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Resumo

A Caatinga, bioma exclusivamente brasileiro, abriga grande diversidade bioldgica, porém sofre
com graves ameagas ambientais. Por isso, ¢ iminente a necessidade de desenvolvimento de técnicas
voltadas para a conservacdo dos animais que nela habitam, bem como se seu germoplasma. Quando do
subito 6bito de um animal biologicamente valioso, a recuperagdo de espermatozoides epididimarios pode
se apresentar como a unica possibilidade para salvaguardar gametas. Ainda, esta biotécnicas configura-se
em uma ferramenta possivel de ser utilizada quando nao ha outra forma de se coletar o sémen em
determinada espécie. Os espermatozoides coletados podem ser armazenados por meio da criopreservagao,
e posteriormente utilizados em outras biotecnologias. Neste sentido, esta revisdo tem como objetivo
apresentar os aspectos da recuperagdo, caracterizagdo e criopreservagdo de espermatozoides epididimarios
em animais silvestres com principal foco em espécies do bioma Caatinga, como os preds, cutias, catetos e
emas.

Palavras-chave: conservacao in vitro, sustentabilidade ambiental, biobanco.
Abstract

The Caatinga, an exclusively Brazilian biome, is home to great biological diversity, but suffers
from serious environmental threats. Therefore, there is an imminent need to develop techniques aimed at
the conservation of the animals that inhabit it, as well as their germplasm. When the sudden death of a
biologically valuable animal, the recovery of epididymal spermatozoa may present itself as the only
possibility to safeguard gametes. Still, this biotechnique is a tool that can be used when there is no other
way to collect semen in each species. Collected spermatozoa can be stored through cryopreservation, and
later used in other biotechnologies. In this sense, this review aims to present aspects of recovery,
characterization, and cryopreservation of epididymal spermatozoa in wild animals with a focus on species
from the Caatinga biome, such as cavies, agoutis, collared peccary, and rheas.

Keywords: in vitro conservation, environmental sustainability, biobank.

Introducao

A Caatinga ¢ um bioma presente apenas no Brasil, ocupando 11% do territorio nacional, e
apresentando uma vasta biodiversidade (Brasil, 2023). No entanto devido a crescente ameaga ao bioma,
com a desertificacdo, mudangas climaticas, agropecuaria extensiva e diversas formas de agressdo ¢
degradacao (Tabarelli et al., 2018), fazem-se necessarios mais estudos voltados as agdes de sustentabilidade
e conservacgao.

Nesse sentido, a aquisi¢do de conhecimentos voltados para a biologia reprodutiva dos animais da
Caatinga ¢ de fundamental importincia para sua conservagdo. Além disso, o aprofundamento em tais
informagdes ¢ crucial para o desenvolvimento de biotécnicas que possibilitem a conservagdo e
multiplicagdo de material genético desses animais. Dentre as formas de coleta de gameta masculino, a
recuperacdo de espermatozoides epididimarios pode ser a Unica possibilidade para se obter gametas de
animais biologicamente valiosos que vieram a Obito (Martins et al., 2007). Além disso, ¢ também uma
alternativa a ser utilizada em espécies para as quais ndo had uma forma de coleta de sémen definida (Silva
etal., 2016).
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Assim, o objetivo deste artigo de revisdo ¢ apresentar aspectos inerentes a recuperacao,
caracterizagdo e criopreservagdo de espermatozoides epididimarios de animais silvestres do bioma
Caatinga, como preds, cutias, catetos e emas.

Técnicas de recuperacio

A recuperacdo espermatica diretamente do epididimo permite a obtencdo de células
morfologicamente viaveis, as quais podem sofrer capacitagao, ligar-se a zona pelucida e fecundar o odcito
(Moreira et al., 2021). O método para sua aplicagdo pode variar conforme a espécie animal, dependendo da
dimensdo do epididimo e da escolha do manipulador, merecendo destaque os métodos da lavagem
retrograda e da flutuacdo (Bezerra et al., 2014; Silva et al., 2016).

