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RESUMO

Objetivou-se investigar o efeito de diferentes osmolaridades do diluidor Tris-citrato
acrescido de glicerol ou etilenoglicol na congelacdo de espermatozoides epididimarios e
realizar a vitrificacdo da cauda do epididimo, para recuperacdo de espermatozoides
viaveis de gatos domésticos (Felis catus). Dessa forma, o trabalho foi dividido em duas
fases. Fase 1: Avaliou-se a manutencdo dos parametros espermaticos em diluidor tris-
citrato com osmolaridades 275, 325, 375, 425, 475 e 525mQOsm, nos tempos (T0= 0,
T1= 30 e T2= 60 min). E a congelacdo utilizando as osmolaridades 325 e 375 mOsm
com glicerol a 4% ou etilenoglicol a 3%, 6% em espermatozoides da cauda do
epididimo de gatos domésticos. Fase 2: Desenvolver um protocolo de vitrificacdo da
cauda do epididimo de gatos domésticos para a recuperacdo de espermatozoides
viaiveis, utilizando glicerol e etilenoglicol a 40% associados a sacarose a 0,1M,
utilizando a de vitrificagdo de equilibrio com a técnica de vitrificagdo em superficie
solida (SSV). Na Fase 1, dentre as osmolaridades, a motilidade da 325 mOsm nédo
diferiu estatisticamente com o fluido epididimal (controle a fresco) nos trés tempos e a
375 mOsm no TO e T1, e ambas nao apresentaram diferencas estatisticas entre si e entre
0s tempos em todos os parametros espermaticos. O uso de 4% de glicerol em diluidor
com 375 mOsm foi superior, apresentando motilidade de 25% =+ 6, vigor 4, integridade
de membrana plasmaética de 48% + 9 ap6s a congelacdo, ndo apresentou diferencas
estatisticas com a etapa de resfriamento e na morfologia ndo foram encontradas
diferencas estatisticas entre as duas osmolaridades em todas as etapas da congelacéo.
Na Fase 2, o tratamento com etilenoglicol teve melhores resultados para todos 0s
parametros de motilidade espermética (Motilidade, Vigor, CASA) comparados para
glicerol (P < 0,05). Nao houve diferengas estatisticas nos parametros de integridade de
membrana plasmatica e do acrossoma (Azul de tripan e Giemsa), integridade de
membrana plasmatica utilizando também (corantes fluorescentes Hoechst e lodeto de
propidio) e na morfologia normal dos espermatozoides antes e depois da vitrificagdo
entre 0s grupos experimentais. Os resultados do presente estudo mostraram que o Tris-
citrato com 325 e 375 mOsm entre as osmolaridades testadas e pds congelagcdo com 375
mOsm e glicerol 4% manteve os parametros espermaticos, e foi obtido sucesso na
vitrificacdo da cauda do epididimo com etilenoglicol a 40% associado com sacarose
(0,1 M), em espermatozoides epididimarios de gatos domésticos.
Palavras-chave: Criopreservacdo, Espermatozoides do Epididimo, Felino.



ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the effect of different osmolarities of the Tris-
citrate thinner plus glycerol or ethylene glycol on the freezing of epididymal sperm and to
vitrify the tail of the epididymis, to recover viable sperm from domestic cats (Felis catus).
Thus, the work was divided into two phases. Phase 1: The maintenance of sperm
parameters in a tris-citrate thinner with osmolarities 275, 325, 375, 425, 475 and 525mOsm
was evaluated, at times (TO = 0, T1 = 30 and T2 = 60 min). And freezing using
osmolarities 325 and 375 mOsm with 4% glycerol or 3% ethylene glycol, 6% in sperm
from the tail of the domestic cat's epididymis. Phase 2: Develop a protocol for vitrification
of the tail of the epididymis of domestic cats for the recovery of viable sperm, using
glycerol and ethylene glycol 40% associated with 0.1M sucrose, using that of equilibrium
vitrification with the surface vitrification technique solid (SSV). In Phase 1 among
osmolarities, the motility of 325 mOsm did not differ statistically with epididymal fluid
(fresh control) in the three times and at 375 mOsm in TO and T1, and both did not present
statistical differences between themselves and between times in all parameters spermatic.
The use of 4% glycerol in a diluter with 375 mOsm was superior, showing motility of 25%
* 6, vigor 4, plasma membrane integrity of 48% + 9 after freezing, did not show statistical
differences with the cooling step and in morphology, no statistical differences were found
between the two osmolarities in all stages of freezing. In Phase 2, Ethylene glycol
treatment had better results for all sperm motility parameters (Motility, Vigor, CASA)
compared to glycerol (P < 0.05). There were no statistical differences in the parameters of
plasma membrane and acrosome integrity (Trypan blue and Giemsa), plasma membrane
integrity using also (fluorescent dyes Hoechst and propidium iodide) and in normal sperm
morphology before and after vitrification between the experimental. The results of the
present study showed that Tris-citrate with 325 and 375 mOsm between the tested
osmolarities and post-freeze with 375 mOsm and glycerol 4% maintained the sperm
parameters, and was successful in vitrifying the tail of the epididymis with 40% ethylene
glycol associated with sucrose (0.1 M), of epididymal sperm from domestic cats.
Keywords: Cryopreservation, Epididymis Sperm, Feline.
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1. CONTEXTUALIZACAO

Em decorréncia de inimeros impactos ambientais e da degradacdo de Habitats,
todas as espécies de felinos selvagens encontram-se em algum grau de ameaca de extingcao
(ICMBio 2018; IUCN 2019). As técnicas de reproducédo assistida como, a criopreservagdo
de gametas e tecidos, insseminacdo artificial, fertilizacdo in vitro e transferéncia de
embribes, sd@o importantes alternativas para conservacdo de felideos e restauracdo da
biodiversidade (RIJSSELAERE E VAN SOOM, 2010). Pois, a maioria das populacdes
felinas em cativeiro possuem poucos exemplares aptos a reproducdo no que resulta em
baixa variabilidade genética (WILDT et al., 2010). Diante deste cenario, é imprescindivél
adotar medidas para conservagdo do material génetico, objetivando promover a restauracéo
do nimero de exemplares de vida livre ou de cativeiro. As técnicas de reprodugdo assistida
sdo uma importante ferramenta para o enfrentar os desafios do manejo reprodutivo, e, com
isso podera auxiliar na conservacdo dessas espécies (ANDREWS et al., 2018).

Um importante meio de aperfeicoamente dessas técnicas reprodutivas, € 0 uso do
gato doméstico como modelo experimental (KUNKITTI et al.,, 2017), que sdo
considerados animais de companhia e tornaram-se o primeiro modelo experimental de
aproximadamente 36 espécies de felinos selvagens ameacados de extin¢do. Esses aniamis
produzem espermatozoides viaveis, com motilidade espermatica progressiva durante todo
o ano, facilitando na obtencdo de material bioldgico (BAILLIE et al., 2004). Além de
tudo, dentre as espécies de felideos, é a Unica que ndo esta ameacado de extingdo
(LUVONI, 2006; PUKAZHENTI et al., 2006).

No tocante as biotecnologias da reproducdo empregadas em gato doméstico, a
recuperagdo dos espermatozoides do epididimo, possibilita preservar a fertilidade de
animais que vieram a Obito ou necessitaram da remocdo cirurgica dos testiculos, além de
criar novas oportunidades para programas de melhoramento artificial contribuindo para a
preservacdo de felinos ameacados de extin¢cdo (VILLAVERDE et al., 2009, LUVONI,
2013; VERNOCCHI et al., 2014). Apds recuperados esses espermatozoides conseguem
manter sua capacidade de fertilizagdo a fresco e podendo ser criopreservados, no entanto, a
qualidade dos espermatozoides diminui durante o periodo de resfriamento (TEBET et al.,
2006). Portanto, ha uma necessidade de estudos que busquem aprimorar a criopreservacao,
minimizando o tempo de manipulacdo e de resfriamento para o espermatozoide
epididimario de gato.

A técnica de criopreservacao permite o armazenamento a longo prazo de gametas e
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tecidos, facilitando o transporte longas distancias e a formacdo de um banco germoplasma,
essencial para a conservagio de espécies. E uma importante ferramenta complementar de
conservagao para evitar perdas excessivas de variacdo genética ou racas de extingdo
(VILLAVERDE et al., 2009).

A criopreservacdo, baseia-se na manutencdo do material bioldgico sob baixas
temperaturas, de 4°C a -196°C (nitrogénio liquido), sendo representada pelas técnicas de:
congelagdo lenta, rapida e vitrificagdo (ISACHENKO et al., 2015). Na célula espermatica,
a congelacdo lenta é mais utilizada, no qual hd a diminuicdo gradual da temperatura
utilizando freezers programaveis, a congelacdo ultra-rapida utiliza o vapor de nitrogénio
para que ocorra o resfriamento mais rapido das células (DI SANTO et al., 2012). Para a
vitrificacdo sdo utilizadas duas técnicas a de equilibrio e a cinética, onde a de equilibrio
requer altas concentracdes de agentes crioprotetores intracelulares (CPA) em solugbes de
vitrificacdo para alcancar o estado vitreo, mas se mostrou inadequada para as celulas
espermaticas, devido a exposicdo direta das soluces aos espermatozoides, o que leva ao
desequilibrio osmético, mutagénese e morte celular (ISACHENKO et al., 2003;
PETRUNKINA, 2007;). Por esses motivos, a vitrificacdo cinética livre por CPA
intracelular foi aplicada especificamente ao espermatozoides (SLABBERT et al., 2014),
feita com a exposicdo direta ao nitrogénio liquido (VUTYAVANICH et al., 2010,
PRENTICE & ANZAR, 2011). No entanto essas técnicas podem acarretar na diminui¢cdo
da viabilidade dos espermatozoides, devido ao estresse térmico, chogue osmotico e estresse
oxidativo (HERMANSSON; AXNER, 2007; GOSDEN, 2011).

Uma importante alternativa para o sucesso das técnicas de criopreservacao é a
reducdo do estresse osmatico e a manutencdo dos espermatozoides da cauda do epididimo
em um ambiente com a osmolaridade apropriada, pois, durante as etapas de criopreservacao
ocorrem alteracdes no gradiente osmdtico dos espermatozoides, devido ao contato direto
com os agentes crioprotetores (ACPs) GUTHRIEET al., 2002; WEI Sl et al., 2006).

Que fazem com o que as células sofram desidratacdo gerando um efluxo de agua e
eletrdlitos, devido a alta osmolaridade dos ACPs, isto pode levam a diminuicdo da
motilidade e ruptura de membrana plasmatica (KUNKITTI et al., 2017). Diante disso, 0
ajuste da osmolaridade do diluidor durante a fase de resfriamento pode ser capaz de garantir
um ambiente mais adequado a células espermaticas, assim como a manutencdo desses
espermatozoides ainda no Iimen da cauda do epididimo durante a vitrificacdo de equilibrio

para evitar o contato direto s solucdes de vitrificacao.
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Hipoteticamente, a congelacdo dos espermatozoides da cauda do epididimo com o
meio diluidor Tris- citrato com osmolaridade apropriada pode permitir maiores taxas nos
parametros espermaticos pds congelacdo utlizando glicerol ou etilenoglicol como
crioprotetores intracelulares, assim com também criar um protocolo de vitrificacdo de
equilibrio que mantenham os espermatozoides ainda no ambiente epididimal de forma, que
a parede do epididimo e seu contetdo intraluminal seria uma barreira protetora entre os
espermatozdides e os crioprotetores intracelulares e extracelulares, assim como assegura a
permanéncia dessas células no fluido epididimario durante todo o processo, de modo a
evitar ou minimizar o choque osmotico e estresse oxidativo.

