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RESUMO

Diante da posicao de destaque que o Brasil ocupa no mercado equideo devido ao
tamanho e a qualidade do seu plantel, ¢ indispensavel o papel das biotecnologias da
reproducdo para assegurar a competitividade do pais nesse patamar. A criopreservacao
do sémen de garanhdes gera inimeras vantagens que incluem: o armazenamento por
periodo indeterminado do material genético, melhor racionalizagdo do uso devido ao
maior niimero de doses obtidas por ejaculado, utilizacdo de um animal superior mesmo
apds sua morte ou perda irreversivel da capacidade reprodutiva, entre outros. Neste
contexto, a criopreservagdo do sémen de epididimo tem se mostrado uma técnica
bastante promissora na reproducdo eqiiina. A cauda do epididimo de garanhdes possui
uma quantidade significativa de espermatozodides férteis, o que assegura uma grande
reserva de células em casos de acidentes inesperados. Diversos estudos tém sido
realizados utilizando-se a criopreservacdo de sémen de epididimo para que, em
circunstancias inesperadas os proprietarios possam optar por uma colheita final de

sémen a fim de permitir a propaga¢do de material genético de qualidade.

Palavras-chave: garanhao, sémen do epididimo, congelagdo
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ABSTRACT

It is a fact that Brasil has a featured position in the equine market due to the size
and the high quality of its squad. To keep the competitivity, the reproduction
biotechnologies have a big and important role. The cryopreservation of stallion semen,
for example, generates innumerous advantages, which includes: larger number of
obtained doses, storing genetic material for undetermined time, using the semen of a
good stallion even after its dead or any other event that makes both semen collection
and mating impossible, etc.

In this context, the cryopreservation of epididymal sperm, has been seen as a
promising technique in equine reproduction. The epididymal cauda has a significant
quantity of fertile spermatozoa and this ensures a huge store of cells in cases of
unexpected accidents, which can early interrupt with the reproductive life of a stallion.

Lots of studies are being developed using the cryopreservation of stallion
epididymal sperm. These studies permit the propagation of high quality genetic material
and make possible for the stallion owner to opt for a final semen collect in unexpected

circumstances.
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1 INTRODUCAO

A morte repentina de garanhdes, traumas e ferimentos graves que
inviabilizem tanto a colheita de sémen quanto a monta natural, interrompem a vida
reprodutiva de um garanhao de forma precoce. Nestas circunstancias, os proprietarios
podem optar por uma colheita final de s€émen, a fim de propagar o material genético de
qualidade do garanhdo, através da tentativa de obtengao de seus produtos.

Uma das formas de se preservar o material genético de animais terminais e
mesmo dos ja que vieram a oObito, ¢ através da criopreservagdo de sémen de epididimo.
Estudos em equinos demonstraram que estes espermatozdides sao considerados viaveis
por até 24 horas ap0ds a orquiectomia, a temperatura ambiente (Muradas et.al.,2006).

Sabe-se que a primeira prenhes utilizando-se sémen congelado de eqiiino foi
constatada com o uso de s€émen de epididimo (Barker and Gandier, 1957). Além disso,
resultados positivos, contudo com baixas taxas de prenhes, foram obtidos utilizando-se
sémen de epididimo apds inseminacdo artificial (Morris et.al, 2002), injecdo
intracitoplasmatica de sémen (ICSI) (Herrera et.al. 2006), com sémen fresco ou
congelado. Recentemente, o uso do diluente Botu-crio® permitiu um incremento
significativo nas taxas de fertilidade do sémen congelado de epididimo de garanhdes
(Melo et al, 2007).

