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Resumo:

Objetivou-se com esse trabalho avaliar in vitro a capacidade fecundante de espermatozoides
obtidos nas diferentes porcbes dos epididimos de um garanhdo, por meio das avaliagBes fisicas e
morfologicas do sémen e de testes complementares dos mesmos. Foi constatada a presenca de
espermatozoides viaveis e com membrana espermatica integra ao longo do epididimo, porém, apenas
aqueles obtidos da cauda do epididimo apresentaram motilidade total significativa e com potencial
fecundante. Verificou-se que os valores baixos de células reativas e altos valores para células lesadas e
valores de anomalias de cauda (CFD e DG), indicaram baixa integridade funcional de membrana
plasmatica.
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Summary:

The aim of this study was to assess the in vitro fertilization capacity of equine epididymal
spermatozoa, by morphological assessment of semen and complementary tests. The presence of live
spermatozoa and with intact spermatic membranes through the entire epididymis were found, but only
those found in the epididymis cauda showed significantly total motility and with fertilizing potential. It
was observed that low values of reactive cells, high values of injured cells and defects in cauda cells,
indicated low plasmatic membrane functional integrity.
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Introducéo

O epididimo é anatomicamente conectado ao testiculo e pode ser dividido em
cabeca, corpo e cauda. Cada regido secreta substancias especificas que promovem
mudangas na composicdo quimica e protéica do fluido epididimario, essenciais para a
manutencdo da viabilidade da célula espermatica (Dacheux et al., 2003).

Baseando-se na estrutura celular, o epididimo dos garanhdes pode ser dividido
de seis a oito partes, sendo que cada uma possui uma funcéo diferente (Amann, 1992) e
o comprimento do ducto epididimario pode chegar em equinos a 80 metros (Oliva et al.,
2009). Serre et al. (1998) destaca que a regionalizacdo epididimaria correlaciona as
caracteristicas morfoldgicas com as propriedades funcionais, sendo a cabeca e corpo
epididimario relacionados com a aquisicdo da habilidade progressiva dos
espermatozoides e capacidade fecundante, enquanto que a cauda do epididimo esta
associada com o armazenamento espermatico e a remocdo de células anormais.

O transito espermatico epididimario contribui na maturagdo dos espermatozoides
mediante interacfes com diversas proteinas presentes no epididimo que modificam seu
metabolismo e sua estrutura incluindo a aquisicdo da capacidade fertilizante,
caracterizacdo da membrana plasmatica e motilidade progressiva (Tiplady et al., 2002;
Gatti et al., 2004).

A utilizacdo de espermatozoides provenientes do epididimo dos animais é uma
técnica importante para favorecer a preservacao da genética de animais com alto valor
zootécnico ou de machos de espécies ameacadas de extin¢do (Mota Filho e Silva, 2012).
Espermatozoides coletados do epididimo de garanhdes tém apresentado motilidade

progressiva igual ou melhor que aqueles provenientes do ejaculado (Tiplady et al.,
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2002), e inclusive até com melhores taxas de concepcdo quando comparados com
espermatozoides do ejaculado (Monteiro et al; 2011).

Estudos sobre a recuperacdo de espermatozoides do epididimo demonstraram
que estas células mantém-se vidveis a temperatura ambiente por 24 horas pos-
orquiectomia e que 0 nimero de espermatozoides obtidos da cauda do epididimo é
maior do que o0 nimero de espermatozoides de um ejaculado em vagina artificial (Neild
et al., 2006; Monteiro et al., 2013). Além disso, Monteiro et al. (2013) sugere que
espermatozoides do epididimo sdo menos sensiveis ao choque térmico causado pela
criopreservacao de espermatozoides.

Objetivou-se com esse trabalho avaliar in vitro a capacidade fecundante de
espermatozoides obtidos nas diferentes porcGes dos epididimos de um garanhdo, por
meio das avaliacdes fisicas e morfologicas do sémen e de testes complementares dos

mesmaos.