Diante disso, é fundamental o estabelecimento de protocolos eficazes para a
congelagdo de espermatozoides da cauda do epididimo e para a vitrificacdo da cauda do
epididimo, com a utilizacdo de meios diluidores, agentes crioprotetores e técnicas
adequadas. De forma a minimizar a0 maximo os efeitos deletérios ocasionados pela
criopreservacdo, obtendo espermatozoides com alta qualidade reprodutiva, fornecendo
embasamento tedrico para serem utilizados em estudos posteriores para felinos em risco de

extingéo.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Espermatozoides do epididimo

Independentemente do método de recuperacao de espermatozoides epididimarios de
gatos, é bastante facil realizar a recuperacao e pode ser feita logo ap0s a castragdo ou apos a
morte do animal para fins de pesquisa e para conservar materiais genéticos de felinos
selvagens (VIZUETE et al., 2014). Para uma recuperacdo de espermatozoides com
qualidade fecundante é importante manter os testiculos ainda ligados ao epididimos ou
manter os epididimos dissecados em temperaturas controladas até a recuperacdo e

preservacao dos espermatozoides epididimarios (MANEE-IN et al., 2014).

Estudos demonstram que existe um tempo maximo adequado para manter 0s
espermatozoides e tecidos inteiros antes da recuperacdo do esperma, sem afetar nos
resultados pds congelacdo. Deve-se manter os epididimos a 4-5 ° C, o tempo méaximo varia
entre menos de 12 horas (HAY & GOODROWE, 1993) a 24 horas (ganan et al., 2009;
TOYONAGA et al., 2010, 2011b). E importante que sejam mantidos refrigerados, pois, a

qualidade espermatica comega diminuir drasticamente ap6s 12 horas de armazenamento a
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temperatura ambiente (20 ° C) (TOYONAGA et al., 2011a).

A producdo espermatica nos mamiferos inicia-se no testiculo e a maturagcdo dos
espermatozoides ocorre no epididimo. Essa estrutura é um tubo longo, enrolado sobre si,
que atua como local extragonadal para armazenamento de reserva de espermatozoides.
Dividi-se em cabeca, corpo e cauda, nos gatos, em relacdo ao testiculo, a cabeca do
epididimo fica localizada dorso cranialmente, o corpo na porcao dorso lateral e a cauda na
regido dorso caudal, sendo dividido em cabega, corpo e cauda (JOSEP et al., 2009). A
cauda do epididimo passa medialmente sobre a superficie testicular e posteriormente da
inicio ao ducto deferente, que ird desemborcar na uretra, permitindo assim a passagem das
células espermaéticas para o meio exterior (JOHNSTON, et al., 2001).

Entre as fungdes do epididimo, destaca-se: maturacdo e armazenamento
espermatico, e eliminacdo de possiveis espermatozoides anormais e capacidade de
fertilizacdo (JERVIS & ROBAIRE 2001). O epitélio do epididimo secreta proteinas as
quais sdo responsaveis por promoverem um ambiente ideal para as células, fornecendo
temperatura, pH, substrato energético e quantidade de oxigénio compativel com a
maturacdo dos espermatozoides, todas esses fatores fazem com o que 0s espermatozoides
adquiram a capacidade de reconhecimento e conexdo com o odcito (BELLEANNEE et al
2012). E durante todo o percurso no epididimo, os espermatozoides passam por diversas
alteracGes morfofuncionais, tais como: migracdo da gota citoplasmatica da regido proximal
para a distal, inicio do ganho da motilidade progressiva e habilidade de reconhecimento e
ligacdo ao odcito (JERVIS et al., 2001, KEDAM et al., 2016). A composic¢éo do fluido do
epididimo também é modificada durante o percurso dos espermatozoides, como os tipos de
proteinas existentes, a propor¢do idnica e as reservas energéticas presentes. E o controle da
secrecdo e absorcdo dos fluidos é feito pelas células do epitélio epididimarios. Essas
mudancas possibilitam um microambiente especializado para que o processo de maturacdo
espermatica seja completado (GATTI et al, 2004, FRANCA et al., 2005).

O processo de remocao de espermatozoides defeituosos ocorre principalmente na
cauda do epididimo, onde ocorre uma maior taxa de fagocitose e dissolucdo celular. Esse
processo elimina boa parte das células defeituosas, como, espermatozoides com cabeca
piriforme, estreita na base, pequena, anormal ou subdesenvolvida (KEDAM et al., 2016). E
na cauda do epididimo é onde os espermatozoides ja maturados sdo estocados durante
varios dias, e sdo liberados somente no momento da ejaculacdo, quando sofrerdo

capacitagdo no trato reprodutor feminino (AXNER, 2004). Tal funcionalidade pode ser
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justificada pelo reduzido metabolismo das células espermaticas, 0 que evita sua ativacdo
prematura (KEDAM et al., 2016).

Dessa forma o0s, espermatozoides provenientes da cauda sdo geralmente de boa
qualidade e com alto nivel de maturidade e sdo capazes de fertilizar odcitos. A recuperacao
de espermatozoides da cauda do epididimo é uma excelente alternativa para a formacao de
bancos de germoplasma de animais de alto interesse comercial ou ameagados de extingéo
(COCCHIA et al., 2009; VARESI, 2012).

2. 2. Técnicas para a recuperacao dos espermatozoides do epididimo

Para recuperacdo de espermatozoides epididimarios, se faz necessaria & utilizacéo
de técnicas adequada a cada espécie, 0 que possibilitara a preservacdo dos espermatozoides
para a formacdo de bancos de germoplasma e utilizagdo em programas de reproducéo
assistida (MANEE-IN et al., 2014).

A técnica de fatiamento seguido de flutuacdo € tem sido utilizadas em pequenos
animais, inclusive no gato. Apo6s a orquiectomia e obtencdo do complexo testiculo-
epididimo, é realizada a dissecacdo e separacao do epididimo do testiculo, em seguida séo
realizados cortes no epidididmo e um diluidor é adicionado sobre os fragmentos no intuito
de os espermatozoides flutuarem para o meio de diluicdo e facilitarem sua recuperagéo
(KASHIWAZAKI et al., 2005; THUWANUT E CHATDARONG, 2009a; MANEE-IN et
al., 2014; VIZUETE et al., 2014).

A técnica de compressdo, também € utilizada em pequenos animais. Logo apds a
orquiectomia dos animais e dissecacdo do epididimo, é feito o isolamento da cauda do
epididimo e parte do ducto deferente. Em seguida, com auxilio de uma pin¢a hemostéatica
ou lamina de vidro, sdo feitas compressdes do epididmo em diregdo ao ducto deferente para
colheita do fluido epididimal em placa de Petri ja com o diluidor (LUVONI et al., 2002). E
utilizada também a tecnica de perfuracdo com agulha de calibre 29 (BOGLIOLO et al.,
2001; SIEMIENIUCH E DUBIEL, 2007), e com uma agulha de calibre 30 (STACHECKI
et al., 1994). S&o feitos varias perfuracdes na cauda do epididmo para a recuperacdo do
espermatozoides em um meio diluidor (SIEMIENIUCH E DUBIEL, 2007).

Comparando esses métodos, o fatiamento seguido de flutuacdo e a técnica mais
utlizada em felinos domésticos, embora as amostras de espermatdzoides sdo contaminadas
com eritrocitos, leucdécitos e outras células (CHATDARONG et al., 2010b) que podem
prejudicar a sobrevivéncia e fertilizacdo dos espermatozoides frescos e criopreservados
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(RIJSSELAERE et al., 2004; VERBERCKMOES et al., 2004). Para minimizer os danos
pela contaminacdo apds a recuperacdo é feita a centrifugacdo das amostras coletadas e
diluidas em meio de manutengdo sendo posteriormente feita a ressuspensdo do sedimento
com com diluidor seminal de escolha para melhorar a qualidade espermatica
(CHATDARONG et al., 2010b).

2. 3. Criopreservacao de espermatozoides da cauda do epididimo

A criopreservacao dos espermatozoides epididimarios, € um método de preservagdo
importante quando se tem animais que passaram pelo processo esterilizacdo cirargica ou
que vieram a oObito, devido a possibilidade de armazenamento por tempo indeterminado e a

transporte de material genético entre localidades distantes (VARESI, 2012).

A criopreservacao, ou preservacao pelo frio utiliza temperaturas acima e abaixo do
ponto de fusdo dos liquidos para a conservacao de células espermaticas (LUVONI et al.,
2003). O processo de criopreservacdo espermatica possibilita a utilizacdo por longos
periodos e auxilia no transporte de material genético entre locais distantes (CASTELO et
al., 2008). A criopreservacdo pode ser realizada por técnicas, tais quais: congelacdo e a
vitrificacao.

2. 4. Congelacéo de Espermatozoides da Cauda do epididimo

O processo de congelacdo é caracterizado pela utilizagdo de baixas concentracoes
de agentes crioprotetores (ACP) e envolve a etapa de diluicéo, refrigeracdo e congelacédo. A
diluicdo e feita ap0s a recuperacdo dos espermatozoides da cauda do epididimo com a
adicdo de um meio extensor, a refrigeracdo é a diminuicdo gradativa da temperatura dos
espermatozoides diluidos em refrigerador até atingir 4 ou 5 ° C. Em seguida 0s
espermatozoides sdo expostos ao vapor de nitrogénio e amazenados em botijoes
criogénicos (SRIPUNYA, 2010). A congelacdo pode ser lenta (tradicional) ou rapida. A
congelagdo lenta, € feita pela reducdo gradual da temperatura em refrigerador convencional
ou controlada por um freezer programavel (MUKAIDA et al., 2003; NAIK et al., 2005),
seguido do armazenamento em nitrogénio liquido (CHIAN et al., 2004, SRIPUNYA,
2010). Ja o congelamento rapido, os espermatozéides sdo misturados no diluidor ja com o
agente crioprotetor e sdo envasados em palhetas ou colocados em criotubo e posteriormente
expostos para o resfriamento em vapor de nitrogénio liquido por pelo menos 10 minutos
antes de serem mergulhados em nitrogénio liquido e congelados (DI SANTO et al., 2012).

Estudos compararam a congelacdo lenta com métodos de congelamento rapido
(VUTYAVANICH et al., 2010; TONGDEE et al., 2015), e observaram que ha uma maior
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taxa de deterioracdo da cromatina dos espermatozoides no processo de congelacdo rapida
comparado com a congelacao lenta (HAMMADEH et al., 2001). A congelacgéo lenta ainda
é a mais empregada em espermatozoides da cauda do epididimo de gatos domésticos
(tabela 1). In vivo, foram observa das taxas de concepcdo de 80% de fémeas inseminadas
artificialmente com espermatozoides epididimarios submetidos a resfriamento e congelacéao
(TOYONAGA et al., 2011b). Por meio da criopreservacdo utilizando espermatozoides
epididimarios de gatos foi possivel a produgdo in vitro de embrides, com taxas de clivagens
e blastocistos de 53% com 30%, respectivamente (ZAMBELI et al., 2008).
Adicionalmente, Bogliolo et al. (2001) obtiveram 82% de clivagem e 7% de producdo de
blastocistos apds injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides.

