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1. RESUMO

A recuperacao de espermatozdides na cauda do epididimo é uma técnica utilizada
para preservar 0 material genético de animais de grande valor zootécnico,
especialmente em situacdes de morte repentina. O objectivo deste estudo foi
avaliar o efeito do tempo apds-abate sobre a qualidade dos espermatozoides
recuperados da cauda do epididimo de bodes. Foram utilizados dez pares de
testiculos juntamente com epididimo obtidos de bodes adquiridos no mercado
informal de “Xiquelene”, imediatamente apdés o abate e encaminhados ao
laboratério de Reproducéo na Faculdade de Veterinaria na caixa de isopor com
gelo. No laboratério foram submetidos a diferentes intervalos de tempo de
recuperacao de sémen, de uma, trés, cinco e sete horas. O sémen foi recuperado
pelo método de inciséo, tendo se avaliado o0s seguintes parametros: moaotilidade
massal, individual e supravitais. Os resultados obtidos neste estudo revelaram que
as células espermaticas continuam viaveis até 5 horas. O presente estudo é de
grande importancia, uma vez que pode contribuir para estratégias de conservagao

genética em programas de reproducgdo assistida em Bodes.

Palavras-chave: Bodes, Conservacao, Espermatozéides, Viabilidade

Espermatica.
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2. INTRODUCAO

A criacao de caprinos é uma pratica que tem tido cada vez mais destaque em todo
0 mundo assim como em Mog¢ambique. A caprinocultura tem sido uma fonte de
renda para os produtores rurais, estes que através da comercializacao de animais
Vivos assim como abatidos ou pela venda do leite tem gerado renda para a sua

subsisténcia (Costa et al., 2010).

Em Mocambique o efetivo de caprinos até o ano de 2020 era de 4,898.306
cabecas, sendo o segundo efetivo mais produzido depois das galinhas nesse ano.
A provincia de Tete é a que detém o maior efetivo, com cerca de 22,3% do efetivo
total e séo criados maioritariamente num sistema extensivo para corte (MADER,
2020).

Um dos factores determinantes para o sucesso na criagdo de caprinos € a
capacidade reprodutiva dos bodes, pois estes sdo responsaveis por disseminar o
material genético para um grande numero de fémeas, e actualmente com o uso
de Biotecnologias de reproducédo, como por exemplo a Inseminacao Artificial (1A)

€ possivel cobrir um nimero ainda maior de fémeas (Bezerro, 2010).

As biotecnologias reprodutivas sdo importantes na reproducdo animal, pois
promovem a conservacao do germoplasma por tempo indeterminado e reduzem
custos para o produtor na alimentacao e transporte dos reprodutores assim como

riscos de transmisséo de doengas (Castelo, 2008).

Segundo Chongo (2014), em sistemas extensivos, que sdo0 0s mais usados em
Mogambique, os animais podem morrer durante a pastagem por ingestdo de
alguma planta téxica ou agua contaminada. Além disso, 0s animais estéo expostos
a factores de risco como acidentes por mordedura de cobras, electrocusséo,

doencas infectocontagiosas e brigas entre machos dominantes.

Ja em sistemas intensivos ou semi-intensivos, acidentes podem acontecer durante
o transporte para feiras, exposicoes e leildes que podem levar a morte do animal
(Chongo, 2014).

A aplicacao de técnicas de reproducao assistida para preservacao de espécies,

como a recuperacdo de espermatozoides da cauda do epididimo de animais
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mortos representa uma opgao para preservar gametas masculinos de animais de
alto valor genético ou de interesse zoologico que chegam a Obito de forma
inesperada (Kaabi, 2003).

A cauda do epididimo em mamiferos é responsével pelo armazenamento de
espermatozoides, até o momento da ejaculacdo e promove um ambiente favoravel
as células, preservando sua capacidade de fertilizacdo por algumas semanas
(Jones, 2004).

