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Resumo

A recuperagdo de espermatozoides epididimarios apds a morte possibilita a utilizagdo do material
genético de reprodutores de interesse zootécnico que morrem inesperadamente e de espécimes selvagens ou
ameagadas de extin¢do. O periodo maximo apds a morte pelo qual os espermatozoides permanecem vidveis varia
conforme a temperatura de armazenamento dos epididimos. A refrigeracdo ¢ a congelagdo sdo os métodos
utilizados para preservagdo espermatica, contudo os espermatozoides epididimarios apresentam peculiaridades
em seus processos de preservacdo. A refrigeragdo de espermatozoides epididimarios pode ser realizada in situ ou
in vitro, sendo que estas duas formas de refrigeracéio apresentam vantagens e desvantagens inerentes as técnicas.
Os espermatozoides epididimarios apresentam maior resisténcia a variagdes de temperatura e osmolaridade que
tornam os processos de preservacao diferentes dos aplicados ao sémen colhido em vagina artificial ou
eletroejaculacdo. Esta revisdo visa foi compilar trabalhos referentes a recuperagdo e preservacao espermatica
epididimaria.

Palavras chave: epididimo, post mortem, preservagao.
Abstract

The recovery of epididymal spermatozoa after death is used to avail genetic material of breeding
herders of zootechnical interest who die unexpectedly and of wild or endangered species. The maximum post
mortem period by which sperm remain viable varies with the storage temperature of the epididymis.
Refrigeration and cryopreservation are methods for sperm preservation, however, epididymal spermatozoa
present peculiarities in their preservation processes. The cooling of epididymal spermatozoa can be performed
in situ or in vitro, these two forms of refrigeration have advantages and disadvantages inherent in the
techniques. The epididymal spermatozoa have greater resistance to variations in temperature and osmolarity
that make conservation processes different from those applied to semen collected in an artificial vagina or
electroejaculation. This review aims to compile works referring to epididymal sperm retrieval and preservation.
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Introducao

A recuperacdo de espermatozoides da cauda de epididimo post mortem pode ser a ultima chance de
obter o material genético de reprodutores de genotipos superiores que morrem inesperadamente (Garcia-Alvarez
et al., 2009). A cauda do epididimo em mamiferos ¢ responsavel pelo armazenamento de espermatozoides, no
macho, até o momento da ejaculagdo e promove um ambiente favoravel as células, preservando sua capacidade
de fertilizagdo por algumas semanas (Jones, 2004). Estudos relatam que é possivel recuperar espermatozoides
viaveis apos a morte, da cauda de epididimo em diversas espécies (Kaabi et al., 2003; Martinez-Pastor et al.,
20006; Tittarelli et al., 2006; Weiss et al., 2008; Gafian et al., 2009). Quando recuperados pouco tempo apos a
morte, os espermatozoides da cauda do epididimo demonstram a mesma qualidade do sémen colhido em vagina
artificial (Alvarez et al., 2012b) e melhor qualidade quando comparado ao sémen colhido por eletro ejaculagio
(Garcia-Alvarez et al., 2009). Entretanto o tempo entre a morte e a recuperagio dos espermatozoides da cauda do
epididimo, além da temperatura de manutengdo do 6rgdo desde o obito até a coleta e criopreservagao, interferem
na viabilidade e congelabilidade da amostra espermatica (Martins et al., 2009; Bertol et al., 2013).

A preservacdo do sémen pode ser realizada pelo método de refrigeracdo ou congelamento. A
refrigeracdo prolonga a viabilidade espermatica de ovinos até 48 horas apos a coleta (Bergstein-Galan et al.,
2016). A grande vantagem da refrigeracdo ¢ que este método diminui os efeitos do choque térmico, comuns na
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congelacdo, que causam lesOes irreversiveis as células espermaticas quando atingem temperaturas proximas a
0°C (Salamon e Maxwell, 1995). Em contrapartida, a congelacdo é o método de preservagdo espermatica
definitivo, mantendo a viabilidade espermadtica por tempo indeterminado. Os métodos de preservacao dos
espermatozoides recuperados da cauda de epididimo parecem apresentar peculiaridades quando comparados ao
sémen colhido em vagina artificial ou eletro ejaculagao, principalmente quanto a resisténcia ao choque térmico e
a osmolaridade (Tamayo-Canul et al., 2011b; Alvarez et al., 2012a).