A lavagem retrograda consiste na aplicagdo de pressdo no ducto deferente por meio de uma seringa
injetando o diluente. A pressdo ¢ aplicada até que todo o conteudo da cauda seja liberado por meio de uma
incisdo feita na jung@o da cauda com o corpo do epididimo (Silva et al., 2011). Esta técnica tem sido a de
escolha para espécimes como os catetos, cutias e preas, pois proporciona uma menor contaminagao por
hemacias, apesar de obter um menor nimero de espermatozoides quando comparada a flutuagao (Tab. 1)

A flutuacao consiste no fatiamento da cauda do epididimo, imerso em um meio tamponado, sendo
os fragmentos deixados nesta solugdo por alguns minutos. Com isso, os espermatozoides sdo liberados
diretamente no meio e depois sdo cuidadosamente recuperados por filtragem (Silva et al., 2016). Esta
técnica € utilizada principalmente quando ndo ¢ possivel injetar o diluente do ducto deferente, como ¢ o
caso das emas, pois estas possuem o ducto deferente enovelado o que impossibilita a inje¢ao do diluente.
Logo para ema a flutuagdo foi a técnica ideal (Bezerra — dados nao publicados).

Caracterizacio dos espermatozoides epididimarios

Por meio da caracterizagcdo dos espermatozoides, é possivel conhecer as particularidades de cada
espécime, o que contribui significativamente para maximizar a eficiéncia reprodutiva e entender relagdes
evolutivas entre diferentes grupos animais (Gago et al., 1999). Dentre as espécies silvestres encontradas no
bioma caatinga, algumas ja tem relatos da caracterizacao dos espermatozoides oriundos do epididimo, como
a cutia, cateto, pred e ema.

A Dasyprocta leporina, popularmente chamada de cutia, teve seu primeiro relato de recuperagao
dos espermatozoides epididimarios por Ferraz et al. (2011) por meio de lavagem retrograda (Tab 1). Em
2022a, Dantas et al., avaliaram os parametros espermaticos morfofuncionais de D. leporina ao longo do
transito epididimario recuperados por flutuagdo (Tab. 1). Neste estudo foi verificado que had uma diminuigao
no tamanho do espermatozoide ao longo do transito epididimario, assim como, os gametas da cauda do
epididimo apresentaram os maiores valores de integridade de membrana com atividade mitocondrial
(Dantas et al., 2022b). Em adi¢do, 0 mesmo grupo comparou a qualidade de espermatozoides recuperados
da cauda do epididimo entre o periodo seco e chuvoso no bioma caatinga, tendo concluido que o periodo
chuvoso proporcionou melhores padrdes cinéticos de motilidade total, motilidade progressiva, velocidade
média de trajetoria (VAP), velocidade em linha reta (VSL), velocidade curvilinea (VCL) e subpopulagao
de velocidade rapida (Dantas et al., 2022cm). Em relagdo a morfometria, o espermatozoide da cauda do
epididimo de cutia apresenta comprimento de 35,14 + 0.07 um ¢ uma cabega afilada sem proeminéncia do
acrossoma (Dantas et al., 2022a; Arroyo et al., 2017).

Em catetos, o primeiro relato sobre coleta epididimaria foi descrita por Bezerra et al. (2014),
utilizando os métodos de flutuagdo e lavagem retrograda, associados ou ndo com a centrifugacdo (Tab. 1).
Os autores relatam que ambos os métodos podem ser usados para a recuperagdo de espermatozoides do
epididimo de catetos, entretanto, recomendam o uso da lavagem retrograda, pois esse método esta associado
a uma menor incidéncia de contaminagao espermatica por hemacias. Além disso, o uso da centrifugacao
das amostras também nao € recomendado, devido ao risco de aumentar o percentual dos defeitos de cauda,
levando a diminuicao da viabilidade dos espermatozoides. A respeito dos aspectos morfoldgicos, as células
espermaticas apresentam um comprimento total de 50,68 = 0,12 um, com cabecas de formato alongado e
discreto (Sousa et al., 2013).

O prea (Galae spixii — Wagler, 1831) ¢ um roedor de pequeno porte, e sua espermatogénese completa
¢ verificada quando os animais atingem 120 a 150 dias de vida (Santos et al., 2012). Primariamente descrito
por Silva et al. (2016), os espermatozoides epididimarios do prea foram coletados por flutuagao e lavagem
retrograda, onde ambos métodos forneceram valores semelhantes para todos os pardmetros espermaticos
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(Tab. 1). As células apresentaram 48,87 + 0,1 um de comprimento total, sendo 9,4% desse valor, em média,
referente ao comprimento da cabeca. Além disso, foi possivel observar como uma caracteristica marcante
da célula, um acrossoma proeminente (Silva et al., 2016).