A colheita de espermatozéides no epididimo, tem sido utilizada, em diversas
espécies de animais domésticos (Granemann, 2006a; Lima et al., 2016; Benitez
et al., 2017) assim como animais silvestres (Martinez-Pastor et al., 2006), é
utilizado como um recurso importante na colecdo de recursos genéticos em

espécies de animais em perigo de extingdo (Benitez et al., 2017).

A recuperagdo de espermatozoides da cauda do epididimo pode ser a ultima
chance de preservagédo do material genético quando ocorre morte ou lesdo grave
em machos de alto valor genético, pois apds a morte 0os espermatozoides
permanecem viaveis no epididimo por algum tempo até que a decomposicao afete
sua viabilidade (Monteiro et al., 2009). Este é um método util para resgatar
espermatozdides de animais mortos que de outra forma seriam perdidos (Garcia-
Alvarez et al., 2009).

Quando recuperados pouco tempo ap0s a morte, 0s espermatozoides da cauda
do epididimo demonstram a mesma qualidade do sémen colhido em vagina
artificial (Alvarez et al., 2012) e melhor qualidade quando comparado ao sémen
colhido por electro ejaculacdo (Garcia-Alvarez et al., 2009). No entanto, a
viabilidade espermatica nesta questao depende basicamente do tempo que o
animal morto permaneceu no ambiente e também das caracteristicas climaticas

da regido naquele momento (Martins et al., 2008).

Com o sucesso da inseminacéo artificial e aperfeicoamento dos processos de
diluicdo, criopreservacao e descongelamento do sémen, na presenga ou ndo do
plasma seminal, é possivel minimizar as perdas de material genético quando um
animal for a 6bito inesperadamente ou quando néo for possivel colher seu material
genético in vivo, pelos métodos convencionais, é possivel recorrer aos

espermatozoides dos epididimos (Granemann et al., 2006b).
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O presente estudo tem como principal objectivo determinar o efeito do tempo na
qualidade dos espermatozdides colhidos na cauda de epididimo em caprinos
recém abatidos.
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3. OBJECTIVOS
3.1. Geral

. Determinar o efeito do tempo nha viabilidade de espermatozéides

recuperados da cauda do epididimo em bodes recém abatidos.

3.2. Especificos

. Avaliar o efeito do tempo na mobilidade massal, mobilidade progressiva e
a percentagem de espermatozéides vivos;

. Determinar o tempo maximo apos o abate no qual o espermatozoide ainda
mantém os parametros minimos de qualidade para o uso em biotecnologias da

reproducéo.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente revisdo bibliografica aborda aspectos fundamentais do aparelho
reprodutor de caprinos, com foco especial na producdo, maturacdo e
armazenamento dos espermatozoides. Destaca-se o papel da cauda do epididimo
como local de concentracdo, reserva funcional e ainda a obtencdo de

espermatozoides viaveis apés o abate.

A revisao discute ainda os parametros utilizados para avaliar a qualidade seminal
no epididimo, incluindo motilidade, integridade de membrana e indicadores de
viabilidade, assim como os factores que influenciam essa qualidade, com

destaque para o tempo pds-abate e as condicfes de conservacao.

Por fim, evidencia-se a aplicacao pratica dos espermatozoéides epididimarios na
reproducdo assistida, mostrando sua importancia para a preservacao de material
genético e melhoria de programas reprodutivos.

4.1. Anatomia do aparelho reprodutor de caprinos

O aparelho genital dos caprinos é composto por um par de testiculos, epididimos,
bolsa escrotal, canais deferentes, glandulas anexas, uretra, pénis e prepucio. Os
testiculos apresentam forma ovoide consideravelmente comprimidos
transversalmente, e estdo inseridos na bolsa escrotal (Goyal e Memon, 2016;
Rodriguez-Martinez, 2021).

Os testiculos exercem duas fungdes principais: a espermatogénese, responsavel
pela producéo de espermatozoides, e a esteroidogénese, que promove a sintese
de andrégenos, como a testosterona, que é fundamental para manter as
caracteristicas sexuais secundarias e a fungdo reprodutiva (Dellmann e Eurell,
2002; Junqueira e Carneiro, 2013).