E durante o processo de criopreservacdo, 0s espermatozoides sdo expostos a
diversos fatores estressantes, que podem estar ligados ao choque térmico ocasionado por
baixas temperaturas que levam a rupturas das membranas acrossomais (TEBET, 2004), a
formacdo de cristais intracelulares de gelo ou ao choque osmotico durante a congelacéo e
descongelacéo, além do estresse ligado a adi¢do e acdo do crioprotetor (HOLT, 2000). Pode
levar também a alteracBGes que simulam uma capacitacdo, decorrentes choque térmico, que
podem levar a alteracdo da motilidade levando a uma reagdo culminar acrossémica
impossibilitando a fertilizacdo in vivo, menor capacidade de fertilizacdo e in vitro apés a
injecdo espermaética intra-citoplasméatica (PUKAZHENTHI et al., 2001). Dessa forma é
necessario o uso de diluidores para criopreservacdo espermatica, de uma forma geral,
devem ter pH adequado, capacidade de protecdo e manutencdo da viabilidade celular,
osmolaridade adequada e, ainda, capacidade de proteger o espermatozoide de injurias
criogénicas (SALAMON & MAXWELL, 2000).

A utilizacdo de meios diluidores com solucdes tamp@es auxiliam na manutencéo do
pH, pois devido ao acumulo de acidos laticos no meio extracelular oriundos do
metabolismo espermatico, levam a uma reducdo do pH, podendo provocar morte dos
espermatozoides (HOLT, 2000). Dessa forma, substancias tampéo, como o citrato de sédio,
TRIS  (trishidroximetilaminometano) ou TES (4cido  Ntrishidroximetil-metil-2-
aminometano-sulfénico) tém sido batante utilizados com sucesso na preservacdo de
espermatozoides da cauda do epididimo em gatos (BURANAAMNUAY, 2015; KLAUS et
al. 2016) (tab. 1). O uso de meios diluidores comerciais, como o Botu-crio® e o Tryladyl
para a congelacéo de espermatozoides felinos demonstraram ser uma opc¢ao pratica e viavel
(MACENTE et al., 2012; JIMENEZ et al., 2013) (tab. 1). No entanto, foi observado nessa
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revisdo que ainda nao foi encontrado um diluidor ideal para a congelacdo de

espermatozoides da cauda do epididimo de gatos.

Tabela 1. Estudos com congelacdo de espermatozoides da cauda do epididimo de gatos

Felis catus.
Diluidor Glicerol  Motilidade Integridade de Referéncias
utilizado membrana
plasmética

Botu-crio® 5% 23,7% 47,1 Macente (2012)

Gema de Ovo 3% 31.8% 32,2% Kashiwazaki et al.
(2005)

PBS 3% 60.5% 51,7% Axner et al. (2004)

PBS 6% 50% - Karja et al. (2002)

Tes —Tris 7,5% 53% - Lengwinat and
Blottner (1994)

Tes —Tris 7,5% 65% - Schafer and Holzmann
(2000)

Tes - tris Gema 10% 52,9% - Stachecki et al. (1994)

de ovo

Tes - tris Gema 10% 52.9% - Thuwanut et al. (2010)

de ovo

Tes - tris Gema 7% 50% Klaus et al. (2016)

de ovo

TEY ® 7% 38,6% 50% Toyonaga and Tsutsui



TEY®

Triladyl®

Tris

Tris

Tris

Tris

Tris

Tris

Tris

Tris

Tris

Tris

Tris

Tris

Tris

7%

4%

10%

10%

3%

4%

4%

7%

3%

8%

4%

7%

7%

7%

3%

40 %

S51%

29%

20%

31%

32%

40%

40%

51%

40%

57,5%

59%

40%

24%

39%

63.3%

72%

69%

62,6%

49%

45%

45%

67%

49%

62%

53%

39,6%

52%

51%
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(2012)

Toyonaga et al. (2010,
20114, 2011b)

Jimenez et al. (2013)

Buranaamnuay (2013)

Buranaamnuay (2015)

Chatdarong et al.
(2009)

Cocchia et al. (2009)

Ganan et al. (2009)

Kunkitti et al.
(2016a,b)

Manee-in et al. (2014)

Martins et al. (2009)

Siemieniuch and
Dubiel (2007)

Tebet et al. (2006)

Thuwanut et al.
(2009Db)

Tsutsui et al. (2003)

Thuwanut et al. (2008)

2. 5. Vitrificacdo de espermatozoides da cauda do epididimo
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Diferentemente da congelacdo, a vitrificagdo € um método mais rapido (20.000 a
40.000°C/min) (LIN et al., 2008), simples e menos oneroso ndo requer equipamentos
especiais podendo ser realizado a campo. A vitrificacdo foi desenvolvida por Luyet em
1937, e somente apds quase 50 anos, ela foi descrita pela primeira vez por Rall e Fahy
(1985), como uma alternativa ao processo de congelamento lento.

A vitrificagdo é uma técnica que se caracteriza na exposicdo das células
espermaticas em contato direto com o nitrogénio liquido. Dividi-se em duas técnicas:
Vitrificacdo de equilibrio e a Vitrificacdo cinética. Na vitrificacdo de equilibrio utilizam-se
solugdes viscosas e contendo altas concentragbes de ACP e curvas de congelacdo
ultrardpidas, com quedas de temperaturas superiores a 10.000°C/min (CARVALHO et al.,
2011). Devido a alta viscosidade da solugdo de vitrifcagdo, o fluido que permanece no
espaco intracelular adquire uma caracteristica vitrea, sem estrutura anatbmica definida,
impedindo a formacdo de cristais de gelo e acomodando-se bem entre as organelas
celulares (VIZUETE et al., 2014). E bastante utilizada para vitrificar tecidos, foliculos
ovarianos, oocitos e embrides (DOMINGUEZ et al., 2013).

No entanto, esta técnica mostrou-se inadequada para espermatozéides devido aos
seus efeitos osmoticos e citotoxicos letais por conta do contato direto dos espermatozoides
a altas concentragcdes de crioproteotres (ISACHENKO et al., 2003). Evidenciando a
necessidade de desenvolver protocolos capazes de evitar que esse contato direto as solucgdes
crioprotetoras, para que seja possivel utilizar essa técnica de vitrificacdo que ja e bem
estabelecida em outros tipos de amostras bioldgicas.

A vitrificacdo cinética, ndo é necessario 0 uso de crioprotetores permeaveis
utilizando somente altas taxas de resfriamento, sendo possivel dessa forma vitrificar a
amostra, esta é a alternativa mais viavel encontrada para vitrificar espermatozoides, visto
que o contato direto com altas concentragdes de ACP apresentam toxicidade aos
espermatozoides (FAHY et al., 1984). E ja esta bem estabelecida para a criopreservacédo de
sémen em humanos (SLABBERT et al., 2015) e apresenta bons resultados em sémen por
exemplo de coelhos, cdes e em gatos (ROSATO E IAFFALDANO, 2013; CATURLA-
SANCHEZ et al., 2018; SWANSON et al., 2017). No tocante aos espermatozoides da
cauda do epididimo, a vitrificacdo cinética ja foi descrita em carneiros da raga Muflon
(BOVEDA et al., 2018) em gatos domésticos (VIZUETE et al., 2014).

2.6. Agentes Crioprotetores intracelulares e extracelulares (ACPs)
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Os ACPs sdo agentes quimicos utilizados para proteger as células durante o processo
de criopreservacao para evitar a formacéo de cristais de gelo, desidratacédo, resfriamento e
danos causados pela redugdo extrema de temperatura como o choque térmico e osmotico e
manutencdo de ambiente favoravel a sobrevivéncia da célula armazenada (PURDY, 2006).

Sao divididos em intracelulares e extracelulares.

Os ACPs intracelulares, tem a capacidade de penetrar com facilidade as membranas
das células, tem a funcdo formar pontes de hidrogénio com moléculas de &gua intracelular
substituindo parcialmente essas moléculas, prevenindo assim, a cristalizacdo de gelo por
reduzir o ponto de congelacdo rearranjando lipidios e proteinas de membrana (PURDY,
2006; MARQUES, 2008).

ACPs intracelulares sdo divididos em dois grupos: alcodlicos e amidas
(ALVARENGA et al.,, 2005). Dentre os crioprotetores alcoolicos utilizados para a
preservacdo espermatica, destacam-se, o glicerol, o etilenoglicol e o Dimetilsoféxido
(DMSO) (FICKEL et al., 2007); entre as amidas, sdo utilizadas a acetamida, a lactamida
(KASHIWAZAKI et al., 2006), a dimetilformamida (OLIVEIRA et al., 2006).

Os ACPs extracelulares ndo penetram nas células, ou seja permanecem no meio
extracelular, protegendo o material biolégico. Tem a funcdo de causar a desidratacdo da
célula fazendo, com isto, a retirada de 4gua de dentro da célula, aumentando a concentracao
de ACP intracellular e reduzindo a formacgdo de cristais de gelo (NUNES, 2002;
VANSANDT et al. 2016). Alem de protegerem as membranas celulares, por meio de sua
ligacdo aos grupos de fosfolipidios, de forma a manter a estabilidade da membrana
plamatica; além de aumentar a viscosidade do meio, diminuindo a concentracdo de
eletrolitos durante a criopreservacdo (DI SANTO et al., 2012). Os ACPs extracelulares, sdo
representados por macromoléculas com peso molecular elevado, tais como agucares
complexos (rafinose, trealose), lipoproteinas da gema do ovo, agua de coco, leite, alguns
aminoacidos e lecitina de soja (NUNES, 2002, DI SANTO et al., 2012; VANSANDT et al.
2016).

2.7. Glicerol

O glicerol é o ACP intracelular mais frequentemente utilizado para a criopreservacao
de espermatozdides do epididimo de gatos domésticos, embora esta substancia seja
prejudicial a células especialmente em altas concentragdes (VILLAVERDE et al., 2013). A

concentracdo final de glicerol incluida nos extensores para criopreservacdo de
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espermatozoides do epididimo de gatos ndo é o mesmo entre diferentes estudos, variando
de 3%, 7% e 10%, o glicerol nessas concentra¢cbes possuem taxas de (30% a 60%)
motilidade espermatica por congelamento (BURANAAMNUAY, 2015; THUWANUT et
al. 2009b). Estudos segerem que na criopreservacdo o glicerol deve atingir 5% na
concentracdo final, de acordo com relatorios anteriores, pesquisadores adicionaram no meio
de congelacdo o glicerol em duas etapas de diluicdo (isto é, 3% e 7% de glicerol,
respectivamente) (AXNER et al. 2004; CHATDARONG et al. 2009).

No entando, ACPs sdo toxicos em concentracdes mais altas e que a vitalidade do
espermatozoide diminuiu drasticamente com meios de congelacdo suplementado com altas
concentracOes destes agentes (GILMORE et al., 1997).

O glicerol apesar do seus resultado na criopreservacédo de espermatozoides, ainda pode
causar toxicidade a célula espermatica, pode causar desnaturacao de proteinas, modificacéo
nas interacdes de actina o que provavelmente interfere no deslizamento das fibras densas da
cauda do espermatozoide, pode levar a alteragdes no glicocalice e nas proteinas da
superficie celular, que interferird durante o reconhecimento dos receptores da zona peltcida
no momento da fecundacdo (ALVARENGA et al. 2000). Em consequéncia deste efeito
toxico, trabalhos em espécies de mamiferos, visam substituir o glicerol por outro
crioprotetor que também seja eficaz e menos nocivo a célula espermatica
(BHATTACHARYA, 2018; FERNANDES et al., 2002).

