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Resumo 

 

O presente estudo tem como objetivo avaliar o espermatozoide recuperado do epidídimo 

congelado/descongelado em diferentes diluidores. O experimento foi realizado no 

Laboratório de Reprodução Animal do Setor Palotina no perído de julho de 2017 a julho 

de 2019. Um mínimo de 40 CTE (complexo testículo epidídimo) de cães foi obtido de 

animais orquiectomizados. A recuperação dos espermatozoides da cauda do epidídimo foi 

realizada pela técnica de flutuação e submetida ao teste de swin-up para remoção dos 

resíduos celulares e espermatozoides inviáveis. Após a avaliação da concentração e 

motilidade, os espermatozoides foram diluidos pelo método “One Step” em Tris gema e/ou 

citrato gema e logo envazados em palhetas de 0,25mL numa concentração de 25 x 106 de 

espermatozoides viáveis. Logo as mesmas permaneceram em estabilização por 2 horas a 

temperatura de 5°C. Após foram colocadas em vapor de nitrogênio por 15 minutos, e por 

fim, mergulhadas no nitrogênio líquido e armazenadas em botijão criobiológico. A 

descongelação foi realizada em banho maria a 37°C por um minuto, e após avaliou-se a 

motilidade e vigor em microscopia de Contraste de Fase 100x. Para avaliação da 

viabilidade espermática, foi utilizada a coloração vital Azul de Tripan/Giemsa. Na análise 

do sêmen descongelado, o diluente Tris-gema foi estatisticamente superior ao Citrato-

gema nas variáveis motilidade, vigor e morfologia de espermatozoides epididimarios de 

cão. O presente estudo, mostra que é possível recuperar e preservar espermatozoides 

provenientes do epidídimo de canídeos utilizando  meio crioprotetor a base de tris-gema. 
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Abstract 

 

The present study aims to evaluate sperm recovered from frozen / thawed epididymis in 

different extenders. The experiment was carried out in  Animal Reproduction Laboratory at 

the Veterinary Hospital at the Palotina Sector from July 2017 to July 2019. A minimum of 

40 ETC (epididymis testis complex) from dogs was obtained from orchiectomized animals. 

Epididymis tail sperm retrieval was performed by flotation technique and then submitted to 

the swin-up test to remove the unfeasible sperm and cellular waste. After evaluation of 

concentration and motility, the sperm were diluted by the “One Step” method in Tris yolk 

and / or citrate yolk and then packed in previously identified 0.25mL straws at a 

concentration of 25 x 106 viable sperm. Soon they remained in stabilization for 2 hours at 

5 ° C. After that they were placed in nitrogen vapor for 15 minutes, and finally, dipped in 

liquid nitrogen and stored in cryogenic cylinder. The thawing was performed in a 37 ° C 

water bath for one minute, and then motility and vigor were evaluated by x100 

magnification Phase Contrast microscopy. For sperm viability evaluation, the Tripan 

Blue/Giemsa vital stain was used. In the analysis of thawed semen, Tris-yolk extender was 

statistically superior to Yolk Citrate in the motility, vigor and morphology of dog epididymis 

sperm variables. The present study shows that it is possible to recovery and preserve 

sperm from the canid epididymis using tris-yolk cryoprotectant extender. 
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Introdução e revisão bibliográfica 

 

 A necessidade de aproveitar a genética de carnívoros domésticos ou selvagens 

recém-mortos ou daqueles que não ejaculam por impotência Coewndi, a obtenção de 

espermatozoides da cauda do epididimo, pode ser uma alternativa para a reprodução 

assistida. 

 A extração de espermatozoides a partir do epidídimo é um método que oferece 

vantagens, sendo bastante utilizado em animais de difícil manejo, onde não é possível 

obter o sêmen ejaculado, e sua maior vantagem é que mesmo após a morte do doador, 

ainda há possibilidade de garantir células espermáticas viáveis a partir da cauda do 

epidídimo (Hori et al., 2015). 