A regulacdo da espermatogénese e da esteroidogénese ocorre por meio do eixo
hipotalamo-hipéfise-gonadal. O hipotdlamo secreta a hormona libertadora de
gonadotrofina (GnRH), que estimula a hipéfise anterior a produzir hormonio
luteinizante (LH) e hormdnio foliculo-estimulante (FSH). O LH actua nas células
de Leyding, promovendo a producdo de testosterona, enquanto o FSH age nas

células de Sertoli, auxiliando no processo de maturacdo das células germinativas.
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A testosterona é essencial ndo apenas para o desenvolvimento das caracteristicas
sexuais secundérias e manutencéo da libido, mas também para o funcionamento
normal dos tubulos seminiferos e a espermatogénese continua (Hafez e Hafez,
2004).

4.2. Producdo e maturacdo dos espermatozoides

Nos caprinos, o processo de produgdo e maturacdo dos espermatozéides ocorre
nos testiculos e epididimos, sendo essencial para a fertilidade e o sucesso

reprodutivo (Dellmann e Eurell, 2002; Jungueira e Carneiro, 2013).

A espermatogénese € o0 processo onde ocorre a producdo e maturagdo dos
espermatozéides, é altamente organizado que se desenvolve no interior dos
tubulos seminiferos, a partir de células germinativas primordiais denominados
espermatogonios. Estes sofrem sucessivas divisdes mitdticas e meidticas até
originarem os espermatozéides, que séo posteriormente libertados no limen

tubular (Moore e Persuad, 2008; Alcantara e Toniolli, 2024).

O processo é regulado por estimulos hormonais, pela temperatura testicular, que
deve ser de 2 a 4°C inferior a temperatura corporal e por factores ambientais,
sendo determinante para a fertilidade (Gwazdauskas, 1985; Miusset e Bujan,
1995; Oduwole et al., 2018).

A espermatogénese compreende trés fases: espermatocitogénese,
espermiogénese e espermiacdo. Na espermatocitogénese, 0s espermatogonios
se dividem sucessivamente até formarem espermatécitos, que passam pela
meiose originando espermatidios haploides (Courot et al., 1970a; Alcantara e
Toniolli, 2024). Em seguida, na espermiogénese, os espermatidios diferenciam-se
em espermatozoéides morfologicamente maduros, com formagdo da cabeca,
flagelo e acrossoma, estruturas fundamentais para a motilidade e fecundacao
(Hafez e Hafez, 2004; Junqueira e Carneiro, 2013; Gao et al., 2019; Wang et al.,
2022).

Na espermiagdo, os espermatozoides sdo libertados no Iimen dos tubulos
seminiferos, mas ainda sdo imoveis e inférteis, sendo transportados passivamente
para o epididimo, onde completam a maturacao funcional (Hafez e Hafez, 2004,

Leal et al., 2004). No epididimo, ocorrem modificagBes bioquimicas e estruturais
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qgue conferem motilidade progressiva e capacidade fecundante (Sullivan e
Mieusset, 2016)

ApoOs completarem sua maturacdo, 0os espermatozoéides ficam armazenados na
cauda do epididimo. Quando sao libertados dessa regido, durante a ejaculagéo,
entram em contacto com as secrecfes das glandulas acessérias, que
desempenham um papel importante na ativacao da motilidade espermética inicial
(Maxwell et al., 2007; Fagundes et al., 2011). A espermiacao constitui o estagio
final da espermatogénese e esta diretamente relacionada a morfologia normal dos
espermatozéides, influenciando diretamente a fertilidade dos machos (O’Donnell
et al., 2011)

O ciclo completo da espermatogénese em caprinos, desde a origem dos
espermatogonios até a formacgéo de espermatozéides maduros, leva cerca de 60
a 67 dias. Eles passam por um processo de maturagdo na cauda do epididimo,
essa etapa essencial onde adquirem motilidade e capacidade de fertilizagéo, que
dura em média 10 a 14 dias, num intervalo semelhante em vérias espécies (Hafez
e Hafez, 2004; Franca et al., 2005; Viadero et al., 2020)