2. 8. Etilenoglicol

O Etilenoglicol (monoetileno glicol; etano-1, 2-diol) é um alcool com dois grupos-OH,
um composto quimico largamente utilizado como um anticongelante automotivo. E tem
sido utilizado devido a sua capacidade crioprotetora, promovendo maior protecdo do
acrossoma e das membranas espermaticas de espermatozoides ovinos, quando comparado
ao glicerol (BHATTACHARYA, 2018). O etilenoglicol possui uma alta capacidade
crioprotetora e uma rapida penetracdo celular de baixo peso molecular 62 g/mol, tem sido
empregado na criopreservacdo dos espermatozoides (FERNANDES et al., 2002), em
decorréncia de sua menor toxicidade e alta permeabilidade celular (BHATTACHARYA,
2018). Em um trabalho com criopreservacdo seminal de cées, Rota et al. (2006)
demonstraram que o etilenoglicol melhora significativamente a qualidade do sémen canino

no descongelamento em comparagdo com glicerol. Entretanto assim como o glicerol se
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utilizado em altas concentracbes promove um efeito deletério as células espermaticas
(BHATTACHARYA, 2018).

3. OBJETIVOS
3. 1 Objetivo Geral

O objetivo do estudo foi investigar o efeito de diferentes osmolaridades do diluidor
Tris-citrato acrescido de glicerol ou etilenoglicol na congelagdo de espermatozdides
epididimarios e realizar a vitrificacdo de equilibrio de toda a cauda do epididimo, para

recuperacdo de espermatozoides viaveis de gatos domésticos (Felis catus).

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito de diferentes osmolaridades do diluidor Tris-citrato em

espermatozoides epididimarios de gatos domeésticos (Felis catus).

- Avaliar o efeito da congelagdo utilizando o diluidor Tris-citrato na melhor
osmolaridade encontrada com gema de ovo, glicerol 4% ou etilenoglicol 3 e 6% em

espermatozoides epididimarios de gatos domeésticos (Felis catus).

- Desenvolver um protocolo de Vitrificagdo da cauda do epididimo para a
recuperacdo espermatozoides de gatos domesticos, com glicerol e etilenoglicol associados

de sacarose com a técnica de vitrificagdo em superficie solida (SSV).
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Capitulo 1

Efeito de diferentes osmolaridades do diluidor Tris-citrato da congelagcdo com
etilenoglicol ou glicerol de espermatozoides epididimarios de gato doméstico (Felis
catus)

Effect of different osmolarities of Tris-citrate extender and freezing with ethyleneglycol or
glycerol of epididymal sperm from domestic cat (Felis catus)
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Efeito de diferentes osmolaridades do diluidor Tris-citrato na congelagio com
etilenoglicol ou glicerol de espermatozoides epididimarios de gato doméstico (Felis

catus)
Effect of different osmolarities of Tris-citrate extender on freezing epididymal sperm from domestic cat
(Felis catus)with ethyleneglycol or glycerol

Silmara Leticia Gon¢alves Lima', Daniele Calado Brito, Juliana Gong¢alves Lima, Marcela da Silva
Cordeiro, Sheyla Farhayldes Souza Domingues

Universidade Federal do Para, Laboratério de Biotecnologia da Reprodugao e Medicina dos Animais da Amazonia,
Castanhal, Para, Brasil.

Resumo

Objetivou-se com o estudo investigar o efeito de diferentes osmolaridades do diluidor Tris-
citrato em espermatozoides epididimarios de gatos domésticos (Feliscatus) e a congelacdo com glicerol
ou etilenoglicol. Foram realizados dois experimentos, com 10 gatos. No Experimento 1, avaliou-se a
manutencdo dos pardmetros espermaticos em diluidor tris-citrato com osmolaridades 275, 325, 375, 425,
475 e 525mOsm, nos tempos (TO= 0, T1= 30 e T2= 60 min). No Experimento 2 a congelagdo foi
realizada utilizando as osmolaridades 325 e 375 do glicerol a 4% ou etilenoglicol a 3%, 6%. Dentre as
osmolaridades, quanto a motilidade a 325 mOsm nao diferiu estatisticamente com o fluido epididimal
(controle) nos trés tempos ¢ a 375 mOsm no TO e T1, e ambas ndo apresentaram diferengas estatisticas
entre si ¢ entre os tempos em todos os pardmetros espermaticos. O uso de 4% de glicerol em diluidor com
375 mOsm foi superior, apresentando motilidade de 25% + 6, vigor 4, integridade de membrana
plasmatica de 48% + 9, sem diferengas estatisticas com o resfriamento e na morfologia ndo foram
encontradas diferengas estatisticas entre as duas osmolaridades. Portanto, o Tris-citrato com 325 e 375
mOsm entre as osmolaridades testadas ¢ pos congelagdo com 375 mOsm e glicerol 4% manteve os
parametros espermaticos.

Palavras-chave: criopreservacao, cauda do epididimo, felino.
Abstract

The aim of this study was to investigate the effect of different osmotic potentials of Tris-citrate
extender in epididymal spermatozoa of domestic cats (Felis catus), frozen with glycerol or ethyleneglycol.
Two experiments were carried out, with ten cats. In the first experiment, the influence of extender with the
osmolarityof 275, 325, 375, 425, 475 and 525 mOsm on sperm parameters were evaluated. In the second
experiment, slow freezing was performed using glycerol at 4% or ethyleneglycolat 3% and 6% added to
extender with 325and 375 mOsm. Among the osmolarities, the motilityat 325 mOsm did not differ
statistically with epididymal fluid (control) at all times evaluated and at 375 mOsmat T0 and T1, and both
showed no statistical differences between each other and between the times in all sperm parameters.
Glycerol 4% added to extender with 475 mOsm was superior, presenting motilityof 25% + 6, vigor 4,
plasma membrane integrity of 48% + 9, without statistical differences with cooling and in morphology,
no statistical differences were found between the two osmolarities. Therefore, 325 and 375 mOsm Tris-
citrate between the osmolarities tested and after freezing with 375 mOsm and 4%, glycerol maintained
the sperm parameters.

Keywords: criopreservation, epididymis-tail, feline
Introducao

A recuperacdo e congelacdo de espermatozoides provenientes da cauda do epididimo sdo
biotécnicas de reprodugdo que visam a formagdo de reservas genéticas de animais com alto valor
zootécnico ou ameagados de extingdo e que porventura vieram a obito (Chatdarong et al., 2009).
Entretanto, o emprego de espermatozodides epididimarios em técnicas de reproducgdo assistida ainda
esta em aprimoramento. Em se tratando do gato doméstico (Feliscatus), essas biotécnicas podem ser
de grande importdncia para a conservagdo de recursos genéticos de espécies felideas selvagens
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glicerol de espermatozoides epididimarios de gato doméstico (Felis catus)

ameacadas de extingdo, uma vez que o gato doméstico ¢ o Unico felideo que ndo estd listado como
ameacado (Andrews et al.,, 2018), sendo, portanto, um importante modelo experimental, pela
possibilidade de transpor protocolos bem-sucedidos para outras espécies felideas (Rijsselaere e Van
Soom, 2010).

Estudos empregando espermatozoides epididimarios de gato doméstico em técnicas de
reprodugdo assistida tém apresentado resultados promissores, tais como a manutencgdo de capacidade
fecundante de espermatozoides descongelados, resultado comprovado por meio de produgdo in vitro de
embrides, quando foi possivel alcangar taxas de clivagens e blastocistos de 53% com 30%,
respectivamente (Zambeliet al., 2008). Assim como in vivo, foi relatada uma taxa de concepcdo de 80%
de fémeas inseminadas artificialmente com espermatozoides epididimarios submetidos a resfriamento e
congelagdo (Toyonaga et al., 2011).

Entretanto, um dos fatores cruciais para a manutengdo e viabilidade da célula espermatica
epididimaria € a caracteristica fisico-quimica da solucdo diluidora. O processo de congelagdo promove
alteracdes na osmolaridade celular, devido a exposicao a meios hiperosmoticos decorrentes, resultando no
efluxo de 4gua com consequente desidratacdo da célula e possivel influxo de ions (Guthrieet al., 2002;
Wei Si et al., 2006) que levam, principalmente, a redu¢do da motilidade espermatica (Kunkitti et al.,
2017). Quando essas células sdo submetidas a meios isosmoticos ou até mesmo hiposmoticos durante a
descongelagdo, um rapido influxo de agua resulta em injurias fisicas, como ruptura de membrana
plasmatica (Wei Si et al., 2006).

Portanto, as caracteristicas osmoticas do diluidor podem apresentar grande importancia para o
sucesso da manutengdo e viabilidade celular. Os espermatozdides no epididimo estio em um meio
hiperosmdtico em comparacdo ao sémen (Robaiereet al.,, 2006) e a maioria dos diluidores
empregados em espermatozdides epididimarios de gatos domésticos utilizam osmolaridade de 307
mOsm/L, similar & do sémen (Glover & Watson, 1985; Emerenciano et al., 2013). Demonstra-se
dessa forma, a necessidade de estudos que estabelecam a osmolaridade do diluidor mais apropriada
para a manuten¢do dos espermatozdides epididimarios, bem como o efeito dessas solugdes no sucesso
da congelagdo quando associado com crioprotetores intracelulares, tais como o glicerol e etilenoglicol.

O glicerol, nas concentragdes 4% ou 5%, € o agente crioprotetor intracelular mais utilizado na
criopreservacdo de espermatozodides de gatos doméstico (Villaverdeet al., 2013). O etilenoglicol possui
uma alta capacidade crioprotetora, baixo peso molecular e uma rapida penetragdo celular, tendo sido
empregado na criopreservagdo dos espermatozoides (Silva et al., 2012) em decorréncia de sua menor
toxicidade devido sua alta permeabilidade celular (Bhattacharya, 2018).

Objetivou-se com o presente trabalho investigar o efeito de diferentes osmolaridades do diluidor
Tris-citrato acrescido de glicerol ou etilenoglicol na congelacdo de espermatozoides epididimarios de
gatos domésticos (Felis catus).

Material e Métodos

Coleta do complexo testiculo-cauda do epididimo

Os complexos testiculo-cauda do epididimo foram obtidos de dez gatos domésticos (n=10)
durante procedimento rotineiro de orquiectomia no hospital veterinario do Campus Universitario de
Castanhal (Universidade Federal do Para) e teve aprovagao pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Para (CEUA/UFPA), N° 1650060516.

Experimento I:Efeito de diferentes osmolaridades do diluidor Tris-citrato sobre a motilidade, vigor e
integridade de membrana plasmatica de espermatozoides da cauda do epididimo.

Apds a orquiectomia, os complexos testiculo-epididimo de cinco gatos foram imediatamente
destinados ao laboratério em placas de Petri previamente esterilizadas, imersos em solugdo fisiologica
(NaCl a 0,9%) pré-aquecida (37°C). Em seguida, foram dissecados para a retirada da cauda do epididimo
e a recuperagdo dos espermatozoéides por meio das técnicas de fatiamento e flutuagdo, que consistem no
fatiamento da cauda com auxilio de um bisturi em seguida ¢ adicionado o diluidor sobre os fragmentos da
cauda para a flutuagao e recuperagao dos espermatozdides (Caryet al., 2004).

