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INTRODUCAO

O epididimo é um 6rgdo pertencente ao sistema reprodutor masculino,
caracterizado como um ducto convoluto localizado na superficie dos
testiculos entre o ducto eferente e o ducto deferente®. Dentre suas
principais funcdes destaca-se a maturacéo, 0 armazenamento e o transporte
de espermatozoides®!°. Divide-se morfologicamente em trés regides: a
cabecga, local onde ocorre a reabsorcdo de fluidos vindos dos tubulos
seminiferos e onde tem o inicio do desenvolvimento da capacidade de
motilidade dos espermatozoides; o corpo, principal regido de maturagéo
dos espermatozoides; e a cauda, local de armazenamento dos
espermatozoides antes da ejaculagdo58:°,

A recuperagdo de espermatozoides epididimarios € um método que
preserva o material genético de animais silvestres em risco de extingéo e
domeésticos de grande apreso ou de elevado valor genético e comercial, que
foram a 6bito ou serdo submetidos a orquiectomial®’. As principais
técnicas de recuperacdo desses gametas séo colheita por fluxo retrogrado,
fatiamento e flutuagéo, e perfuracdo da cauda do epididimo®8.

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo expor as principais
técnicas de recuperagdo de espermatozoides do epididimo em mamiferos
que vao a 6bito ou que serdo submetidos a orquiectomia bilateral.

METODOLOGIA

Para a elaboracdo do presente trabalho, foi feito uma revisdo de literatura
técnico-cientifica, envolvendo pesquisas em artigos cientificos publicados
entre os anos de 2012 e 2022, localizados através das plataformas de busca
ScienceDirect, Mendeley e PubMed. Foram utilizadas as palavras-chave:
recuperacao, espermatozoides, epididimo, orquiectomia, mamiferos.

RESUMO DE TEMA

Os métodos de colheita de espermatozoides do epididimo vém sendo
empregados em vadrias espécies de animais domésticos e silvestres, sendo
acompanhadas por outras biotécnicas reprodutivas, como inseminagdo
artificial, fertilizagdo in vitro, injecdo intracitoplasmética de
espermatozoides (ICSI) ou para formagdo de bancos de germoplasma®?®.
Estudos demonstram que espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo e no ducto deferente possuem capacidade fecundante, sdo
morfologicamente aceitdveis e podem apresentar boa motilidade
progressiva, embora seja encontrados numeros elevados de
espermatozoides com defeitos menores?®8, Esse fato é explicado pela
presenca da gota citoplasmatica distal, perdida no momento da
ejaculagdo®®.

Na literatura sdo descritos alguns métodos de recuperagcdo de
espermatozoides da cauda do epididimo, sendo que os métodos variam de
acordo com a espécie e a preferéncia do profissional®®. Em animais que
foram a dbito ou que serdo submetidos a orquiectomia tem sido descrito
usualmente a colheita por fluxo retrogrado, fatiamento e flutuagdo,
perfuracgéo e a técnica de compressdo do ducto epididimario®®.

Apbs a morte ou castracdo, o complexo testiculo-epididimo (CTE) é
retirado, armazenado e enviado ao laboratdrio para realizacdo das técnicas
de recuperacgdo de espermatozoides®. Protocolos tem sido desenvolvido
para estabelecer o armazenamento e transporte do CTE até o local da
colheita dos gametas?. Tem sido utilizado recipiente estéreis para
acondicionar o CTE, sendo imersos em solugdo salina dentro de caixas
térmicas com temperaturas préximas de 30°C%°. O tempo da retirada do
CTE até a realizagdo das técnicas apresentam variacOes, pesquisas
recomendam a colheita dos espermatozoides de epididimos armazenados
em temperatura ambiente em até 24 horas e até 48 horas em epididimos
armazenados a 5°C*°.

A colheita por fluxo retrégrado consiste na lavagem do ducto deferente e
da cauda do epididimo utilizando diluente indcuo aos espermatozoides®.
Inicialmente, o CTE é dissecado até o isolamento do ducto deferente e
cauda do epididimo (Fig.1a). ApGs, retira-se o tecido que reveste os ductos

epididimarios (Fig.1b) e desfaz o aspecto convoluto do epididimo
(Fig.1c)®8. Em seguida secciona a jungdo do corpo do epididimo com a
cauda ou divide o ducto epididimario em trés partes®8. Na sequéncia, é
injetado o diluente no limen do ducto deferente com o auxilio de uma
agulha acoplada a seringa, fazendo com que os espermatozoides saiam pela
porcdo contraria do ducto deferente (Fig.2)®%°. Para receber o material
pode-se utilizar placa de Petri, béquer ou tubo conico®1.

