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RESUMO

A recuperacao de espermatozoides da cauda do epididimo e sua criopreservagdo representam
um grande avanco biotecnoldgico, pois esta pode ser a ultima chance de preservacdo do
material genético quando ocorre morte ou lesdo grave em garanhdes de alto valor genético.
Sabe-se que apds a morte os espermatozoides permanecem vidveis no epididimo por algum
tempo até que a decomposicdo afete sua viabilidade. Normalmente duas técnicas sdo
utilizadas para a colheita de espermatozdides do epididimo em equinos: flutuacdo e fluxo
retrogrado.  Estudos com inseminagdes na extremidade do corno uterino e injeg¢do
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) mostraram valores satisfatorios com sémen
recuperado da cauda do epididimo. Baseado na possibilidade de colheita e nos resultados de
fertilidade, conclui-se que estes espermatozoides podem ser utilizados com éxito em técnicas
de reproducao assistida, visando a obtenc¢ao de produtos de animais geneticamente superiores.
O objetivo do trabalho foi revisar as principais formas de recuperacdo, preservagdo e
utilizagdo de células espermaticas do epididimo na espécie equina.

Palavras chave: Garanhao, sémen, epididimo, criopreservagao, biotecnologia

COLLECTION AND PRESERVATION OF SPERM HARVESTED FROM THE
EQUINE EPIDIDYMAL CAUDA

ABSTRACT

The recovery of spermatozoa from the epididymal cauda and its cryopreservation represents a
great technological advance, since it is the last possibility to preserve genetic material from
dead or deceased valuable males. It is known that after death, spermatozoa remain viable in
the epididymis for some time until decomposition affects its viability. Two recovery
techniques are commonly used in equine epididymal sperm: flotation and retrograde flush.
Studies in both deep uterine and intracytoplasmatic sperm injection (ICSI) with cryopreserved
semen obtained from cauda epididymis have shown satisfactory results. Based on the
possibility of harvest and fertility results, we can conclude that these spermatozoa can be used
in artificial reproduction techniques, in order to obtain products from genetic valuable
animals. The aim of the present study was to review the main techniques of recovery,
preservation and use of epididymal sperm in horses.
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COLECTA Y PRESERVACION DE CELULAS ESPERMATICAS DE SEMENTALES
RECUPERADAS DE LA COLA DEL EPIDIDIMO

RESUMEN

La recuperacion de los espermatozoides de la cola del epididimo y la criopreservacion es un
avance importante de la biotecnologia, ya que esto puede ser la ultima oportunidad para
recuperar el material genético, cuando hay la muerte o lesiones graves en sementales de alto
valor genético. Se sabe que después de la muerte, los espermatozoides en el epididimo
permanecen viables durante un tiempo hasta que la descomposicion afecta a la viabilidad.
Normalmente dos técnicas son utilizadas para la colecta de espermatozoides del epididimo en
equinos: fluctuacion y flujo retrégrado. Estudios realizados con inseminaciones en la punta
del cuerno uterino y con inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) mostraron
resultados satisfactorios utilizando semen recuperado de la cola del epididimo. Basado en la
posibilidad de colecta y en los resultados de fertilidad, se concluye que estos espermatozoides
pueden ser utilizados con éxito en técnicas de reproduccion asistida, con el fin de obtener
productos de animales genéticamente superiores. El objetivo fue revisar las principales formas
de recuperacion, preservacion y el uso de células de esperma de la especie equina en el
epididimo.

Palabras-clave: Semental, semen, epididimo, criopreservacion, biotecnologia

1. INTRODUCAO

A morte inesperada ou ferimento grave que impossibilite a cobertura ou colheita de
sémen pode terminar prematuramente com a vida reprodutiva de garanhdes de alto valor
genético. Nesses casos, muitos proprietarios tém buscado uma colheita final de sémen na
tentativa de obter mais produtos com a genética valiosa daquele garanhio.

Ao longo dos anos muitas técnicas para colheita e criopreservacdo de s€émen foram
desenvolvidas, no entanto poucas pesquisas foram realizadas para recuperacdo de células
espermaticas de garanhdes terminais.

A eletroejaculagdo ¢ uma técnica utilizada com éxito em algumas espécies como
bovinos e ovinos, porém sua utilizacdo em equinos terminais ¢ desanimadora, pelos riscos
traumaticos tanto para o animal quanto para o operador (1) e pela contamina¢do do sémen
com urina, inviabilizando sua utilizagdo (2).