O objetivo deste trabalho foi coligir trabalhos referentes a recuperagdo espermatica epididimaria e suas
peculiaridades quanto os processos de preservagao.

Espermatozoides epididimarios

O epididimo compde os 6rgaos genitais masculinos do aparelho urogenital e é anatomicamente dividido
em trés porgdes: cabeca, corpo e cauda. Durante o transito das células espermaticas pela cabeca e corpo do
epididimo ocorre a maturagdo espermatica poés-testicular, que compreende modificagdes da membrana
plasmatica além da aquisi¢do e desprendimento de proteinas de superficie dos espermatozoides (Vernet et al.,
2004). A cauda do epididimo ¢é responsavel pela estocagem de espermatozoides, por um longo periodo de tempo,
até o momento da ejaculacdo (Fernandez-Santos et al., 2009).

A obtengdo de espermatozoides colhidos da cauda de epididimo de animais ap6s a morte ou apos a
orquiectomia é uma opg¢do viavel para a preservacdo dos gametas de um reprodutor importante ou para a
manutencdo de bancos de germoplasma (Kaabi et al., 2003). Os procedimentos ¢ estudos decorrentes da coleta
de espermatozoides apds a morte € principalmente interessante para espécies de vida livre ou ameagadas de
extingdo quando a coleta do s€men pelos métodos tradicionais (vagina artificial ou eletro-ejaculagdo) ndo sdo
possiveis, contribuindo com a manutencdo da biodiversidade (Kaabi et al., 2003; Abella et al., 2015). A coleta de
espermatozoides viaveis da cauda de epididimo ja foi relatada em equinos (Weiss et al., 2008), bovinos (Bertol
et al., 2016), suinos (Kikuchi et al., 1998), ovinos (Kaabi et al., 2003), caprinos (Blash et al., 2000), cervideos
(Martinez-Pastor et al., 2006), caninos e felinos (Tittarelli et al., 2006).

Os espermatozoides provenientes da cauda de epididimo apresentam viabilidade e fertilidade similares
ao sémen colhido com vagina artificial (Alvarez et al., 2012b) e superiores ao sémen coletado por eletro
ejaculagio (Garcia-Alvarez et al., 2009). Porém, a viabilidade espermatica diminui conforme aumenta o tempo
post mortem. Barbosa et al., 2016 relataram que a correlagdo entre o periodo de tempo apos a morte ¢ motilidade
total dos espermatozoides colhidos da cauda de epididimo mantido em temperatura ambiente ¢ de r= -0,60. Esta
depreciagdo ¢ resultado da senescéncia dos espermatozoides e do processo de degeneragdo e decomposicio
tecidual dos epididimos (Martinez-Pastor et al., 2005). Estudos em camundongos revelaram que alteragdes
testiculares degenerativas iniciam aproximadamente seis horas apds a morte do animal, porém, no epididimo,
essas alteragdes so iniciam 12 horas ap6s a morte (Songsasen et al., 1998)

O periodo méaximo que os espermatozoides epididimarios podem ser expostos a temperatura ambiente e
mantém-se viaveis varia conforme a espécie. Em equinos, a viabilidade diminuiu a partir de seis horas apos a
orquiectomia (Monteiro et al. 2013). Em ovinos, estudos relatam que 24 horas post mortem, ocorre o decréscimo
da qualidade espermatica, porém, diferengas na fertilidade dos espermatozoides s6 ocorrem 48 horas apos a
morte (Kaabi et al., 2003; Bergstein-Galan et al., 2017). Em bovinos, pesquisadores relatam que 6 horas apos a
orquiectomia os espermatozoides recuperados de epididimos, mantidos a temperatura ambiente, apresentam
motilidade total menor quando comparado ao sémen colhido por eletro ejaculagdo, porém, os defeitos
morfoldgicos aumentam somente a partir de 12 horas apos a morte (Bertol et al., 2013). Toyonaga e Tsutsui
(2012) demonstraram que os espermatozoides felinos podem ser recuperados até 12 horas ap6s a morte, quando
os epididimos sd@o mantidos a temperatura ambiente.