 Técnicas interessantes para a conservação da biodiversidade estão sendo 

desenvolvidas, destacando-se a recuperação de espermatozoides do epidídimo de 



animais mortos; esses gametas,  assim recolhidos são capazes de resistir após diferentes 

períodos, quando resfriados, até serem, posteriormente, criopreservados (Martins et al., 

2007; Goodrowe  e  Hay, 1993; Tsutsui et al., 2003). . 

 Diversos  estudos  têm  sido  desenvolvidos  com  o objetivo de armazenar os 

testículos e os epidídimos, objetivando-se resgatar os gametas (Bruemmer et al., 2002; 

James et al., 2002; Yu e Leibo, 2002; Martins et  al.,  2009;  Heise  et  al.,  2010;  Lone  et  

al.,  2011; Tamayo-Canul et al., 2011; Contri et al., 2012). Estudaram protocolos para    

adequar  a possibilidade  de  retirada  do  complexo  testículo epididimo  e  seu  posterior  

acondicionamento  em sistemas de transporte para seu envio a laboratórios 

especializados para processamento e criopreservação dos espermatozoides. 

 Após a morte do animal, os espermatozoides permanecem viáveis no epidídimo até 

que a degeneração tecidual post mortem afete sua viabilidade (Bruemmer et al., 2002; 

Muradás et al., 2006). Se os epidídimos forem armazenados a baixas temperaturas, a  

viabilidade  espermática  pode  ser mantida  por  mais  tempo  (Bruemmer  et  al.,  2002; 

James et al., 2002). 

A criopreservação de espermatozoides do epidídimo tem sido usada  em  diferentes  

espécies:  carneiro (Lone et al. 2011),  cães  (Hewitt  et  al., 2001; Martins et al., 2006), 

cervídeos (Hishimuna et al.,  2003;  Soler  et  al., 2003; Martinez-Pastor et al., 2005a;  

2006; Fernández-Santos et al., 2009), (Ake-Lopez et al. 2010), cutias(Silva  et  al.,  2011),  

garanhões  (Bruemmer  et  al., 2002; Neild et al., 2006), gatos (Tebet et al., 2006; Titarelli  

et  al.,  2006;  Axnér  et  al.,  2004),  gazelas (Saragusty et al., 2006; Chatiza et al., 2011), 

homens (Oates  et  al.,  1996),  javalis  (Kikuchi  et  al.,  1998), esquilos  (Ping  et  al.,  

2011),  camundongos (Kishikawa et al., 1999; Sankai et al., 2001), touros (Martins  et  al.,  

2007)  e  varrões  (Kolbe  &  Holtz, 1999). 

  O diluente a base de citrato de sódio mostrou uma motilidade progressiva 

dos espermatozoides após o descongelamento de 1,67%.  O citrato de sódio é menos 

favorável à sobrevivência de espermatozoides de cães, uma vez que se percebe que a 

densidade do extensor é prejudicial à motilidade progressiva dos espermatozóides 

(santos et al.1999). 

 Apesar da queda significativa de motilidade e vigor, os espermatozoides coletados 

diretamente do epidídimo são considerados mais sensíveis ao congelamento, sendo 

normal uma diminuição considerável na integridade da membrana e na sobrevivência das 

células. Esta baixa resistência pode ser devido às diferenças funcionais e morfológicas 

entre o sêmen ejaculado e o recuperado do epidídimo, como a falta de exposição ao 

líquido prostático e a presença alta de gotas citoplasmáticas (Luvoni e Morselli, 2016). 



 

Material e Métodos 

 

 O experimento foi realizado no Laboratório de Reprodução Animal do Setor 

Palotina no perído de julho de 2017 a julho de 2019 para obter um mínimo de 40 CTE de 

cães. 

Os CTE (complexo testículo epidídimo) foram obtidos de animais orquiectomizados em 

aulas práticas de anestesiologia e tecnica operatória do Curso de Medicina Veterinária, 

realizadas no Hospital Veterinário do Setor Palotina da Universidade Federal do Paraná – 

UFPR. 