A recuperacao de espermatozoides viaveis do epididimo e sua criopreservagao pode
ser utilizada para preserva¢do de germoplasma de animais de alto valor genético. Estudos em
equinos demonstram que estes espermatozéides a temperatura ambiente s3o considerados
viaveis até 24 horas pds orquiectomia (3), estes podem ser usados em inseminagdes artificiais
(4) e ICSI (injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide) (5), com sémen fresco ou
congelado, resultando em prenhez (4,6,7). Além disso, um estudo recente mostra que o
numero total de espermatozodides colhidos da cauda do epididimo s3o superiores a s€émen
colhido em vagina artificial (3).

O sucesso com a comprovacdo da fertilidade destes espermatozoides na espécie
eqiiina, mostra a importancia de estudos testando protocolos de recuperagdo e criopreservagao
destes espermatozdides, bem como técnicas de insemina¢do e outras biotecnologias que
utilizem baixo numero de espermatozoéides (IA e ICSI), visando um melhor aproveitamento
do s€men. O presente trabalho teve por objetivo revisar as principais formas de recuperacao,
preservacao e utilizacdo de células espermaticas do epididimo na espécie eqiiina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Além da grande incidéncia de mortes inesperadas na espécie equina, decorrentes de
doencgas gastrintestinais (8) e hemorragias pulmonares em animais de corrida, os acidentes
traumaticos graves e processos obstrutivos podem também interromper prematuramente a
vida reprodutiva de garanhdes de alto valor genético, por impossibilitar a colheita de sémen
ou monta natural.

Com o incremento da inseminacao artificial, criopreservagdao e descongelacdo do
sémen equino, ¢ possivel minimizar perdas do material genético de garanhdes de alto valor
que forem a 6bito com a recuperagdo e preservacgao (criopreservagdo) de espermatozodides da
cauda do epididimo (9).

2.1 ESPERMATOGENESE

Espermatogénese ¢ um processo de divisdo e diferenciagdo, pelos quais os
espermatozodides sdo produzidos nos tibulos seminiferos. O epitélio seminifero ¢ composto
basicamente por células de Sertoli e germinativas em desenvolvimento (10,11). O processo de
multiplicagdo e diferenciacdo nos estdgios mais avancados de desenvolvimento das células
germinativas esta sincronizado com as mudangas morfologicas e a expressao génica nas
células de Sertoli e Leydig (12,13).

As espermatogdnias estdo localizadas na por¢do basal do epitélio seminifero e sdo
sustentadas pelas células de Sertoli (10). As espermatogonias dividem-se varias vezes por
mitose originando os espermatocitos, que por meiose seguida de mitose, formam quatro
espermatides. Posteriormente estas sofrerdo modificagdes progressivas originando os
espermatozodides, sendo esta ultima etapa denominada espermiogénese (11).

Ao final da espermatogénese os espermatozoides sdo liberados no lumen dos tibulos
seminiferos (10,11), nesta fase estes possuem flagelo, porém estas células ainda sdo imoveis e
inférteis (14).

2.2 MATURACAO ESPERMATICA

A medida que os espermatozdides passam pelo epididimo eles sofrem importantes
alteragdes morfofuncionais importantes (14). O epididimo ¢ um 6rgao alongado enovelado
localizado na superficie do testiculo (15). Pode ser dividido anatomicamente em trés
segmentos: a cabeca, onde héa absorcao de fluidos (16) e aquisi¢cdo de motilidade progressiva
pelos espermatozoides (17); o corpo, onde os espermatozoides passam a apresentar
capacidade fecundante; e por ultimo a cauda, cuja funcdo basica ¢ armazenamento e
manuten¢do de espermatozdides maduros (17).

Antigamente acreditava-se que para maturacdo espermadtica e capacidade fecundante
ocorrerem, apenas um tempo especifico era necessario (18). No entanto, Orgebim-Crist (19)
relatou que além do tempo demandado era indispensavel a interagdo com diversas substancias
em diferentes regides do epididimo para que os espermatozdides adquirissem capacidade de
fecundagdo. Para 1isso, os espermatozdides necessitam apresentar caracteristicas
morfofuncionais normais, caracteristicas estas, adquiridas em sua formagdo nos tubulos
seminiferos e completadas com a passagem pelo epididimo e contato com secre¢des das
glandulas anexas (20). Além do desenvolvimento da motilidade os espermatozoéides no
epididimo sofrem estabiliza¢do da pega intermediaria e acrossoma (14).

