bloqueadora (DPBS com 5% de BSA) e novamente lavadas e ressuspendidas em DPBS.

As amostras preparadas foram incubadas em anticorpo monoclonal anti-fosfotirosina
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(4G10 mAb) na concentracdo de 1:500 durante uma noite a 4°C. Apos este periodo, as
amostras foram novamente lavadas em DPBS e incubadas em conjugado fluorescente
(fluorescein-conjugated goat anti-mouse Fab IgG) na concentracao de 1:350 por 1 hora
a temperatura ambiente em recipiente escuro e, em seguida, lavadas e ressuspendidas
em DPBS para avaliagdo em microscopio de epi-fluorescéncia. Nesta avaliagdo foram
observados quatro padrdes de fluorescéncia: a) banda equatorial, b) cauda, c) banda
equatorial e cauda e d) nenhum. Para analise deste teste, foram considerados dois
grupos: Cauda (padrdes b e c) - POSITIVO e Outros (padrdes a e d) - NEGATIVO.

4.1.6 — Analise Estatistica
Para as analises estatisticas foi utilizado o software Graphpad Instat® 3.06,
realizando-se o teste “T de Student” para as variaveis que apresentaram distribuigdo

normal, assumindo-se p<0,05 como nivel de significancia.

4.2 — Experimento I1: Influéncia do meio diluidor e da dose inseminante sobre os

indices de fertilidade de espermatozdides criopreservados da cauda do epididimo.

4.2.1 — Animais e Local da Pesquisa

Na segunda etapa experimental, as atividades experimentais envolvendo a
colheita dos espermatozdides da cauda do epididimo, avaliacdo laboratorial,
processamento, congelacdo e estocagem das amostras foram conduzidas no CERAN
(Centro de Biotecnologia e Diagnostico em Reproducdo Animal) pertencente ao
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade Estadual Paulista “Jalio de
Mesquita”, UNESP, Campus de Botucatu/SP.

Para o estudo foram utilizados dois garanhdes (idade entre dois a trés anos),
sendo um animal da raca Brasileiro de Hipismo, e outro da raca Quarto de Milha,
provenientes de propriedades localizadas no municipio de Boituva-SP.

Os animais foram previamente avaliados por exame andrologico. O teste de
fertilidade foi realizado em 16 éguas com idade entre 4 e 15 anos, pertencentes ao
Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia Veterinaria da FMVVZ/UNESP -

Botucatu.
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4.2.2 — Colheita e Congelacao dos Espermatozoides da Cauda do Epididimo

Os garanhdes foram submetidos a orquiectomia bilateral conforme descrito no
experimento I. Os testiculos foram acondicionados em sistemas de refrigeracdo passiva
a 5°C - Botutainer®, até a chegada ao Laboratério de Reproducdo Animal da FMVZ —
UNESP — Botucatu, totalizando em média 6 horas de refrigeracéo.

A colheita dos espermatozéides da cauda do epididimo foi realizada pela
técnica de fluxo retrégrado relatada por Garde et al. (1994) e Bruemmer et al. (2002).
Os meios diluidores sem (Botu-Sémen® — Controle) ou com pentoxifilina (Botu-Turbo®
— PTX) foram utilizados no fluxo retrogrado, uma vez que ambos demonstraram
resultados similares ap6s a descongelacdo das amostras no Experimento |.

Visando a exclusdo de possiveis efeitos individuais relacionados aos
garanh@es utilizados no experimento, optou-se pela realizagdo de um “pool de
espermatozoéides”, evitando-se dessa forma a influéncia do reprodutor sobre os indices
médios de fertilidade.

Deste modo, os espermatozoides colhidos da cauda do epididimo dos dois
garanhBes selecionados foram misturados integralmente executando-se a mesma
metodologia de congelacdo apresentada no item 4.1.4., entretanto, os “pellets” foram
ressuspendidos com o meio diluidor Botu-Crio® na concentracdo de 200 milhdes de

espermatozdides viaveis por mL.

4.2.3 — Avaliacdo Laboratorial das Amostras Recuperadas da Cauda do Epididimo

Devido a similaridade da metodologia utilizada no Experimento |, as amostras
do “pool de espermatozdides” foram avaliadas quanto aos padrdes de movimento
espermatico pela técnica CASA, integridade de membrana plasmaética e fosforilacdo da
tirosina, sendo observadas as mesmas variaveis para cada analise conforme descrito no
item 4.1.5.

4.2.4 — Teste de Fertilidade

Para a realizagdo do teste de fertilidade foram utilizadas 16 éguas. Cada uma
delas foi submetida & inseminacdo artificial por trés ciclos, totalizando 48 ciclos. Cada
égua foi inseminada com os seguintes grupos: 800x10° espermatozoides recuperados

com o meio diluidor sem pentoxifilina (800 Controle), 100x10° espermatozoides
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recuperados com diluidor sem pentoxifilina (100 Controle) e 100x10° espermatozéides
recuperados com o diluidor com pentoxifilina (100 PTX).

As eguas foram distribuidas aleatoriamente e utilizadas nos trés grupos testados
(800 Controle, 100 Controle, 100 PTX). Os animais foram monitorados por exame
ultra-sonogréfico transretal e depois da constatacdo de um foliculo com 35 mm, a
ovulacdo foi induzida com 1 mg de Acetato de Deslorelina. Ap6s 34 horas da
administracdo do indutor de ovulacdo, as éguas foram monitoradas por ultrassonografia
a cada 6 horas até a deteccdo da ovulacdo. Neste momento, as fémeas foram
inseminadas de acordo com 0 grupo inseminante.

Para a realizacdo das inseminacdes, as palhetas foram descongeladas a 46°C por
20 segundos, introduzidas em uma pipeta flexivel'® e com auxilio de um mandril, os
espermatozdides foram depositados na extremidade do corno ipsilateral a ovulacao.

O diagnostico de gestacao foi realizado entre 12 e 15 dias ap6s a ovulacdo, com
o auxilio do ultra-som (Pie Medical Falcon 100 Vet)'.

4.2.5 - Andlise Estatistica
Os resultados de concepcao foram analisados por meio teste exato de Fisher por
meio do programa Graphpad Instat® 3.06, assumindo-se p<0,05 como nivel de

significancia.

19 Minitub do Brasil Ltda, Porto Alegre-RS, Brasil
" Nutricel, Ltda.
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5.0 - RESULTADOS

5.1 — Experimento I: Efeito do meio diluidor utilizado no fluxo retrégrado sobre a
congelabilidade de espermatozdides da cauda do epididimo equino.

A média de espermatozdides recuperados da cauda do epididimo por meio da
técnica de fluxo retrégrado foi de aproximadamente 14,38 x 10° de
espermatozéides/epididimo.

Os resultados apresentados para cada uma das varidveis do movimento
espermatico e avaliacdo da fosforilacdo da tirosina, de acordo com o meio diluidor
utilizado no fluxo retrégrado apdés a recuperacdo, incubacdo a 37°C/15 minutos,
centrifugacdo e ressuspensdao com o meio diluidor de congelacdo, e descongelacdo
encontram-se sumarizados nas TABELAS-1 a 7.

Os dados apresentados na TABELA 1 e 2 demonstram diferengas significativas
para os valores médios de motilidade total, motilidade progressiva, velocidade de
trajeto, velocidade progressiva, velocidade curvilinear, e porcentagem de
espermatozéides rapidos de acordo com o diluidor utilizado no fluxo retrégrado, nos
momentos pos-recuperacdo ou pos-incubacdo a 37°C por 15 minutos. Entretanto,
somente nas amostras recém-recuperadas com pentoxifilina (TABELA 1), foi observada
diferenca significativa na frequéncia de batimento flagelar.

N&o houve diferenca significativa na integridade de membrana plasmaética nas
amostras recém-recuperadas (TABELA 1) entre os diluidores utilizados.

Apos a centrifugacdo e ressuspensdo com o diluidor de congelacdo (TABELA
3), diferencas significativas foram observadas somente na motilidade progressiva e na
linearidade do movimento das amostras analisadas.

N&o foram observadas diferencas significativas para as variaveis do movimento
espermatico, integridade de membrana plasmatica e fosforilacdo da tirosina apoés a
descongelagéo das amostras sem ou com pentoxifilina (TABELA 4 e 5).

