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Resumo

A recuperacdo de espermatozoides caninos vidveis oriundos dos epididimos é de grande importancia
para a obtencdo do material genético de machos de alto valor zootécnico, ou mesmo de espécies em risco de
extingdo. Para melhor aproveitamento dos espermatozoides epididimarios, faz-se necessério estabelecer as
condigdes ideais de transporte, conservacéo, técnica para colheita das amostras e a sua perspectiva de utilizagdo.
Assim, esta revisdo tem como objetivo abordar os principais topicos para o emprego das biotécnicas reprodutivas
com espermatozoides epididimarios na espécie canina.
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Abstract

The recovery of viable canine epididymal sperm is important because allows obtain genetic material
from males with a high zootecnic value or endangered species. For the adequate utilization of the epididymal
sperm is necessary to establish the ideal protocol of transportation, storage, the technique of sample recovery,
as well as the perspective for it’s use. Hence, this review aims to approach the main topics for the employment of
reproductive biotechniques with epididymal sperm in dogs.
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Introducao

Nos ultimos anos, diversas pesquisas foram realizadas com o intuito de compreender a fisiologia
reprodutiva dos cées, as quais se tornaram a base para o desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas aplicadas
(Farstad, 2000). Tais estudos tém como meta aperfeicoar a reproducdo de animais de alto valor zootécnico,
entretanto ressalta-se que o cdo é o modelo bioldgico de canideos selvagens e, particularmente, no estudo da
reproducdo humana, substituindo essas espécies em metodologias experimentais (Kirchhoff, 2002; Wanke,
2006). Assim, a recuperagdo de espermatozoides viaveis oriundos diretamente do epididimo é uma das técnicas
em desenvolvimento, visando obter reservas genéticas de animais que vieram a 6bito; portadores de afeccfes
com impoténcia coeundi ou mesmo para 0 uso deste material como modelo experimental, ja que os
espermatozoides epididimarios sdo morfologicamente vidveis e possuem capacidade fecundante (Tsutsui et al.,
2003; Klinc et al., 2005; Thomassen e Farstad, 2009).

As atuais pesquisas na area tém como enfoque o armazenamento e o transporte dos testiculos e
epididimos para seu eventual processamento (Mota Filho e Silva, 2011). Objetiva-se padronizar protocolos e
técnicas que aperfeicoem a colheita dos espermatozoides epididimarios, permitindo que as amostras possuam
qualidade plena para o uso em biotécnicas reprodutivas. Assim, devido a ampla abordagem desse tema, a
presente revisao tem como objetivo explanar os principais topicos da técnica de recuperacdo de espermatozoides
epididimarios na espécie canina.

Espermatozoides epididimarios

A producdo espermatica nos mamiferos inicia-se no testiculo e a maturacgéo final dos espermatozoides
ocorre no epididimo, 6rgdo que conecta o ducto eferente ao ducto deferente, sendo anatomicamente dividido em:
cabeca, corpo e cauda (Varricchio et al., 1996). Entre suas funcBes, destaca-se: maturacdo e armazenamento
espermatico e eliminacdo de possiveis espermatozoides imperfeitos (Muradas et al., 2006; Oliva et al., 2009).
Durante o percurso no epididimo, os espermatozoides passam por diversas alteragdes 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 oo6cito (Jervis et al., 2001). Tais processos
correspondem a maturacdo espermatica e sdo mediados por proteinas provenientes de secre¢Bes do epitélio
seminifero, componentes do fluido epididimario (Johnston et al., 2001; Schimming et al., 2001).
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A cauda do epididimo é o local mais importante para remogao de espermatozoides anormais durante
toda a passagem pelo epididimo, em razdo da maior taxa de fagocitose e dissolugdo celular. Tal processo é
claramente seletivo, e as células defeituosas mais suscetiveis sdo 0s espermatozoides com cabega piriforme,
estreita na base, pequena, anormal ou subdesenvolvida (Ramamohana Rao et al., 1980). E também a cauda do
epididimo o local no qual os espermatozoides permanecem estocados. Em equinos, sabe-se que, apds serem
ejaculados, os espermatozoides podem sobreviver por volta de 24 horas. Porém, os mantidos na cauda do
epididimo in vivo permanecem viaveis por mais de 15 dias. Tal funcionalidade pode ser justificada pelo reduzido
metabolismo das células espermaéticas, o que evita sua ativagdo prematura (Muradas et al., 2006).

Por que utilizar espermatozoides do epididimo?

A recuperacdo de espermatozoides provenientes da cauda do epididimo e do ducto deferente é um
procedimento que potencializa o uso de material genético, ao serem empregados para biotécnicas de reprodugao
assistida em cées (Martins, 2007). O recurso de colheita é vantajoso, pois 0s espermatozoides podem ser obtidos
apds o obito do animal e destinados a protocolos de inseminagdo artificial a fresco ou congelagdo das amostras para
posterior utilizacdo, servindo de alternativa para animais de alto valor zootécnico (Thomassen e Farstad, 2009).

