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RESUMO

Muitas biotecnologias estdo sendo desenvolvidas visando a conservacdo do material genético
de garanhfes de alto valor zootécnico. Dentre estas pode-se destacar a colheita de
espermatozoides do epididimo de animais que sofreram algum trauma ou enfermidade que
impossibilitem a colheita do sémen, Gbito ou eutanasia. Porém essas células espermaticas ndo
entram em contato com o plasma seminal, importante por conter proteinas que participam de
processos relacionados a protecdo e ligacdo dos espermatozoides aos reservatorios
espermaticos na tuba uterina. Neste sentido, sugere-se que ocorram alteracdes bioquimicas
nas células espermaéticas do epididimo. Objetivou-se com esta revisdo, estudar as principais
diferencas morfofuncionais entre os espermatozoides provenientes do epididimo e do
ejaculado de equinos.

Palavras-chave: espermatozoide, plasma seminal, ades&o celular.

CAPACITY OF BINDING FROM EQUINE EPIDIDYMIS SPERMATOZOA TO THE
OVIDUCT CELLS CULTURED IN VITRO - REVIEW OF THE LITERATURE

ABSTRACT

Several biotechnologies are being developed aiming genetic material conservation of stallions
with high zootechnical value, as we can highlight the harvest epididymis’s sperm of animals
who suffered trauma or illness that makes impossible the semen collection, death or
euthanasia. However these sperm cells do not get in touch with seminal plasma, important
whereas it has proteins that participate in processes related to the protection and binding of
sperm to the sperm reservoir in the oviduct. In this sense, it suggests that there are significant
biochemical changes in epididymal sperm. This review aimed to study the main
morphological and functional differences between the sperm from the epididymis and
ejaculated in horses.
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CAPACIDADAD DE LIGACION DE LOS ESPERMATOZOIDES DEL EPIDIDIMO
DE EQUINOS A CELULAS DEL OVIDUCTO UTERINO CULTIVADOS IN VITRO -
REVISION DE LITERATURA

RESUMEN

Muchas biotecnologias desarrolladas actualmente son direccionadas a la conservacion del
material genético de garafiones de alto valor zootécnico. Dentro de estas se destacan la colecta
de espermatozoides de epididimo de animales que sufrieron algin trauma o enfermedad que
imposibilita la colecta de semen, y de animales que murieron o fueron eutanasiados. Las
células espermaticas del epididimo no entran en contacto con el plasma seminal, importante
porque contiene proteinas que participan en procesos relacionados con la proteccion vy
ligacion de los espermatozoides al reservorio espermatico en el oviducto uterino. En este
sentido, se sugiere que existen importantes alteraciones bioquimicas en las células
espermaticas del epididimo, por tanto el motivo de esta revision es estudiar las principales
diferencias morfo funcionales entre los espermatozoides provenientes del epididimo y los
provenientes del eyaculado en caballos.

Plalabras claves: espermatozoide, plasma seminal, adhesion celular.
INTRODUCAO

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (1), o Brasil conta com o
quarto maior rebanho equino do mundo, com um plantel de 55 milhdes de cabecas, o
segundo maior rebanho bovino com um efetivo nacional de 212,8 milhdes de cabecas, além
de um crescimento consideravel no rebanho dos animais de médio porte como caprinos,
ovinos e suinos (9, 17 e 39 milhdes de cabecas, respectivamente), sendo um dos paises que
mais gera produtos utilizando biotécnicas reprodutivas.

Esta producdo tem estimulado o desenvolvimento de biotecnologias da reproducdo
visando a conservacdo de material genético de animais de alto valor zootécnico. Dentre estas,
pode ser destacar a colheita de espermatozoides do epididimo de reprodutores que sofreram
algum trauma ou enfermidade que impossibilitem a colheita do sémen, ou que tenham vindo a
Obito ou eutanasia. Nestes casos, muitos proprietarios tém buscado uma ultima recuperacao
do sémen na tentativa de obter mais produtos com a genética valiosa daqueles animais.

Embora estudos recentes em equinos demonstrem um avango significativo no que se
refere a viabilidade dos espermatozoides recuperados da cauda do epididimo, os componentes
moleculares dos espermatozoides, ou dos meios que os cercam, influenciam na capacidade de
fertilizacdo destas células. Frente a tal conceito, proteinas do plasma seminal modulam
funcdes e processos cruciais da reproducdo, como a motilidade, capacitacdo espermatica,
protecdo celular, reacdo acrossémica e fertilizagéo.