Com o tempo, diferentes técnicas de colheita de sémen e criopreservacdao
foram desenvolvidas, mas poucas sdo as pesquisas que focam a obtencdo e a congelacao
de sémen de epididimo de garanhdes. A fertilidade comprovada deste tipo de sémen na
espécie eqiiina mostra a importancia de estudos voltados para protocolos de recuperagao
e criopreservacdo destes espermatozdides. Com isso, permite-se um melhor

aproveitamento do sémen e a propagacao de material genético de qualidade.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  ESPERMATOGENESE

A espermatogénese ¢ o fenoOmeno no qual os espermatozodides sao
produzidos pelos tubulos seminiferos através do processo de divisdo e diferenciagao
celular. O epitélio seminifero ¢ composto basicamente por dois tipos celulares, sendo
elas as células de Sertoli e as células germinativas em desenvolvimento (Johnson, et.al,
1997, Johnson et.al.,200). O processo de multiplicacdo e diferenciacdo das células
germinativas nos estdgios mais avancados de seu desenvolvimento ocorre
simultaneamente as mudangas morfologicas e a expressdo génica nas células de Sertoli
e Leydig (Anway et al,2003; Walker,2003).

As células de Sertoli sustentam as espermatogonias localizadas na
por¢ao basal do epitélio seminifero (Johnson et al,1997) e que, por meio de sucessivas
mitoses, ddo origem aos espermatdcitos. Estes, apds o fenomeno de meiose seguida de
mitose, originam quatro espermatides, que posteriormente dario origem aos
espermatozdides. Essa ultima etapa, conhecida como espermiogénese (Johnson et al,
2000), s6 ocorre apds modificagcdes progressivas nas espermatides.

Ao final do processo de espermatogénese os espermatozdides sao
finalmente liberados no limen dos tibulos seminiferos (Johnson et al,1997; Johnson et

al,2000) , mas ainda imoveis e inférteis.

2.2 MATURAGAO ESPERMATICA
A maturacao espermatica, que se inicia na cabeca do epididimo e segue

pelo corpo até a cauda, envolve intensas alteracOes morfologicas e bioquimicas,
garantindo a formacdo de espermatozoides aptos a reconhecer e fertilizar odcitos
secundarios no trato reprodutor da fémea, permitindo que os espermatozéides adquiram
motilidade progressiva bem como potencial para sobrevivéncia e para o sucesso na
fertilizagdo. Estas alteragdes resultam de interagdes entre espermatozoides e o
microambiente epididimario (Gatti et.al., 2004; Urban et. al., 2009)

A medida que os espermatozdides passam pelo epididimo eles sofrem

alteragdes morfofuncionais importantes (Barth et al, 1989). O epididimo ¢ um o6rgao



alongado enovelado localizado na superficie do testiculo. E dividido anatomicamente
em trés porgdes: a cabeca, responsdvel pela absor¢cdo de fluidos (Marengo,2008) e
aquisi¢ao de motilidade progressiva pelos espermatozoides (Shivaji, 1988); o corpo,
onde os espermatozdides adquirem capacidade fecundante e a cauda, responsavel
basicamente por armazenar € manter os espermatozéides maduros (Shivaji,1988).

Dacheux e Paquignon (1980) demonstraram um aumento da fertilidade a medida
que os espermatozdides transitam da cabeca para a cauda do epididimo. Em estudos
realizados por Young; Orgebin-Crist ¢ Holtz et al, obtiveram-se melhores taxas de
fertilizagdo ao usar s€émen obtido da cauda, quando comparado com amostras obtidas da
cabega e do corpo epididimario.

Em estudos desenvolvidos por Orgebin-Crist (1969), foi constatada a
necessidade de interacdo com diversas substancias em diferentes por¢des do epididimo
para que os espermatozodides adquiram capacidade fecundante. Para tal, os
espermatozdides precisam apresentar caracteristicas morfofuncionais normais,
adquiridas em sua formacao nos tibulos seminiferos e completadas com a sua passagem
pelo epididimo e contato com a secrecdo das glandulas anexas (Nishimune et al,1993).
Além de adquirirem motilidade, os espermatozodides no epididimo também sofrem
estabilizacdo da peca intermedidria e do acrossoma (Barth et al, 1989).