A técnica também pode ser empregada em animais inaptos a reproducao, portadores de afeccdes que
comprometam seu sucesso reprodutivo. Por exemplo, Klinc et al. (2005) empregaram a técnica de recuperagao
de espermatozoides dos epididimos em um cdo com seis anos de idade acometido por hiperplasia prostatica
benigna. Apdés o procedimento cirlrgico de orquiectomia, 0s espermatozoides provenientes da cauda dos
epididimos foram coletados e procedeu-se a inseminacao artificial em uma cadela com o material a fresco,
resultando em ninhada de oito filhotes.

Diversos animais selvagens estdo ameacados de extingdo, entre estes 0s canideos, tais como o lobo
cinzento (Canis lupus) e o lobo-vermelho (Canis rufus; Farstad, 2000). No Brasil, podem ser destacados, entre
os canideos ameacados, o lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) e o cachorro-vinagre (Speothos venaticus; Brasil,
2003). Na eventual morte destes animais, a recuperacgao e a criopreservacao dos espermatozoides do epididimo
sdo de extrema importancia para a preservacdo do material genético (Bainbridge e Jabbour, 1998). Deste modo,
devido a semelhanca filogenética, o cdo é o modelo bioldgico para estudo e aperfeicoamento de biotecnologias
aplicadas aos canideos em risco de extingdo (Wanke e Gobello, 2006).

Por vezes, o cdo é a espécie escolhida para metodologias experimentais envolvendo a espécie humana,
pois podem estar sujeitos a afec¢des semelhantes ao homem, sendo utilizados como modelo para algumas
doencas, como, por exemplo, alteracdes genéticas (Kirchhoff, 2002). Na teriogenologia humana, os cdes podem
servir as pesquisas que envolvem enfermidades do testiculo, como a varicocele (Turner, 2001). Em nivel
epididimario, comprovou-se que o cdo é a espécie mamifera com maior semelhanga ao homem no tocante a
expressdo de genes que envolvem os epididimos (Ivell et al., 1998; Kirchhoff, 2002).

Transporte e conservagéo dos epididimos

Em algumas situa¢des, 0 momento ou o local da castracdo ndo sdo adequados para a manipulacéo e a
preservacdo dos espermatozoides do epididimo (Melo et al., 2009). Assim, faz-se necessario o estudo da
conservacdo desse material, a fim de otimizar o intervalo entre a obtencdo dos epididimos, o transporte, a
conservagdo e o processamento das amostras (Hori et al., 2005). A utilizacdo de amostras provenientes do
epididimo apds a refrigeracdo ja foi descrita em diversas espécies, entre elas: bovinos (Nichi et al., 2007),
equinos (Cary et al., 2004), suinos (lkeda et al., 2002), cervideos (Hishinuma et al., 2003), ovinos (Kaabi et al.,
2003) e felinos (Gafian et al., 2009). Em cées, Hewitt et al. (2001) demonstraram que a conservacdo dos
epididimos em temperatura ambiente e a recuperacdo dos espermatozoides duas horas pds-orquiectomia
apresentaram caracteristicas aceitaveis para a criopreservacdo, e as amostras permaneceram funcionalmente
competentes apds a descongelacao.

Com o objetivo de se comparar 0 método de conservacdo dos epididimos caninos em temperatura
ambiente (20°C) e sob refrigeragdo (4°C), amostras foram analisadas quanto a motilidade, morfologia e
viabilidade espermatica nos periodos de seis, 12 e 24 horas (Hori et al., 2009). Os resultados demonstraram nao
haver diferenca estatistica quanto & morfologia e & viabilidade entre os grupos analisados, porém, ao se observar
a motilidade, constatou-se queda progressiva ao longo do tempo para os epididimos mantidos a 20°C,
diferentemente das amostras mantidas a 4°C (Hori et al., 2009).

Em um estudo em que analisaram a qualidade espermética por tempo prolongado, a fim de
aperfeicoarem a conservacgdo das amostras, Hori et al. (2005) conservaram epididimos de cées na temperatura de
4°C por até 48 horas. As amostras foram avaliadas quanto a integridade acrossomal, motilidade e viabilidade
espermatica e observou-se que os espermatozoides epididimarios nao sofreram alteracdes em até 48 horas de
refrigeracdo. Ainda, foi realizada a inseminacdo artificial intrauterina com o material coletado apds congelagéo,
obtendo-se taxa de prenhez de 80%. Em estudo semelhante, Tittarelli et al. (2006) conservaram epididimos de
caes por um periodo de até 72 horas na temperatura de 4°C, e ndo observaram alteragdes na integridade das

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.37, n.4, p.323-327, out./dec. 2013. Disponivel em www.cbra.org.br 324



Ny

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.37, n.4, p.323-327, out./dec. 2013. Disponivel em www.cbra.org.br

membranas plasmatica e acrossomal. Contudo, obtiveram queda progressiva de motilidade espermatica ao longo
do periodo de conservacao (zero, 24, 48 e 72 horas).