E conhecido que ao entrar em contato com o plasma seminal, os espermatozoides
adquirem a capacidade de se aderir aos sitios de ligagdo dos reservatorios espermaticos na
tuba uterina, pela combinacdo de uma série de fatores. Dentre estes, 0 edema da mucosa da
tuba uterina associado a fase do ciclo estral levando a constri¢do localizada do istmo, reducéo
da motilidade espermatica no istmo, retencdo dos espermatozoides no muco local e fixacao as
celulas epiteliais da tuba uterina (2).

In vitro, o reservatério espermatico aumenta a viabilidade do espermatozoide equino
(3). Pesquisas demonstraram que o reservatorio espermatico possui diferentes funcdes como a
prevencdo da capacitacdo espermatica precoce, por manter em nivel basal a concentragdo
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intracelular de calcio e reducédo do risco de poliespermia por liberar uma quantidade pequena
e suficiente de espermatozoides para a fecundagdo no momento da ovulagéo (4).

Porém a inseminacao artificial com espermatozoides da cauda do epididimo, os gametas
nédo entraram em contato com o plasma seminal, podendo assim ndo adquirir essa capacidade
de fixacao no sitio de ligacédo na tuba uterina.

Embora os dados sobre as caracteristicas de varios componentes bioquimicos do plasma
seminal tenham sido publicados e progressos feitos especialmente no campo da protedmica,
pouco se sabe a respeito da diferenca de adesdo dos espermatozoides provenientes do
epididimo e do ejaculado nos sitios de ligacdo dos reservatdrios espermaticos, e até onde o
plasma seminal é responsavel por essa relacéo, na espécie equina.

Com base nessas informacdes e para melhor compreensdo da fisiologia espermatica,
objetivou-se com essa revisdo discorrer sobre a importancia do plasma seminal e seus
principais componentes, como € realizado o transporte espermatico, identificar as principais
diferencas morfofuncionais entre 0s espermatozoides provenientes do ejaculado e do
epididimo, assim como sua interacdo nos sitios de ligacdo do reservatério esperméatico no
oviduto.

Plasma seminal e seus principais componentes

O sémen é composto por duas fracdes distintas: 0s espermatozoides, que compdem
menos que 1% do volume total e o plasma seminal. O plasma seminal € uma mistura de fluido
segregado a partir dos testiculos, epididimos e glandulas acessorias, responsavel uma
infinidade de funcdes e eventos que precedem a fecundacdo. Ao entrar em contato com o
plasma seminal, os espermatozoides sdo revestidos com proteinas, enzimas, horménios e ions
secretados pelas glandulas sexuais acessérias do macho (5).

A maioria das proteinas presentes no plasma seminal é proveniente do epididimo e estéo
envolvidas na remodelacdo da membrana espermatica, que ocorre durante o transito
epididimario e apds a ejaculacéo (6).

As proteinas sdo classificadas de acordo com o tipo de interacdo com a célula
espermatica. Podem ocorrer ligacdes fracas, responsaveis pela quiescéncia dos
espermatozoides; ligacdes fortes, importantes no trato reprodutivo da fémea e na fertilizacao;
modificacfes das proteinas da membrana plasmatica, encobrindo ou expondo receptores; ou
presenca de proteinas livres no fluido epididimario, colaborando com a manutencdo do meio

(7).

Até o momento, sabe-se que a maioria das proteinas seminais pertence a trés grupos: as
proteinas transportadoras de dois ou quatro mddulos de fibronectina tipo 1l (Fn-2), proteinas
secretorias ricas em cisteina (CRISPs), e as espermadesinas (8).

As proteinas do grupo Fn-2 apresentam numero variavel de dominios de fibronectina do
tipo 11 e estdo presentes ao longo de todo o trato reprodutivo masculino, sendo expressas no
corpo, cauda do epididimo e na ampola do ducto deferente. Essas proteinas interagem
especificamente com fosfatidilcolina da membrana plasméatica do espermatozoide no
momento da ejaculacdo e possuem habilidade de se ligar a heparina (9).

