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Resumo

O objetivo do presente relato foi avaliar a viabilidade da técnica de coleta de células
espermdticas do epididimo de um cervo dama (Dama dama) apds orquiectomia e comparar sua
capacidade de criopreservacdo utilizando dois diluidores comerciais diferentes, o Triladyl® e o
Andromed®. Foram avaliados o volume testicular, a motilidade e vigor espermaticos e a morfologia das
células espermdticas antes e apds o processo de criopreservacdo. Ao se comparar os dois meios
comerciais, pode-se constatar que a motilidade e vigor espermdticos foram melhores na aliquota
congelada com Triladyl® (25% e 2) do que com Andromed® (10% e 1). Quanto a morfologia espermatica
os dois diluidores apresentaram valores semelhantes de defeitos totais (32.5% com Andromed® e 33%
com Triladyl®, sendo a cabeca lanciforme o defeito predominante em ambos os casos). Diante desses
resultados, a técnica de coleta de células espermaticas do epididimo € vidvel para cervideos Dama e mais
estudos sdo necessdrios para se estabelecer o melhor meio diluidor para esta espécie criada em climas
tropicais.
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Abstract

The aim of the present report was to evaluate the viability of epididymal sperm collection
technique in a fallow deer (Dama dama) after orchiectomy and to compare its cryopreservation capacity
using two different commercial extenders, Triladyl® and Andromed®. Thus, testicular volume, sperm
motility and vigor, and sperm cell morphology were evaluated before and after the cryopreservation
process. When comparing the two commercial media, sperm motility and vigor were better in the post-
thawed aliquot extended with Triladyl® (25% and 2) than with Andromed® (10% and 1). Regarding
sperm morphology, the two dilutors presented similar values of total defects (32.5% with Andromed®
and 33% with Triladyl®, with the lanciform head being the predominant defect in both cases). Given
these results, the epididymal sperm cell collection technique is viable for Dama cervids and further
studies are needed to establish the best extender for this species raised under tropical conditions.
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Introducio

O cervo dama (Dama dama) é um animal nativo da Europa e é muito visado tanto para caga
como pet (Masseti e Mertzanidou, 2008). O desenvolvimento e a utilizacdo de biotécnicas reprodutivas
em animais selvagens, como criopreservacdo de gametas, possibilitam o avanco na formagdo de bancos
genéticos e consequente conservacdo de espécies ameacadas (Fickel et al., 2007). Em cervideos, a coleta
e a criopreservacido seminal objetivam tanto a conserva¢do como o aumento das populagdes em dreas
agricolas e de caca (Bdveda et al., 2018). Dessa forma, o objetivo do presente relato foi descrever a
técnica de coleta de células espermdticas do epididimo em um cervo dama criado em clima tropical e
comparar o perfil espermdtico apds criopreservacdo com dois meios diluidores comerciais, um com gema
de ovo (Triladyl®) e o outro sem (Andromed®) que possibilita a transferéncia de material genético
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internacional sem riscos de embargos por contaminago bioldgica da gema de ovo.
Material e Métodos

Foi encaminhado ao Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Mato Grosso, um macho
jovem de cervo Dama (Dama dama) de aproximadamente 110 kg com histérico de claudicagdo no
membro pélvico direito. Apds a realizacdo de exame radiografico do membro foi constatado fratura
completa da tibia. Sendo assim, foi realizada a correcdo cirdrgica com fixadores externos e tala para
estabilizagdo da fratura. Porém, ap6s 48 horas foi observado sangramento e mobilidade da mesma, sendo
realizada a amputagdo do membro. Devido ao temperamento agressivo do animal durante a estacdo
reprodutiva e a impossibilidade de monta natural, foi realizada a orquiectomia. O presente relato possui
licenga SISbio de identificacdo:12181496.