4.3. Papel do epididimo na maturagdo, transporte e armazenamento dos

espermatozoides

Segundo Hafez e Hafez (2004), o epididimo é uma estrutura tubular localizada
sobre a superficie do testiculo, subdividido em trés regibes anatémicas distintas:
cabeca, corpo e cauda. Esta estrutura tem fun¢des fundamentais na maturacgéo,

transporte e armazenamento dos espermatozéides.

A cabecga do epididimo € onde os espermatozdéides iniciam o processo de
maturacdo, adquirindo gradualmente motilidade e capacidade fecundante e
também ocorre a absorcao de fluidos e espermiofagia (Hafez, 1970). O corpo do
epididimo, onde os espermatozoéides sofrem transformacgfes bioquimicas e
estruturais que o confere a capacidade de fecundar. A cauda, por sua vez,
representa a porcdo terminal e dilatada do 6rgéo, situada no polo caudal do
testiculo, onde ocorre o armazenamento dos espermatozoéides e manutengéo de

espermatozoéides maduros (Hafez, 1970; Monteiro et al., 2009).
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De acordo com Amann (1981), os espermatozdides que deixam os testiculos em
direcédo ao epididimo ainda séo células imaturas e inférteis. A maturagéo ocorre
durante o transito epididimario, processo fundamental para o desenvolvimento da
motilidade progressiva e da capacidade fecundante. Essa transformagao envolve
alteracdes bioquimicas e estruturais mediadas pela interagcdo com proteinas
epididimérias especificas, como CRISP1, SPAM1, NPC2 e DCXR, além das
vesiculas extracelulares denominadas epididimossomos (Sullivan e Mieusset,
2016; Chen et al., 2021; Fernandes et al., 2021).

O microambiente do epididimo, caracterizado por baixo pH (6,5-6,8), reduzida
oxigenagao e elevada concentragédo de potassio, mantém os espermatozoides em
estado de quiescéncia, preservando sua integridade até a ejaculagéo (Lavanya et
al., 2021; Dai et al., 2024). Durante esse periodo, ocorrem modificacdes na
membrana plasmatica, estabilizagdo do DNA nuclear, da peca intermediaria e do
acrossoma, essenciais para o reconhecimento da zona pellcida e a fusdo com o

odcito (Cooper e Yeung, 2003; Pereira et al., 2015).

Estudo de Park e colaboradores (2022), demonstra que espermatozoéides
colectados da cauda do epididimo apresentam motilidade significamente superior
e maior competéncia fertilizante, quando comparados com amostras provenientes
da cabeca e do corpo do epididimo. O mesmo autor refere que este ganho
funcional estéa relacionado ao acumulo progressivo de proteinas epididimarias e a
recodificacdo da composicdo do fluido epididimarios ao longo do ducto,
promovendo alteracBes estruturais e funcionais nos espermatozoides durante o

percursso.

Espermatozéides que ndo sao ejaculados perdem sua viabilidade e sao
eliminados do organismo, seja por reabsorcao pelas células epiteliais do epididimo

ou por eliminacao através da urina (Silva et al., 1993).
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Figura I: Representacdo esquemética do sistema tubular dos testiculos e
epididimo do bode. Fonte: Hafez e Hafez, 2004

4.4. Colheita de espermatozdides do epididimo

A colheita de espermatozéides do epididimo pode representar a Ultima
oportunidade para garantir a preservacdo do material genético apos a morte ou
lesdo grave do reprodutor. Essa técnica € especialmente valiosa em situacdes
imprevisiveis, como 0Obitos subitos ou intervengdes cirirgicas emergenciais que

impecam a coleta seminal convencional (Diaw, 2025).