As emas (Rhea americana) sdo nativas da América do Sul e distribuidas desde o Nordeste do Brasil
até o sul da Argentina, sua populagdo encontra-se em declinio, sendo classificada como quase ameagada de
extingdo (BirdLife International, 2022). Em adicdo, estas aves possuem caracteristicas sazonais e
respondem ao fotoperiodo (Hicks-Alldredge, 1996). Anatomicamente, o ducto epididimario ¢
consideravelmente curto, e, portanto, o ducto deferente ¢ considerado o principal 6rgdo de armazenamento
de espermatozoides na espécie (Hafez, 1988). Por meio da técnica de flutuagdo espermatica, Jurema et al.
(2022) descreveram os espermatozoides como estruturas filiformes com acrossomas pontiagudos, cabegas
longas interligadas a uma pequena peca intermedidria e uma longa cauda em forma de fio, totalizando 40,26
+ 0,14 pm de comprimento. Bezerra et al. (2022a) utilizaram a flutuagdo para a obtengdo de
espermatozoides de toda a regido do epididimo e do canal deferente, onde constataram que as partes
estruturais da célula aumentam de tamanho durante o transito espermatico das emas.

Criopreservacio de espermatozoides epididimarios

A criopreservagdo ¢ uma técnica amplamente utilizada nos estudos da biologia reprodutiva. Uma
alternativa bastante interessante para a conservagdo animal ¢ utilizacdo da criopreservacdo de
espermatozoides epididimarios, principalmente para aqueles casos em que os animais foram submetidos a
procedimento de esterilizag@o cirurgica ou em animais que vieram a oObito (Santos e Silva, 2022). A
utilizagdo de espermatozoides epididimarios é uma fonte valiosa, sendo cada vez mais difundida e utilizada
para a formag@o e manutengdo dos biobancos que recebem amostras oriundas de animais de interesse
comercial ou ameagados de extingdo (Tittarelli et al., 20006).

E importante salientar que nem sempre os mesmos protocolos de criopreservagio adotados para a
coleta de amostras ejaculadas, poderiam ser extrapolados para a criopreservacao epididimaria. Esse fato
pode ser reflexo principalmente, pela auséncia de contato e acdo prévia dos componentes do plasma
seminal, um bom exemplo a ser mencionado aqui, foi relatado por Bezerra et al. (2018) que constataram
que os diluentes utilizados para criopreservagdo de espermatozoides epididimarios possuem efeitos
contrarios aos observados para amostras de espermatozoides ejaculados de catetos (Silva et al., 2012). Em
geral, o Tris foi o diluidor mais eficiente do que o ACP-116c¢ para criopreservagdo de espermatozoides
epididimarios (Bezerra et al., 2018), porém em amostras ejaculadas Silva et al. (2012) encontraram 48,3%
e 30,4% de espermatozoides moveis para amostras diluidas em ACP-116¢ e Tris, respectivamente, apds o
descongelamento. Neste caso ¢ indicado a utilizagdo de ACP-116c¢ para a criopreservagao de sémen e Tris
para a criopreservagdo de espermatozoides epididimarios de catetos.

Neste cenario, ¢ indispensavel a associacdo das técnicas mencionadas na busca de garantir o resgate
e preservacdo dos gametas masculinos da fauna silvestre, assim como, o aprimoramento dos protocolos e
meios de dilui¢do aplicados para a criopreservagdo epididimaria. Nos animais silvestres encontrados no
bioma Caatinga as técnicas aqui mencionadas j& foram aplicadas com sucesso na conservacdo de gametas
masculinos em diversas espécies. Os resultados estdo descritos em detalhes nesta revisdo (Tab. 2).