Ao analisar os meios diluidores individualmente, de acordo com 0os momentos,
foram observadas diferengas significativas nos resultados das variaveis do movimento
espermatico entre as amostras recém-recuperadas, apds a incubagdo a 37°C por 15
minutos, centrifugacdo e ressuspensdo em meio diluidor de congelagdo e apos a
descongelagédo das amostras sem ou com pentoxifilina (TABELA 6 e 7).

N&o foram observadas diferengas significativas entre as amostras sem ou com

pentoxifilina ap0s a descongelagdo. Entretanto, ao analisar os meios diluidores
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separadamente, diferencas significativas foram encontradas entre as amostras recém-

recuperadas e apés a descongelacdo (FIGURA 4).

TABELA — 1: Valores médios e desvios padrdo da motilidade total (MoT; %),

progressiva (MP; %), velocidade de trajeto (VAP; um/s), velocidade linear progressiva

(VSL; um/s), velocidade curvilinear (VCL; um/s), amplitude do deslocamento lateral de
cabe¢a (ALH; um), freqiiéncia de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %),

linearidade do movimento (LIN; %) e espermatozoides rapidos (Rap; %) e integridade

de membrana plasmatica (IMP; %) das amostras recém-recuperadas em diluidor sem

(Botu-Sémen® — Controle) ou com pentoxifilina (Botu-Turbo® — PTX).

Variaveis Controle PTX P-valor Resultados
MoT (%) 17,14 + 14,03 53,33 + 21,92 <0,0001 SD
MP (%) 5,55 + 6,04° 20,62 + 11,26" <0,0001 SD
VAP (umfs) 76,79 + 9,94 103,76 + 16,79" <0,0001 SD
VSL (umfs) 60,31 + 11,32 77,03 11,45 <0,0001 SD
VCL (um/s) 150,52 + 25,03 194,9 +30,19° <0,0001 SD
ALH (um) 7,12 42,22 9,96 +12, 99 0,2518 NS
BCF (Hz) 26,24 +5,8° 28,76 + 3,16" 0,0447 SD
STR (%) 74,86 + 4,43 73,93 +4,21 0,4154 NS
LIN (%) 43,17 £ 9,22 40,19 +2,98 0,1913 NS
Rap (%) 9,45 + 8,91 43,86 + 22,19 <0,0001 SD
IMP (%) 73,79 + 13,52 76,07 + 12,98 0,5158 NS

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma linha denotam as

diferencas estatisticas (p<0,05). SD = diferenga significativa; NS= sem diferenca

estatistica.
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TABELA — 2: Valores médios e desvios padrdo da motilidade total (MoT; %),

progressiva (MP; %), velocidade de trajeto (VAP; um/s), velocidade linear progressiva

(VSL; um/s), velocidade curvilinear (VCL; um/s), amplitude do deslocamento lateral de
cabeca (ALH; um), freqiiéncia de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %),
linearidade do movimento (LIN; %) e espermatozoides répidos (Rap; %) das amostras

incubadas & 37°C por 15 minutos em diluidor sem (Botu-Sémen® — Controle) ou com
pentoxifilina (Botu-Turbo® — PTX).

Variaveis Controle PTX P-valor Resultados
MoT (%) 44,10 + 26,20 66,93 + 19,24 0,0004 SD
MP (%) 14,17 + 11,37 24,48 + 10,92 0,0009 SD
VAP (um/s) 88,62 + 15,90 104,79 + 15,68" 0,0003 SD
VSL (pm/s) 64,72 + 11,53 77,72+ 11,16 <0,0001 SD
VCL (pm/s) 171,90 + 31,26° 200,66 + 28,31° 0,0005 SD
ALH (um) 7,59+ 1,11 7,88 + 25,79 0,2240 NS
BCF (Hz) 25,79 + 4,78 27,07 + 3,68 0,2600 NS
STR (%) 73,07 + 4,57 72,86 + 4,36 0,8605 NS
LIN (%) 39,31 + 3,63 39,66 + 3,82 0,7257 NS
Rap (%) 32,52 + 23,39 56,31 + 21,84 0,0002 SD

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma linha denotam as

diferencas estatisticas (p<0,05). SD = diferenca significativa; NS= sem diferenca

estatistica.
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TABELA — 3: Valores médios e desvios padrdo da motilidade total (MoT; %),

progressiva (MP; %), velocidade de trajeto (VAP; um/s), velocidade linear progressiva

(VSL; um/s), velocidade curvilinear (VCL; um/s), amplitude do deslocamento lateral de

cabeca (ALH; um), freqiiéncia de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %),

linearidade do movimento (LIN; %) e espermatozoides répidos (Rap; %) das amostras

recuperadas em diluidor sem (Botu-Sémen® — Controle) ou com pentoxifilina (Botu-

Turbo® — PTX), apds a centrifugacdo e ressuspensdo com o diluidor de congelacéo

Botu-Crio® .

Variaveis Controle PTX P-valor Resultados
MoT (%) 82,00 + 8,49 84,45 + 7,88 0,2599 NS
MP (%) 31,93 +8,31° 37,52 + 8,24° 0,0129 SD
VAP (um/s) 106,62 + 10,95 107,86 + 10,78 0,6652 NS
VSL (pm/s) 78,07 +7,59 81,59 + 7,56 0,0824 NS
VCL (pm/s) 202,38 + 20,50 202,34 + 19,62 0,9948 NS
ALH (um) 12,08 + 16,9 7,32+ 0,65 0,1845 NS
BCF (Hz) 27,59 + 3,78 29,48 + 3,55 0,1047 NS
STR (%) 72,72 +4.21 73,90 + 6,54 0,4202 NS
LIN (%) 39,14 + 3,14° 42,62 + 6,84° 0,0157 SD
Rap (%) 70,52 + 12,97 76,07 + 10,78 0,0817 NS

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma linha denotam as
diferencas estatisticas (p<0,05). SD = diferenca significativa; NS= sem diferenca

estatistica.
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TABELA - 4: Valores médios e desvios padrdo da motilidade total (MoT; %),
progressiva (MP; %), velocidade de trajeto (VAP; um/s), velocidade linear progressiva
(VSL; um/s), velocidade curvilinear (VCL; um/s), amplitude do deslocamento lateral de
cabeca (ALH; um), freqiiéncia de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %),
linearidade do movimento (LIN; %), espermatozdides rapidos (Rap; %) e integridade de
membrana plasmatica (IMP; %) das amostras recuperadas em diluidor sem (Botu-
Sémen® — Controle) ou com pentoxifilina (Botu-Turbo® — PTX) e criopreservadas com

o diluidor de congelacio Botu-Crio® apés a descongelacdo & 46°C por 20 segundos.

Variaveis Controle PTX P-valor Resultados
MoT (%) 63,07 + 14,88 69,72 + 14,02 0,0851 NS
MP (%) 27,03+ 12,77 30,38 + 11,91 0,3068 NS
VAP (um/s) 85,76 + 12,89 87,69 + 12,14 0,5593 NS
VSL (pm/s) 68,59 + 9,52 70,34 + 8,37 0,4580 NS
VCL (pm/s) 158,31 + 20,70 160,59 + 20,36 0,6745 NS
ALH (um) 6,31+0,74 6,21+ 0,71 0,6008 NS
BCF (Hz) 34,79 +4,20 35,38 + 3,88 0,5827 NS
STR (%) 79,79 + 3,72 80,38 + 4,02 0,5666 NS
LIN (%) 44,66 + 3,37 4531 + 3,54 0,4733 NS
Rap (%) 41,86 + 19,29 48,21 + 18,84 0,2103 NS
IMP (%) 38,00 + 9,55 37,76 +10,09 0,8627 NS

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma linha denotam as
diferencas estatisticas (p<0,05). SD = diferenca significativa; NS= sem diferenca

estatistica.

TABELA - 5: Valores médios e desvios da avaliacdo da fosforilacdo da tirosina das
amostras recuperadas em diluidor sem (Botu-Sémen® — Controle) ou com pentoxifilina

(Botu-Turbo® — PTX) e criopreservadas com o diluidor de congelacio Botu-Crio®.