A principal mudanga morfoldgica pela qual o espermatozoide passa durante o
transito pelo epididimo, ¢ a migracdo da gota citoplasmatica, um remanescente de
citoplasma associado com sémen testicular. A gota migra da base da cabeca para o final
da peca intermediaria do flagelo e depois deixa o espermatozodide ainda dentro do fluido
da cauda do epididimo ou durante/apds ejaculagdo. A necessidade da migracdo da gota
citoplasmatica ¢ demonstrada pela correlagdo existente entre a queda da fertilidade e a
presenca da gota citoplasmdtica nos espermatozoides (Bonet et.al.,1992).

Além da migragdo da gota, existem outros fatores que influenciam na fertilidade
do sémen de epididimo. A arquitetura da superficie dos espermatozoides depende do
correto posicionamento de todos os seus componentes. Potanto, a perda de um destes
componentes pode comprometer a formacao ou a maturacio correta de outras proteinas
de membrana durante o transito no epididimo, o que pode influenciar negativamente a
fertilidade (Evans et.al., 2001; Nishimura et.al., 2001).

Embora algumas alteracdes individuais possam refletir na fertilidade do sémen
de epididimo, este 6rgado possui uma quantidade significativa de células com capacidade

de fertilizacdo (Barker et.al., 1957; Johnson et.al., 1980). O que também comprova o



potencial fértil destas células é que casos de prenheses positivas, apesar das baixas
taxas, bem como potros vivos, ja foram produzidos através da inseminagdo artificial
convencional (Barker and Gandier, 1957; Melo et.al., 2008; Morris et.al.,2002; Papa
et.al., 2008), inseminacao histeroscopica (Morris et.al., 2002) e injecdo espermatica
intra citoplasmatica (ICSI) (Rosati et.al., 2004).

Um dos fatores que provavelmente desanima os pesquisadores a realizar estudos
sobre o assunto ¢ que a variagdo entre o sémen de diferentes garanhdes ¢ muito grande
(Braun et.al.,1994; Aurich et.al., 1996; Stout et.al., 1999; Schulman et.al., 2001), ja que,
além dos fatores genéticos a qualidade do s€émen ¢ dependente também da estagdo do
ano, atividade sexual prévia e ambiente a que estd exposto tanto o sémen quanto o
garanhdo (Blottner et.al., 2001). Por isso, o sucesso da colheita e criopreservacao ¢

bastante desafiador.

2.3 INFLUENCIA DO PLASMA SEMINAL NA FERTILIDADE DO SEMEN
DE EPIDIDIMO

Existem controvérsias no que diz respeito a fertilidade e a influéncia do plasma
seminal sobre os espermatozdides do epididimo, e neste sentido, estudos foram
realizados a fim de tentar esclarecer quais os reais efeitos do plasma seminal sobre a
fertilidade, bem como determinar quao férteis sdo os espermatozdides do epididimo.

Para alguns autores, o que explicaria a baixa qualidade funcional do sémen
congelado de epididimo seria a auséncia do plasma seminal, visto que este ¢ um
componente natural do sémen ejaculado. O plasma seminal exerce papel importante na
motilidade, integridade de membrana e transporte pelo utero e sua auséncia poderia ser
deletéria as células (Aurich,1996; Katila, 2001). Sabe-se que em sua constituicdo ha
fatores decapacitantes e fatores protetores que conseguem, reversivelmente, inibir a
capacitacdo espermatica, evitando assim que a reagdo acrossOmica ocorra precocemente
e que esta venha impedir a fertilizagao (Oliphant et.al.,1985).

Seguindo este raciocinio, a adicdo de plasma seminal aumentaria a fertilidade
dos espermatozdides do epididimo apos descongelagdo (Aurich et.al., 1996; Bruemmer
et.al., 2002; Stout et.al., 1999).