Desafios e Perspectivas

Alguns desafios bem particulares surgem ao se trabalhar com espermatozoides epididimarios. Em
primeiro lugar, a maioria das investigagdes cientificas se concentram em esforgos para aumentar a eficacia
de técnicas amplamente utilizadas, como a propria criopreservagdo convencional e as demais biotécnicas
reprodutivas, negligenciando de certo modo, a recuperagdo ¢ a criopreservacdo de espermatozoides
epididimarios (Nazari et al., 2021). Em segundo lugar, os espermatozoides epididimarios e as células
espermaticas presentes no sémen apresentam diferengas bem marcantes, principalmente no que diz respeito
a exposi¢io ao plasma seminal (Nazari et al., 2021). E importante salientar, que na maioria dos mamiferos,
os espermatozoides presentes no epididimo apresentam-se estaticos € podem demandar tempo e meios
compativeis para induzir a motilidade (Prieto et al., 2014). Ainda sdo inexistentes os meios de diluigao
especificos para a preservacao de espermatozoides epididimarios (Bertol, 2016).
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Tabela 1. Valores (médios + erro padrio) para as caracteristicas dos espermatozoides epididimarios frescos coletados por flutuagio e lavagem retrograda

Técnica de recuperaciio

Numero de espermatozoides

Caracteristicas espermaticas

Espécie utilizado recuperados Motilidade (%) Vigor Viabilidade  Integridade Autores
(0-5) (%) Funcional
(%)
Cutia Flutuacio 1375,0 +244,1 733 +6,4 -- 83,5+34 83,3+3,9 Dantas et al., 2022b
Lavagem retrégrada 748,0 +418.66 86,5 +3,37 -- 66,0£52% 41,96 +9,1% Ferraz et al., 2011
Cateto  Flutuacio
Recuperado 1096,1 +462,5 64,4 +10,6 3,1+0,3 63,1+52 64,0+52
Centrifugado 61,1 £10,5 29+04 50,5+3,4 50,5+3,9
Lavagem retrégrada Bezerra et al, 2014
Recuperado 635,9 = 188,9 57,8+132 2,9+0,3 682+57 60,3 +7,3
Centrifugado 40,0 £10,8 22+04 53,8 +3,8 56,2 £4,9
Prea Flutuacio 514,8 £202,3 72,2+9,1 32+04 642 +4,7 51,8 £6,26
Silva et al., 2016
Lavagem retrograda 345,1 £86,3 56,1 £7,1 24+04 56,1 £6,1 61,5 +6,89
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Tabela 2. Visao geral dos estudos de criopreservacao de espermatozoides epididimarios ja alcangados para animais silvestres do bioma Caatinga

Espécie Método df Diluentes + crioprotetores Pr'mc1pa1s resultados/ Autores
recuperacio pos-descongelamento
Cutia . ACP®.-1090 ou Tris + gema fi COVO.  ACP-109: 26,5 £ 2,6% de espermatozoides méveis com vigor de 2,6 + 0,2. Silva et al.,
(Dasyprocta agut) Lavagem retrograda  acrescido de uma concentragdo final Tris: 9,7 +2,6% de espermatozoides moveis com 1,2 + 0,3 de vigor. 2011

de 6% de glicerol no diluidor. v ’ ? ’ ’
ACP® + 20% de gema de ovo, Motilidade:
acrescido 6% de crioprotetor Glicerol = 39,5 + 4,6%);
(glicerol, etilenoglicol, Etilenoglicol = 14,5 + 3,5%;
dimetilsulfoxido e Dimetilsulfoxido = 29,5 + 6,7%;

Cutia dimetilformamida) no diluente. Dimetilformamida = 7,5 £ 1,1%. Castelo et al.,

(Dasyprocta leporina) Lavagem retrégrada

ACP + 20% de gema de ovo,
acrescido de glicerol ou
dimetilsulfoxido em  diferentes
concentragdes (3 ou 6%).

Motilidade:

Glicerol (3%) = 47,5 + 8,4%;

Glicerol (6%) = 40,0 = 8,4%;
Dimetilsulfoxido (3%) = 39,1 + 6,1%;
Dimetilsulféxido (6%) = 24,1 + 8,0%.