Variavel Controle PTX P-valor Resultados

Fosforilagéo da

o 37,14+ 17,20
Tirosina (%)

43,66 + 20,99 0,2012 NS

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma linha denotam as
diferengas estatisticas (p<0,05). SD = diferenca significativa; NS= sem diferenca

estatistica.
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TABELA — 6: Valores médios e desvios padrdo da motilidade total (MoT; %),
progressiva (MP; %), velocidade de trajeto (VAP; um/s), velocidade linear progressiva
(VSL; um/s), velocidade curvilinear (VCL; um/s), amplitude do deslocamento lateral de
cabeca (ALH; pum), freqiiéncia de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %),
linearidade do movimento (LIN; %) e espermatozoides rapidos (Rap; %) das amostras
apos a recuperacdo (T0) e incubacgdo a 37°C por 15 minutos (T15) em diluidor sem
pentoxifilina (Botu-Sémen® — Controle), ap6s a centrifugacdo e ressupensdo em Botu-

Crio® e descongelagdo & 46°C por 20 segundos.

Controle

Variaveis TO T15 Pos-ressuspensdo  Pds-descongelagdo
MoT (%) 17,14+ 14,03* 44,10 + 26,20 82,00 + 8,49° 63,07 + 14,88°
MP (%) 555+6,044 14,17 +11,37° 31,93 £8,31° 27,03+ 12,77°
VAP (um/s)  76,79+9,94* 88,62+1590° 106,62+ 10,95° 85,76 + 12,89™
VSL (um/s)  60,31+11,32® 64,72 +11,53* 78,07 +7,59° 68,59 + 9,52°
VCL (um/s) 150,52 + 25,03* 171,90+ 31,26" 202,38 + 20,50° 158,31 + 20,70%
ALH (um)  7,12+2,22® 7,59 +1,11° 12,08 + 16,9 6,31 +0,74°
BCF (Hz) 26,24+58"  2579+4,78 27,59 + 3,78 34,79 + 4,20
STR (%) 74,86 + 4,43 73,07 +4,57° 72,72+ 4,21° 79,79 +3,72°
LIN (%) 43,17 +9,22°  39,31+3,63° 39,14 + 3,14 44,66 + 3,37°
Rap (%) 9,45+891° 32,52+ 2339" 70,52 + 12,97° 41,86 + 19,29™

Valores seguidos por letras diferentes (a,b,c,d) dentro da mesma linha denotam as
diferencas estatisticas (p<0,05). SD = diferenca significativa; NS= sem diferenca

estatistica.
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TABELA — 7: Valores médios e desvios padrdo da motilidade total (MoT; %),
progressiva (MP; %), velocidade de trajeto (VAP; um/s), velocidade linear progressiva
(VSL; um/s), velocidade curvilinear (VCL; um/s), amplitude do deslocamento lateral de
cabeca (ALH; um), freqiiéncia de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %),
linearidade do movimento (LIN; %) e espermatozoides rapidos (Rap; %) das amostras
apos a recuperacdo (T0) e incubacdo a 37°C por 15 minutos (T15) em diluidor com
pentoxifilina (Botu-Turbo®) apés a centrifugacdo e ressupensdo em Botu-Crio® e

descongelagéo a 46°C por 20 segundos.

7,18 mM Pentoxifilina

Variaveis TO T15 Pos-ressuspensdo  Pds-descongelagao
MoT (%) 53,33 +£21,92° 66,93+ 19,24 84,45 + 7,88° 69,72 + 14,02"
MP (%) 20,62 + 11,26° 24,48 + 10,92* 37,52 + 8,24 30,38 + 11,91
VAP (um/s) 103,76 +16,79° 104,79 +15,68° 107,86 + 10,78 87,69 + 12,14°
VSL (um/s) 77,03+ 11,45 77,72 +11,16® 81,59 + 7,56 70,34 £ 8,37°
VCL (um/s) 194,9+30,19* 200,66+ 28,31° 202,34 + 19,62° 160,59 + 20,36"
ALH (um) 9,96 +12,99° 7,88+ 25,79 7,32 +0,65° 6,21+0,71°
BCF (Hz) 28,76 +3,16*° 27,07 +3,68° 29,48 + 3,55 35,38 + 3,88"
STR (%) 7393+4,21*°  72,86+4,36° 73,90 + 6,54° 80,38 + 4,02
LIN (%) 40,19+2,98° 39,66 + 3,82° 42,62 + 6,84™ 45,31 + 3,54
Rap (%) 43,86 +22,19*° 56,31 +21,84° 76,07 + 10,78° 48,21 + 18,84°

Valores seguidos por letras diferentes (a,b,c,d) dentro da mesma linha denotam as
diferencas estatisticas (p<0,05). SD = diferenca significativa, NS= sem diferenca

estatistica.
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FIGURA - 4: Integridade de membrana plasmatica (%) das amostras apds a
recuperacdo ou apds a descongelacdo em diluidor sem (Controle) ou com 7,18 mM de
pentoxifilina (PTX). * Indicam diferengas significativas entre os tratamentos Controle e

PTX nos diferentes momentos (p<0,05).
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5.2. Experimento Il: Influéncia do meio diluidor e da dose inseminante sobre os

indices de fertilidade de espermatozdides criopreservados da cauda do epididimo.

5.2.1 — Avaliacio Laboratorial do “Pool de Espermatozéides” Recuperados da Cauda
do Epididimo

A média de espermatozoides recuperados da cauda do epididimo pela técnica de
fluxo retrégrado obtido no Experimento Il foi de aproximadamente 11,12 x 10° de
espermatozéides/epididimo.

Os resultados descritivos referentes a avaliagdo in vitro das amostras
recuperadas da cauda do epididimo destinadas as inseminagdes artificiais (“pool de
espermatozoéides’) encontram-se sumarizados nas TABELAS 8 a 10.

A integridade de membrana foi de 20,7%, para a amostra sem pentoxifilina e

23,8% para a amostra com pentoxifilina.
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TABELA - 8: Valores da motilidade total (MoT; %), progressiva (MP; %), velocidade
de trajeto (VAP; um/s), velocidade linear progressiva (VSL; pm/s), velocidade
curvilinear (VCL; um/s), amplitude do deslocamento lateral de cabeca (ALH; pum),
frequéncia de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %), linearidade do
movimento (LIN; %) e espermatozoOides rapidos (Rap; %) para o “pool de
espermatozoides” recém-recuperado (TO) em diluidor sem (Botu-Sémen® — Controle)
ou com pentoxifilina (Botu-Turbo® — PTX) e ap6s a incubacdo & 37°C por 15 minutos
(T15).

TO T15
Variaveis Pool Controle Pool PTX Pool Controle Pool PTX
MoT (%) 30 78 63 79
MP (%) 12 37 24 38
VAP (um/s) 94 129 113 129
VSL (um/s) 76 100 84 100
VCL (um/s) 170 228 206 227
ALH (um) 6,5 7,6 7,7 7,5
BCF (Hz) 30 32 29 31
STR (%) 79 75 74 75
LIN (%) 45 44 41 43
Rap (%) 18 69 50 70
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TABELA - 9: Valores da motilidade total (MoT; %), progressiva (MP; %), velocidade
de trajeto (VAP; pm/s), velocidade linear progressiva (VSL; um/s), velocidade
curvilinear (VCL; um/s), amplitude do deslocamento lateral de cabeca (ALH; pum),
frequéncia de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %), linearidade do
movimento (LIN; %) e espermatozoOides rapidos (Rap; %) para o “pool de
espermatozoides” recuperados da cauda do epididimo em diluidor sem (Botu-Sémen® —
Controle) ou com pentoxifilina (Botu-Turbo® — PTX) ap6és a centrifugacdo e

ressuspensdo com o diluidor de congelacdo Botu-Crio® e apds a descongelagao.