As proteinas HSP-1 e HSP-2 representam 70-80% das proteinas totais do plasma
seminal equino e pertencem ao grupo das proteinas Fn-2, sendo caracterizadas pela habilidade
de ligacéo a heparina (9).

O segundo grupo de proteinas importantes é representado pelas CRISP. Este grupo é
caracterizado por apresentar 16 residuos de cisteina em sua estrutura molecular e sdo
divididas em CRISP1, CRISP2 e CRISP3. A CRISP 1 é expressa ao longo do epididimo,
enquanto a CRISP 2 ¢é expressa no testiculo, epididimo e glandulas vesiculares (10).
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Em maior quantidade, proteinas da classe CRISP 3 séo expressas desde o epididimo até
0 resto do trato genital, com maior expressdo na ampola do ducto deferente. As CRISPs sdo
expressas sob controle androgénico e ligam-se na regido equatorial, pds-acrossomal e na peca
intermediaria dos espermatozoides, estando intimamente relacionadas com a fusdo do
espermatozoide ao odcito. A proteina HSP-3 pertence ao grupo CRISP, sendo estruturalmente
semelhante as proteinas deste grupo (11).

As espermadesinas possuem de 110 a 113 aminoacidos na sua estrutura e compreendem
um unico dominio CUB (dominio proteico) estabilizado por pontes dissulfidicas. Estas
proteinas s@o multifuncionais e exibem habilidade para se ligar a heparina, a inibidores de
proteinase, fosfolipideos e carboidratos (10).

A HSP-7 é a maior representante das espermatodesinas em garanhdes, e € secretada
durante o trajeto do espermatozoide pelo ducto epididimario. Esta possui papel importante na
interacdo espermatozoide-zona pellcida (12).

A osteopontina identificada e isolada da matriz 6ssea bovina, cartilagens, pele fetal,
cérebro, rins, ovarios, Utero, bem como da urina, bile e leite bovino, e também secretadas pelo
plasma seminal (13). No trato reprodutivo masculino, essa proteina é expressa nas celulas
epiteliais das ampolas e glandulas vesiculares, em espermatides alongadas nos testiculos,
além do epididimo e em espermatozoides epididimarios (14).

Embora as proteinas contidas no plasma seminal exercam papel importante na
funcionalidade dos espermatozoides, existe a hipotese de que o plasma ndo seja totalmente
essencial a fertilizacdo, ou até mesmo danifica os espermatozoides (15). Esta hipotese €
sustentada pelos estudos que demonstraram ser possivel fecundar os o6citos com
espermatozoides epididimais e mesmo células espermaticas primordiais (16).

Transporte espermatico

Logo apobs a cobertura, ou a inseminacdo artificial, o Utero se torna um ambiente hostil
para os espermatozoides devido a ocorréncia de uma reacdo inflamatoria contra as bactérias e
0 sémen. Assim, o transporte rapido é extremamente importante para que 0s espermatozoides
alcancem a tuba uterina e possam fertilizar o o6cito (3).

A duracdo do transporte espermatico depende do intervalo entre a inseminacdo e a
ovulagdo e da meia-vida funcional do espermatozoide no trato utterino da fémea (17). As
contracdes musculares do trato reprodutivo, os movimentos ciliares, a corrente de fluido e a
atividade flagelar dos espermatozoides constituem os mecanismos primarios do transporte
espermatico (18).

Scott et al. (19) descreveram a presenca de espermatozoide no Iimen da juncgdo Utero-
tubérica, 18 e 26 horas apds a inseminacdo artificial com sémen fresco. Os autores concluiram
que a juncdo uterotubarica também faz parte do reservatorio espermatico na égua.

Bader (20) realizou um estudo em que as éguas foram eutanasiadas 2, 4 e 6 horas apos a
inseminacdo, sendo realizados lavados da jungdo Uterotubarica, istmo e ampola da tuba
uterina ipsilateral a ovulacdo. O nimero de espermatozoides na juncdo uterotubérica e tuba
uterina foi superior 4 horas apds a inseminacao, quando comparado a 2 e 6 horas.

A habilidade dos espermatozoides congelados ascenderem a tuba uterina e alcancarem a
ampola é muito menor que as células a fresco. Estudos indicam que embora poucos
espermatozoides estejam presentes na juncdo uterotubarica e istmo ap0s 2 horas da
inseminacdo, o transporte até a ampola ainda ndo se completou, evento observado apés 4
horas (21).