Controversamente, outros estudos concluiram que nao ha efeito significativo do
plasma seminal sobre a qualidade das células do epididimo (Papa et al., 2008; Cary

et.al., 2004; Morris et.al ., 2002; Tiplady et.al., 2002; Volkmann et.al., 2001).



O que possivelmente explica os resultados contraditérios sdo variagdes
existentes nos métodos de processamento do sémen de epididimo em cada experimento.

Em suma, o que se pode concluir dos resultados obtidos, ¢ que o plasma seminal
aumenta as chances de concep¢do por influenciar positivamente na fertilidade das
células do epididimo, entretanto ndo ¢ estritamente necessario para que a concepgao seja
atingida (Morris et.al., 2002; Melo et.al., 2008; Papa et.al, 2008).

Vale lembrar que a mesma variagdo existente entre diferentes garanhdes quando
se compara a motilidade das amostras ejaculadas, se repete quando comparamos esse
parametro nas amostras epididimarias, e ambas as variagdes estdo correlacionados
(Braun et.al.,1994; Schulman et.al., 2001). Essa relacdo permitiu que Braun et. al.
(1994) sugerissem que a congelabilidade dos espermatozoéides eqiiinos ¢ determinada ao
deixarem o epididimo, antes de se misturarem com o plasma seminal.

Quanto a fertilidade in vivo do sémen de epididimo, as opinides também

divergem.

24  CRIORESISTENCIA DO SEMEN DE EPIDIDIMO

Estudos mostram que, comparado com o sémen ejaculado, os espermatozoides
obtidos do epididimo sdo mais resistentes ao choque frio, tornando-os candidatos
potencialmente melhor preparados para os processos de congelacdo e descongelacao
(James et.al., 2002). Apesar de existirem trabalhos com opinido contraria, Magistrini et
al (1988) verificaram numa comparacao direta com o espermatozoéide ejaculado, que os

obtidos do epididimo possuem motilidade pds-descongelacao superior.

25  FERTILIDADE DO SEMEN DA CAUDA DO EPIDIDIMO

O crescente aumento no interesse da preservacdo de espécies ameagadas de
extincdo e de células espermaticas de animais de produ¢do com alto valor genético ¢ um
dos responsaveis pela intensificacdo nos estudos dirigidos a recuperagao e preservagao
de espermatozoéides vidveis da cauda do epididimo.

Diversas tentativas de criopreservacdo de sémen de epididimo ja foram
realizadas com sucesso (Bruemmer et.al., 2002; Cary et.al., 2004; Jimenez, 1987; Melo
et.al., 2008; Neild et.al., 2006; Papa et.al., 2008; Tiplady et.al., 2002). E o que mais tem
motivado os pesquisadores ¢ um aumento progressivo nas taxas de concepcao obtidas
com a inseminagdo artificial apos descongelacdo do sémen de epididimo. No primeiro

experimento utilizando-se sémen congelado de epididimo de garanhdes, somente uma



égua (14%) de sete inseminadas emprenhou (Barker and Gandier, 1957). Morris (2004)
obteve recentemente, uma taxa de 45% de prenhés apos inseminagdo histeroscopica
com sémen de epididimo fresco na dose de 200 X 10° espermatozoides. Utilizando a
mesma dose inseminante, mas de sémen congelado de epididimo, o autor obteve taxas
de concepcdo de 18 e 8% quando as fémeas foram inseminadas por histeroscopia ou
através da inseminagdo convencional, respectivamente. Isso demonstra que ¢ possivel
obter produtos de sémen de epididimo mesmo com baixas doses inseminantes.

Papa et.al. comprovaram a fertilidade do sémen epididimario criopreservado de
garanhdes com a utilizagdo do diluente Botu-Crio®, obtendo taxa de concepgao de
66,6% em éguas inseminadas no épice do corno uterino com 400 X 10°
espermatozodides viaveis pré e pos inseminagdo. Resultado bastante importante e
animador.