Pés-ressuspensao P6s-descongelacao
Variaveis Pool Controle Pool PTX Pool Controle Pool PTX

MoT (%) 84 86 80 74
MP (%) 41 39 33 40
VAP (um/s) 104 113 84 86
VSL (um/s) 80 84 68 72
VCL (um/s) 193 211 154 159
ALH (um) 6,7 7,2 6,2 6,2
BCF (Hz) 32 31 33 34
STR (%) 76 75 79 83
LIN (%) 43 42 45 46
Rap (%) 75 78 53 56

TABELA - 10: Valores médios e desvios da avaliacdo da fosforilacdo da tirosina das
amostras recuperadas em diluidor sem (Botu-Sémen® — Controle) ou com pentoxifilina

(Botu-Turbo® — PTX) e criopreservadas com o diluidor de congelacéo Botu-Crio®.

Variavel Controle PTX

Fosforilacdo da
Tirosina (%)

10 17
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5.2.2 — Avaliacdo dos Indices de Fertilidade

O indice de concepc¢do para as éguas inseminadas nos grupos 800 Controle, 100
Controle e 100 PTX foi de 68% (11/16), 31,25% (5/16) e 50% (8/16), respectivamente.
Desta forma, foi observada tendéncia (p=0,07) para os indices de concep¢do das éguas
inseminadas nos grupos 800 Controle e 100 PTX, demonstrando similaridade entre as
diferentes doses inseminantes, de acordo com o meio diluidor utilizado (TABELA 11).

Foi observada influéncia da dose inseminante sobre os indices de concepcao ao
considerar os trés grupos inseminantes; 800 Controle, 100 Controle e 100 PTX (p<0,05;
TABELA 12).

Os indices de concepgdo para éguas inseminadas em funcdo da dose
inseminante, independente do diluidor utilizado na recuperacao dos espermatozoides da
cauda do epididimo foi de 68% (11/16) para 0 grupo inseminado com 800x10° de
espermatozdides e 40,62 % (13/32) no grupo inseminado com 100x10° de
espermatozéides. Nao foram encontradas diferencas significativas entre as doses
inseminantes utilizadas no presente experimento, independente do meio diluidor
utilizado (TABELA 13).

Da mesma forma, ndo foram encontradas diferencas significativas nos indices de
concepcdo em funcdo do meio diluidor utilizado, independente da dose inseminante
(TABELA 14), onde os indices de concepcdo foram de 50% (16/32) para 0 meio

diluidor sem pentoxifilina e 50% (8/16) para o meio diluidor com pentoxifilina.
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TABELA — 11: Indices de concepcéo para éguas inseminadas de acordo com o meio
diluidor utilizado na recuperagdo dos espermatozoides da cauda do epididimo e da dose

inseminante.

Tratamento Dose Inseminante N Prenhez (n) Concepcéo (%)
Controle 800 x 10° sptz 16 11 68,75°
Controle 100 x 10° sptz 16 5 31,25°

PTX 100 x 10° sptz 16 8 50

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma coluna denotam as

diferencas estatisticas (p=0,07). PTX: pentoxifilina; Sptz: espermatozoides.

TABELA — 12: Efeito das variaveis meio diluidor e dose inseminante sobre os indices
de concepcao.

Parametros P-valor Resultados
Meio diluidor 0,2837 NS
Dose Inseminante 0,0387 SD

SD = diferenca significativa; NS= sem diferenca estatistica.

TABELA - 13: indices de concepcdo para éguas inseminadas em funcdo da dose
inseminante, independente do diluidor utilizado na recuperacédo dos espermatozdides da

cauda do epididimo.

Tratamento N Prenhez (n) Concepcéao (%)
800 x 10° sptz 16 11 68,75
100 x 10° sptz 32 13 40,62

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma coluna denotam as

diferencas estatisticas (p<0,05). Sptz: espermatozoides.
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TABELA — 14: indices de concepgdo para éguas inseminadas em funcdo do meio
diluidor utilizado na recuperacdo dos espermatozdides da cauda do epididimo,

independente da dose inseminante aplicada.

Tratamento N Prenhez (n) Concepcéao (%)
Controle 32 16 50
Pentoxifilina 16 8 50

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma coluna denotam as

diferencas estatisticas (p<0,05).

6.0 — DISCUSSAO

6.1 — Experimento |
No Experimento | foi avaliado o efeito do meio diluidor utilizado na

metodologia do fluxo retrogrado sobre a congelabilidade de espermatozoides da cauda
do epididimo equino.

A técnica do fluxo retrogrado mostrou-se eficaz na recuperacdo dos
espermatozdides da cauda do epididimo ao obtermos a concentracdo de
aproximadamente 14,38 x 10° de espermatozéides/epididimo. A grande quantidade de
células espermaticas recuperadas se deve a funcdo de reservatdrio espermatico exercida
pela cauda do epididimo (COSENTINO & COCKETT, 1986). Durante a ejaculacéo,
apenas parte destas células presentes no reservatdrio espermatico é liberada juntamente
com o produto das glandulas acessorias, recuperando-se em média a concentracdo de
5x10° de espermatozéides/ejaculado (SQUIRES et al., 1982).

Diferentemente dos espermatozdides do ejaculado, as células espermaticas
recuperadas da cauda do epididimo encontram-se em sua maioria imdveis apos a
colheita, como demonstrado na TABELA 1, isto devido ao fato de que estas células
permanecem quiescentes nos fluidos epididimarios (TURNER & REICH, 1985).

No entanto, as amostras recuperadas em meio diluidor com pentoxifilina
diferiram significativamente nas variaveis MoT, MP, VAP, VSL, VCL e Rap, tanto
apos a recuperacdo quanto apés a incubacédo a 37°C por 15 minutos, provavelmente pelo
aumento dos niveis intra-espermaticos de AMPc promovido pela pentoxifilina,

concordando com resultados de Guasti et al. (2009).
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De acordo com relatos na literatura, o desenvolvimento da motilidade esta
associado ao aumento dos niveis intra-espermaticos de pH, AMPc e ions célcio,
mediadores responsaveis pela ativacdo da cinética espermatica (HOSKINS et al., 1978;
KANN & SERRES, 1980), assim como a remoc¢do de proteinas imobilizadoras que
aumentam a viscosidade do fluido epididimério e dificultam a movimentacdo das
células espermaticas (USSELMANN & CONE, 1983). Deste modo, é possivel que a
metodologia do fluxo retrogrado utilizada no presente estudo proporcionou a diluicao
das células espermaticas e a dispersdo dos fatores imobilizadores do fluido
epididimario, que juntamente aos efeitos da pentoxifilina, causaram o aumento nos
padrbes de movimento espermatico, como descrito na TABELA 1 e 2.

Resultados similares foram observados por Goulart et al. (2004), onde foi
adicionado ao sémen equino um meio diluidor a base de leite desnatado contendo 3,6
mM de pentoxifilina. Foi demonstrado um incremento na cinética espermética nas
variaveis MoT, MP, VSL e VAP das amostras com pentoxifilina incubadas a 37°C por
30, 60 e 120 minutos, previamente a refrigeracao por 48 horas.

No entanto, Hassanpour et al. (2010) adicionaram um meio diluidor contendo 10
mM de pentoxifilina aos espermatozdides colhidos da cauda do epididimo de carneiros
e observaram um decréscimo nas varidveis MP, VSL, VAP, ALH e LIN apds a
incubagdo por 60 minutos a 38°C. Tais resultados discordam com os resultados
descritos na TABELA 2, possivelmente o menor tempo de incubacdo utilizado em
nosso estudo (15 minutos) preservou a cinética espermatica das células.

Em relacdo a variavel freqiiéncia de batimento (BCF, Hz) houve diferenca
significativa somente nas amostras epididimarias recém-recuperadas em meio diluidor
com pentoxifilina. Desta forma, o aumento intra-espermatico de AMPc, causado pela
pentoxifilina, pode ter promovido efeitos diretos no controle flagelar do espermatozoide
(SABERWAL et al., 2002).