Apos o fatiamento, foi retirada uma amostra do fluido epididimario para o controle a fresco.
Os fragmentos fatiados foram separados e colocados em seis microtubos tipo eppendorf (1,5ml), que
continham 1mlde Tris - citrato (Fragdo A), com as diferentes faixas de osmolaridades (275, 325, 375,
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425,475 e 525 mOsm) obtidas por meio da adi¢do de frutose ou de 4dgua ultrapura, para o ajuste da
osmolaridade. Em seguida, as amostras foram incubadas em banho-maria a 37°C e avaliadas em trés
periodos (TO = 0, T1= 30 e T2= 60 min). Posteriormente, foi realizada a avaliacdo microscdpica das
amostras, que no controle a fresco foi feita somente no tempo TO, uma vez que os pardmetros
espermaticos ndo se mantém sem a diluig@o, pois se trata de uma amostra do fluido epididimario.

Experimento 1I: Efeito do diluidor Tris-citrato com diferentes osmolaridades no processo de congelagéo
de espermatozoides epididimarios com glicerol ou etilenoglicol

Ap6s o fatiamento da cauda do epididimo de cinco gatos, foi retirada uma amostra do fluido
epididimario de cada animal para o controle a fresco. E para a congelagdo, os espermatozdides foram
recuperados das caudas do epididimo e diluidos, considerando os melhores resultados do experimento 1.

A congelacdo foi iniciada com a etapa de diluicdo. Os fragmentos fatiados de cada cauda do
epididimo de cada animal foram colocados em microtubos do tipo eppendorf (1,5ml), que continham 1,0
ml de Tris - citrato (Fragdo A) na melhor ou melhores osmolaridades, em seguida foram retiradas
amostras com auxilio de pipetas para a etapa de resfriamento, executado em geladeira numa curva
decrescente de temperatura de 37°C para 4°C em um intervalo de 90 minutos (0,4°C/min). Apds o
resfriamento, as amostras foram subdivididas em grupos: glicerol 4%; etilenoglicol 3% e etilenoglicol
6%. Os crioprotetores foram adicionados a Fragdo B (Fragdo A + 20% de gema de ovo) de cada grupo
e esta foi adicionada as amostras na proporgdo 1:1 apds o resfriamento das mesmas. Em seguida, as
amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 ml, lacradas com esferas metélicas de 1,7 mm e
expostas ao vapor de nitrogénio (-60 C°) por 20 minutos antes de serem mergulhadas em nitrogénio
liquido (-196 °C). Uma semana apds a congelacdo, as amostras foram descongeladas em banho-Maria a
37°C por 30 segundos.

Avaliagdo microscopica dos pardmetros espermaticos

No experimento I, os espermatozoides foram avaliados quanto a motilidade, vigor e integridade
de membrana plasmatica, nos tempos TO, T1 e T2. A motilidade e o vigor espermatico foram avaliados
subjetivamente em microscopio optico (modelo ECLIPSE E400, Nikon, Japdo) e para a integridade de
membrana plasmatica, foram confeccionadas laminas as quais foram coradas com 5pl eosina nigrosina a
1% em Spl da amostra em uma lamina previamente aquecida (37°C). A avaliagdo foi feita pela contagem
do total de 200 espermatozoides em microscopio Optico, em cada tempo de cada osmolaridade.

No experimento II, foram realizadas as andlises espermaticas de motilidade, vigor e integridade
de membrana plasmatica dos espermatozodides do fluido epididimarioa fresco e apos todas as etapas do
processo de congelacdo (diluig¢do, resfriamento e congelacdo), ja descritas no experimento I. Também foi
avaliada a morfologia espermatica, tendo sido contados 200 espermatozoides por amostra em
microscopio optico (modelo ECLIPSE E400, Nikon, Japao), sendo estes classificados como normais ou
com defeitos maiores localizados no acrossoma, cabe¢a e peca intermediria, ou seja, defeitos relacionados
a espermatogénese; ou menores presentes na cauda espermatica, que sdo relacionados a via ejaculatoria
ou manipulagdo apés colheita (Blom, 1973). A concentra¢ao foi determinada apds a recuperagdo dos
espermatozoides e a dilui¢do, como auxilio de cdmara de Neubauer (Hirschmann EM techcolor, Estados
Unidos), apos diluigdo (1:100, v: v) das amostras solu¢do formol salina tamponada.

Analise Estatistica

Os testes estatisticos utilizados foram: moda, para estabelecer o vigor espermatico analisado, em
uma escala de 0-5; média + desvio padrdo, para o percentual dos parametros espermaticos; one-way
ANOVA, para comparagdo dos tempos em cada osmolaridade e entre os tratamentos das etapas de
congelacdo, e two-way ANOVA para analisar diferengas entre as osmolaridades e os tempos entre si. Os
valores foram considerados estatisticamente significantes quando P< 0,05.

Resultados
No Experimento I, foram avaliados os pardmetros de motilidade, vigor e integridade de

membrana plasmatica espermadtica nas diferentes osmolaridades e em trés tempos de analise. Quanto a
motilidade espermatica no fluido epididimario a fresco (72 £+ 22), ndo foram observadas diferengas
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(P>0.05) em comparacao com asosmolaridades 325 no TO (77% % 15) e T1 (50% £ 36) e T2 (43% + 38) ¢
com a 375 mOsm no TO (68% =+ 17) e T1 (45% = 23) (Tab. 1). As amostras diluidas em meio com 325 ¢
375 mOsm foram significativamente superiores quando comparadas as demais osmolaridades, pois ndo
apresentaram diferencas significativas entre si e em entre os tempos TO, T1 e T2 em todos os parametros
avaliados (Tab. 1).

Durante o processo de congelagdo, foram congelados 4,2 x 106 + 0,7 de espermatozoides
recuperados apos a diluicdo nas osmolaridades testadas (325 e 375 mOsm). Apos a descongelagdo, os
resultados de motilidade e vigor utilizando glicerol 4% foram semelhantes aos observados nos
espermatozoides refrigerados. Além disso, a osmolaridade de 375 mOsm com glicerol 4% também
manteve a integridade de membrana plasmatica durante todas as etapas desde a diluicdo e apos a
congelacdo e com o fluido epididimario (Tab. 2).

Apds a congelacdo os grupos com etilenoglicol nas duas osmolaridades utilizadas, apresentaram
reducdo significativa na motilidade e no vigor, em comparagido com as etapas de diluicao e resfriamento
(Tab. 2). Todavia, com relagdo a avaliagdo da integridade de membrana plasmatica, os espermatozoides
congelados com etilenoglicol a 6% na osmolaridade de 375 mOsm e a 3% em ambas osmolaridades ndo
apresentaram diferengas estatisticas significativas com o fluido epididimario a fresco e com as etapas de
diluicdo e resfriamento das duas osmolaridades (Tab. 2).

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas com relagdo as taxas de
espermatozoides morfologicamente normais entre todas as etapas da congelacdo e nas duas osmolaridades
utilizadas. Dentre as alteragdes morfologicas encontradas, com excecéo da gota citoplasmatica proximal,
a maioria foi classificada como defeitos menores (Tab. 3).

Tabela 1: Media e Desvio padrdo, dos parametros de Motilidade, Vigor e Integridade de Membrana
Plasmatica (ITM) dos espermatozdides da cauda do epididimo de gatos domésticos nos tempos de
incubac¢do TO, T1 e T2, de acordo com as osmolaridades (275, 325, 375, 425, 475 ¢ 525 mOsm) no
diluidor Tris-citrato.

Parametros Espermaticos

Tempo de Osmolaridades %Motilidade Vigor %IMP
Incubacao
Fluido Epididimal 72421,7% 54 -

(T0) Omin 275 64+12" 54 71154
325 774154 54 5642942
375 68+17 44 514204
425 60+£23" 44 5743442
475 60+33 42 34 444374
525 5742242 44 454304

(T1) 30min 275 42+85° 44 4542540
325 50+£36™ 44 514304
375 454234 4h 49+32 A
425 35+17% 3M 53+30 A
475 3942752 3M 4742542
525 3742282 4h 45427 A2

(T2) 60min 275 26+17% 44 434164
325 434384 44 5624 A2
375 304255 448 53430 A2
425 3242282 4ha 47429 A2
475 3242282 34Aa 42422 A
525 28+17" 448 47426 A2

A, B, C - Valores seguidos de letras maitsculas indicam diferenca estatistica entre as diferentes
osmolaridades e com o fluido epididimal dentro do mesmo tempo (P< 0,05), entre as linhas.

a, b - Valores seguidos de letras minusculas indicam diferenca estatistica na mesmas osmolaridades e com
o fluido epididimal entre os tempos T0, T1 e T2 (P< 0,05).
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Tabela 2: Média e desvio padrdo dos parametros de motilidade, vigor e integridade de membrana
plasmatica (ITM) dos espermatozoides da cauda do epididimo de gatos domésticos no controle (fluido
epididimario), nas osmolaridades de 325 e 375 mOsm e durante as etapas de diluicdo, resfriamento e
congelacdo, com o emprego dos crioprotetores glicerol e etilenoglicol.

Parametros Espermaticos

Etapa %Motilidade Vigor %ITM
Fluido Epididimario - 90+10* 54 84+10"
Diluicdo 325 7041078 54 70+£144
375 671248 54 70+£21 4

Resfriamento 325 53421 B¢ 548 56+84
375 50417 B¢ 548 62+174

Congelagio 325 GL4% 28+17¢ 348 474208
325 EG 3% 7420 28¢ 48+74

325 EG6% 4+5° 1€ 524144

375 GL4% 25+6° 448 48+94

375 EG 3% 10+8F 2 B¢ 424118

375 EG6% 8+5¢ 28¢ 54444

GL4%: Glicerol com diluidor na osmolaridade 325;

375 GL4%: Glicerol com diluidor na osmolaridade 375;
325EG3%: Etilenoglicol a 3% com diluidor na osmolaridade 325;
375EG3%: Etilenoglicol a 3% com diluidor na osmolaridade 375;
325EG6%: Etilenoglicol a 6% com diluidor na osmolaridade 325;
375EG6%: Etilenoglicol a 6% com diluidor na osmolaridade 375.

A,B,C - Valores seguidos de letras maiusculas diferentes apresentam indicam diferenga entre os

tratamentos (P< 0,05), entre linhas da mesma coluna.

Tabela 3: Média e desvio padrdo das alteracdes morfologicas dos espermatozoides da cauda do epididimo de
gatos domésticos no controle (fluido epididimario), nas osmolaridades de 325 e 375 mOsmol e durante as

etapas de diluicdo, resfriamento e congelagdo, com o emprego dos crioprotetores glicerol e etilenoglicol.