Yu e Leibo (2002), com o intuito de prolongar ainda mais o tempo de conservacdo dos epididimos,
mantiveram os epididimos caninos por até oito dias em temperatura de 4°C e observaram decréscimo da
motilidade espermatica. Contudo, mesmo ap6s o longo periodo, foi possivel observar células com motilidade
espermatica, com membrana plasmatica intacta e com capacidade de ligagdo a zona peldcida.

Técnicas de recuperacio dos espermatozoides epididimarios

Ha diversas técnicas descritas em literatura que descrevem a colheita dos espermatozoides da cauda do
epididimo de distintas espécies animais. No caso de cées, devido ao tamanho do epididimo, os métodos de
escolha podem ser: flutuacéo, fatiamento, lavagem e aspiragéo.

A técnica de lavagem foi descrita por Marks et al. (1994), os quais, com o auxilio de seringa e agulha,
realizaram a lavagem dos epididimos caninos com solugdo salina, tendo como acesso & cauda do epididimo o
ducto deferente. Segundo os referidos autores, trata-se do melhor método de recuperacdo de espermatozoides
epididimarios, pois um maior nidmero de células espermaticas € obtido quando comparado a aspiragdo direta dos
espermatozoides, que consiste em coletar o material também com o auxilio de seringa e agulha diretamente da
cauda do epididimo (Bartels et al., 1999).

Em pequenos animais, a técnica de flutuagdo € um dos métodos de preferéncia, pois consiste em fatiar a
cauda do epididimo e a imergir em um meio gelatinoso, como, por exemplo, 0 meio de capacitagdo canino
(Kawakami et al., 1993). Em condi¢Bes ideais (37°C, 5% CO,, 95% O,, por 10 min), 0s espermatozoides irdo
migrar para 0 meio e, em seguida, sao recuperados por filtracdo (Yu e Leibo, 2002).

Ainda, h4 a técnica de recuperacdo de espermatozoides do epididimo por fatiamento, que consiste na
realizacdo de diversos cortes na cauda do epididimo. Sequencialmente, pressiona-se a cauda do epididimo com o
objetivo de eliminar os espermatozoides e, entdo, as amostras devem ser coletadas utilizando-se pipeta
automatica (Kaabi et al., 2003). Vale ressaltar que, previamente a técnica de fatiamento e flutuacdo, devem-se
retirar por dissecacdo 0s vasos sanguineos presentes na cauda do epididimo para evitar a contaminacdo das
amostras com sangue (Hori et al., 2011).

Novas perspectivas

Os espermatozoides epididimarios, em condicdes controladas de reproducdo assistida, podem gerar
resultados semelhantes aos comparados ao sémen ejaculado, tendo sua utilizacdo como alternativa para as
biotecnologias da reproducdo em cées (Yu e Leibo, 2002), tais como a inseminacdo artificial a fresco (Klinc et
al., 2005) ou a criopreservagdo (Hori et al., 2004). Nos dltimos anos, a inseminacdo artificial com sémen
congelado evoluiu satisfatoriamente na espécie canina. Em trabalho realizado por Thomassen e Farstad (2006),
séo apresentados dados dos Ultimos 10 anos de inseminacéo artificial intrauterina ndo cirGrgica em 665 cadelas,
utilizando-se sémen congelado, em que se obteve taxa de prenhez de 75%. Assim, a utilizacdo de biotecnologias
apresenta grande importancia na disseminagao e preservagdo do material genético de canideos, possibilitando a
distribuicdo em escala mundial do sémen de reprodutores de alto valor zootécnico. Ainda, a criopreservacgao
seminal possibilita 0 armazenamento do material genético post mortem, por meio da colheita de espermatozoides
epididimarios (Melo et al., 2009).

Pesquisas desenvolvidas com o objetivo de estabelecer protocolos e técnicas de recuperacéo, transporte
e armazenamento de amostras do epididimo em cées sdo importantes para a criacdo de bancos de germoplasma
de canideos selvagens, contribuindo, deste modo, para a preservacdo destas espécies (Tittarelli et al., 2006).
Entretanto, sdo necessarios estudos de aperfeicoamento das biotecnologias da reproducdo em canideos, como o
estabelecimento de protocolos de maturacdo e fecundacdo in vitro, colheita e congelamento de embrides, além da
injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI; Martins, 2007; Travis et al., 2009).

Concluséo
A colheita de espermatozoides epididimarios pode ser a Ultima oportunidade para armazenar o material
genético de animais superiores, ou mesmo em extin¢do. Assim, a manipulagdo das amostras, com respeito ao
periodo de tempo de transporte e conservacao, a escolha e 0 dominio da técnica adequada para a recuperagdo sao
de suma importancia para a obtencdo de amostras de boa qualidade, que podem ser viadveis para utilizacdo futura
€Om sucesso.
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