Em estudo realizado por Herrera et.al utilizando ICSI e em odcitos eqliinos
maturados in vitro, ndo houve diferenga na proporgio de clivagem embrionaria quando
comparado o sémen criopreservado da cauda do epididimo ao sémen fresco e
criopreservado do ejaculado. Estes resultados mostram que o sémen criopreservado da
cauda do epididimo pode ser utilizado com sucesso na ICSI.

Comparando-se o sémen ejaculado fresco e congelado com sémen de epididimo
exposto ao plasma seminal, as taxas de concepc¢ao obtidas foram similares (Heise et.al.,
2008).

As técnicas de inseminagdo na extremidade do corno uterino e por histerescopia
tornaram-se bastante importantes no contexto do sémen de epididimo. Permitem
melhorar a taxa de concepcao (Morris et al, 2002, Morris et al,2004) e, por requerirem
menor numero de espermatozdides por inseminacdo, permitem o melhor aproveitamento

do sémen oriundo de um garanhdo de alto valor genético que possa vir a 6bito.

2.6 TECNICA DE COLHEITA DE SEMEN DA CAUDA DO EPIDIDIMO

A colheita de sémen da cauda de epididimo de garanhdes mostrou-se eficiente
em recuperar células espermaticas (James et al, 2002, Morris et al, 2004 Muradas,et
al,2006, Herrera et al, 2006 e Papa et al, 2008,), sendo que, apos o contato com o
diluente, estes espermatozoides apresentam motilidade progressiva igual ou superior aos
obtidos por colheita em vagina artificial, embora apresentem fertilidade inferior pds

congelacdo e descongelacdo quando comparados com os espermatozoides do ejaculado.



Estudos realizados com sémen de epididimo de diversas espécies domésticas,
incluindo felinos, caninos, caprinos, suinos, eqiiinos € bovinos, relataram que, para a
maioria das espécies em estudo, os testiculos armazenados entre 4 e 5°C apresentam
melhor viabilidade seminal quando comparados aos testiculos mantidos a temperatura
ambiente (James et al,2004). Este declinio da qualidade esperméatica quando os
testiculos se mantém por mais de 24 horas a temperatura ambiente, pode ser explicado
pelo fendmeno de envelhecimento e esgotamento metabolico dos espermatozoides, bem
como pelo processo de degeneragado tecidual pds morte. Sob temperaturas mais baixas ¢
possivel retardar a degeneragao tecidual e diminuir o metabolismo dos espermatozoides,
mantendo-os vidveis por mais tempo (Granemann, 2006).

O que ja se obteve de evolucdo no processo de colheita e preservagdo do s€émen
de epididimo a partir de estudos desenvolvidos na area, permite concluir que para a
obtencdo dos espermatozoides, a técnica do fluxo retrogrado ¢ a que melhor viabiliza a
captagdo das células, num total de 15 a 20 bilhdes de espermatozdides (Bruemmer,
2006) contra 4 a 5 bilhdes de células obtidas pela técnica de flutuagdo (Cary et.al.,
2004). Além disso, as amostras obtidas através do fluxo retrogrado ndo contém outros
tipos celulares, como por exemplo, hemaceas, o que também pode ser considerado
como vantagem desta técnica (Martinez-Pastor et.al., 2006)

O fluxo retrogrado consiste em lavar o epididimo e o ducto deferente em diregado
a cauda, que ¢ seccionada em diferentes segmentos na sua porc¢ao final (Bruemmer,
2006). A lavagem ¢ realizada fazendo-se pressdo com auxilio de uma seringa até que os
espermatozdides carreados pelo diluente extravasem pelo corte realizado entre o corpo e
a cauda do epididimo (40). Estudos demonstraram ser um método eficiente para a
captagdo de espermatozodides do epididimo (Tiplady et.al., 2002; Muradas et.al., 2006),
dado importante e animador, visto que o numero de células recuperadas da cauda do
epididimo de um garanhdo ¢ maior do que o recuperado numa Unica colheita com
vagina artificial (Muradas et.al., 2006).