De acordo com Suarez et al. (1991), altos indices de BCF poderiam facilitar a
penetracdo na zona pelicida. Considerando que os espermatozéides da cauda do
epididimo possuem baixos parametros de movimentagdo apos a colheita, a incubagéao
destas células espermaticas recém-recuperadas em pentoxifilina poderia exercer um
efeito satisfatorio sobre o processo de fertilizacdo. No entanto, apds 15 minutos de
incubacdo 37°C, ndo foi observada diferenca significativa nesta variavel entre as

amostras analisadas.
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Adicionalmente, as amostras recém-recuperadas em diluidor com pentoxifilina
demonstraram maior nimero de espermatozdides moéveis em compara¢do as amostras
recém-recuperadas em diluidor sem a presenca desta substancia. Isto se deve ao fato de
que os espermatozoides da cauda do epididimo se mantém quiescentes em seu fluido
nativo, entretanto apo6s a diluicdo, seja em meio diluidor ou plasma seminal, estas
células podem exercer capacidade total de motilidade (TURNER & HOWARD, 1978).
Este fato discorda com os relatos de Tesarik et al. (1992), onde os autores relatam que a
pentoxifilina ndo aumenta 0 numero de espermatozoides moveis, apenas promove a
melhora dos pardmetros espermaticos das células moveis. Provavelmente, este resultado
se deve a origem das amostras avaliadas, no qual foram utilizados somente
espermatozdides do ejaculado, onde em condi¢Bes normais, a maioria das células
espermaticas apresenta movimentacdo. No entanto, nossos resultados concordam com
os achados de Ponce et al. (1999) onde foi observado um aumento no numero de
espermatozéides mdveis apds a adicdo de 5 mM pentoxifilina nas amostras recuperadas
da cauda do epididimo de camundongos.

N&o houve diferenca significativa na avaliacdo de integridade da membrana
plasmaética entre as amostras recém-recuperadas em diluidor sem ou com pentoxifilina.
Tal resultado indica que a presenga da pentoxifilina ndo afetou a viabilidade das células
espermaticas e o diluidor contendo esta substancia pode ser utilizado na metodologia do
fluxo retrogrado, com intuito de melhorar a cinética espermatica apos a recuperagdo dos
espermatozéides da cauda do epididimo.

Segundo Martinez-Rodriguez (2005), algumas varidveis geradas pela técnica
CASA, como a linearidade espermatica, parecem apresentar uma maior correlagdo com
a fertilidade. Os resultados do presente experimento demonstraram diferencas
significativas entre as amostras sem ou com pentoxifilina somente nas variaveis MP e
LIN, apds a centrifugacdo e ressuspensdo em meio diluidor de congelagdo. Tais dados
indicam que as amostras congeladas com pentoxifilina possuem maior capacidade de
fertilizacdo do que as amostras sem esta substancia.

Em relacdo ao movimento espermaético e a integridade de membrana plasmética
apos a descongelacdo, ndo houve diferenca significativa entre as amostras recuperadas
em meio diluidor sem ou com pentoxifilina, como descrito na TABELA 4. Tais
resultados corroboram com os achados de Stanic et al. (2002), onde a adicdo de
pentoxifilina previamente ao processo de congelacdo ndo promoveu melhoria nas

amostras descongeladas.
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No entanto, diferencas significativas nas variaveis espermaticas foram
encontradas ao analisar individualmente cada diluidor, nos momentos antes e apds a
descongelacdo. Estes resultados podem ser justificados pelo esgotamento do substrato
energético da célula espermatica que ocorre durante o0 processo de criopreservacao,
independente da presenga ou ndo da pentoxifilina, corroborando com relatos anteriores
(GRADIL & BALL, 2000; STANIC et al., 2002; ESTEVES et al., 2007).

Discordando com estes resultados, Brennan e Holden (1995) verificaram que a
adicdo de 1mM ou 3mM de pentoxifilina ao meio de congelacdo, promoveu um
aumento significativo na motilidade espermatica das amostras descongeladas de sémen
humano.

Deste modo, nossos resultados indicam que a adicdo de pentoxifilina
previamente a congelacdo ndo promoveu resposta nos espermatozdides epididimarios
equinos apos a descongelacao, em termos de motilidade e viabilidade, devido aos danos
causados a membrana espermética durante o processo de criopreservacdo ou pela
concentracdo insuficiente de pentoxifilina utilizada no presente experimento. Além
disso, de acordo com Wade et al. (2003), a pentoxifilina parece ter efeito imediato e
transitorio sobre os niveis de AMPc, o justifica a supressdo dos efeitos desta substancia
nos diferentes momentos sobre os padrfes de motilidade espermatica.

Entretanto, estudos indicam que a adicdo de pentoxifilina apds a descongelacéo
do sémen equino melhora a cinética espermatica (GRADIL & BALL, 2000;
MARQUES et al.,, 2002). O baixo estado metabdlico dos espermatozéides apo6s a
descongelacdo acarreta a presenca de uma grande proporcdo de células espermaéticas
imoveis com a membrana integra (MAKLER et al., 1980). Assim, a adicdo de
pentoxifilina ao sémen descongelado parece melhorar os padrdes de movimento
espermatico destes espermatozoéides pelo aumento dos niveis intracelulares de AMPc
(GRADIL & BALL, 2000).

A pentoxifilina ao estimular a movimentagdo dos espermatozéides, pode
também levar a capacitacdo espermatica. Do mesmo modo, a criopreservacdo pode
levar a reorganizagdo da membrana plasmatica e consequentemente promover a
capacitacdo precoce, processo este denominado “criocapacitacdo” (BAILEY et al.,
2000). No entanto, de acordo com a TABELA 5, ndo foi encontrada diferenca
significativa na avaliagdo da fosforilagdo da tirosina nas amostras recuperadas sem ou
pentoxifilina ap6s a descongelacdo, indicando que ndo ocorreu 0 processo de

capacitacao espermatica.
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Ainda, Visconti et al. (1995) indicam que a fosforilagéo da tirosina na presenca
de substancias estimulantes, como a pentoxifilina, ocorre de modo dose-dependente, e
na auséncia destas substancias, o processo é tempo-dependente. Nesse sentido,
presume-se que a concentracdo de pentoxifilina e o tempo de incubacgéo utilizado nédo
foram suficientes para promover tal processo no presente experimento.

Os baixos valores de motilidade encontrados nas amostras recém-recuperadas se
devem ao fato de que os espermatozoides na cauda do epididimo, em sua maioria, se
encontram imovel, como demonstrado na TABELA 6 e 7. A manutencdo da quiescéncia
dos espermatozdides no epididimo representa uma estratégia biolégica fundamental
para a prevencdo do gasto energético e mecanico das células esperméticas, auxiliando,
desta forma, o armazenamento dos espermatozdides na cauda epididiméaria (TURNER
& REICH, 1985).

Apbs a incubagdo a 37°C por 15 minutos foi observado um aumento nos padrdes
do movimento espermatico. Estes resultados indicam que os substratos energéticos e o
pH do meio diluidor levaram a melhora da cinética dos espermatozdides. Além disso, a
diluicdo promove a dispersao dos fatores inibidores da motilidade, presentes no fluido
epididiméario (TURNER & REICH, 1985).

Apobs a centrifugacdo e ressuspensdo, as amostras demonstraram valores
significativamente superiores em relacdo as amostras recém-recuperadas ou apds a
incubacdo. E possivel que o processo de centrifugacdo, ao separar a fracdo espermatica,
possibilitou a remocdo dos fatores inibidores da motilidade presentes no fluido
epididiméario. Do mesmo modo, a ressuspensao das amostras em meio de congelagdo a
base de gema de ovo Botu-Crio®, melhorou a cinética espermatica dos espermatozéides,
provavelmente, devido aos substratos energéticos contidos neste meio. Resultados
similares foram reportados por Turner e Reich (1985) ao observarem que a adicdo de
5% de gema de ovo ao meio diluidor aumentou a motilidade de espermatozoides recém-
recuperados da cauda do epididimo de humanos.

Assim, podemos sugerir que a centrifugacdo e ressuspensdo das amostras
recuperadas da cauda do epididimo equino possibilitaram a expressdo total da
motilidade dos espermatozdides epididimarios, sendo semelhante aos valores do

ejaculado.
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6.2 — Experimento 11
No Experimento Il foi avaliada a influéncia do meio diluidor e da dose

inseminante sobre os indices de fertilidade de espermatozdides criopreservados da
cauda do epididimo.

Em nosso trabalho os resultados finais de concepcdo com espermatozéides do
epididimo equino foram de 50%, independente do meio diluidor utilizado e da dose
inseminante. Os dados gerados encontram-se proximos aos valores de fertilidade
obtidos com sémen congelado do ejaculado (MONTEIRO, 2010).