Em paises com dimensdes continentais, quando um animal geneticamente superior morre
inesperadamente, na maioria das vezes ndo existem técnicos e/ou equipamentos disponiveis para recuperar e
criopreservar o sémen em um curto periodo de tempo (Martins et al., 2009), logo, estudos sobre a preservagio
dos espermatozoides tém sido realizados a fim de aumentar o periodo de viabilidade ap6s a coleta dos
espermatozoides recuperados da cauda de epididimo. Segundo Kaabi et al., (2003) a temperatura em que os
epididimos sdo mantidos interfere na viabilidade das amostras seminais.

Refrigeracido de espermatozoides epididimarios

A refrigeracdo espermatica prolonga, em horas ou dias a viabilidade dos espermatozoides sem que haja
danos causados pelo processo de congelagdo. Quando o sémen ovino ¢ refrigerado, este pode ser armazenado até
48 horas apos a coleta (Moscardini et al., 2014; Bergstein-Galan et al.,2016) , porém, a fertilidade diminui apos
24 horas de refrigeracdo na inseminagdo artificial cervical (O’Hara et al.,, 2010). A refrigeracdo dos
espermatozoides da cauda de epididimo pode ser realizada de duas formas: quando o complexo testiculo-
epididimo ¢ refrigerado inteiro ou quando os espermatozoides sdo recuperados e posteriormente refrigerados.

Existe um consenso entre os autores de que a refrigeragdo do epididimo a 5°C, antes da recuperagdo
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espermatica, aumenta o periodo de viabilidade dos espermatozoides recuperados (Fernandez-Santos et al., 2009;
Maroto-Morales et al., 2010; Monteiro et al., 2013; Nichi et al., 2016; O’Hara et al., 2010). Em ovinos, quando
os epididimos sdo refrigerados, os espermatozoides recuperados ndo apresentam alteracdes significativas pelo
periodo de 24 horas (Kaabi et al.,2003; Tamayo-Canul et al., 2011a). Em equinos, quando os epididimos sio
refrigerados a 5°C os espermatozoides epididimarios mantém motilidade total, motilidade progressiva e
integridade similares aos espermatozoides recuperados logo apds a castracdo pelo periodo de 30 horas(Monteiro
et al., 2013a). Filho et al., (2013) ao refrigerarem, a 4°C, epididimos de caes identificaram decréscimo da
motilidade progressiva e parametros cinéticos 18 horas apos a orquiectomia. A motilidade de espermatozoides
epididimarios provenientes de epididimos bovinos refrigerados a 5°C decai 48 horas apds a morte(Martins et al.,
2009). As diferencas entre espécies quanto ao periodo de viabilidade espermatica epididimaria, sdo
possivelmente por variagdes na resiliéncia dos espermatozoides epididimarios frente ao choque térmico
(Martinez-Pastor et al., 2005).