Segundo Monteiro (2009), esta técnica permite o aproveitamento do material
genético de reprodutores de elevado valor zootécnico bem como em estudos
cientificos sobre criopreservacdo, viabilidade post-mortem e morfologia

espermatica.

Estudos de Iranpour e Valojerdi (2013) demostram que 0s espermatozoéides
colectados de epididimo podem ser empregues com sucesso em técnicas de
reproducdo assistida, como a IA, a fertilizacdo in vitro (IFV) e a injecéo

intracitoplasmatica de espermatozéides (ICSI).

O uso de espermatozéides epididimario apresenta vantagens, nomeadamente: i)

permite recuperar o material genético de reprodutores valiosos apds a morte do
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animal ou em casos de incapacidade reprodutiva; ii) possibilita o uso em IA, FIV e
criopreservacdo de germoplasma; iii) € uma ferramenta importante na
conservacgao de espécie ameacados e em bancos de germoplasma (Kaabi, et al.,
2003). No entanto, h& limitacdes a considerar: i) os espermatozoides epididimarios
embora morfologicamente maduros, ainda ndo passaram pelo processo de
capacitacdo espermatica promovido pelas secre¢des das glandulas acessorias,
podendo apresentar menor motilidade e fertilidade in vivo; ii) a viabilidade
espermatica depende fortemente do tempo decorrido entre o abate e a
recuperacao, bem como da temperatura de armazenamento; iii) a variabilidade
entre individuos e as condi¢cdes de manipulacédo também afectam a qualidade final
do sémen (Silva et al., 1993; Kaabi et al., 2003; Sullivan e Mieusset, 2016).

4.4.1. Métodos de colheita de espermatozéides na cauda do epididimo

O principal objectivo da obtencdo de espermatozoides viaveis na cauda do
epididimo é a sua utilizacdo em técnicas de reproducéo assistida, como IA, FVI,
criopreservacdo (Papa et al., 2008; Heise et al., 2010) e a ICSI (Herrera et al.,
2006), essas técnicas sdo usadas especialmente em casos de machos inférteis,
sub-ferteis ou recém-abatidos. Dentre os principais métodos de recuperagéo

espermatica destacam-se:

I.  Flutuac&o (swim-out): basea-se na difuséo passiva dos espermatozoides
para um meio liquido. Neste método o epididimo é cuidadosamente
separado do testiculo, faz-se varias incisbes para expor 0s
espermatozéides ao meio externo, posteriormente manter a cauda do
epididimo no meio. Apds um periodo de incubagéo, o fluido resultante, rico
em espermatozéides, é recolhido e submetido as avaliagbes. Este método
€ considerado simples, de facil execu¢do e ndo requer equipamentos
sofisticados, embora possa resultar em maior contaminacéo por detritos
celulares e menor rendimento espermatico, ainda assim, é amplamente
utilizado em estudos experimentais e em situagdes de campo (Martinez-
Pastor et al., 2006; Martins et al., 2008).

Il. Fluxo retrogrado da cauda do epididimo: relatada por Granemann
(2006a), consiste na separacao do complexo testiculo-epididimo, seguida
pela remocéao dos tecidos que envolvem o epididimo a partir da dissecacéo
do tecido conjuntivo que recobre a cauda do epididimo. Apos desfazer os

contornos do ducto epididimario, este deve ser cortado em trés partes para
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facilitar a lavagem, introduzir a solucao fisiol6gica ou um meio diluidor no
ducto deferente, assim os espermatozéides armazenados na cauda do
epididimo séo exteriorizados, permitindo a sua recolha de forma mais limpa
e homogénea. Este método possui a vantagem de proporcionar amostras
com menor contaminagdo por contaminacdo por sangue e residuos
teciduais, além de permitir a recuperacdo de uma quantidade significativa.
Cavalcante (2019) destaca que esta abordagem preserva a estrutura do
epididimo e possibilita alta taxa de recuperacdo espermatica com a
viabilidade adequada para procedimentos de conservacdo e Uuso
reprodutivo.