Material e métodos

Foi utilizado um garanhdo sem raca definida de seis anos de idade criado no
municipio de Vigosa — MG. Foram realizadas quatro coletas de sémen em dias
consecutivos utilizando-se vagina artificial modelo Missouri € uma égua em estro
natural como manequim. O sémen obtido foi avaliado quanto a sua motilidade e vigor
espermatico imediatamente apos a coleta. Uma aliquota de sémen foi acondicionada em
um microtubo de plastico contendo 1 mL de formol salina tamponado até que este
ficasse turvo para realizacdo da avaliagdo morfoldgica dos espermatozoides. Por meio
de preparacdo Umida e sob microscopia de contraste de fase em aumento de 1.000x (sob

uma gota de 6leo de imerséo) foram avaliadas 400 células por ejaculado e mensurado
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em percentagem de defeitos espermaticos segundo os critérios de classificacdo
preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013).

Posteriormente, o animal foi orquiectomizado e seus epididimos foram
dissecados e separados em quatro porcGes de acordo com a regido epididimaria a ser
processada (1-porcdes A, B e C da cabeca do epididimo; 2, por¢des D e E do corpo do
epididimo; 3- porcao F do corpo do epididimo; 4- porcdo G da cauda do epididimo). As
porcdes foram maceradas e diluidas em meio de congelamento (Martin, 1997) para
posterior realizacdo dos testes complementares para verificar a funcionalidade da
membrana plasmatica por meio dos testes hiposmotico, uso de sondas fluorescentes e
coloracgdo supravital.

O teste de integridade de membrana por epifluorescéncia (Vickers, 1990) foi
realizado, colocando-se 100 uL de sémen, 1 pL de iodeto de propidio (PI) e 1 pL de
carboxifluoresceina em um microtubo de 1,5 mL sob abrigo de luz. As amostras foram
incubadas a 37 °C por oito minutos. Uma gota foi entdo depositada entre lamina e
laminula e analisada em microscopia de fluorescéncia em aumento de 1.000X com
auxilio de Oleo de imersdo. Foram avaliadas 100 células por amostra, sendo
consideradas com membrana integra aquelas que coraram em verde e as que corarem
em vermelho foram consideradas com membrana danificada.

O teste hiposmotico (Revel e Mrode, 1994) foi realizado retirando-se uma aliquota de
100 puL do produto obtido de cada porgdo do epididimo e adicionando-a a 800 uL de
agua destilada previamente aquecida em banho-maria, dentro de um microtubo de
plastico, numa proporcdo final de 1:9. A amostra foi entdo incubada por 15 minutos a
37 °C e entdo adicionada de 0,5 mL de formol salina tamponado e posterior avaliagcdo

entre Iamina e laminula e leitura em aumento de 1.000x com auxilio de 6leo de imersao,
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sendo contabilizadas 100 células, considerando-se como reativas aquelas células que
apresentaram dobramento de cauda. Da porcentagem final registrada, foi subtraido o

numero de células com dobramento de cauda observado na avaliacdo morfoldgica.

Resultados e Discussao
Os resultados das analises fisica, morfologica e dos testes complementares sdo

descritos nas tabelas 1 e 2:

Tabela 1. Andlise fisica e testes complementares do sémen de garanhdo pré e poés

orquiectomia

o ) Supravital ~ Hiposmotico ) o
Motilidade  Vigor (0- Epifluorescéncia
Coletas (% de (% de
(%) 5) ) ) (% lesados)
Vivos) reativos)

Sémen in natura

1* 50,0 3,0 - - -
2* 60,0 3,0 - - -
3* 70,0 3,5 - - -
4* 70,0 3,5 - - -
Sémen epididimario
1 0,0 0,0 72,5 28,5 96,5
o 2 10,0 2,0 83,5 40,5 94
3 7,5 2,2 73,0 39,0 62
4 45,0 3,0 73,5 39,5 76

*Coletas de 1 — 4: Coletas pré-orquiectomia com vagina artificial. **Coleta 5: por¢des epididimarias.