Figura 1: Disseccdo do complexo testiculo-epididimo (CTE) de equino.
(a) disseccdo do CTE e isolamento do ducto deferente e cauda do
epididimo; (b) dissec¢do de tecidos que revestem o epididimo; (c)

remogao do aspecto convoluto do epididimo. (Fonte: Monteiro, 2013)

Estudos demonstram que amostras obtidas por essa técnica apresentaram
niveis reduzidos de contaminantes, principalmente sangue, em
comparagdo ao método de fatiamento e flutuagdo®. Além disso, por meio
dessa técnica sdo obtidos maior concentracéo de espermatozoides de boa
qualidade se comparados a outras técnicas'>. Esse método é o mais
indicado para animais de grande porte, como equinos e bovinos, podendo
ser utilizado em ruminantes silvestre de médio porte, como veados e
cervos®>8, No entanto, devido ao tamanho do epididimo a recuperagio por
fluxo retrogrado ndo é usualmente utilizada em cées, gatos e mamiferos de
pequeno porte, nesses animais o método de fatiamento e flutuagéo sdo os
mais adequados®®°.

Figura 2: Realizagdo do fluxo retrogrado em epididimo de garanhdo,
introdugdo do diluente no ducto epididimario tendo extravasamento de
sémen na porcéo contraria. (Fonte: Santos, 2017)

No método de fatiamento e flutuagéo, apds o CTE ser dissecado, sdo feitos
cortes longitudinais ou em fatias na cauda do epididimo e ducto deferente,
expondo os gametas ao meio externo (Fig.3a)®®. Apds as incisGes, cada
epididimo é colocado em repouso em um meio diluente por 10 minutos, o
que permite a migragdo dos espermatozoides para o meio (Fig.3b)8%%0, Em
seguida, o material sobrenadante é coletado e filtrado para colheita dos
espermatozoides®610, Essa técnica exige que os vasos sanguineos do
epididimo sejam dissecados de forma minuciosa, pois ha grande chance de
contaminagdo com sangue e componentes celulares®®. Estudos
demonstram que os espermatozoides recuperados por essa técnica sdo de
boa qualidade e quantidade®. Amorim (2012) obteve bons resultados de
motilidade total e progressiva de espermatozoides recuperados por essa
técnica em cdes pos-orquiectomial. Esse método tem sido utilizado
comumente em pequenos animais, principalmente cées devido ao menor
tamanho do epididimo®.

A técnica de perfuracdo consiste na perfuracdo do ducto epididimario
utilizando agulha®. Apds o CTE ser dissecado, a cauda do epididimo é
posicionada em uma placa de Petri sendo realizada varias perfura¢des na
estrutura utilizando uma agulha esteril®. Em seguida, o material € filtrado
e centrifugado para reduzir a quantidade de componentes celulares®2°,
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Estudos obtiveram boas taxas de recuperagdo de gametas por essa técnica,
no entanto devido o processo de centrifugacdo a qualidade dessas células
podem ser afetadas®.

Figura 3: Método de fatiamento do epididimo, realizado em um veado-
catingueiro (Mazama gouazoubira). (a) realizagdo de corte em fatias
expondo o conteddo intraluminal; (b) adi¢do do diluidor permitindo a

migracdo dos espermatozoides. (Fonte: Assumpcéo et al., 2016)

Outra técnica de recuperacdo de espermatozoides epididimarios descrita
na literatura € a compressdo com lamina de vidro em epididimos de
cdes®!!. Savi et al. (2015) descreveram a utilizagdo dessa técnica
modificada do método de compressdo utilizando pinga hemostatica
originalmente!*. A modificagdo consiste em comprimir a cauda do
epididimo e ducto deferente com uma I&mina de vidro de modo que o
sémen saia pelo limen do ducto que esta sendo comprimido (Fig.4)'t. Os
espermatozoides  recuperados por esse método  mostraram-se
morfologicamente viaveis'!. Além disso, pelo método de compressdo com
lamina de vidro em epididimos de cdes se obteve maior motilidade
espermatica em comparacdo a motilidade encontrada em outros estudos
que utilizaram os métodos de fluxo retrogrado, fatiamento e flutuagdo*®.

Figura 4: Método de compressdo modificada: Compressdo do ducto
epididimario utilizando placa de vidro (Fonte: Savi et al., 2015)

CONSIDERACOES FINAIS

A recuperacdo dos espermatozoides da cauda do epididimo e ducto
deferente € um método viavel que garante a continuidade da genética do
animal em casos de morte ou castragdo. Dentre as técnicas de recuperagdo
destaca-se a colheita por fluxo retrogrado em mamiferos de grande porte e
0 método de fatiamento e flutuagcdo em mamiferos de pequeno porte.
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