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RESUMO - Ao longo dos anos, t€m sido desenvolvidas técnicas de colheita de s€émen em animais domésticos,
como a massagem das ampolas dos ductos deferentes e massagem peniana, uso de vagina artificial e colheita
direta da cavidade vaginal ou uterina. Contudo poucos estudos referentes a colheita de espermatozoides
epididimdrios em animais domésticos até agora foram descritos. A recuperacdo de espermatozoides vidveis do
epididimo consiste em uma técnica importante para a obtencdo de reservas de gametas de animais geneticamente
valiosos ou de machos de espécies ameagadas de extin¢do, constituindo-se em uma biotecnologia promissora
para a reprodugdo dessas espécies. Uma vez recuperados os espermatozoides epididimdrios, faz-se necessdrio
observar sua viabilidade, para posterior conservagdo. Assim, a presente revisdo abordard esses pontos-chaves

relacionados com os espermatozoides epididimarios de diferentes espécies de mamiferos.
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ABSTRACT - Along the years, the techniques of semen collection of the domestic animals have been
developed, such as: the massage of vesicular glands and ampullae by way of rectum, penis massage, artificial
vagina and the directly collection from the vaginal or uterine cavity. However few works concerning the
epididymal sperm collection of domestic animals were described. The recovery of viable sperm from the
epididymis is an important technique to obtain genetic conservation of valuable animals or threatened species,
constituting in an important biotechnology for the reproduction of those species. Once recovered, it is necessary
to observe the viability, for its subsequent conservation. Thus, the present review will approach those key-points
related to the epididymal sperms from different species of mammals.
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INTRODUCAO sdo morfologicamente vidveis e mantém a
capacidade de sofrer capacitacdo, ligar-se & zona
pelicida e fecundar o odcito (Goodrowe & Hay,
1993; Tsutsui et al., 2003).

Técnicas extremamente interessantes para a
conservacdo da biodiversidade estdo sendo
desenvolvidas, destacando-se a recuperacdo de

espermatozoides do epididimo de animais mortos;
esses gametas, assim recolhidos sdo capazes de
resistir apds diferentes periodos, quando resfriados,
até serem, posteriormente, criopreservados (Martins
et al., 2007).

A obtencdo de espermatozoides diretamente da
cauda do epididimo e ducto deferente consiste em
uma técnica para os propdsitos de reprodugdo
assistida. Em geral, ¢ um recurso importante em
casos de animais de alto valor genético ou de grande
estima, que precisam ser esterilizados ou que vém a
6bito. Tais espermatozoides obtidos por esta técnica
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Diversos estudos tém sido desenvolvidos com o
objetivo de armazenar os testiculos e os epididimos,
objetivando-se resgatar os gametas (Bruemmer et al.,
2002; James et al., 2002; Yu & Leibo, 2002; Martins
et al., 2009; Heise et al., 2010; Lone et al., 2011;
Tamayo-Canul et al., 2011; Contri et al., 2012). Tais
estudos tém o intuito de adequar um protocolo que
possibilite a retirada do complexo testiculo-
epididimo e seu posterior acondicionamento em
sistemas de transporte para seu envio a laboratérios
especializados para processamento e criopreservacao
dos espermatozoides.
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Apdés a morte do animal, os espermatozoides
permanecem vidveis no epididimo até que a
degeneracdo tecidual post mortem afete sua
viabilidade (Bruemmer et al., 2002; Muradas et al.,
2006). Se os epididimos forem armazenados a baixas
temperaturas, a viabilidade espermdtica pode ser
mantida por mais tempo (Bruemmer et al., 2002;
James et al., 2002).

A criopreservacdo de espermatozoides do epididimo
tem sido usada em diferentes espécies: bodes
(Santiago-Moreno et al., 2006), caes (Hewitt et al.,
2001; Martins et al., 2006), cervideos (Hishimuna et
al., 2003; Soler et al., 2003; Martinez-Pastor et al.,
2005a; 2006; Fernandez-Santos et al., 2009), cutias
(Silva et al., 2011), garanhdes (Bruemmer et al.,
2002; Neild et al., 2006), gatos (Tebet et al., 2006;
Titarelli et al., 2006; Axnér et al., 2004), gazelas
(Saragusty et al., 2006; Chatiza et al., 2011), homens
(Oates et al., 1996), javalis (Kikuchi et al., 1998),
esquilos (Ping et al, 2011), camundongos
(Kishikawa et al., 1999; Sankai et al., 2001), touros
(Martins et al., 2007) e varrdes (Kolbe & Holtz,
1999).