Morfologia Espermatica

Etapas %MORF  %CD %CE %CI %G %G
N CP CD
Fluido - 66147 1310 10+£17 11+8% 3428 2+14
Epididimario

Diluicdo 325 53124 294548 4370 13484 140" -
375 54+174 25444 14042 161842 - -

Resfriamento 325 47162 25462 5410 19+144% 1207 2404
375 49+194 31+6™ 54148 191442 - -

Congelagio 325 GL4%  43+11% 41474 5404 13415 - 3+0™
325EG3%  43+£19% 47428 12+124% 131570 - -
325 EG6%  46+14" 28+18% 27423 5+08° - -
375 GL4%  30+19% 414280 18494 40+05¢ - -
375EG3%  43+15%  29+18%  18+9M 40+05¢ - -
375 EG6%  51+26% 314214 214174 84610 - -

%MORF N: Morfologia normal espermatica %CD: cauda dobrada, %CE: cauda enrolada, %CI: cabega
isolada, %GCP: gota citoplasmatica distal e %GCD: gota citoplasmatica distal.
325GL4%: Glicerol com diluidor na osmolaridade 325;
375GL4%: Glicerol com diluidor na osmolaridade 375;
325EG3%: Etilenoglicol a 3% com diluidor na osmolaridade 325;
375EG3%: Etilenoglicol a 3% com diluidor na osmolaridade 375;
325EG6%: Etilenoglicol a 6% com diluidor na osmolaridade 325;
375EG6%: Etilenoglicol a 6% com diluidor na osmolaridade 375.

A, B — Apresentam diferenca estatistica significativa com o controle entre as linhas.
a, b, ¢ - Valores seguidos de letras minusculas diferentes indicam diferenca entre os tratamentos (P<

0,05), entre as linhas.
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Discussao

O presente estudo propos avaliar o efeito de diferentes osmolaridades em trés tempos distintos
do diluidor Tris-citrato sobre os pardmetros espermaticos para entdo proceder com a congelacdo dos
espermatozoides da cauda do epididimo, dessa forma foram utilizadas as osmolaridades de 325 e 375
mOsm que mantiveram os pardmetros espermaticos entre os tempos analisados.

Dessa forma, os resultados de motilidade apds congelacdo utilizando o glicerol a 4% nas duas
osmolaridades (28% =+ 17 e 25% = 6, respectivamente) foram superiores quando comparados com outros
estudos. Tsuitsuiet al. (2003) e Macente et al. (2012), encontraram 23,7% e 24%, respectivamente, € com
resultados semelhantes ao de (Chatdarong et al., 2009 e Buranaamnuay 2013). Em um estudo com sémen
Ledes, utilizando um diluidor a Biladyl® e glicerol a 4% e 8%, foi encontrado cerca de 20% de motilidade
e sugeriram que ainda sdo necessdrios outros estudos para melhorar as taxas de sobrevivéncia de
espermatozoides do ejaculados de Ledes (Stander-Breedtet al., 2004). Karjaet al. (2016), também
observaram taxas de 20% de motilidade em sémen de tigres com dilidor a base de gema de ovo e 6% de
glicerol. Dessa forma, o estabelecimento de protocolos que aumentem a sobrevida dos espermatozoides
em modelos experimentais, podem auxiliar na formacdo de bancos de germoplasma em felinos
ameacados de extingdo.

No presente estudo em relagdo a integridade de membrana plasmatica foram observados
resultados de 47% + 20e 48% =+ 9 das duas osmolaridades testadas e com o glicerol a 4%, foram
superiores ao encontrado por Kashiwasakiet al. (2005), que obteve valores de 32,2%, com um meio
diluente contendo 3% de glicerol e ao de Kunkitti et al. (2016) que obtiveram taxas de 43% com diluidor
a base de TRIS e com glicerol a 3%, em espermatozoides epididimarios de gatos domésticos. Esta
diferenca pode ser atribuida ao fato de que no presente trabalho foi utilizado um diluidor com
osmolaridade mais adequada aos espermatozoides epididimarios, fato que pode ter promovido reducdo do
estresse osmotico, proporcionando assim melhores resultados dos pardmetros espermaticos avaliados. Um
estudo por Kunkittiet al. (2017) mostrou que espermatozoides do epididimo de gatos domésticos sdao
altamente suscetiveis ao estresse osmotico, diminuem a motilidade drasticamente quando exposto as
solugdes com 75 mOsm ¢ 600 mOsm e tem perda completa de motilidade em osmolaridades maiores que
900 mOsm.

Em relagdo a morfologia espermatica, os resultados encontrados com o diluidor Tris-citrato nas
duas osmolaridades em todas as etapas da congelagdo mostraram percentuais com mais de 43% de
espermatozoides normais apds a descongelagdo, quando comparado aos resultados de Tebet et al. (2006),
que utilizaram o diluidor Tris-gema-Equex, estes autores mostraram que, apds descongelagdo, 23% dos
espermatozoides oriundos da cauda do epididimo apresentaram-se morfologicamente normais.
Demonstraram, mais uma vez, que o diluidor pode ter influenciado positivamente na diminuicdo das
taxas de teratospermia. O diluidor Tris-citrato com osmolaridade mais adequada foi capaz de conservar o
potencial osmotico dos espermatozdides epididimarios de gatos domésticos, mantendo sua morfologia
normal durante o processo de congelagao.

E muito importante ressaltar que neste trabalho o ajuste da osmolaridade foi realizado com
frutose e que a maior quantidade dessa substincia no diluidor pode ter contribuido, fortemente, para a
sobrevida dos espermatozoides, demonstrando que além de servir como fonte de energia (Hafez & Hafez,
2004), este agucar pode apresentar um importante papel crioprotetor durante o processo de congelagao.
No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos que corroborem a importdncia da osmolaridade do
diluidor, bem como a real influéncia da frutose no contexto da manutengdo e criopreservacdo de
espermatozdides epididimarios de gatos domésticos.

Conclusao

O estabelecimento de um meio diluidor com um valor de osmolaridade ideal ¢ de extrema
importancia para a manutengdo e recuperagdo de espermatozoides epididimarios. Com isso, mostrou-se
que o diluidor Tris-citrato com as osmolaridades de 325 e 375 mOsm permite a obtengdo de
espermatozoides com boa qualidade, a manutencdo dos pardmetros espermaticos, bem como a
manipulagdo espermatica durante uma hora sem alterar sua qualidade. Adicionalmente, o crioprotetor
glicerol a 4% acrescido de 20% de gema de ovo na Fragdo A, na osmolaridade 375 mOsm foi
considerado o mais vidvel para manutencdo dos pardmetros espermaticos apoés congelagdo de
espermatozdides epididimarios de gatos domésticos.
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Abstract

The study aimed to describe the viability of tomcat (feline) spermatozoa after
epididymal tail vitrification-warming. For this, ten pairs of testis-epididymis
complexes were used. The epididymal tails were isolated by ligature using
Nylon 3.0 sutures and then distributed into two experimental groups. Solid
surface vitrification (SSV) was performed using RPMI + 0.1 M Sucrose (MB)
base medium for the two treatments: (T1) MB + Glycerol 40% and (T2) MB +
Ethylene Glycol 40%. For warming, the epididymal tails were exposed to room
temperature for 30 sec and subsequently washed in three de-vitrification
solutions at 37 °C: (W1l) RPMI + 0.05 M sucrose; (W2) RPMI + 0.025 M

sucrose and (W3) RPMI; for 3, 5 and 7 min. Ethylene glycol treatment had



better results for all sperm motility parameters (Motility, Vigor, CASA) compared
to glycerol (P< 0.05). There were no statistical differences in t viability and
acrosome integrity (Trypan-Blue and Giemsa) parameters, plasma membrane
integrity (fluorescent dyes Hoechst and PI) or overall health of morphologically
normal sperm before and after vitrification among experimental groups. In
conclusion, epididymal tail vitrification might be suitable for long term storage of
cat sperm.

Key-words: Feline; Vitrification; Spermatozoa; Epididymis; CASA.

1. Introduction

Germplasm cryobanking is of great importance to the preservation of
biological material from endangered wild species (Swanson, 2006; Santos et
al., 2010). In order to develop techniques for the preservation of somatic and
gamete cells from wild animal species, domestic animals are still the best
models. The domestic cat is an important model for wild felids (Kunkitti et al.,
2017), both due to phylogenetic proximity (Swanson et al., 2017) and feasibility
since somatic and gamete cells can be easily obtained during routine surgeries
(Prochowska et al., 2015; Vizuete et al., 2014; Swanson et al., 2017).

The techniques for obtaining feline epididymal sperm are slicing (Filliers
et al., 2008; Vizuete et al., 2014), compression (Luvoni, 2006; Martins et al.,
2009; Macente et al., 2018) and flushing (Bogliolo et al., 2001; Siemieniuch;
Dubiel, 2007) of the epididymis caudal portion. For these methods, buffer
solutions for epididymal fluid expansion and sperm release are used (Vizuete et
al.,, 2014; Prochowska et al.,, 2015; Lima et al., 2016). However, such

procedures may result in a decreased concentration of natural antioxidants



(Sringnam et al., 2011; Macente et al., 2018; Martin-Hidalgo et al., 2019) and
removal of plasma membrane proteins (Sullivan et al., 2007; Zhou et al., 2018),
affecting sperm-zona pellucida recognition and interaction, acrosome reaction
and fertilization (Sullivan and Saez, 2013). To avoid this, the maintenance of
sperm cells in the epididymal tail lumen during the cryopreservation process
may present as an option (Chatdarong et al., 2009; Toyonaga et al., 2010;
Ringleb et al., 2011).

Epididymal cells are capable of maintaining basal sperm metabolism,
preventing early activation and maintaining sperm viability (Kedam et al., 2016;
Souza et al., 2017) for future fertilization (Tsutsui et al., 2003). Therefore, we
hypothesize that vitrifying the entire tail of the cat's epididymis will efficiently
protect the sperm cells during the cryopreservation process. This is based on
the theory that the epididymis wall and its intraluminal content will act as a
protective barrier between sperm and intracellular cryoprotectants, as well as
maintain the spermatozoa in an epididymal environment, without the
requirement for additional physical manipulation throughout the procedure.

Cryostorage of sperm in liquid nitrogen can be attained by conventional
freezing, which employs low concentrations of cryoprotectant and slow
controlled cooling in programmable freezers (Karthikeyan et al., 2019), or by
vitrification (Swanson et al., 2017), of which there are two types: equilibrium
and kinetic. Equilibrium vitrification is widely used in whole organs, tissues,
embryos and oocytes, and requires high concentrations of intracellular
cryoprotectant agents (CPA) in vitrification solutions to achieve vitreous status

(Fahy and Rall, 2007). This methodology has been shown to be unsuitable for



sperm cells, because it leads to osmotic imbalance (Isachenko et al., 2003a),
mutagenesis and cell death (Petrunkina, 2007). For these reasons, free
intracellular CPA kinetic vitrification has been applied specifically to sperm. This
can be achieved due to sperm cell size and its relatively high soluble
cytoplasmic macromolecule concentrations (Isachenko et al., 2003a; Sanchez
et al., 2012; Slabbert et al., 2014).

Glycerol is the most frequently used permeable CPA for domestic cat
sperm cryopreservation (Chatdarong et al., 2009; Villaverde et al., 2013;
Jimenez et al.,, 2013). However, ethylene glycol shows better results than
glycerol as a cryoprotectant agent, probably because glycerol is more prone to
fracture during the warming process than ethylene glycol (Ally and Shelton,
2007).

The purpose of this study was to determine the effect of equilibrium
vitrification of epididymal cauda, comparing two permeable cryoprotectant
agents, glycerol and ethylene glycol, on epididymal sperm velocity parameters,
membrane and acrosomal integrity and sperm morphology post vitrification as a
measurement of overall sperm health .