Os efeitos fisioloégicos da aquisicdo de macromoléculas no epididimo ndo sdo
completamente elucidados, mas sdo requeridos para o desenvolvimento de motilidade e
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capacidade fecundante (21). Esta hipotese ¢ sustentada por estudos que apresentaram
melhores taxas de fertilizacdo, utilizando espermatozoides colhidos da cauda do epididimo
quando comparado a amostras colhidas da cabeca e do corpo epididimario (18,19,22).

Apds a maturagao dos espermatozodides eles sdo armazenados na cauda do epididimo.
O ntmero de espermatozdides armazenados varia de acordo com o padrao reprodutivo,
acasalamento e comportamento social de uma determinada espécie (23). Os espermatozoides,
ao sairem do epididimo, recebem secregdes das glandulas anexas que os confere capacidade
de ligacdo a zona pelucida e reagdo acrossomica (24).

O plasma seminal parece ser essencial na cobertura natural servindo como
transportador e protetor de espermatozoides, no entanto sua funcdo € questionavel, visto que
trabalhos utilizando sémen da cauda do epididimo acrescido ou ndo do plasma seminal nio
diferiram significativamente (4,25,26,27,28).

2.3 COLHEITA DE SEMEN EM GARANHOES TERMINAIS

O sémen de garanhdes terminais pode ser obtido pelas técnicas de eletroejaculagao
(2), ejaculagdo quimica (29,30) e colheita de espermatozdides da cauda do epididimo
(3,7,25,31,32).

2.3.1 Eletroejaculagao

Segundo Cary et al. (2) a eletroejaculacdo ndo ¢ uma técnica eficiente em obter
espermatozodides vidveis em equinos, pois mesmo quando a ejaculagdo foi conseguida, a
contaminag¢do por urina inviabilizou a utilizacdo do sémen. Neste mesmo experimento, foram
obtidos espermatozoides viaveis da cauda do epididimo.

2.3.2 Ejaculacio quimica

Ejaculagdo quimica ¢ um método de colheita que pode ser utilizado em animais com
problemas de ejaculagdo (33) ou animais impossibilitados de realizar cobertura ou colheita de
sémen no manequim. Os principais compostos utilizados nestes estudos sdo: xilazina
(29,30,33,34,35), imipramina (29,30,33,34,35) e prostaglandina (34).

No entanto, os estudos até agora desenvolvidos incluem uma variedade de doses,
protocolos, vias de administragdo, combinagdes de agentes e procedimentos de pré-
tratamento, apresentando taxas de ejaculacdo entre 30-75% das tentativas (30).

2.3.3 Colheita de espermatozoides da cauda do epididimo

A colheita de sémen da cauda do epididimo em garanhdes mostrou-se eficiente em
recuperar células espermaticas (3,7,25,31) e estes espermatozoides apresentam motilidade
progressiva igual ou superior a espermatozoides colhidos com vagina artificial, embora, apos
a congelacdo e descongelacdo estes espermatozdides apresentem fertilidade inferior quando
comparados com espermatozoides do ejaculado (25).

Estudos realizados com sémen epididimario em felinos, caninos, caprinos, suinos,
equinos e bovinos, demonstraram que a maioria destas espécies possui melhor viabilidade
seminal quando os testiculos sdo armazenados entre 4 e 5°C, comparados com os mantidos a
temperatura ambiente (32). A temperatura ambiente, observou-se um declinio da qualidade
espermatica com o aumento do tempo, tendo como limite de viabilidade proximo das 24 horas
poés-orquiectomia. Este decréscimo pode ndo somente ser explicado devido ao
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envelhecimento e esgotamento metabdlico dos espermatozoides, mas também inerente ao
processo de degeneragdo tecidual pos-morte. Temperaturas mais baixas retardam o processo
de degeneracao e diminuem o metabolismo dos espermatozoides, mantendo-os vivos por mais
tempo (9).

2.3.4 Métodos de recuperacio de espermatozoides da cauda do epididimo

Existem cinco métodos basicos para recuperagdo de espermatozodides do epididimo.
Normalmente trés técnicas sao utilizadas para colheita de espermatozodides de animais mortos
e duas sdo aplicadas a pacientes vivos (36).