De acordo com a TABELA 11, foi observada tendéncia (p=0,07) entre 0s grupos
800 Controle e 100 PTX. Tais resultados podem ser justificados pelo reduzido nimero
de éguas inseminadas impossibilitando a obtencdo de diferencas significativas (p<0,05)
entre os grupos. Com base nestes dados, é possivel que o indice superior de fertilidade
encontrado no grupo 800 Controle se deve ao maior nimero de espermatozdides
acessorios por odcito, ao compensar até mesmo as perdas espermaticas ocorridas
durante o processo de congelacdo e o préprio transporte espermatico no interior do trato
feminino quando comparado ao grupo 100 Controle.

Com a similaridade do indice de concepgdo evidenciada entre 0s grupos
inseminantes 800 Controle e 100 PTX (p=0,07) podemos sugerir que apesar da
pentoxifilina ndo exercer efeito sobre os padrGes de motilidade espermaética apos a
descongelacdo das amostras, os efeitos desta substancia podem ser demonstrados sobre
a capacidade fecundante dos espermatozéides. Possivelmente, as modificacfes
originadas na membrana plasmatica e no metabolismo dos espermatozoides por esta
substancia previamente a congelacdo contribuiram para o aumento da capacidade
fecundante das células espermaticas, ao notar-se analogia entre os grupos 800 Controle
e 100 PTX, compensando até mesmo 0 menor nimero de espermatozdides na dose
inseminante.

Desta forma, o limitado nimero de doses recuperadas da cauda do epididimo
pode ter sua aplicagdo maximizada com a utilizacdo de apenas 1 palheta com 100x10°
de espermatozdides recuperados com meio diluidor contendo PTX ao invés da dose
convencional de 8 palhetas (800x10° de espermatozéides), vindo a comprovar a
metodologia inicialmente proposta no presente estudo. Tal fato se torna ainda mais
relevante ao considerar que as doses estocadas da cauda do epididimo sdo limitadas e

ndo poderdo ser repostas, e ainda garantem niveis aceitaveis de concepcéo.
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No presente estudo, o indice de concepcdo ao utilizar reduzido numero de
espermatozdides epididimarios foi maior do que os indices demonstrados por Morris et.
al. (2002), sendo este o Unico relato a utilizar baixa dose inseminante de
espermatozdéides epididimarios criopreservados em equinos. Em tal estudo, foram
relatados indices de concepgdo de 18% com inseminacgdes histeroscopicas e 8% com
inseminacBes convencionais, na dose de 200x10° espermatozéides totais. Ao reduzir a
dose inseminante para 10x10° espermatozéides moveis, obteve-se 29% de taxa de
prenhez apos a exposicao dos espermatozoides ao meio Sperm talp.

As diferencas entre a metodologia de processamento dos epididimos, o diluidor
de congelagdo e o protocolo de inseminacgdo artificial utilizado podem ter contribuido
para obtencdo dos diferentes resultados.

Resultados similares ao grupo 800 Controle foram encontrados por Papa et al.
(2008) ao avaliarem a fertilidade de espermatozdides colhidos da cauda do epididimo
equino. Em tal estudo foi utilizado o0 mesmo protocolo de congelagcdo do grupo 800
Controle do presente experimento, e obtiveram o indice de concepc¢éo de 66%.

No entanto, ao avaliarmos os indices de concepcdo em funcdo da dose
inseminante, independente do diluidor utilizado na recuperacdo dos espermatozéides da
cauda do epididimo ndo foram encontradas diferencas significativas. Como foram
utilizados dois grupos inseminantes de 100x10° de espermatozéides (Controle e PTX), a
juncédo de ambos os grupos pode ter exercido influéncia sobre os dados da TABELA 13,
justificando a similaridade entre os grupos inseminados com 100x10° de
espermatozdides ou com 800x10° de espermatozéides.

Ainda, ao analisar os indices de concepc¢do em funcdo do meio diluidor utilizado
na recuperacdo dos espermatozodides da cauda do epididimo, independente da dose
inseminante aplicada também ndo foram encontradas diferencas significativas. Assim,
podemos sugerir que os valores agregados de concepcao do grupo 800 Controle e 100
Controle, elevaram as taxas de fertilidade do grupo Controle.
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7.0 - CONCLUSOES

7.1 — A pentoxifilina presente no meio diluidor utilizado no fluxo retrogrado exerce
influéncia significativa sobre o padrdo de movimento apds a recuperacdo de

espermatozdéides da cauda do epididimo.

7.2 — O processo de diluicdo, centrifugacao e ressuspensdo parecem eliminar os fatores
inibidores da motilidade espermatica presentes do fluido epididiméario, e permitem a
total expressdo da motilidade dos espermatozéides da cauda do epididimo, sendo

semelhante aos valores de um ejaculado.

7.3 — Inseminagdes com reduzido nimero de espermatozoides na extremidade do corno

uterino permitem a maximizagdo do uso de espermatozdides epididimarios congelados.

7.4 — O limitado nimero de doses recuperadas da cauda do epididimo pode ter sua
aplicacdo maximizada por meio de inseminacdes artificiais com apenas 100x10° de
espermatozéides colhidos com meio diluidor contendo pentoxifilina, ao garantir

aceitaveis indices de concepcao.
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Summary
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knowledge and poor published results of such technique hampers its propagation. New procedures have allowed some improvement on
fertility rates of frozen sperm from the epididymis of stallions. The aim of this study is fo report the advances on processing and cryopre-
servation of samples from the stallion’s epididymal semen.

Keywords: epididymis, cryopreservation, stallion, feriility, semen extenders, arfificial insemination

Fortschritte in der Technologie von Nebenhodensperma beim Hengst

Das Einfrieren von Nebenhodensperma ist eine Methode, die es erlaubt, Erbinformationen von Tieren mit auBergewdhnlich hohem gene-
fischen Potential sowie von bedrohten Tierarten zu konservieren. Beim Pferd wird diese Maglichkeit von einigen Besitzern bei schwerer
Krankheit oder Tod des Hengstes genutzt. Jedoch wird die Propagierung dieser Methode durch den mangelhaften Wissenstand sowie weni-
ge publizierte Daten gehemmt. Neuere Verfahren erlauben eine gewisse der FertilitGtsraten anhand gefrorenen epididyma-
len Spermas von Hengsten. Ziel dieser Studie ist, den Fortschritt in der Methodik zur Aufbereitung und Konservierung von Proben aus dem

Nebenhoden des Hengstes zu beschreiben.

Schlusselwérter: Epidydimis, Gefrierkonservierung, Hengst, Fruchtbarkeit, Samenextender, kinstliche Insemination

Introduction

Unexpected death, catastrophic injury, castration or any other
event that makes both semen collection and mating impossi-
ble can be costly in terms of the potential loss of genetically
valuable stallion genes. In such circumstances, owners may
request a final semen collection to allow propagation of valu-
able germplasm (Cary et. al. 2004). There are limited data
regarding survival and fertility of frozen-thawed epididymal
stallion sperm, although the first pregnancy using frozen-tha-
wed stallion spermatozoa was reported in o mare insemina-
ted with epididymal spermatozoa (Barker and Gandier 1957).
Stallion sperm capable of fertilization can be harvested from
the cauda epididymis (Barker and Gandier 1957, Johnson et
al. 1980) and stored for future use, preserving valuable gene
pool. The fiming and, often, location for either castrafion or
post-mortem tissue recovery are not always appropriate for
sperm handling and preservation.

Over the years, different techniques for semen collection and
cryopreservation have been developed, but few researches
have focused on obtaining and freezing epididymal sperm
cells from stallions. Therefore, the aim of the present study is
fo review the recent advances in preservation of equine epi-
didymal sperm.

After the removal of epididymides and testicles it is necessary
to ligate the ductus deferens using suture material fo avoid
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of sperm cells. The ligature should be performed the

possible from epididymal cauda, once viable sperms
can be obtained from this region. The festicles and epididy-
mides should be rinsed using an isotonic solution, as Lacta-
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gloves, with less minimal air possible (Eichelberger et al.
2007).