Após a remoção dos CTEs os mesmos foram imersos em solução fisiológica 0,9% a 25°C 

e transportado em caixa térmica até o laboratório de Reprodução animal nessa mesma 

temperatura em um tempo médio de 15 minutos. 

 A recuperação dos espermatozoides da cauda do epidídimo realizada pela técnica 

de flutuação relatada por Yu e Leibo (2002). O tecido conjuntivo que recobre o epidídimo 

foi removido e os contornos do ducto epididimário da cauda do epidídimo desfeitos. Cada 

ducto epididimário foi colocado em placa de petri individual previamente aquecida a 37°C. 

Em seguida, foram realizados cortes na região do ducto deferente e cauda epididimária, 

logo após foi adicionado 1,0 mL de solução salina  pré-aquecido a 37°C, deixando em 

repouso por 5 minutos, em seguida o referido conteúdo foi submetido ao teste de swin-up 

conforme Cesari, et al. (2006)  para remoção dos resíduos celulares e espermatozoides 

inviáveis. 

 

Avaliação espermática 

 

 Após, os espermatozoides foram resuspendidos em 1mL de Tris-gema ou Citrato-

gema para avaliação da concentração (câmara de Neubauer), percentual de 

espermatozoides móveis e vigor, segundo CBRA (2013), Henry e Neves (1998), Salamon 

e Maxwell (2000). Após a avaliação os espermatozoides de cada epidídimo, os mesmos 

foram rediluidos para uma concentração de 50x106/ mL em Tris-gema e Citrato-gema 

respectivamente. 

 

Congelação 

 

 Após a diluição pelo método “One Step” o sêmen foi envazado em palhetas de 



0,25mL previamente identificadas, numa concentração de 12,5x106 de espermatozoides 

viáveis. Logo as mesmas permaneceram em estabilização por 2 horas a temperatura de 

5°C. Após foram colocadas em vapor de nitrogênio por 15 minutos, e por fim, 

mergulhadas no nitrogênio líquido e armazenadas em botijão criobiológico. 

 

Avaliação in vitro do sêmen descongelado 

 

 A descongelação foi realizada em banho maria a 37°C por um minuto, e após 

avaliou-se a motilidade e vigor em microscopia de Contraste de Fase 100x. Uma alíquota 

do sêmen foi incubada em banho maria a temperatura de 380C por até 4 horas com intuito 

de avaliar a longevidade e resistência do espermatozoide. 

 

Avaliação da viabilidade e reação acrossomal 

 

 Foram retiradas três amostras de 10 µL de sêmen de cada tubo para se proceder à 

coloração vital Azul de Tripan/Giemsa conforme descrições de Dias (2002), Santos (2004). 

Foram analisados 200 espermatozoides por lâmina e identificadas quatro classes distintas 

de espermatozoides: vivo intacto (VI); vivo com acrossoma reagido (VR); morto intacto 

(MI); morto com acrossoma reagido (MR). 

 

Resultados e discusão 

 

 Os dados referentes à motilidade, vigor e morfologia de sêmen recuperado de 

eqidídimo de cão estão demonstrados na tabela1. 

 A motilidade não apresentou diferença estatística entre sêmen fresco e diluido em 

tris-gema e citrato-gema no pré-congelamento. Porém, na análise do sêmen 

descongelado observou-se que tris-gema foi estatisticamente significativo sobre o citrato-

gema. Essa diferença pode ser atibuída ao poder excitatório que o citrato exerce sobre o 

espermatozóide levando ao consumo de energia precoce da célula. Na tabela 1, 

oberserva-se que o vigor dos espermatozoides diluídos em citrato-gema foi superior 

àqueles diluidos em tris-gema e do próprio sêmen fresco, embora, sem significância 

estatística. 

 O vigor dos espermatozoides descongelados do diluidor tris-gema foram superior 

estatisticamente em relação aos descongelados do diluidor citrato-gema. Essa diferença 

atribui-se aos mesmos motivos já descritos no paragrafo acima. 