2.3.4.1 Métodos utilizados em animais mortos
Meétodo de Flutuacao

O método de flutuacdo consiste em cortar ou fatiar a cauda do epididimo (Figura la e
1b). Varias incisdes sdo realizadas longitudinalmente para expor os espermatozodides ao meio
exterior. Posteriormente a cauda do epididimo ¢ mantida em meio gelatinoso, desta maneira,
os espermatozoides migram para o meio (Figura 1c) e sdo recuperados por filtragdo (37).

Apesar deste método ser frequentemente aplicado a pequenos animais, devido ao
tamanho do epididimo, esta técnica também pode ser utilizada para recuperacdo de
espermatozodides do epididimo de grandes animais (36,38).

FIGURA 1 — Etapas que antecedem a recuperagdo de espermatozodides pela técnica de
flutuagdao consistem: separacdo da cauda do epididimo (a); incisdes para proporcionar a
migracdo dos espermadozoides no limen da cauda do epididimo e remogdo do tecido
conjuntivo que recobre a cauda do epididimo (b); repouso para migragcdo dos espermatozoides
para o meio (c).

Meétodo de Perfuragdo

Na técnica de perfuracdo a cauda do epididimo ¢ colocada em uma placa de petri e
com uma agulha os ductos epididimarios sdo perfurados (39). Posteriormente as amostras sao
filtradas e centrifugadas para diminuir detritos celulares. Esta técnica proporciona uma
elevada taxa de recuperacdo de espermatozoides, entretanto a viabilidade espermatica pode
ser afetada devido a exposi¢do a centrifugacdo e componentes sanguineos (36).

Fluxo retrogrado na Cauda do Epididimo

A técnica de fluxo retrogrado na cauda do epididimo consiste na geracdo de pressdo
com uma seringa nos vasos deferentes até que os espermatozodides epididimarios carreados
pelo diluente extravasem pelo corte realizado na juncdo entre a cauda e o corpo epididimal
(40). A recuperagdo espermatica média com esse método varia de 15 a 20 bilhdes de
espermatozoéides por epididimo (41).
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A técnica de fluxo retrogrado modificada, relatada por Granemann (9), consiste na
separacdo do complexo testiculo-epididimo (Figura 2a), remog¢ao dos tecidos que envolvem o
epididimo a partir da dissecagdao do tecido conjuntivo que recobre a cauda do epididimo
(Figura 2b). Apos desfazer os contornos do ducto epididimario (Figura 2c), este deve ser
seccionado em trés partes para facilitar a lavagem.

Para extrair os espermatozdides do epididimo o segmento deve ser estendido na
posi¢ao vertical (Figura 3a, 3b e 3c) e o diluente injetado no limen até que os
espermatozodides sejam carreados pelo diluente e recuperados na outra extremidade. Com esta
técnica o nimero de espermatozoides recuperados da cauda do epididimo foi superior quando
comparado com os colhidos pela vagina artificial (9).

Em um estudo realizado com cervideos por Martinez-Pastor et al. (42), comparando
método de fluxo retrogrado com o método de flutuagdo para recuperagao de sémen
epididimal, foram observados maiores concentracdes quando utilizada a técnica de fluxo
retrogrado. Além disso, estas amostras apresentavam menor quantidade de hemaécias, o que
pode ser considerado outra vantagem no emprego do método de fluxo retrogrado.

FIGURA 2 — Etapas que antecedem a recuperagdo de espermatozodides pela técnica de fluxo
retrégrado consistem: separacdo do complexo testiculo-epididimo (a); remogdo do tecido
conjuntivo que recobre a cauda do epididimo (b); contornos da cauda do epididimo (c).

FIGURA 3 — recuperacdo de sémen do epididimo pela técnica de fluxo retrogrado: apos a
sec¢do do ducto da cauda do epididimo em trés partes ele ¢ estendido na posi¢do vertical e o
diluente ¢ injetado no limen até a outra extremidade (a,b,c).

2.3.4.2 Métodos utilizados em pacientes vivos

A aspiracdo microcirirgica de espermatozoides do epididimo (MESA) (43,44) e
aspiragdo percutanea de espermatozoides do epididimo (PESA) (45), normalmente sao
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aplicadas em pacientes vivos e representam um grande avango biotecnologico ao combate de
infertilidade masculina.