Em vista da importdncia em se recuperar e
armazenar os espermatozoides epididimdrios de
diferentes espécies de mamiferos, a presente revisao
visa abordar os principais topicos relacionados as
técnicas de armazenamento e transportes dos
testiculos e epididimos, bem como a recuperagdo dos
espermatozoides  epididimdrios de  diferentes
espécies de mamiferos.

ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS

O epididimo consiste de um longo ducto, altamente
contorcido, que conecta os dictulos eferentes ao
ducto deferente. Dependendo da espécie, o
comprimento do ducto epididimirio pode variar de
3-4 metros, na espécie humana, até 80 metros como
nos equinos. Morfologicamente, o epididimo ¢
geralmente dividido em trés regides: cabeca, corpo e
cauda (Oliva et al., 2009).

Em um mamifero adulto, consiste em um ducto
longo e enovelado revestido por epitélio
pseudoestratificado, como observado para o coelho
(Nicander, 1957), carneiro, touro e cavalo
(Nicander, 1958), rato (Hamilton, 1975), cdo (Orsi,
1983), hamster (Vicente & Orsi, 1987), gato (Viotto
et al., 1988) e cuica (Martinelli & Nogueira, 1992).

Nos mamiferos, o epididimo possui diversas
fungdes, ressaltando-se a reabsorcdo dos fluidos
oriundos dos tdbulos seminiferos, promovendo a

concentragdo e o transporte espermdticos, a
eliminagdo dos espermatozoides defeituosos, bem
como a maturag@o e o armazenamento dos normais.
A funcdo de armazenamento € ilustrada pelo fato dos
espermatozoides ejaculados sobreviverem por cerca
de 24 horas fora do epididimo em meio diluidor;
enquanto que os que sdo mantidos na cauda do
epididimo (in vivo) permanecem com boa
viabilidade por mais de 15 dias (Muradas et al.,
2006)

Esta viabilidade é baseada na manutencdo do
metabolismo com baixa atividade, prevenindo a
ativacdo prematura dos espermatozoides. Durante o
armazenamento, 0 epididimo acumula
espermatozoides que podem ou ndo ser utilizados na
c6pula. O volume da cauda do epididimo reflete a
capacidade de armazenamento de espermatozoides
do macho. Em touros e garanhdes, o nimero de
espermatozoides armazenados na cauda do
epididimo pode ser suficiente para até 10
ejaculacdes sucessivas, dependendo da idade,
tamanho e atividade reprodutiva do animal (Bedford,
1994).

COLHEITA DE ESPERMATOZOIDES
EPIDIDIMARIOS

A colheita de espermatozoides vidveis do epididimo
tem sido relatada nos suinos (Kikuchi et al., 1998),
bovinos (Martins et al., 2009), ovinos (Lone et al.,
2011; Tamayo-Canul et al., 2011), cervideos
(Martinez-Pastor et al., 2005ab, 2006; Fernandez-
Santos et al., 2009; Ake-Lopez et al., 2010), felinos
(Titarelli et al., 2006; Gaiian et al., 2009; Jiménez et
al. 2011), caninos (Yu & Leibo, 2002;
Ponglowhapan et al., 2006; Titarelli et al., 2006;
Melo et al.,, 2008; Ponglowhapan & Chatdarong,
2008; Martins et al., 2009), equinos (Papa et al.,
2008; Heise et al., 2010), asininos (Contri et al.,
2012), camelos (Waheed et al., 2011), cutias (Silva
et al., 2011), esquilos (Ping et al., 2011) e antilopes
(Chatiza et al., 2011).

Muradas et al. (2006) demonstraram que o nimero
total de espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo de garanhdes € superior ao encontrado em
ejaculados. Além disso, estas células apresentam
motilidade progressiva igual ou superior aos
espermatozoides do ejaculado (Tiplady et al., 2002).

O objetivo geral da obtencdo de espermatozoides
vidveis do epididimo € a sua utilizagdo em técnicas
de reproducio assistida, como inseminacdo artificial
(Papa et al.,, 2008; Heise et al., 2010) e injecdo
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intracitoplasmatica de espermatozoides (Herrera et
al., 2006).