 O percentual de espermatozoides viáveis descongelados do diluidor tris-gema foi 

superior aos descongelados do diluidor citrato-gema. Acredita-se que esta diferença se 

deve a danos na membrama plasmatica durante o processo de congelação corroborando 

com os achados de santos et al. (1999) os quais relatam motilidade progressiva pó de 

1,67% de sêmen canino congelado em diluente a base de citrato de sodio. 

 A morfologia considerando o percentual de espermatozoides viaveis  

descongelados quando comparados com o sêmen fresco, observa-se que houve uma 

perda significativa durante o processo de congelação concordando com os relatos de 

Luvoni, & Morselli, 2016. Estes autores detectaram baixa resistência funcional e 

morfológica do sêmen  recuperado do epidídimo. 

 

Tabela 1. Médias e desvio padrão das variáveis motilidade, Vigor e morfologia de sêmen 
fresco, pré-congelado e descongelado, recuperado do epidídimo de cão (n=40). 

Diluentes 
 

Variáveis 

Motilidade (%) Vigor (0-5) Morfologia (%) 

Sêmen fresco 74,66 (5,90)a 3,43 (0,48)a 63,96 (5,18)a 

Tris-gema pré-cong. 74,66 (5,90)a 3,43 (0,48)a 63,96 (5,18)a 

Citrato-gema pré-cong. 74,66 (5,90)a 3,73 (0,48)a 63,96 (5,18)a 

Tris-gema descong. 50,00 (6,09)b 3,40 (0,47)a 59,46 (5,62)b 

Citrato-gema descong. 30,66 (4,35)c 1,73 (0,56)b 45,93 (5,22)c 

Letras a,b,c nas colunas indicam significância (P<0,05) pelo teste Tukey. 

 

 As classes morfologicas resultantes da coloração vital Azul de Tripan/Giemsa de 

sêmen recuperado de eqidídimo de cão estão demostrados na tabela 2. 

 

Tabela 2. Médias e desvio padrão da viabilidade e reação acrossomal de 
espermatozoides recuperados de epididimo de cão (n=40). 

Diluentes 
 

Clases morfológicas (%) 

VI VR MI MR 

Semen fresco 63,96 (5,18)a 10,42 (1,93)b 14,32 (2,08)b 11,30 (1,98)b 

Tris-gema 59,46 (5,62)b 18,40 (2,78)a 8,50 (1,53)c 13,64 (2,31)b 

Citrato-gema 45,93 (5,22)c 9,43 (1,78)b 24,08 (2,96)a 16,56 (2,74)a 

Letra a,b,c  nas colunas indicam significância (P<0,05) pelo teste Tukey. 

VI=vivo intacto, VR=vivo acrossoma reagido, MI=morto intacto, MR=morto acrossoma 

reagido. 

 

 Na classe VR observa-se que houve reação acrossomal dos espermatozóides 

vivos, mostrando que o Tris-gema foi significativamente superior ao citrato-gema durante 

o processo de congelação, assemelhando-se às técnicas e resultados de Dias (2002), 

Santos (2004), embora, estes autores trabalharam com sêmen ejaculado. 



 A percentagem de MI relacionado ao citrato-gema confirma que o referido diluente 

causa exitação levando ao esgotamento energético bem como, danos à membrana 

plasmatica dos espermatozoides levando-os à morte antes da reação acrossomal. Os 

dados da tabela 2 em relação aos diluidores especificamente, o citrato-gema, corrobora 

com as descrições de Santos et al. (1999) e Luvoni, & Morselli (2016). 

 Os resultados encontrados no presente estudo, mostra que é possível recuperar e 

preservar espermatozoides provenientes do epidídimo de canídeos utilizando  meio 

crioprotetor à base de tris-gema. Outras técnicas de coleta e meios diluidores devem ser 

estudos para melhorar o desempenho do sêmen criopreservado para aumentar os índices 

de sucesso na reprodução assistida dos canideos domésticos e selvagens de cativeiro na 

preservação das espécies. 
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