A motilidade espermatica foi maior na por¢do da cauda do epididimo (porcdo G)
de ambos os lados quando comparadas as diferentes por¢des do epididimo. Isso ocorreu

provavelmente pela presenca da gota protoplasmatica que se manteve em maior
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proporcdo nos espermatozoides obtidos do epididimo (tabela 2), principalmente da
cabeca e inicio da cauda, ja que a gota protoplasmatica é perdida na maioria dos
espermatozoides apos o transito epididimario, embora England & Pacey (1998) tenham
observado que essa diferenca tem pouca importancia uma vez que as contracfes uterinas
parecem ter maior importancia no processo de fecundacdo do odcito do que o
movimento espermatico. No entanto, observou-se maior motilidade espermatica para o
sémen do ejaculado quando comparado as regides epididimarias, provavelmente por
ativacdo da motilidade espermatica que possa proporcionar o plasma seminal (Elzanaty
et al., 2002). Acott e Carr (1984) destacam que o baixo pH no epididimo pode ser um
fator critico para diminuir a motilidade dos espermatozoides presentes no epididimo. A
fertilidade dos espermatozoides da cauda do epididimo pode se tornar comprometida e
até ser menor que a dos espermatozoides do ejaculado, devido a variacBes nas
caracteristicas de superficies das células e baixa motilidade dos espermatozoides do
epididimo (Goovaerts et al., 2006).

O teste de epifluorescéncia demonstra maior viabilidade de espermatozoides
obtidos das porgdes finais do epididimo, corroborando ao descrito por Amann (1992),
indicando a importancia as interacfes bioquimicas e metabdlicas que acontecem durante

o transito no epididimo e que favorecem a aquisicdo da maturacdo espermatica.
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Tabela 2. Porcentagem dos defeitos espermaticos em sémen in natura ejaculado e de

diferentes porc¢des epididimarias de um garanhao

ACR GP CFD DG PI GD AB CIN DM Dmen DT
%) () () () () ) %) B () (B) (%)

Sémen in natura

Coletas

1* 3 10 2 3 1 11 6 3 19 23 42
2* - 5 9 7 2 4 7 6 27 20 47
3* - 4 6 3 2 1 5 4 17 14 31
4* - 3 5 7 - 3 4 6 15 17 32
Sémen epididimario

1 05 305 4 2 - - 7 135 39 215 605

o 2 25 255 15 2 - 56 75 8 35 215 57
3 10 7 25 25 15 175 95 115 195 395 59

4 15 4 4 1 1 11 9,5 14 13 36 49

*Coletas de 1 — 4: Coletas pré-orquiectomia com vagina artificial. **Coleta 5: por¢des epididimarias.
ACR: % de defeitos de acrossoma; GP % de defeitos de gota citoplasmética proximal, CFD: % de
defeitos de cauda fortemente dobrada; DG: % de defeitos de cauda dobrada com gota; PI: % de defeitos
de peca intermedidria; GD: % de defeitos de gota citoplasmatica distal; AB: % de defeitos de inser¢do
abaxial de cauda; CIN: % de cabeca isolada normal; DM: % de defeitos maiores; Dmen; % de defeitos
menores; DT: % de defeitos totais.

H& maior percentual de espermatozoides com gota protoplasmatica proximal nas
porcdes 1 e 2 do epididimo do que nas demais por¢des e sémen ejaculado. Tal resultado
era esperado, uma vez que é sabido que o epididimo participa na estocagem e maturagdo
final dos espermatozoides, demonstrando a importancia do transito epididimario para
que ocorra a perda de gota proximal e distal (Goovaerts et al., 2006). Ressalta-se que as
demais anomalias espermaticas ndo diminuiram, indicando a ineficacia do epididimo na
absorcéo de celulas espermaticas defeituosas. Da mesma forma, com relacéo aos testes
complementares, somente o teste de epifluorescéncia foi eficaz em demonstrar a
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maturacdo funcional da membrana plasmatica dos espermatozoides durante o transito

epididimario, embora, com valores ainda elevados nas porcdes 3 e 4.

Conclusdes
Quando os testes complementares séo avaliados em conjunto, verifica-se que 0s
valores baixos de células reativas e altos valores para células lesadas e valores de
anomalias de cauda (CFD e DG), indicam baixa integridade funcional de membrana
plasmatica e que o animal do presente estudo apresentava um quadro de degeneracao

epididimaria leve.
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