2015b

O diluente Tris apresentou valores superiores de motilidade (49,8 + 5,2%),

Cateto La,vagem ACP®-116¢ ou Tris + 20% de gema vigor (3,3 + 0,3) e viabilidade de (48,1 £+ 3,7"?). Foi cqmprovado também, Bezerra et al.,
(Pecari tajacu) retrogradflou de ovo ¢ 6% de glicerol. que as amostras devem ser desc.:ongel.adas a37 C/60s pois os resultados para 2018
Flutuaciao viabilidade (54,1 £ 5,9%) e integridade funcional da membrana (43,2 +
5,4%) foram superiores as demais taxas de descongelamento.
Prea-de-dentes- Tris + 20 % de gema de ovo, com 6% de glicerol resultou nos melhores resultados para motilidade total (60,9 Silva et al
amarelados Lavagem retrograda 3%, 6% ou 9% de glicerol ou = 4,4%), subpopulacdo de células rapidas (27,7 £ 3,1%) e capacidade de 2018 ?
(Galea spixii spixii) dimetilsulfoxido. ligacdo espermatica (227,0 +20.2).

Prea-de-dentes-
amarelos
(Galea spixii Wagler,
1831)

Lavagem retrograda

ACP®-116¢ ou Tris suplementados
com gema de ovo ou Aloe vera nas
concentracdes de 10% ou 20%.

Preservagdo mais efetiva da motilidade espermatica (68,1 £ 5,9%) e
integridade da membrana (48,2 + 7,4%) foram encontradas nas amostras
diluidas em Tris suplementado com 10% de gema de ovo.

Moreira et al.,
2021

Ema

(Rhea americana) Flutuacio

Meio comercial Ovodyl TSS™,
acrescido de dimetilsulfoxido em
diferentes concentragdes (6%, 10%,
14% e 18%).

Nas diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (6%,10%, 14% ¢ 18%)
foram obtidos os valores médios de 15,0 + 10,0%; 10,0 + 5,0%; 7,5 £ 2,5%
e 7,5 = 2,5% de espermatozoides mdveis com vigor 1. Foram encontrados
também os resultados de 15,5 £ 1,5%; 19 + 4,0%; 15 £ 7,0% ¢ 9,5 + 6,5%
para integridade da membrana e valores de 29,0 + 3,0%; 35,5 £+ 0,5%; 39,5
+3,5% e 28 + 6,0% para funcionalidade da membrana, respectivamente.

Bezerra et al.,
2022b
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Outro ponto relevante, que precisa de atengdo especial, esta atrelado a elucidagdo e compreenséao de
todos os mecanismos que governam a fisiologia das células espermaticas, assim como, todas as
modificagdes estruturais e funcionais que sdo desencadeadas durante as etapas dos protocolos de
criopreservagdo (Cheuqueman et al., 2018). A exploracdo de substincias aditivas oriundas do plasma
seminal com caracteristicas antioxidante ou até mesmo, ativadores de motilidade poderiam ser suplementos
alternativos para preservar os aspectos de motilidade total e viabilidade das células espermaticas neste caso
(Thuwanut et al., 2015).

Os espermatozoides epididimarios, em condi¢cdes controladas de reproducdo assistida, podem
apresentar resultados promissores. Para melhorar esses resultados, as biotécnicas reprodutivas mais
avancgadas poderiam auxiliar na implementacdo de programas de reproducdo assistida em espécimes
silvestres, como por exemplo, o emprego da inje¢do intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI),
principalmente quando os espermatozoides epididimarios apresentassem motilidade insatisfatoria
(Prochowska et al., 2018). Além disso, poderiam ser aplicados investimentos na associa¢do da ICSI com a
criopreservagao por liofilizagdo, que ¢ uma técnica altamente promissora para a formagdo de repositorios
para amostras biologicas (biobancos) (Patrick et al., 2017).

Consideracdes finais

Recentes avangos na biotecnologia tornaram a recuperagdo e criopreservagdo de espermatozoides
epididimarios uma técnica promissora e viavel para a conservagdo genética de espécies da fauna da
Caatinga, e essa pode ser uma ferramenta valiosa nesse esfor¢o. Contudo, a prévia caracterizagdo e
compreensdo da biologia reprodutiva, com as particularidades fisiologicas de cada espécime, ¢ essencial
pois permite maior aplicabilidade das diferentes técnicas reprodutivas, maximizando os resultados
desejados e contribuindo significativamente para conservagio ¢ multiplicagdo de espécies ameagadas.
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