2. Material and Methods

This study was approved by the Ethical Committee in Animal Research
(n°® 1650060516 / CEUA/UFPA). The use of the removed epididymis and animal
handling procedures during the surgical procedure were allowed by the owners
of the animals.
2.1. Animals

Ten (n = 10) mixed breed cats, from 1 year to 3 years old, weighing



between 2.5 and 4.0 kg, were subjected to routine castration at the Veterinary
Hospital of the Federal University of Para. None of the animals presented with

any known reproductive pathologies.

2.2. Epididymis tail manipulation

The testis-epididymis complexes were transferred to a petri dish and
washed with saline solution (0.9 % NaCl, 20 °C) to remove traces of blood. The
parietal vaginal tunic covering the testis-epididymis complex was sectioned with
a scalpel blade for visualization of the epididymal tail. Two simple suture
ligatures (Nylon 3.0, TECHNOFIO®, Goias, Brazil) were performed using a
needle holder (Mayo Hegar, 15 cm); the first between the body and tail of the
epididymis and the second between the tail of the epididymis and vas deferens
to avoid both epididymal fluid overflow as well as spermatozoa contact with the
vitrification solutions. The vaginal tunic was then sectioned for the whole
separation of the epididymis tail from the testis. Epididymal tails were then
punctured with a syringe (1 mL) coupled to a 27.5 gauge needle (13 mL x 0.38
mm) to obtain fresh epididymal fluid samples and to perform sperm analysis

before vitrification for the control group.

2.3. Chemicals

Unless stated otherwise, chemicals and media used in this study were

purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

2.4. Vitrification and warming

Vitrification was performed using RPMI as a base medium (MB) (0.2 g



RPMI + 0.04 g Sodium Bicarbonate + 133 uL HCI + 20 mL ultra-pure water) +
0.1 M Sucrose (SUC) for Ethylene Glycol 40 % (EG) (ISOFAR, Rio de Janeiro,
Brazil) or 40 % Glycerol (GL) treatments. The vitrification treatments followed a
two-step method where the first exposure was performed for 3 min at 20 °C in
equilibrium solution (ES) and the second exposure was performed for 2 min at
20 °C in vitrification solution (VS- EG/ES depending on treatment) (Table 1).

The vitrification technique used was solid surface (SSV), as described by
Santos et al. (2007). The epididymal tails were placed on a cold surface
consisting of a hollow cube of aluminum foil partially immersed in liquid
nitrogen. The vitrified epididymal tails were transferred into cryovials, using
liquid nitrogen-cooled forceps, and stored in the liquid phase of a liquid nitrogen
tank. Vitrified epididymal tails were stored for one week in liquid nitrogen (- 196
°C). For warming, cryovials were exposed to room temperature (~ 25 °C) for 30
s and fragments were separately submitted to cryoprotectant removal, followed
by immersion in a water bath (37 °C) for 30 s. After warming, the intracelular
cryoprotectants were removed by three-step washing solutions in a water bath
(837 °C). For this, epididymal tails were immersed in three devitrification
solutions containing decreasing sucrose (SUC) concentrations, as follows: (W1)
RPMI + SUC (0.05 M) (3 min), (W2) RPMI + SUC (0.025 M) (5 min), and (W3)
RPMI (7 min).

After vitrification and warming of the epididymal cauda, spermatozoa
were rescued by a slicing technique, which consists of cutting the cauda
epididymal caudas in 1 mL pre-warmed RPMI (37 °C) with a scalpel blade (n°®

23) on a petri dish. The epididymal fluid diluted with RPMI were recovered and



transferred to 1 mL microtube for spermatozoa analysis.
2.5. Sperm evaluation

Motility, vigor, morphology, and both plasma and acrosomal membrane
integrity (trypan blue staining associated with Giemsa) evaluations of sperm
were performed on fresh samples (control group) and experimental groups (EG
and GL).

The sperm concentration was determined only after epididymal cauda
devitrification and sperm recovery. Post-vitrification sperm parameters were
examined comparing the efficacy of cryoprotectants using conjugated
fluorescent dyes Hoechst 33342 in association with propidium iodide, and
computer-assisted sperm analysis systems (Sperm Class Analyzer SCA®,
version 4.0, Microptic S.L., Barcelona, Spain).

Motility and vigor were subjectively evaluated by optical microscope
(Leica E400, Nikon, Tokyo, Japan). A heated (37 °C) coverslip was prepared
with 5 L of extended epididymal fluid in RPMI. The motility was reported as the
percentage of motile sperm, and vigor was evaluated on a scale of O to 5.
Sperm vigor was subjectively evaluated on a scale of 0 to 5. Briefly, no motility
was considered 0, slight movement with greater than 75% of sperm showing
vibration only was represented by 1, moderate forward movement in about
greater than 50% of sperm was represented by 2, forward movement in about
70% of sperm was represented by 3, and when 90% or greater than 95% of
sperm presented very active forward movement, scales 4 and 5 were used
(Villaverde et al., 2006).

Plasma and acrosomal membrane integrity were assessed by trypan



blue staining associated with Giemsa (Didion et al. 1989). Two hundred cells
were counted on an optical microscope at 100x magnification. The sperm were
classified into four categories: Live sperm with intact acrosome (LIA) — pink
stained acrosome by Giemsa and white post-acrosomal region; Dead sperm
with intact acrosome (DIA) — pink stained acrosome and dark blue stained post-
acrosomal region by trypan blue; Live sperm with detached acrosome (TAR) —
white acrosome and white post-acrosome region; Dead sperm with detached
acrosome (FAR) — white acrosome and dark blue stained post-acrosomal
region.

Sperm morphology was evaluated by a smear prepared by adding 5 pL
eosin 1% (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) and 5 pyL nigrosin 1% (Vetec, Rio de
Janeiro, Brazil) to 5 pL sperm suspension on a pre-warmed (37 °C) glass slide.
Morphologic defects detected in the spermatozoa were classified as primary or
secondary. Total sperm concentration was calculated using a Neubauer
chamber (Hirschmann EM techcolor, Eberstadt, Germany), after diluting the 1
ML of sperm mass in 99 yL of saline formaldehyde (10 %).

To assess the sperm plasma membrane integrity, conjugated
fluorescent dyes Hoechst 33342 (Molecular Probes, Oregon, USA) associated
with propidium iodide (500 ug / ml; P-4170; Sigma Chemical Co.) were used in
accordance with the protocol described by Celeghini et al. (2007). An aliquot of
sperm (50 ul) was added to 3 pyl H3342 (40 ug / mL DPBS) and 3 pL of
propidium iodide (2 mg / mL DPBS) and incubated in the dark for 8 min at room
temperature (37 °C). After incubation, a 5 pl drop was placed on a coverslip

slide and evaluated using a fluorescence phase-contrast microscope (Model



Eclipse Ni, Nikon, Tokyo, Japan). A count of 200 sperm cells at 100x
magnification under immersion was performed, and the proportion of live/dead
sperm cells was determined.

For computer analysis, 10ul of the epididymal fluid extended was
evaluated in a phase contrast microscope connected to a video camera
adapted to the computer-system analysis (CASA). The following spermatic
parameters were analyzed: percentage of mobile cells (MOT), percentage of
mobile progressive cells (PMOT), fast speed sperm, medium speed sperm,
slow speed sperm, path speed (VCL), average path speed (VAP), progressive
speed (VSL), progressive displacement (VSL), lateral head displacement (ALH),
straightness (STR) and linearity (LIN), wobble coefficient (WOOB), Beating

frequency (BFC).

2.6. Statistical analysis
All data are expressed as the mean * standard deviation (SD) and
analyzed by the StatView 5.0 program (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA),
except vigor, which was expressed as mode. The effect of vitrification in sperm
motility, vigor, plasma membrane integrity and morphology were compared
using the Kruskal-Wallis test (Statview 5.0, SAS Institute Inc., Cary, NY, USA).

P < 0.05 was considered as statistically significant.

3. Results

The average sperm concentration after vitrification, warming and

recovery of spermatozoa from epididymal caudae was 10.6 x 10® £ 9.1 sptz /

10



mL (n = 10), with no statistical differences observed between treatments. The
use of RPMI (1 mL, 37 °C) was suitable for spermatozoa recovery and
warming.

The epididymal sperm motility, plasma and acrosomal membrane
integrity at pre and post vitrification is shown in Figure 1. Vitrification with EG (P
= 0.029) and GL (P = 0.0001) cryoprotectants affected motility compared to
sperm from fresh epididymal fluid (82.0 + 8.3) (Fig. 1). However, ethylene glycol
treatment resulted in better sperm motility parameters compared to glycerol
(68.0 + 8,3 versus 19.0 £ 2,2, P = 0.0001). Plasma and acrosomal membrane
integrity evaluated by Trypan Blue - GYMSA (Fig. 2C) (Fig. 1) as well as sperm
morphology (Table 2) were not affected by vitrification, regardless of treatment.
Additionally, the modes of vigor for the control, EG and GL groups, were 5, 5
and 3, respectively. The ethylene glycol treated sperm had similar vigor
evaluation when compared to control (P = 0.34).

The results of live/dead fluorescence of sperm cells (Fig. 2A and B) and
CASA analysis are summarized in Table 3. The mean of live/dead sperm cells,
motility and velocity CASA parameters (MOT, PMOT, SPEED, VCL, VAP and
VSL) were better for the ethylene glycol group when compared with glycerol (P
< 0.05) post warming.

4. Discussion

To the best of our knowledge, this study is the first report to perform and
evaluate equilibrium vitrification of the whole epididymal tail and to recover and

manipulate sperm only after de-vitrification in the domestic feline. Ethylene
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glycol and glycerol were both evaluated as potential cryoprotectants within this
methodology.

The conventional recovery and cryopreservation of epididymal sperm
immediately after animal death or castration requires trained staff, specific
media and equipment, designated space and time to recover and freeze the
epididymal spermatozoa (Kashiwazaki et al.,, 2005; Tebet et al.,, 2006;
Prochowska et al., 2016). Due to these requirements, maintaining epididymis at
controlled temperatures for transport to specialized laboratories has been
considered in previous studies. However, the effect of keeping the epididymis
at temperatures ranging from 4 — 5 °C for 12 (Hay and Goodrowe, 1993), 24h
(Ganan et al., 2009; Toyonaga et al., 2010, 2011b) or 4 days (Chatdarong et al.,
2009) showed negative impacts on motility, viability and normal morphology of
epididymal sperm before freezing and consequently post-thaw. Epididymal tail
vitrification however, which can be performed in field conditions, showed
promising results, with both high sperm motility and high sperm vigor rates, as
well as maintained plasma and acrosomal membrane integrity compared to
control in both treatment groups evaluated post-vitrification and warming.

Sperm cells are extremely sensitive to oxidative stress as well as
osmotic, pH and luminal epididymal protein changes (Sullivan and Saez, 2013;
Zhou et al., 2018). In an attempt to provide additional protection for the sperm
cells during the vitrification process, the structure and intraluminal environment
of the epididymis tail were maintained as much as possible.

Epididymal epithelial cells are responsible for the creation of the highly

specialized Iluminal microenvironment. Analysis of the composition of

12



epididymal luminal fluids reveals a complex and wide variety of ions, non-coding
microRNAs, soluble proteins, non-pathological amyloid matrix, and exosome
vesicles called epididymosomes, which are important in the process of sperm
storage (Zhou et al., 2018) and maturation (Rowlison et al., 2018).