Epididymides can be either shipped in passive cooling devi-
ces to a specialized facility or processed immediately (Bruem-
mer 2006). Samples obtained from epididymides of different
species can be stored at 50C for 24 hours prior fo cryopre-
servation (Marks et al. 1994, Blash et.al., 2002, Sharma et.
al., 2007, Papa et al., 2008). However, there is a significant
decrease after 12 hours of storage at room temperature on
the sperm parameters at 50C (Monteiro et al., 200%a).

Collection of epididymal sperm

Sperm from terminal stallions may be obtained via electroe-
jaculation (Cary et al. 2004), chemical ejaculation (Card et
al. 1997, McDonnell 2001) or by the collection of sperm
from cauda epididymides (Morris et al. 2002. Jomes et al.
2002, James 2004, Muradés et al. 2006, Papa et al. 2008).
Electroejaculation is a widely spread and successful method
for semen collection in some species like the bovine and the
ovine, but its use in stallions is not advisable due to the risks
for both the animal and practitioner (Stover et al. 1981).
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According to Cary et al. (2004), electroejaculation is not an
efficient technique to obtain viable sperm, since semen is
contaminated with urine even when ejaculation is achieved.
In the same experiment, viable sperm was obtained from
cauda epididymides, allowing cryopreservation of sperm
from valuable stallions, whose semen collection was unsui-
table.

Several methods of sperm recovery from cauda epididymis
have been described, including aspiration (Sharma et al.,
1997), flotation — in which sliced epididymis is placed on gel
medium for some fime (Hewitt et al., 2001), and retrograde
flush of the cauda - in which pressure is generated by a syrin-
ge attached to the vas deferens and sperm is carried by the
extender and expelled through a cut on the junction of cau-
da and corpus (Garde et al. 1994).

Martinez-Pastor et al. (2006) compared the retrograde flush
and flotation techniques for the recovery of epididymal sperm
and they have obtained a higher number of sperm using
retrograde flush. In addition, the sample obtained by this
technique did not present other cell types, which may be con-
sidered an important advantage of this technique.

Several studies have shown that equine epididymal sperm
remains viable at room temperature for 24h after orchiecto-
my (Muradéds et al. 2006, Neild et al. 2006, Papa et al.
2008), and thus can be used for artificial insemination of eit-
her fresh or frozen sperm (Barker and Gandier 1957, Morris
et al. 2002, Popa et al. 2008). Besides, another study
demonstrated that the number of spermatozoa recovered
from the cauda epididymis is higher than the one recovered
from artificial vagina on a single collection (Muradés et al.
2006). If cauda epididymis sperm recovery is the last chance
to obtain viable spermatozoa from a stallion, it is of utter
importance to test protocols to enhance the success rates of
this technology in stallions.

It has also been demonstrated that spermatozoa obtained
from stallion epididymis after dilution with suitable extender
present similar progressive motility when compared to ejacu-
lated sperm obtained by artificial vagina (Morris et al. 2002).

Due to a lack of information concerning the storage capabi-
lity of epididymis and total number of spermatozoa that can
be obtained from the epididymal tail, Papa et al. (2008) cor-
related testicular volume (length xwidth X height) and testicu-
lar weight with the recovery of epididymal spermatozoa retrie-
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val (Table 1 and 2). Testes were obtained during routine
castration from twenty-two Brazilian jumping horses aging
approximately 3 years old. The authors observed a positive
correlation between testicular volume and weight. Testicular
parameters are described on table 1.

Preservation of epididymal sperm

Bruemmer et al. (2002) tested the cryopreservation of equine
sperm collected from cauda epididymis. After collection,
some of the samples were frozen directly and the others were
stored for 24h at 5°C before freezing, using INRA 82 and
EDTA-Lactose extenders. The authors observed that storage at
50C did not affect total and progressive mofility when com-
pared to the samples that had been directly frozen. Papa et al
(2008) observed an increase in pre- and post-freezing results
of samples frozen with Botu-Crio® when compared to EDTA-
Lactose and INRA-82.

In order to verify the effect of storage time at 4°C, James et
al. (2002) collected cauda epididymis sperm from 17 stal-
lions and stored for a total period of 96h. Samples were
analyzed every 24h for progressive motility and viability
based on eosin-nigrosin/fast-green staining. Both maotility
and viability significantly decreased between consecutive
periods but the authors concluded that it was possible to
freeze epididymal sperm up to 96h after collection, if it is
maintained at 4°C.

Epididymal sperm presents very poor motility, which is proba-
bly due to the lack of exposure to activating factors present in
the seminal plasma (Stout et al. 1999). Some studies have
been investigating the influence of seminal plasma (Stout et
al. 1999, Papa et al. 2008) and sperm motility factors such
as caffeine, progesterone, PHE (penicillamine, hypotaurine
and epinephrine) and heparine (Papa et al. 2008).

Pasquini et al. (2008) compared the influence of motility
enhancing media on freezability of epididymal sperm and
concluded that incubation in Talp + P4, Fert-Talp and Sperm-
Talp media, commonly used in IVF procedures, improved
equine epididymal sperm motility after freezing (Table 3).
Based on these results, Melo et al. (2009) evaluated the
influence of those substances on epididymal sperm from sub-
fertile stallions after freezing and verified a pre and post-thaw
motility improvement when samples were incubated with
Sperm-Talp and Fert-Talp in comparison to ejaculated frozen

Table 1 Mean (+SD) festicle parameters from equine testis collected post-castration
Mittelwerte (+SD) testikulérer Parameter von durch Kastration gewonnenen equinen Hoden
9 Testicle parameters
Left Right
Length (cm) Height (cm) Width {cm) Weight (g) Length (cm) Height (cm) Width (cm) Weight (g)
9.5+1.0 6.2+0.7 5.1+0.5 195.0+62.5 9.1+£1.5 58+1.2 49+0.8 183.2+75.2

Table 2 Mean (+SD) parameters from equine epididymal flush collected post-castration
Mittelwerte (+SD) von Parametern equiner epididymaler Spiilproben nach Kastration

Semen parameters
Epididymal Flush (ml) Concentration (sperm/mL x 10°%) Total sperm number (sperm x 10%)
81.1%7.5 103.5+78.1 4.8+3.3
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Table 3 Mean (+5D) values of post-thaw fotal motility (TM), progressive mofility (PM), curvilinear velocity (VCL), straight line velocity (VSL) and
percentage of rapid cells (RAP) of equine epididymal sperms incubated with different media and frozen with Botucrio extender

Mittelwerte (+SD) nach dem Auftauen: Gesamimotilitét (TM), vorwérisbewegliche Spermien (PM), kurvolineare Geschwindigkeit (VCL), lineare
Geschwindigkeit (VSL) und Prozentsotz schneller Zellen (RAP) von equinen epididymalen Spermien nach Inkubation mit verschiedenen Medien
und Einfrieren mit Botucrio-Verdinner

Group ™ (%) PM (%) VSL (um/s) VCL (um/s) RAP (%)

Control 44.6+13.2 19.2+5.7% 71.7+3.0% 167.6+7.9 30.9+9.9°
P4 49.9+5.0% 21.742.3% 72.6x2.1% 169.9+7.4 35.124.5%

Plosma 46.2+12.9° 17.7+5.1¢ 68.0+5.6° 161.3+17.8 30.1x12.2°
Fert 58.2+7.9% 24.7+4.2% 73.0+4.7% 169.7+13.0 42.0+8.8*
Talp 61.7+7.1° 26.4+1.6° 74.4+2.5° 175.4+10.4 45.4+6.6°

* Different letters in a column differ significantly (P<0.05). Control (Botu-Semen); P4 (Tolp + Progesterone); Plasma (Seminal Plasma); Fert (Fert-Talp); Talp (Sperm-Talp)

Table 4 Mean values for Total Motility (TM), Progressive Motility (PM) and Plasma Membrane Integrity (PMI) of ejaculated and frozen-thawed
epididymal semen from poor freezer stallions incubated with Botu-Semen (BS), Talp + caffeine (Sp) and Talp + Heparine + PHE (Fert)
thhndo der Gesomtmotilitdt (TM), vorwértsbeweglicher Spermien (PM) und der Plasmamembranintegritét (PMI) von ejokuliertem und tiefge-

fro epididymalen S von mit schlechter Somengefriereignung nach Inkubation mit Botu-Samenverdinner (BS), Talp + Kof-
fein (Sp) und Tolp + Hopodn + PHE (Fert)
™ PM PMI
Ejoculate 7.7+2.21¢ 1.7+1.26° 22.3+6.02°
BS 33.3+2.10° 12543 31 41.7+10.59°
Sp 41.3+3.77° 14.3+2.61° 41.5+2.38°
Fert 42.0+1.63° 15.25+3.94° 47.2+2.87°

* Different letters in o column differ significontly ( P<0.05)

Table 5 Mean values for Total Motility (TM), Progressive Motility (PM) and Plasma Membrane Integrity (PMI) of semen collected with artificial
vagina (G1), recovered from epididymal cauda immediately post-orchiectomy (G2) and recovered from epididymal cauda stored for 24 hours
at 5°C (G3).