Apos o transporte até a tuba, os espermatozoides se aderem as células do epitélio
tubarico formando o reservatdrio espermatico. Nos equinos o reservatorio se forma no istmo
da tuba uterina até quatro horas ap6s a monta ou inseminac&o artificial (20).
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Espermatozoides provenientes do epididimo x ejaculado

Em gatos, a gota citoplasmatica distal foi o defeito mais frequente em espermatozoides
provenientes da cauda do epididimo e provavelmente estd relacionado ao processo de
maturagdo espermatica durante sua passagem pelo epididimo. Sendo que o espermatozoide ira
perder este resquicio citoplasmatico durante a ejaculacédo (22).

Foi verificado por Yu e Leibo (23), na espécie canina, que apés 6 horas da
orquiectomia, a integridade da membrana do espermatozoide a fresco foi de 70 a 80%. Apds
48 horas, mais de 70% das células recuperadas do epididimo refrigerado apresentavam
membrana intacta, valores semelhantes ao do ejaculado. Em contraste, foi observado que a
motilidade espermética diminuiu significativamente nas primeiras 5 horas de refrigeracéo,
apos esse periodo o decréscimo foi mais lento.

De acordo com Johnston et al. (24), a concentragdo de espermatozoides recuperados do
epididimo de cdes é semelhante a concentracdo espermatica descrita para o ejaculado.

Os espermatozoides armazenados no epididimo bovino possuem a capacidade de
fecundar o od6cito, entretanto, o plasma seminal possui fatores decapacitantes, o que
promovem alteragdes metabdlicas e bioquimicas em sua estrutura, contribuindo com a
capacitacdo e reacdo do acrossomo (25,26). Apesar disto, Amann e Griel-Jr. (27), também
trabalhando com bovinos, mostraram que espermatozoides da cauda do epididimo possuem
capacidade de fertilizacdo similar ao do ejaculado.

Santos e Vannucchi (28), relacionaram a baixa motilidade e vigor espermético da célula
epididimaria descongelada a imaturidade da célula espermaética bovina. Entretanto, apesar de
Martins et al. (29) também terem detectado uma queda significativa da motilidade
espermatica apos a descongelacdo do sémen bovino, a porcentagem de células integras e a
porcentagem de células morfologicamente normais foram semelhantes aos resultados obtidos
na descongelacao de espermatozoides obtidos de ejaculados e do epididimo.

Estudos realizados por Silva et al. (30) mostraram que a motilidade (50 a 90%) e vigor
espermatico do ejaculado foi maior do que a dos espermatozoides do epididimo (20 a 70%),
respectivamente. Diferenca essa que poderia ser atribuida a imaturidade da célula espermatica
proveniente da cauda do epididimo. Nao foram observadas diferencas significativas quanto
aos defeitos morfologicos, integridade do acrossémo e da cromatina entre os dois grupos.

Em muares, Gldria et al. (31) observaram diferencas significativas na viabilidade (90,9
+ 3,7% em espermatozoides do epididimo e 71,7 £ 6,1% no ejaculado) e atividade
mitocondrial (85,7 £ 3,1% e 77,6 = 2,6% em espermatozoides do epididimo e ejaculado,
respectivamente), embora valores de motilidade total e progressiva tenham sido semelhantes,
tanto para espermatozoides epididimarios quanto para o ejaculado.

Em equinos, Monteiro et al. (32) observaram que o numero médio de espermatozoides
obtidos do ejaculado (colhidos com vagina artificial) e da cauda do epididimo foi,
respectivamente: 6,9 e 20,4 x 10°. Estes resultados sdo semelhantes a achados anteriores, nos
quais o numero total de espermatozoides recuperados da cauda do epididimo foi superior aos
colhidos com vagina artificial (33- 35). Os parametros motilidade e velocidade dos
espermatozoides do epididimo foram superiores aos espermatozoides do ejaculado (32).

Aurich et al. (36) demonstrou efeito deletério na viabilidade espermética com a adicéo
do plasma seminal proveniente de garanhdes de baixa congelabilidade. Além disso, outros
estudos demonstraram que proteinas contidas no plasma seminal podem promover alteracoes
bioquimicas, levando a danos na membrana plasmatica com prejuizos na fertilidade e
congelabilidade espermaética (37,38).