Os testiculos excisados foram alocados em recipiente pléstico estéril contendo solugédo de 0,9%
NaCl a 37°C. Ato continuo, foram mensurados largura e comprimento testicular por meio de paquimetro
eletrénico e o volume testicular foi determinado pela férmula de esferoide prolato (Gosch e Fischer,
1989). Ap6s 1 hora, procedeu-se a disseccdo de vasos e tecidos isolando a cauda do epididimo e o ducto
deferente de ambos os testiculos. A recuperacdo das células espermadticas foi realizada por meio de
compressdo da cauda do epididimo (Savi et al., 2015) em placa de Petri contendo 200uL de ringer
simples. As células espermaticas foram armazenadas em microtubo e mantidas aquecidas a 37°C até
analise.

A motilidade e vigor espermdticos foram subjetivamente determinados por meio de microscopio
6ptico (X 400). A motilidade (0 a 100%) foi estimada em incrementos de 5%, ja o vigor foi pontuado em
uma escala de 1 (movimento exclusivamente oscilatério) a 5 (movimento muito rdpido, linear e
progressivo). Uma aliquota da amostra coletada (2uL) foi diluida em solug@o de formol salino tamponado
(1:20) para a avaliagdo da concentracdo espermdtica em cAmara de Neubauer e da morfologia das células
espermaticas por meio de prepara¢des em cdmara imida sob microscépio de contraste de fase (X 1000).
Foram contadas 200 células, as quais foram classificadas como normais ou com defeitos de acrossoma,
cabeca, peca intermedidria ou cauda.

A integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides foi avaliada por meio da coloragdo
de eosina-negrosina (membrana plasmdtica intacta — aus€ncia de coloracdo; membrana plasmadtica
danificada - células coradas) (Campbell et al. 1956), a integridade da membrana acrossomal foi avaliada
através da coloragdo Fast Green/Bengal Rose (membrana intacta: acrossoma corado; membrana lesionada
— acrossoma ndo corado) (Pope et al., 1991). Para cada coloracdo foi utilizado 2uL de amostra e 0 mesmo
volume de corante (1:1). Estes foram homogeneizados sobre 1dminas de vidro pré-aquecidas e em seguida
foram confeccionados esfregacos, nos quais foram analisados sob microscopia 6ptica (X 400) avaliando
200 células por lamina (Figura 1).
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Figura 1: Espermatozoides de cervo dama (Dama dama) coletados através da compressdo da cauda do
epididimo corados com Fast-green/Bengal rose (A) e eosina-negrosina (B) durante avaliacdo da
integridade de membrana acrossomal e membrana plasmadtica, respectivamente.
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Apés as avaliacdes, a amostra foi dividida em duas aliquotas de 115 pL e cada uma foi
ressuspendida com o mesmo volume de Triladyl® ou Andromed® a 37°C. Estas foram envasadas em
palhetas de 0,25 mL com concentragdo de 4,5 x 10° sptz/mL e em seguida refrigeradas em geladeira a 4
°C por 2 horas. Apés este periodo, as palhetas foram colocadas em vapor de nitrogénio por 30 minutos e
imersas em nitrogénio liquido. Por fim, estas foram armazenadas em botijado criog€nico até andlise
(Jabbour et al., 1993). Uma palheta de cada grupo foi descongelada em banho maria a 37° C por 30
segundos e foram realizadas as mesmas avaliagdes descritas previamente.
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Resultados e discussao

O volume testicular direito foi de 359.19 mm?3 e esquerdo foi de 291.67 mm3. Foi recuperado um
total de 0,23 mL de células espermadticas diluidas em Ringer simples e a concentracdo final obtida foi de
18,25 x 10° sptz/mL. As caracteristicas seminais pré e pds criopreservacio encontram-se descritas na
tabela 1.

Tabela 1: Motilidade, vigor, viabilidade, integridade acrossomal e morfologia de células espermdticas
recuperadas do epididimo de cervo dama (Dama dama) antes e apds o processo de criopreservacao.