Muitos métodos de recuperacdo sdo descritos e
variam dependendo do autor e da espécie animal
(Quadro 1). Nos animais de companhia, devido ao
tamanho do epididimo, o método de preferéncia é o
fatiamento que consiste em cortar ou fatiar a cauda
do epididimo e deixar repousar em um meio
diluidor, desta maneira, os espermatozoides migram
para o meio e sdo recuperados através de filtragdo
(Yu & Leibo, 2002). Esta técnica também é usada
para obter amostras de espermatozoides dos animais
de produg¢do (Hishinuma et al., 2003).

Uma técnica similar consiste em fazer numerosos
cortes na cauda do epididimo de carneiros e
pressionar suavemente a cauda e coletar os
espermatozoides por extravasamento do liquido
epididimdrio (Kaabi et al., 2003). Bartels et al.
(2000) relataram que outra possibilidade é usar uma
agulha e perfurar os tibulos do epididimo de ledes.
Kishikawa et al. (1999) utilizaram pingas para

comprimir a cauda do epididimo de camundongos e
recuperar os espermatozoides.

Outro método consiste em promover um fluxo
retrégrado na cauda do epididimo aplicando pressdo
aos vasos deferentes até que o conteido da cauda
saia através de um corte feito na juncdo com o corpo
do epididimo (Garde et al., 1994). A pressdo ¢é
gerada com uma seringa, que injeta ar ou algum
diluente in6cuo aos espermatozoides (Lambrechts et
al., 1999).

Segundo Martinez-Pastor et al. (2006), a colheita de
espermatozoides da cauda do epididimo através do
fluxo retrégrado é a técnica mais indicada, pois as
amostras obtidas apresentam um menor nivel de
contaminacgdo e sdo de melhor qualidade em relagdo
aos outros métodos. Por outro lado, essa técnica
possui a limitacdo de ser usada comumente para
animais de producdo devido ao tamanho do
epididimo e de ser mais complexa que as outras
técnicas.

Quadro 1: Métodos de recuperacio de espermatozoides epididimdrios nos mamiferos.

Métodos de recuperacio de ..
. . ye g s Espécie Autores
espermatozoides epididimarios
Camundongos Sankai et al., 2001; Kato et al., 2002
Bovinos Martins et al., 2009
Caprinos Martinez-Pastor et al., 2005b
Asininos Contri et al., 2012
Cervos Martinez-Pastor et al., 2005ab
Fatiamento - - -
Caninos Yu & Leibo, 2002; Martins et al., 2003
. Titarelli et al., 2006; Gafian et al., 2009; Jiménez et
Felinos
al., 2011
Camelos Waheed et al., 2011
Esquilos Ping et al., 2011
Antilope Saragusty et al., 2006
Flutuacio Ovinos Lone et al., 2011
Caninos Ponglowhapan et al., 2006
Antilope Chatiza et al., 2011
Suinos Kikuchi et al., 1998
Lavagem retrégrada Bruemmer et al., 2002; James et al., 2002; Tiplady et
Equinos al., 2002; Neild et al., 2006; Papa et al., 2008; Heise
etal., 2010
Ovinos Garde et al., 1994
Cutias Silva et al., 2011
Perfuracio Ledes Bartels et al., 2000
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TRANSPORTE DO COMPLEXO)TESTiCULO
EPIDIDIMO EPIDIDIMARIO

Pesquisas tém avaliado a viabilidade espermdtica em
fun¢do do tempo de armazenamento do epididimo
possibilitando, assim, a definicio das melhores
formas de acondicionamento e transporte do material
até um centro de reprodugdo capacitado para a
recuperacdo e criopreservacio destas células (James
et al., 2002, Granemann et al., 2006; Muradis et al.,
2000).

Os epididimos podem ser transportados refrigerados
para laboratérios de andrologia ou, ainda,
processados no proprio local por um técnico
especializado (Bruemmer et al., 2002).
Espermatozoides que sio recuperados de epididimos
refrigerados a 5 °C por 24 horas tém apresentado
boa congelabilidade em diferentes espécies (Marks
et al., 1994; Blash et al., 2002; Soler et al., 2003).

Pesquisas conduzidas com complexo testiculo-
epididimo que foram mantidos em temperatura
ambiente por até 5 horas, ndo detectaram grandes
alteracdes na motilidade espermadtica (Schifer &
Holzmann, 2000). Resultados semelhantes foram
obtidos mantendo-se os mesmos sob refrigeracio a 5
°C overnight (Goodrowe & Hay, 1993). Estudos
conduzidos para a recuperagdo de espermatozoides
do epididimo de caes utilizando a solucdo de Ringer
sem lactato mostraram que essa solugdo ¢é eficiente
para a recuperagdo das células espermaticas (Martins
et al. 2003); a solugdo fisioldgica 0,9% também tem
se mostrado eficiente para esse propésito nos caes e
nos gatos (Martins et al., 2006).