Alguns autores compararam os dois métodos de refrigeracdo de espermatozoides epididimarios.
Tamayo-Canul et al. (2011a) colacionaram, em ovinos, a refrigeracdo do epididimo inteiro antes da recuperagao
espermatica (In-EPID{ XE "In-EPID:dentro do epididimo" }) e a refrigeracdo de espermatozoides colhidos,
diluidos e refrigerados a 5°C (Ex-EPID{ XE "Ex-EPID:fora do epididimo" }). Esses autores reportaram
superioridade dos espermatozoides mantidos diluidos e refrigerados a 5°C nas primeiras 24 horas quando
comparados aos espermatozoides mantidos nos epididimos refrigerados. Entretanto, as amostras Ex-EPID{ XE
"Ex-EPID:fora do epididimo" } apresentaram maior porcentagem de lesdo de acrossoma quando comparadas aos
espermatozoides mantidos no epididimo pelo mesmo periodo de tempo. De forma similar, (Ferndndez-Santos et
al., 2009) relataram, em cervideos, que a manuten¢dao dos espermatozoides estocados dentro de epididimos
refrigerados retardou a perda da motilidade, porém, a viabilidade espermatica foi menor 192 horas post mortem
quando comparado aos espermatozoides recuperados e refrigerados in vitro. Provavelmente, o contato dos
espermatozoides com os fluidos intersticiais do tecido epididimario em decomposicdo aumente a agdo das
espécies reativas do oxigénio (ROS{ XE "ROS:espécies reativas do oxigénio" }) levando a depreciacdo da
viabilidade espermatica. Martinez-Pastor et al., (2006) ao comparar dois métodos de recuperacdo de
espermatozoides epididimarios (sec¢do ou lavagem retrograda) de cervideos identificaram que o método de
sec¢do promove maior contaminagdo dos espermatozoides por sangue e tecido intersticial. Os mesmos autores
indicam a rapida dilui¢do dos espermatozoides em extensores com componentes tampao para evitar a formagéo
de ROS ¢ o cerceamento da viabilidade espermatica.

A diluigdo de espermatozoides oriundos de epididimos em um meio tamponado reduz o efeito negativo
do fluido intersticial e do sangue sobre os espermatozoides (Tamayo-Canul et al., 2011a). Bertol et al. (2013)
relataram que espermatozoides bovinos provenientes da cauda de epididimo mantem-se viaveis pelo periodo de
36 horas apds recuperacdo, diluigdo e refrigeracdo a 5°C. Abella et al. (2015) relataram superioridade do
diluente “Bel 24” (170 mM{ XE "mM:milimolar" } glicose, 50 mM{ XE "mM:milimolar" } bicarbonato de
potassio, 30 mM{ XE "mM:milimolar" } 4cido glutamico, 50 mM{ XE "mM:milimolar" } glicina, 10 mM{ XE
"mM:milimolar" } prolina, 10 mM{ XE "mM:milimolar" } mio-isonitol, 20 mM{ XE "mM:milimolar" } D-
manitol, 0.4% BSA{ XE "BSA:Bovine Serum Albumin" } e 20% de gema de ovo) quando comparado ao meio
diluidor constituido de leite desnatado na manutengdo de espermatozoides ovinos colhidos da cauda de
epididimo de carneiros. Os mesmos autores descreveram motilidade total de 18% no meio Bel 24 e 0% no meio
com leite desnatado apds 72 horas de refrigeracdo a 4°C.

Ainda que a refrigeracdo aumente o periodo de viabilidade espermdtica quando comparado a
temperatura ambiente, este método possibilita um prolongamento de viabilidade espermatica limitado a alguns
dias (Salamon e Maxwell, 2000). Contudo a congelacdo a e armazenamento dos espermatozoides em nitrogénio
liquido (-196°C) mantém a capacidade fertilizante dos espermatozoides por periodo indefinido (Vishwanath e
Shannon, 2000).

Congelacio de espermatozoides epididimarios

Alguns autores relatam que o sémen proveniente da cauda de epididimo é mais resistente ao estresse
térmico e osmotico quando comparado ao s€men colhido em vagina artificial em equinos (Monteiro et al., 2013)
e ao sémen colhido com eletro ejaculacdo em ovinos (Varisli et al., 2009). Todavia (Bergstein-Galan et al.,
2017a) relataram ndo haver diferenca na viabilidade espermatica e fertilidade apdés inseminagdo artificial
intrauterina, em ovelhas, com espermatozoides recuperados de epididimos e ejaculados coletados em vagina
artificial.

Monteiro et al. (2013) relataram superioridade, apos a criopreservagao, dos espermatozoides colhidos da
cauda de epididimo de garanhdes nos parametros cinéticos, integridade de membranas e status apoptotico
quando comparado ao sémen colhido em vagina artificial.