Granemann (9) descreveu a técnica modificada de fluxo retrogrado, que consiste
em separar o complexo testiculo-epididimo, remocdo dos tecidos que envolvem o
epididimo a partir da dissecacdo do tecido conjuntivo que recobre a cauda do epididimo.
Apos desfazer os contornos dos ductos epididimarios, este deve ser seccionado em trés
porg¢des para facilitar a lavagem.

Para a obtencdo dos espermatozoides do epididimo o segmento deve ser

estendido em posic¢do vertical e o diluente injetado no limen até que os espermatozoides



sejam carreados pelo diluente e recuperados na outra extremidade. Com esta técnica a
quantidade de espermatozdides obtidos da cauda do epididimo foi superior quando
comparado com os colhidos por vagina artificial (9).

ApOs a obtengdo dos espermatozodides, € necessario submeté-los ao processo de
centrifugacdo para a retirada do sobrenadante. A intensidade e o tempo empregados
para esta etapa, e que representam danos minimos as células e maxima recuperagdo de
espermatozdides (87%) sdo de 600 X g por 10 minutos (Dell’Aqua Jr., 2000). Apos
centrifugacdo o sobrenadante ¢ dispensado e o pellet ¢ ressuspendido com diluente de
congelagao adequado.

Estudos procuraram estabelecer qual o melhor diluente para a criopreservagao
do sémen de epididimo de garanhdes, e com este fim, trés diluentes foram testados e
comparados: Botu-Crio (Melo et.al.,, 2007), INRA-82 (Palmer, 1984) com 5% de
glicerol e o EDTA-lactose com 5% de glicerol (Martin et.al., 1979). O diluente Botu-
Crio foi o que apresentou melhores parametros de motilidade total e progressiva dos
espermatozodides apods descongelagdo, comprovando sua eficacia em promover a
melhoria na congelabilidade e fertilidade se sémen congelado de garanhdes

Com o objetivo de determinar qual a melhor metodologia para a criopreservagao
de sémen de epididimo, Kievitsbosch et. al. compararam os diluentes Botu-turbo® e
Botu-sémen® para a obtencdo dos espermatozoides através da lavagem do epididimo, a
melhor dose de congelacdo entre 30, 50 e 100 X 10° sptz/mL, a congelagao das palhetas
em maquina TK 4000 (curva de congelacdo de - 40°C/min) e em caixas isotérmicas
(sendo mantidas a 6 cm do nivel liquido do nitrogénio durante 20 minutos e em seguida
imersas no nitrogénio liquido-curva de congelacdo de -15°C/min) e, a descongelagdo
do sémen nas temperaturas de 37°C/30°’°, 46°C/20” e 65°C/12°’. Para avaliar os
parametros de motilidade espermatica, as amostras foram submetidas a analise
computadorizada (CASA — HTM IVOS 12) e para a avaliacdo da integridade de
membrana, fez-se uso de sondas fluorescentes (iodeto de propideo e a
carboxifluoresceina).

Os melhores parametros de motilidade total e progressiva e integridade de
membrana foram obtidos quando o sémen de epididimo foi lavado com Botu-turbo®,
congelado na maquina TK 4000 e descongelado a 37°C/30, independente da

concentracgao utilizada.



3. CONCLUSAO

Diante do exposto, € possivel concluir que a criopreservacao de sémen de

epididimo de garanhdes ¢ uma importante e promissora alternativa que, em casos de

acidentes inesperados, permite armazenar e utilizar a genética de um garanhao superior

mesmo apos a sua morte. As técnicas de colheita, transporte e congelagdo do sémen de

epididimo ja estdo determinadas, o que facilita e efetiva a utilizagdo deste material em

circunstancias especificas.
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