Estudos realizados em cdes demonstraram que ndo
ha um decréscimo significativo na integridade das
membranas ¢ do acrossomo em espermatozoides
provenientes do epididimo quando armazenado por
48 horas a 4 °C. Em contraste, foi observado que a
motilidade espermadtica diminuiu significativamente
nas primeiras 5 horas de refrigeracdo; apds esse
periodo o decréscimo foi mais lento. Neste estudo,
alguns espermatozoides recuperados do epididimo
apresentaram motilidade e capacidade de ligacdo a
zona peldcida apds um periodo de armazenamento
de oito dias a temperatura de 4 °C. (Yu & Leibo,
2002).

Resultados da avaliagdo in vitro demonstraram que a
concentracdo de espermatozoides recuperados do
epididimo € semelhante aquelas descritas, na espécie
canina, no ejaculado (Johnston et al., 2001). No
entanto, a falta de conhecimento técnico especifico
sobre o armazenamento e transporte do epididimo,
muitas vezes inviabiliza a preservacdo espermadtica

em decorréncia da degeneracdo tecidual pds-morte
na espécie equina (James et al., 2002).

QUALIDADE DOS ESPERMATOZOIDES
COLHIDOS DA CAUDA DO EPIDIDIMO

Martinez-Pastor et al. (2005b) pesquisaram os
efeitos do tempo post mortem (até quatro dias) sobre
o complexo testiculo epididimdrio cervideos
resfriado a 5 °C e observaram boa qualidade seminal
(motilidade 40% e morfologia 60%) por até 72 horas
pos-refrigeragcdo permitindo o seu uso em programas
de inseminacdo artificial.

Kaabi et al. (2003) estudaram os efeitos do intervalo
entre a morte de carneiros e a recuperacdo de seus
espermatozoides da cauda do epididimo armazenada
a temperatura ambiente e a 5 °C (0, 24 e 48 horas),
sobre a qualidade e capacidade de fecundagdo dos
espermatozoides. Eles observaram que as amostras
se mantiveram vidveis por até 24 e 48 horas apds a
morte dos animais, para epididimos armazenados em
temperatura ambiente e resfriados, respectivamente;
contudo a qualidade diminuiu significativamente
apos esses periodos. Epididimos conservados a 5 °C
tinham melhor motilidade espermdtica e maior
porcentagem de espermatozoides morfologicamente
normais do que os armazenados a temperatura
ambiente por mais de 24 horas. A capacidade de
fecundag¢do dos espermatozoides obtidos da cauda
do epididimo até 24 horas post mortem foi
semelhante a do ejaculado.

Kato et al. (2002) colheram espermatozoides da
cauda do epididimo de camundongos e o0s
espermatozoides foram incubados em meio diluidor
(Ringer-Krebs bicarbonato modificado) em estufa de
CO, a 37 °C e avaliaram sua motilidade e
integridade do acrossoma, 1, 3 e 5 horas, pés-
orquiectomia e observaram queda significativa da
motilidade apés 5 horas e nenhuma alteragdo
significativa da integridade acrossomica.

A colheita de espermatozoides da cauda do
epididimo em garanhdes mostrou-se eficiente na
recuperacdo de células espermaticas vidveis (James
et al., 2002; Tiplady et al., 2002; Melo et al., 2008;
Papa et al, 2008). Bruemmer et al. (2002)
observaram que ndo existem diferencas significativas
na motilidade de espermatozoides epididimérios de
garanhdes, avaliados logo apds a orquiectomia e 24
horas depois, desde que o epididimo seja mantido
resfriado a 5 °C. James et al. (2002) demonstraram
que espermatozoides epididimdrios vidveis de
garanhdes podem ser colhidos por até 96 horas post
mortem, desde que testiculos/epididimos sejam
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mantidos resfriados a 4 °C. Neste estudo ndo houve
diferenca no percentual de motilidade progressiva e
na integridade de membrana avaliados apds a
refrigerac@o por 96 horas.