Alvarez et al. (2012b) avaliaram a constitui¢io dos meios diluidores para criopreservagio de sémen
ovino colhido por eletro ejaculacdo, vagina artificial e espermatozoides recuperados da cauda de epididimo.
Esses autores identificaram que o diluidor composto por 20% de gema de ovo e concentragdo de 8% de glicerol é
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mais adequado para criopreservacdo de espermatozoides recuperados do epididimo quando comparado a
diluidores com 10% de gema de ovo e 4% de glicerol. Os mesmos autores sugeriram que, pela maior resiliéncia
dos espermatozoides da cauda de epididimo ao estresse osmotico, a concentragdo mais alta de glicerol
possibilitou maior protegdo durante a criopreservagao.

As condigoes de temperatura e tempo de estocagem dos epididimos no periodo entre a morte e a
congelagdo alteram a qualidade espermatica apds a descongelagdo. Bertol et al. (2016) avaliaram o efeito da
exposi¢ao do complexo testiculo-epididimo de bovinos a temperatura ambiente (18-20°C) apos a castragdo, na
viabilidade e fertilidade dos espermatozoides apos a criopreservag@o. Esses autores relataram diminuigdo da
motilidade total e integridade de membrana plasmatica pds-descongelagdo de espermatozoides coletados e
congelados, do complexo testiculo-epididimo expostos previamente a temperatura ambiente, por 30 horas. Em
contrapartida, quando espermatozoides bovinos sdo congelados, ap6s os complexos testiculo-epididimo serem
refrigerados por até 72 horas apds a morte do animal, ao descongelamento, estes espermatozoide mantém a
viabilidade de fertilizagao (Martins et al. 2009).

Kaabi et al. (2003) estudaram o efeito da temperatura (temperatura ambiente e 5°C) e tempo de
estocagem (0, 24 ou 48 h) de epididimos ovinos na qualidade e fertilidade espermatica ap6s descongelacdo. Os
mesmos autores relataram diminui¢do da motilidade total e progressiva apos a descongelagdo a partir de 24 horas
quando os epididimos foram mantidos a temperatura ambiente antes do congelamento e, a partir de 48 horas
quando os epididimos foram refrigerados a 5°C antes do congelamento. Segundo Bergstein-Galan et al. (2017a)
quando os epididimos ovinos sdo expostos a temperatura ambiente é possivel criopreservar espermatozoides
epididimarios até 24 horas apds a morte sem diminuicdo da viabilidade e fertilidade quando comparado ao
sémen coletado em vagina artificial. Todavia a partir de seis horas apds a morte o padrdo de movimentos dos
espermatozoides epididimarios de ovinos ¢ alterado, com a diminui¢do da porcentagem de espermatozoides com
movimento rapido e linear e aumento da porcentagem de espermatozoides com movimento lento e ndo linear
(Bergstein-Galan et al., 2017b).

Em equinos, quando amostras epididimarias foram avaliadas apds a descongelacdo, a motilidade
progressiva foi o pardmetro mais sensivel ao tempo e a temperatura de estocagem dos epididimos, diminuindo a
partir de 6 horas quando os epididimos foram mantidos a temperatura ambiente, ¢ a partir de 18 horas quando
foram mantidos refrigerados a 5°C(Monteiro et al, 2013).

Consideracées finais

A recuperagdo de espermatozoides ap6s a morte permite o aproveitamento final do material genético de
um reprodutor de interesse. A preservacdo dos espermatozoides epididimarios garante maior aproveitamento
deste material genético. Contudo o periodo entre a morte e a preservagao, além da temperatura de manutengdo da
cauda dos epididimos influencia na viabilidade espermatica ap6s a preservacdo. Os espermatozoides
epididimarios apresentam peculiaridades quanto a resistencia a variagdes de temperatura e osmolaridade que
tornam os processos de preservacao diferentes dos aplicados ao sémen colhido em vagina artificial ou
eletroejaculagdo, sendo que os métodos de preservagdo devem ser adaptados a origem dos espermatozoides.
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