Método de incisdo: baseada na libertacdo directa do conteudo
espermatico por meio de cortes no tecido epididimario. Neste método a
cauda do epididimo é isolada assepticamente do testiculo e varias incisées
longitudinais (6-8) sao feitas na superficie ventral da cauda do epididimo e
pressdo manual para expor 0s espermatozoides ao ambiente externo
(Lone et al., 2011). O método € relativamente simples e eficaz,
proporcionando boa recupera¢do espermatica, porem pode resultar em
maior contaminacdo por sangue e fragmentos teciduais, exigindo maior
cuidado na manipulacéo e, por vezes, etapas adicionais de filtracdo do
material colhido (Martins et al., 2008).

Método de fatiamento: neste método, apds a separacao do epididimo do
testiculo, a regido da cauda é cortada em pequenos fragmentos ou fatias
com o auxilio do bisturi. Os fragmentos sao colocados em repouso,
imersos em um meio diluente por 10 minutos. Apos este periodo, o
sobrenadante, rico em espermatozoides, € recolhido para avaliagdo. Este
método tende a apresentar contaminacao por sangue, células epiteliais e
detritos teciduais, 0 que pode interferir na qualidade do material obtido
guando comparado a métodos menos invasivos, como o fluxo retrégado.

(Passamani et al., 2021).

Estes métodos que sdo adaptadas conforme a espécie animal e as condi¢gfes

clinicas especificas, visando a obten¢éo de espermatozoéides viaveis para uso em

programas de reproducéo assistida.
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4.5. Qualidade dos espermatozdides epididimario

A avaliacdo das amostras seminais representa uma componente indispensavel
para o sucesso dos programas de reproducgdo animal (Silvestre, et al., 2023). Este
procedimento € essencial na reproducao animal, pois fornece informacgdes sobre
a capacidade fecundante dos espermatozéides e a integridade funcional das
células germinativas. Esses parametros sdo fundamentais para determinar o
potencial reprodutivo do reprodutor e a eficiéncia de técnicas como IA,

criopreservacao e FIV (Martins et al., 2008).

~

A qualidade espermatica refere-se a integridade da estrutura espermaética,
determinada pela motilidade progressiva, morfologia espermética, ph do sémen e
namero de espermatozdides. Esta qualidade recflete o estado funcional do epitélio
seminifero do testiculo e as fun¢gfes de maturacao, transporte e armazenamento
do epididimo (WHO, 2021).

O ejaculado, em pequenos ruminantes, para ser considerado normal ele deve
apresentar algumas caracteristicas, tais como: cor pérola ou marfim, volume do
ejaculado variando de 1,2 mla 1,6 ml e concentracdo esperméatica de 2 a 5 milhdes
de espermatozoides/mL e espermatozéides movéis entre 68% e 85% (Sousa et
al., 2003).

4.6. Métodos de avaliagcdo da qualidade do espermat6zoides

A avaliacdo da qualidade do espermatozdide constitui uma etapa essencial na
caracterizacdo do potencial reprodutivo, permitindo identificar alteracbes que
possam comprometer a fertilidade. Esta analise envolve a aplicacéo de diferentes
metodologias que possibilitam examinar parametros fisicos, morfologicos e
funcionais, fornecendo informacfBes sobre a integridade e a viabilidade
espermatica (Arruda et al., 2004; Arruda et al., 2011). Os métodos utilizados para

esta finalidade sao:

I.  Motilidade massal: consiste na avaliagdo colectiva do movimento dos
espermatozoéides presentes em uma amostra de sémen fresco, este
movimento € classificado em cruzes variando de uma a quatro cruzes.
Quando o movimento é intenso, com ondas numerosas e rapidas por todo

0 campo, a motilidade é classificada em quatro cruzes (++++), movimentos
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de menor intensidade correspondem a trés cruzes (+++), quando as ondas
sdo menos evidentes e mais lentas, atribui-se duas cruzes (++),
movimentos fracos e com poucas ondas, sao classificados como uma cruz
(+), amostras com motilidade massal igual ou superior a trés sé&o
consideradas excelentes. Para tal, colocou-se uma gota de sémen fresco
numa lamina, e observa-se a intensidade dos movimentos esperméaticos
ao microscopico, na ampliagcdo 40x (Hafez e Hafez, 2004; Hoek et al.,
2022).