2.4 FERTILIDADE DO SEMEN DA CAUDA DO EPIDIDIMO

A primeira prenhez utilizando espermatozdides congelados na espécie equina foi
relatada em uma égua inseminada com espermatozdides da cauda do epididimo (6). No
entanto, apesar de comprovada a fertilidade destes espermatozoides, os estudos com sémen
equino limitaram-se a preservacao de sémen do ejaculado.

Somente nos ultimos anos, alguns pesquisadores intensificaram o estudo na
recuperagdo e preservacdo de espermatozoides viaveis da cauda do epididimo
(3,4,5,7,25,28,31,32,41,46,47). Parte deste empenho foi promovida pelo crescente interesse na
preservagdo de espécies ameacadas de extingdo e preservagdo de células espermaticas de
animais de producdo de alto valor genético.

Os estudos com espermatozodides obtidos da cauda do epididimo concentram-se no
efeito da adicdo de plasma seminal (26-28), comparagdo de meios diluentes adequados para
congelacdo (7,47) e viabilidade espermatica apds armazenamento do testiculo (31).

Morris (4) relatou recentemente que inseminagdes histeroscopicas utilizando sémen da
cauda do epididimo obtiveram 45% de éguas gestantes quando 200x10° espermatozoides do
epididimo foram inseminados a fresco. Utilizando a mesma dose inseminante com sémen
congelado-descongelado, obtiveram 18 e 8% de concep¢do quando as éguas foram
inseminadas por histeroscopia e método convencional, respectivamente. Isso mostra que ¢
possivel a obten¢do de produtos com sémen de epididimo mesmo com uma baixa dose
inseminante.

Papa et al. (7), comprovaram a fertilidade do sémen epididimario criopreservado de
garanhdes com a utilizagdo do diluente Botu-Crio®, obtendo taxa de concepgdo de 66,6% em
éguas inseminadas no 4pice do corno com 400 x 10° espermatozéides viaveis pré e pos
inseminacdo. Esta taxa de concepg¢do foi maior do que os estudos anteriores com sémen fresco
(4) ou congelado (4,6).

Heise et al. (48) compararam a taxa de concepg¢do de espermatozoides recuperados do
epididimo acrescidos ou ndo de plasma seminal. Neste estudo, diferentemente de achados
anteriores (4,28), demonstrou vantagem na capacidade fecundante dos espermatozdides apos
adi¢ao de plasma seminal.

Em um estudo realizado por Herrera et al. (5) utilizando ICSI e em odcitos equinos
maturados in vitro, ndo apresentou diferenca na proporc¢ao de clivagem embrionaria quando
comparado o sémen criopreservado da cauda do epididimo ao sémen fresco e criopreservado
do ejaculado. Estes resultados demonstram que sémen criopreservado da cauda do epididimo
pode ser utilizado satisfatoriamente na ICSI em eqiiinos, corno uterino e por histeroscopia

A recuperagdo de espermatozodides do epididimo ¢ a ultima chance para preservagao
espermatica de garanhdes que possam vir a Obito. Portanto, a utilizagdo de métodos de
inseminagdo na extremidade do corno uterino e por histeroscopia torna-se importante, pois
tem a capacidade de melhorar a taxa de concepgao (4,26) com utilizagdo de menor nimero de
espermatozdides por inseminagdo, visando o melhor aproveitamento do sémen estocado.

3. CONCLUSAO

A colheita de espermatozdides da cauda do epididimo visa a recuperacao de células
espermaticas de garanhdes de alto valor genético que forem a oObito, eutanasiados, submetidos
a orquiectomia bilateral de emergéncia, como nos casos de hérnia inguino-escrotal ou animais
gravemente traumatizados e impossibilitados de realizarem cobertura.
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Sabe-se que apds a morte de garanhdes os espermatozoides permanecem viaveis por
algum tempo até que haja o inicio da decomposicao, possibilitando a recuperagdo espermatica
do epididimo mesmo apos a morte do garanhao.

Baseado na possibilidade de colheita e nos resultados de fertilidade pode-se concluir
que os espermatozoéides recuperados da cauda do epididimo podem ser utilizados com éxito
em biotecnologias da reprodugdo, como inseminagdes artificiais e ICSI. Este processo
possibilita a utilizacdo de sémen fresco ou preserva-lo (criopreservagdo) para uso futuro,
visando a obtencdo de produtos de animais geneticamente superiores.
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