Pré congelamento Andromed® Triladyl®

Motilidade (%) 70 10 25
Vigor (1-5) 3 1 2
Viabilidade (%) 76 16 4.5
Integridade acrossomal (%) 70.5 39 69

Morfologia espermatica

Defeitos de cabeca

Cabeca lanciforme 11 32 39

Cabeca solta normal 0 0 1

Defeitos de peca intermediaria

Peca intermedidria curvada 5 3 3

Peca intermediaria fortemente dobrada 0 3 0
Implantacdo abaxial 2 0 0

Peca intermedidria fraturada 2 0 0
Gota proximal 12 4 2

Gota distal 7 1 5

Defeitos de cauda

Cauda dobrada na porgao terminal 3 3 3
Cauda fortemente enrolada com peca intermedidria 8 1
Cauda fraturada 0 1

Cauda fortemente dobrada 12 6 8
Cauda enrolada na cabeca 1 0 0
Cauda enrolada 1 0 0

Cauda fortemente dobrada com gota proximal 1 0 0
Cauda dobrada simples 0 4 3

DAG 0 1 0

Total 62 65 66

%o 31% 32,5% 33%

Apesar da diminuicdo na qualidade das células espermaticas apds a criopreservacdo, é viavel o
armazenamento de material genético ex-situ da espécie em questdo utilizando dois diluidores comerciais
diferentes disponiveis no mercado.
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A diminuicdo na qualidade espermadtica é esperada apds a criopreservagdo, porém foi observado
uma maior diminui¢do neste relato quando comparado a outros descritos na literatura utilizando diluidor
com base tris-glicerol-gema de ovo (Bdéveda et al., 2018). Isso pode ser explicado pela diferenca do
ambiente onde o animal estava quando comparado ao habitat natural, que apresenta diferentes
temperaturas e fotoperiodos, influenciando diretamente na secre¢do de LH e testosterona interferindo na
quantidade e na qualidade dos espermatozoides (Asher et al., 1996).

Deve ser observado que as respostas aos protocolos de criopreservagdo sdo espécie especificos
devido as proporg¢des colesterol:fosfolipidio na membrana plasmadtica, a tolerdncia osmética e a fluidez da
membrana plasmética. Ocorrendo alteracdes morfolégicas principalmente na cabeca, demonstrado em
diferentes espécies de ruminantes (Esteso et al., 2006; Hidalgo et al., 2007; Pradiee et al., 2016; Béveda
et al., 2018) corroborando com o encontrado neste relato onde a maior propor¢do de defeitos
morfoldégicos foram de cabeca.

A busca por substancias alternativas a produtos de origem animal em meios diluidores para
criopreservar células espermdticas levou a utilizacdo de lecitina de soja, um crioprotetor extracelular
semelhante a gema de ovo por ambas conterem fosfatidilcolina que previne o estresse térmico (Bencharif
et al., 2010). A viabilidade observada concorda com o descrito na literatura em bovinos (Masoudi et al.,
2016), apresentando uma maior taxa de membranas plasmaticas integras utilizando Andromed® quando
comparado ao Triladyl® apresentando assim um maior efeito protetor diminuindo a ocorréncia de lesdes
em organelas intracelulares.

Até a realizacdo desse trabalho ndo foi encontrado relatos da utilizacdo de diluidores a base de
lecitina de soja como alternativa a gema de ovo para criopreservar células esperméticas de cervo dama
(Dama dama) e nem estudos caracterizando a qualidade espermadtica da espécie em questdo em regides de
clima tropical quando coletado diretamente do epididimo.

Consideracoes finais

Afirmamos que a técnica utilizada foi eficaz para a coleta de células espermaticas e ambos 0s
diluidores utilizados sdo funcionais para criopreservar o material genético do epididimo de cervo Dama
mantidos fora de seu pais origindrio. O fato da coleta poder ser executada apds orquiectomia ou post
mortem corrobora para o desenvolvimento de novas pesquisas voltadas para conservacdo das espécies
através da aplicagdo de biotecnologias reprodutivas em cervideos criados e/ou mantidos em regides
neotropicais. Estudos para determinacdo de protocolos e meios de diluicdo mais adequados para a
criopreservacdo ainda se faz necessdrio para melhor eficiéncia do processamento.
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