Monteiro et al. (32) observaram maior porcentagem de defeitos morfologicos de cauda e
defeitos totais nos espermatozoides do ejaculado quando comparado com espermatozoides da
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cauda do epididimo de garanhdes. Estes achados diferem de resultados obtidos por Monteiro
(35) em que ndo houve diferenga na morfologia espermaética entre espermatozoides do
epididimo e do ejaculado, além de estudos realizados em bovinos por Silva et al. (30) e
Martins et al. (39), que detectaram maior frequéncia de gota protoplasmatica em amostras do
epididimo quando confrontadas com o sémen do ejaculado.

Reservatdrio espermatico na tuba uterina

A tuba uterina consiste de trés segmentos, cada um com diferentes fungdes: istmo,
ampola e infundibulo. O istmo possui a funcdo de armazenamento espermaético, a ampola
proporciona um ambiente favoravel a fertilizacdo e ao desenvolvimento embrionario inicial e
o infundibulo possui fimbrias para captagdo do odcito. A tuba uterina comunica-se com 0
utero pela juncdo uterotubarica que proporciona uma barreira aos micro-organismos
patogénicos que possam invadir a tuba uterina a partir do Gtero, além de regular a passagem
do espermatozoide (40).

As células espermaticas ficam retidas no reservatorio espermatico da tuba uterina pela
combinacdo de inimeros fatores. Dentre estes uma constri¢cdo localizada no istmo em vista do
edema da mucosa da tuba uterina associado a fase do ciclo estral, fazendo com que haja a
gueda da motilidade espermatica neste local. Assim como aprisionamento dos
espermatozoides no muco local e fixacdo as células epiteliais da tuba uterina (2).

A incubacdo in vitro com células do reservatdrio espermatico aumenta a viabilidade do
espermatozoide equino (3). In vivo, pesquisas demonstraram que 0 reservatorio espermatico
possui diferentes funces como prevencdo da capacitacao espermatica precoce, por manter em
nivel basal a concentragdo intracelular de calcio. Assim como a redugdo do risco de
poliespermia por liberar uma quantidade pequena e suficiente de espermatozoides para a
fecundagdo no momento da ovulagéo (4).

Analise por micrografia eletrdnica demonstrou que 0s espermatozoides se ligam as
células ciliadas e ndo ciliadas, sendo que as células epiteliais do istmo apresentaram maior
nimero de espermatozoides fixados quando comparadas as da ampola. Maior nimero de
espermatozoides se liga ao epitélio da tuba uterina nas fases folicular e p6s-ovulagdo quando
comparado com diestro (2).

Pesquisas relatam diferencas entre garanhdes no que se refere a formacdo do
reservatorio espermatico, sendo que espermatozoides proveninentes de garanhdes sub-férteis
possuem uma menor capacidade de adesdo as células epiteliais da tuba uterina quando
comparado com espermatozoides provenintes de garanhdes férteis (41).

De acordo com Katila et al. (42) protocolos de criopreservacdo do sémen equino
causam danos subletais ao espermatozoide o qual prejudica a formacdo do reservatorio
espermatico. Assim sendo, a criopreservacdo leva a uma diminuicdo no numero de
espermatozoides aderido as células da tuba uterina apos a inseminagdo, como também uma
diminuicdo do tempo de sobrevivéncia destes gametas, necessitando de precisdo no que se
refere a0 momento da inseminacéo.

Nos bovinos, a ligagdo dos espermatozoides do epididimo ao epitélio da tuba uterina
ocorre em um nivel baixo, porém quando acrescido das proteinas BSPs (Al e A2) purificadas,
a partir do plasma seminal, a ligacdo aumenta para niveis comparados com o do ejaculado
(43).