Mittelwerte der Gesamimotilitét (TM), vorwérisbeweglicher Spermien (PM) und der Plasmamembranintegritat (PMI) von Sperma gewonnen mit
Hilfe der kiinstlichen Vagina (G1), aus dem Nebenhodenschwanz unmittelbar nach Kastration (G2) und aus dem Nebenhodenschwanz nach Auf-

bewohrung bei 5°C fir 24 Stunden (G3)

™ PM PMI
Gl 60.2+16.99° 30.8+14.22° 41.2+20.32°
G2 85.1+5.85° 46.1+8.46° 74.9+10.49°
G3 83.1+7.52° 38.3+7.14% 71.7+9.85°

* Different letters in a column differ significontly (P<0.05)

semen, probably due to the deleterious effect of seminal plas-
ma in poor semen stallions (Table 4).

Pentoxifylline is a substance that promotes the increase of the
AMPc, which is responsible for the spermatic motility, being
able to stimulate recently recovered immobile spermatozoa.
The use a skim-milk extender containing pentoxifillyne, Botu-
Turbo (BT) for equine epididymal semen increased total and
progressive motility in comparison to the skim-milk extender
Botu-Semen (B). Sperm parameters of the flushed samples
with BT and B immediately aofter flushing for Total Mofility (TM)
were 47.40+22.8 vs 19.2bx+14.1. As for the Progressive
Motility (PM) they were 16.70+9.5 vs 6.5b+7.2. After 15
minutes of incubation at 37°C sperm values for TM, PM were
67.40+21.9 vs 48.7b+29.1 and 22.6a%=10.0 vs
12.4b+8.8, respectively (Guasti et al. 2009).

A recent study conducted by Monteiro et al (2009a) compa-
red post-refrigeration viability of ejaculated sperm collected
by artificial vagina and epididymal sperm recovered immedi-
ately after castration. Parameters (total and progressive moti-
lity and membrane integrity) of epididymal sperm cooled ot
5°C for both 24 and 48h were significantly superior to those
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from ejaculated sperm (P<0.05), demonstrating that epididy-
mal sperm are less susceptible fo damages caused by refri-
geration procedures (Table 5).

Influence of seminal plasma on fertility of epididymal
sperm

Some authors believe that the reduced fertility of frozen epi-
didymal semen is due to the absence of seminal plasma, the
only difference between ejaculated and epididymal sperm.
Seminal plasma has an important role on motility, membrane
integrity and uterine transport, and its absence shall be dele-
terious (Aurich 1996, Katila 2001).

The presence of decapacitating factors in the seminal plasma
inhibits the sperm capacitation, avoiding the early acrosomal
reaction and could prevent fertilization (Oliphant et. al.
1985). According to some studies, there is no effect of semi-
nal plasma on epididymal spermatozoa (Cary et al. 2004,
Morris et al. 2002, Tiplady et al. 2002 and Volkmann et al.
2001). Seminal plasma can play positive influence upon the
fertility of epididymal sperm (Heise et al. 2009), however it is
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not strictly necessary to achieve the conception (Morris et al.
2002, Papa et al. 2008).

Fertility of epididymal sperm

Although the first pregnancy with frozen semen in horses was
obtained with cauda epididymides sperm, studies in equine
semen have been restricted to ejoculated sperm. Only in the
last few years studies in recovery and preservation of epididy-
mal sperm have been intensified, in part due to the increasing
interest in preservation of endangered species or high valua-
ble genefics, and also owing to the possibility of low dose
artificial inseminatfion and ICSI in horses.

Morris (2004) reported a 45% pregnancy rate ofter hystero-
scopic inseminations of mares with 200x 104 fresh cauda
epididymis sperm. Using the same dose but frozen-thawed
epididymal sperm, this author obtained pregnancy rates of 18
and 8% when mares were inseminated by hysteroscopy or by
conventional method, respectively. This demonstrated the
possibility of obtaining pregnancies from epididymal sperm

Papa et al. (2008) reported 66.6% conception rate after inse-
minations with 400 x 10° viable epididymal sperm cooled for
24h at 5°C pre and post ovulation. A subsequent study was
conducted by Monteiro et al. (2009b) in order to compare
post thaw fertility of ejaculated sperm (Group 1), epididymal
sperm frozen immediately after castration (Group 2) and epi-
didymal sperm frozen after 24h refrigeration at 5°C (Group
3). All inseminations were performed with 800 x 10¢ viable
sperm in the tip of uterine horn. Conception rates were,
respectively, 61.5% (8/13), 92.3% (12/13) aond 61.5%
(8/13) for groups 1, 2 and 3.

Herrera et al. (2006) reported no difference in embryo clea-
vage rates using ICSI in equine oocytes matured in vitro when
frozen cauda epididymal semen, in natura ejaculated or fro-
zen ejaculated sperm were used, demonstrating that epididy-
mal sperm are suitable for ICS| procedures in horses.

Conclusion

Results presented in this review allow us to conclude that cau-
da epididymis stollion sperm may be successfully used in repro-
ductive biotechnologies, making possible the use of fresh, coo-
led or frozen sperm from stallions that had their reproductive
life interrupted, maintaining the production of genetically
superior animals. More studies using lower doses have to be
developed aiming to optimize the use of epididymal frozen
semen using different technologies, such as artificial insemina-
fion, intracytoplasmatic sperm injection and in vitro ferfilization.
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ANEXOS

ANEXO |

AJUSTE DO HTMA-IVOS-10 PARA ANALISE ESPERMATICA EM EQUINOS

CARACTERISTICAS AJUSTE
NUmero de pontos examinados 30 30
Contraste das células em relacdo ao campo 60 pixels 60 pixels
Tamanho minimo da célula 3 pixels 3 pixels
Contraste para células imdveis 30 pixels 30 pixels
Limite inferior para indice retilineo 80 % 80 %
Referéncia para velocidade média (VAP) <70 pm/s <70 pum/s
Referéncia para velocidade lenta (VAP) <30 um/s <30 pum/s
Referéncia para velocidade lenta (VSL) <20 um/s <20 pm/s
Limite inferior de tamanho 0,62 pixels 0,62 pixels
Limite superior de tamanho 2,98 pixels 2,98 pixels
Limite inferior de intensidade 0,24 0,24
Limite superior de intensidade 1,19 1,19
Limite inferior de alongamento 0% 0%
Limite superior de alongamento 100% 100%
Lentos contados como moveis N&o Né&o

Magnificagéo 1,95 1,95




ANEXO Il - PREPARO DAS SONDAS FLUORESCENTES

SOLUCAO DE ESTOQUE
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SOLUCOES CONSTITUINTES QUANTIDADE

Estoque IP lodeto de Propideo* 10 mg
Solucao fisiologica 20 mL

Estoque CFDA Diacetato de carboxifluoresceina’ 9,2 mg
DMSO 20 mL

Estoque de Formaldeido Formalina a 40% 1mL
Solucao fisiologica 79 mL

Estoque de Citrato de Sédio  Citrato de sédio 3g 30
Solucdo fisiologica 100mL 100 mL

1-P 4170 - Sigma

2 - C 5041 - Sigma

SOLUCAO DE TRABALHO

SOLUCOES QUANTIDADE

Solucéo de Citrato de Sédio 96 mL

Solucéo de formaldeido 10 uL

Solucéo de lodeto de Propideo 10 uL

Solucgéo de Carboxifluoresceina 20 uL




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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