Studies on epididymal sperm cryopreservation in tomcat, usually first
performs the spermatozoa retrieval from epididymal microenvironment, using
techniques that structurally disrupt the epididymis (Luvoni, 2006; Martins et al.,
2009; Vizuete et al., 2014; Prochowska et al., 2016). These approaches also
use extenders (Bogliolo et al, 2001; Siemieniuch; Dubiel, 2007,
Buranaamnuay, 2015; Prochowska et al., 2016) that alter the ionic and protein
composition of the epididymal fluid. These extenders were developed for total
semen, and it is not taken into account that the epididymal microenvironment
presents a different composition from the seminal fluid (Jiménez et al., 2013).

The two protocols employed for the epididymal cauda vitrification in this
study were efficient to preserve both plasma membrane and acrosome integrity.
The post-thaw acrosome integrity has been reported to diminish in comparison
with fresh samples (Tebet et al., 2006) in conventional freezing, since with the
supplementation of Equex STM paste (Axnér et al.,, 2004). The role of the
epididymal environment in protecting acrosomal integrity has not been clarified
in cat, but the importance of epididymosomes in maintaining higher and
sustained motility of immature sperm cells throughout 3 h of incubation has
been reported (Rowlison et al., 2018), which may corroborate with the

importance of keeping the epididymal environment intact for cryopreservation.
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Kinetic vitrification of spermatozoa obtained from ejaculates is already
successful in humans (Isachenko et al., 2004; Isachenko et al., 2012a, b).
These protocols do not use permeable cryoprotectants agents (PCAs), because
they are unsuitable for sperm cells due to their lethal osmotic and cytotoxic
effects (Isachenko et al., 2003a, b). The reproductive potential of vitrified human
sperm in the absence of PCAs had been proven by obtaining healthy live births
after both intracytoplasmic sperm injection (ICSI) (Isachenko et al., 2012a) and
uterine insemination (Sanchez et al., 2012).

Recently, domestic cat sperm obtained from urethral catheterization have
shown equal in vitro fertilization capacity after kinetic vitrification when
compared to slow freezing even with the negative effect of the two
cryopreservation technigues on sperm parameters (Swanson et al., 2017).

For epididymal sperm, vitrification techniques are still under development
and have been described in cat (Vizuete et al., 2014), mice (Horta et al., 2017),
Ibex (Capra pyrenaica) (Pradieé et al., 2018), stallion (Alvarez et al., 2019) and
human (Spis et al.,, 2019). In all studies, sperm were removed from the
epididymis prior to the vitrification process, and media containing only
extracellular cryoprotectants were used. The vitrification techniques employed
had a negative effect on all sperm parameters, however successful birth after
ICSI in humans (Spis et al., 2019), as well as successful IVF in mice (Horta et
al., 2017) and heterologous (Pradieé et al., 2018) and homologous (Pradieé et
al., 2018) in vitro fertilization in Ibex have been attained.

These previous studies confirmed the potential for long term storage of

epididymal spermatozoa for in vitro embryo production. However, in these
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studies, just a small sample of spermatozoa from epididymal cauda were
recovered and there were a lot of steps for spermatozoa processing before and
after vitrification. The cryopreservation of whole epididymal caudae might result
in increased maintenance of spermatozoa quantity without the necessity of
complex procedures for sperm processing, resulting in sperm which may be
more suitable for downstream utilization in other assisted reproductive
technologies.

In the present study, even with the use of highly permeable
cryoprotectant concentrations, as in protocols used for ovarian tissue (Brito et
al., 2018) and testicular tissue (Lima et al., 2018), epididymis tail vitrification
enabled the recovery of viable sperm cells after heating at similar rates when
compared to the control group (fresh sample). Thus, it is possible that the tail
wall of the epididymis prevents direct contact of the sperm with the highly
permeable cryoprotectant concentrations, and acts to maintain the epididymal
fluid, which is beneficial to the sperm cell.

According to Isachenko et al. (2003b), the sperm cell can be successfully
vitrified in the absence of intracellular cryoprotectants, because it is a small cell
with high compartmentalization and has a high concentration of endogenous
natural vitrificants such as polymers, sugars and nucleotides in relation to the
small amount of water, which is responsible for its high intracellular viscosity.

Other advantages of vitrification of complete epididymal caudae is the
possibility to avoid the direct contact of spermatic cells with liquid nitrogen
during freezing. Despite methods used for cryopreservation or devices used to

plug the samples in liquid nitrogen, the epididymal wall and its environment may
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provide an additional layer of protection for the spermatozoa. The possibility of
liquid nitrogen contamination by pathogens is subject of concern among
cryobiologists (Isachenko et al., 2017) and there is no supplier of sterile liquid
nitrogen suitable for assisted reproductive technologies, therefore an ability to
avoid any direct contact should be considered beneficial.

An advantage of epididymal sperm vitrification over ovarian and testicular
tissues, is that the gametes recovered from these tissues are not yet mature
and ready for fertilization, whereas epididymal sperm are almost completed
prepared for use in assisted reproduction techniques immediately post recovery
(Zhou et al., 2018).

In the present study we used a combination of one permeating and one
non-permeating cryoprotectant. The two vitrification solutions were tested
before the experiments to determine they were able to achieve the vitreous
state. However, the best results for sperm quality were obtained with ethylene
glycol. This may be due to the ability of ethylene glycol to vitrify more efficiently
and in a more stable way when compared to glycerol (Ally and Shelton, 2007).

Epididymis tail vitrification is a simple and less expensive procedure
when compared to slow freezing. It does not require a highly specialized
laboratory for its execution and can be done under field conditions. Thus, the
epididymis tail vitrification of felines found dead or obtained through
orchiectomies can be easily stored, and aid to safeguard irreplaceable genetic
material for conservation in germplasm banks, as well as contribute to the
possibility of returning endangered feline specimens to their natural

environment, after the downstream use of assisted reproduction techniques.
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5. Conclusion

The results presented here show the potential of equilibrium vitrification
of the whole epididymis cauda with RPMI in association with 40 % ethylene
glycol plus sucrose (0.1 M) in domestic felines. The protocol results in

preserved sperm motility, vigor and plasmatic / acrosomal membrane integrities.
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Table 1: Equilibrium (ES) and Vitrification (VS) solutions composition, time and
temperature of exposure used to vitrify epididymal tail of cats in solid surface
(SSV).

Cryoprotectants Exposure

Intracellular Extracellular ES (3 min at 20°c) VS (2 min at 20°c)

Ethylene Glycol

(EG) sSucrose 20% EG + 0.1M SUC 40% EG + 0.1 M SUC
(SUC)
Glycerol
L) 20% GL + 0.1M SUC 40% GL + 0.1 M SUC
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Table 2: Mean (x SD) percentages of normal sperm and sperm morphology
(with major and minor pathologic defects) of epididymal sperm post vitrification
with ethylene glycol (EG) and glycerol (GL). Data from five (n = 5) distinct

tomcats. There were no differences among treatments ( P < 0.05).

Morphology Control EG GL
Normal sperm 84.0+6.7 88.2+54 89.8%+4.0
Bent Tail 20+x04 52+26 0.3+0.3
Strongly bent tail 0.2+0.2 0.8+0.8 42+4.2
Coiled tail 0.2+0.2 1.0+0.7 0.6+0.5
Strongly coiled tail 14+1.1 16+1.4 18+1.7
Isolated head 76+4.6 2611 3.0+28

Proximal cytoplasmic droplet 1.1+£0.7 0.5+0.5 04+04

Distal cytoplasmic droplet 3.7+£35 0404 0.2+0.2
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Table 3: Mean and standard deviation of Intact plasma membrane (Hoechst/

Propidium iodine) and motility parameters assessed by CASA after

devitrification with ethylene glycol and glycerol. Data from five (n = 5) distinct

tomcats.

Parameters EG GL P - value
IPM 51.0 + 7.0" 34.0 + 8.0° 0.0081
MOT 66.57 + 10.5" 17.3+2.9° 0.0001

PMOT 36.7 +11.7% 4.7 +1.5° 0.0003
Speed 31.7 +12.8* 3.2+0.9° 0.0011
Medium 16.7 + 11.0" 5.8 + 3.5 -
Slow 18.5 + 4.6" 8.4+21° 0.0031
VCL 47.9 ¥ 10.3" 26.4 + 3.5° 0.0022
VAP 25.5 +8.3" 12.7 +2.3° 0.0114
VSL 18.1 +8.3" 8.0 + 3.0° 0.0329
ALH 1.5+0.3" 0.9 +0.4" -
BFC 7.7+3.6" 3.5+2.1" -
STR 60.14 + 13.5" 49.5+ 9.9 -
LIN 33.9 +15.1% 24.6 +12.9° -
WOOB 50.3 + 15.1* 425+ 12.7" -
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The parameters: Intact plasma membrane (PMI), percentage of mobile cells
(MOT), percentage of mobile progressive cells (PMOT), fast speed sperm,
medium speed sperm, slow speed sperm, path speed (VCL), average path
speed (VAP), progressive speed (VSL), progressive displacement (VSL), lateral
head displacement (ALH), straightness (STR) and linearity (LIN), wobble
coefficient (WOOB), Beating frequency (BFC).

A,B - Values followed by capital letters show differences between treatments (P

< 0.05).
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Figure captions:
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Figure 1 (grayscale): Mean and standard deviation of motility, plasma
and acrosomal membrane integrity of cat epididymal sperm before (control) and
after vitrification with ethylene glycol and glycerol. Data from five (n = 5) distinct
tomcats. % LIA - Live sperm with intact acrosome, % DIA - Dead sperm with
intact acrosome, % TAR Live sperm with detached acrosome , % FAR - Dead
sperm with detached acrosome. TAR, FAR = true and false acrosome
reactions.

A,B,C - Values followed show differences between treatments (P < 0.05).

10 Hm

Figure 2 (Colored): Assessment of plasma membrane and acrosomal integrity
by fluorescent probes (H3342 / Pl) and Trypan Blue/Giemsa staining from post-
vitrified epididymal cat spermatozoa. A - sperm cells emitting fluorescence by

H3342. B - Same field emitting fluorescence by Pl. C - 1) spermatozoa with
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intact plasma membrane and acrosome and 2) spermatozoa with damaged

plasma membrane and intact acrosome at 100x magnification.
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6. CONCLUSOES
Os resultados obtidos nas duas fases desta dissertacdo permitiram conluir que:

- A osmolaridade do diluidor pode afetar positivamente ou negativamente a manutencédo

dos paramentros espermaticos de espermatozoides da cauda do epididimo;

- As osmolaridades do diluidor Tris-citrato de 325 e 375 mOsm permite a obtencdo de
espermatozoides com boa qualidade, a manutencdo dos parametros espermaticos, bem
como a manipulagdo espermatica durante uma hora sem alterar sua qualidade;

- Apos a congelagdo o crioprotetor glicerol a 4% acrescido de 20% de gema de ov, na
osmolaridade 375 mOsm foi considerado o mais vidvel para manutencdo dos
parametros espermaticos de espermatozoides epididimarios de gatos domésticos;

- Foi possivel desenvolver um protocolo eficaz de vitrificacdo de equilibrio para a cauda
do epididimo de gatos domeésticos, utilizando a técnica de SSV;

-Utilizando o etilenoglicol a 40 % associado com sacarose (0,1 M) na vitrificacdo da
cauda do epididimo foi possivel a conservacdo dos espermatozoides epididimarios,
obtendo resultados positivos, na motilidade, vigor esperméatico e integridade de
membrana plasmatica/acrossomal, e elevando com isso a qualidade espermatica apds a

vitrificacao.
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