Receptores para as proteinas BSPs na tuba uterina bovina foram isolados a partir de
extratos do epitélio da membrana apical utilizando proteinas purificadas BSPs como
armadilhas. Os receptores foram identificados como sendo quatro membros da familia das
proteinas anexinas (ANXA1, -2, -4, -5) sendo fortes candidatos para 0s receptores de
espermatozoides no epitélio da tuba uterina bovina (44).
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ANXAs compreendem uma grande familia de proteinas cujas fungdes sdo mal
compreendidas. Tais proteinas foram localizadas no interior das células epiteliais da tuba
uterina, em secrecdes e na superficie destas. Cada receptor ANXA isoladamente é suficiente
para elevar a ligacdo do espermatozoide com o epitélio da tuba uetrina a valores semelhantes
ao do ejaculado, sendo improvavel que elas sejam necessarias em conjunto como um
complexo (45).

ANXAL ¢é secretada pela préstata humana em quantidades elevadas no plasma seminal.
Contudo, se desconhece se 0 espermatozoide humano transporta as ANXAs do plasma
seminal até a tuba uterina, onde estas podem ser substituidas por ANXAs do epitélio.
Considerando que BSPs, individualmente, melhoram a ligagéo do espermatozoide ao epitélio
da tuba uterina, ndo se conhece se cada ANXA pode atuar como um receptor independente
para o espermatozoide (46).

As proteinas BSP diferem umas das outras na distribuicdo de carga eletrostatica da
superficie. Esta propriedade confere as BSPs diferentes afinidades de ligacdo de uma
molécula na superficie do espermatozoide com a molécula oposta no epitélio tubarico. Do
mesmo modo, as varias ANXAs presentes na tuba uterina devem ter diferentes afinidades de
ligacdo e cinética com as BSPs espermaticas (47).

Assim, a interacdo entre as BSPs espermaticas e as ANXAs da tuba uterina pode
fornecer um sistema regulatério para assegurar que células espermaticas sejam mantidas
férteis no reservatdrio e sejam gradualmente liberadas no momento apropriado para assegurar
a fertilizacéo (48).

A ligacdo do espermatozoide ao epitélio de alguma forma preserva sua fertilidade
durante o armazenamento. O espermatozoide aderido ao epitélio da tuba uterina mantém
baixos niveis de Ca?" citoplasmatico, em comparagcdo aos espermatozoides com
movimentacao livre (49,50).

O mecanismo para a prevencdo do aumento de Ca?* citoplasmatico em espermatozoides
ndo € totalmente elucidado, mas sugere-se que a catalase, presente na tuba uterina bovina,
serve para minimizar os danos peroxidativos as membranas dos espermatozoides, impedindo
o influxo de Ca?* para a célula (51).

Em um sistema de co-cultivo heterdlogo (Figura 1 a, b, ¢ e d) entre espermatozoides de
garanhGes e células do epitélio tubarico bovino, foi observada a adesdo das células
espermatica as células da tuba uterina, ocorrendo o0 aumento da sobrevivéncia dos
espermatozoides, in vitro. Resultado semelhante ao que foi observado em sistema de co-
cultivo espermatozoide-explants da mesma espécie (52,53).
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Figura 1. Microscopia eletronica de varredura de células epiteliais da tuba uterina bovina 30 min apds
a adicdo de espermatozoides equinos. (a) Vista da interacdo espermatozoide - explant da tuba uterina
(x 2550) (b) Outra vista da interacdo espermatozoide - explant da tuba uterina (x 3180). (c e d)
Ampliacdo dos cultivos a e b, respectivamente, em que 0s espermatozoides podem ser vistos em
contato com a células epiteliais da tuba uterina (c; x 10000) (d; x 8760). Podemos notar a presenga dos
cilios entorno das células espermaticas.

Embora as lecitinas que intermediam a ligagdo entre o espermatozoide e as células do
epitélio tubarico sejam diferentes entre bovinos e equinos, foi constatada uma adesao celular
com subsequente prolongamento na viabilidade espermatica em sistema de co-cultivo, 0 que
comprova a viabilidade da utilizacéo da técnica entre espécies diferentes (52).

CONSIDERAGCOES FINAIS

Apesar do seu incompleto desenvolvimento funcional, as células germinativas da cauda
do epididimo sdo capazes de desempenhar sua funcéo de forma efetiva.

Com a melhoria dos extensores e dos métodos de colheita de células espermaticas da
cauda do epididimo, se tornou possivel a utilizacdo deste tipo celular na fertilizacdo de
odcitos de varias espécies animais, 0 que € de suma importancia, pois aumenta a possibilidade
de preservacao do germoplasmas.
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