Em cervideos, Martinez-Pastor et al. (2005a)
avaliaram os parametros espermadticos em func¢do do
tempo post mortem, observando valores satisfatérios
até 48 horas, por 5°C. Os autores constataram ainda
que o pardmetro espermatico mais afetado durante o
armazenamento foi a motilidade espermadtica.
Estudos com ratos, caprinos, 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 0s
mantidos a temperatura ambiente (James, 1997).

Apds 24 horas pds-orquiectomia a temperatura
ambiente, os espermatozoides epididimdrios de
garanhdes tiveram uma reducdo na qualidade
espermdtica. Este decréscimo pode ser explicado
pelo esgotamento metabdlico dos espermatozoides,
assim como, pelo processo de degeneracdo tecidual
post mortem. Temperaturas mais baixas retardam o
processo de degeneragdo, pois diminuem o
metabolismo dos espermatozoides mantendo-os
vidveis por mais tempo (Granemann et al., 2006).

Outros estudos avaliaram a viabilidade espermatica
apds o armazenamento do epididimo a 5 °C por 24
horas. Estes estudos realizados em cervideos (Soler
et al.,, 2003), canideos (Marks et al., 1994) e
equideos (Bruemmer et al., 2002; Papa et al., 2008)
demonstraram que os espermatozoides recuperados
foram processados e congelados com sucesso. No
entanto, poucos estudos compararam a fertilidade
destes espermatozoides com a dos espermatozoides
do ejaculado.

CONGELACAO DE ESPERMATOZOIDES
EPIDIDIMARIOS

Os processos de congelagdo e descongelagdo podem
provocar danos na capacidade de motilidade e
fecundag@o por alteragdes na membrana plasmadtica
do espermatozoide (Watson, 1995). Uma das
alteracdes da membrana ocorre devido a lavagens ou
diluicdes que podem remover proteinas da
membrana plasmética, mudando assim a composi¢do
das mesmas (Hammerstedt et al., 1990; Collin &
Bailey, 1999). As proteinas, quando removidas,
podem modificar a relagdo dos lipidios impedindo o
processo de reagdo acrossomica. A estabilidade de
lipidios na membrana plasmatica é pré-requisito para
manter a funcdo do espermatozoide (Watson, 1995).
Enquanto a congelagdo feita em condicdes

adequadas  (velocidade de abaixamento de
temperatura e uso de crioprotetores) evita a
formacao de grandes cristais de gelo intracelular, ela
leva a um aumento dos danos por efeitos de solucdo.
Portanto, a taxa de congelagdo para um dado tecido
depende de sua tolerdncia relativa ao dano causado
pelos cristais de gelo e da toxicidade dos efeitos de
solucdo (Hafez & Hafez, 2004).

Soler et al. (2003) demonstraram os efeitos da
viabilidade e fertilidade de espermatozoides
epididimdrios criopreservados e descongelados de
cervideos, em diferentes protocolos de
descongelagdo (37 °C por 20 segundos; 60 °C por 8
segundos; 70 °C por 5 segundos), o referido autor
observou que o primeiro protocolo de descongelacio
foi o mais adequado, pois apresentou melhor
motilidade espermética (76,8%).

Kikuchi et al. (1998) pesquisaram a influéncia do
tempo post mortem na motilidade e capacidade de
fertilizac@o in vitro e calcularam os odcitos maduros,
odcitos penetrados e com pré-niicleo masculino de
espermatozoides  epididimdrios de  cachagos
orquectomizados, sendo os espermatozoides
criopreservados logo apés a orquiectomia, no grupo
controle e 24, 48 e 72 horas apds, sendo estes
espermatozoides mantidos resfriados a 4 °C em meio
Niwa and Sasaki Freezing, sendo o grupo controle,
espermatozoides ejaculados criopreservados. A
motilidade dos espermatozoides criopreservados até
48 horas poés-orquiectomia ndo diferiu do grupo
controle, ji a capacidade de fecundacdo foi
significativamente menor, com boa viabilidade nos
espermatozoides criopreservados até 24 horas.

CONSIDERA COES FINAIS

A recuperacdo de espermatozoides epididimdrios
pode ser uma alternativa para resgatar o potencial
reprodutivo de alguns animais, sejam eles
domésticos ou selvagens. Dessa maneira, € de crucial
importancia ndo somente o dominio da técnica de
colheita dos espermatozoides epididimdrios, mas
também o transporte e a conservacio desses gametas
para que eles estejam vidveis para uma utilizagdo
futura com sucesso.
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