Mobilidade individual: avalia a percentagem dos espermatozoides
moveis e o tipo de movimento, para tal, deposita-se uma gota de sémen
numa lamina, adiciona-se uma gota de soro fisioldgico, com o objectivo de
reduzir a concentracdo espermatica e permitir melhor visualizagdo dos
movimentos. A lamina é coberta com lamela e observada ao microscépio,
com ampliacdo 40X, adiciona-se Oleo de imersdo. A classificacdo desta
motilidade é expressa em diferentes niveis de qualidade, de acordo com a
percentagem de espermatozdides méveis. Considera-se excelente quando
mais de 80% das células apresentam movimento rapido e progressivo;
considera-se boa entre 79 até 60%, entre 59 a 40% considera-se regular;
abaixo disso é considerado péssimo (Fonseca et al., 2002).

Prova de supravitais: também conhecida por teste de integridade da
membrana plasmatica, utiliza corantes que diferenciam espermatozoides
Vivos e mortos, como eosina-nigrosina ou eosina azul de bromofenol. As
células vivas mantém a membrana integra e ndo se coram, pois impedem
a penetracdo de eosina, enquanto as mortas absorvem o0 corante,
permitindo o célculo da viabilidade percentual. Para a realizagéo do teste,
adiciona-se uma gota de sémen fresco na lamina, uma de eosina 5% e
duas de negrosina 10%, homogeneizar, fazer-se um esfregaco, apos a
secagem ao ar, as laminas sdo observadas ao microscopio, com
ampliagdo 100X. Na leitura, os espermatozéides vivos permanecem
transparentes ou esbranquigados, e espermatozoides mortos, aparecem
coradas a rosa. O resultado é expresso em percentagem de
espermatozoides vivos e mortos, sendo considerada excelente quando
superior a 80%, boa entre 60 a 80%, regular entre 40 & 59%, mé entre 20

a 39%, abaixo de 20% ¢é considerada péssima (Hafez e Hafez, 2004).
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IV.  Avaliagdo morfoldgica: realizada por microscopia 6tica ou de contraste,
identifica anomalias de cabeca, peca intermediéria e cauda, que podem
comprometer a motilidade e a fertilizagao.

V. Testes funcionais: avaliam propriedades bioquimicas e fisiolégicas, como
teste hiposmético (integridade da membrana plasmética), teste de
capacitacdo e reacdo acrossOmica, e atividade mitocondrial. Esses testes
fornecem uma visdo mais detalhada da capacidade funcional do

espermatozoide.

Com o avanc¢o tecnoldgico, técnicas mais precisas como CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis) e citometria de fluxo vém sendo empregues para
analises automatizadas e quantitativas, aumentando a confiabilidade dos
resultados (Arruda et al., 2003)

E importante salientar que, nenhuma técnica de avaliag&o realizada isoladamente
apresenta sensibilidade suficiente para a determinacdo da fertilidade, a
combinacgédo de diversos métodos tem agregado maior precisdo para a estimativa
do potencial de fecundacédo das amostras de sémen congelado (Freitas-DellAqua
et al., 2011).

4.7. Factores que afectam a integridade da membrana e o potencial

fertilizante

Segundo Arruda e colaboradores (2011), a integridade da membrana plasmatica
€ um dos principais determinantes da viabilidade e fertilidade espermatica. Essa
estrutura é sensivel a diversos factores fisicos, quimicos e bioldgicos, que podem
comprometer sua fungéo de barreira e troca idnica. Entre os principais factores
gue afectam a qualidade e o potencial fertilizante destacam-se: i) temperatura, o
aumento da temperatura ou longos periodos de exposi¢éo apds a colecta reduzem
a motilidade e viabilidade celular; ii) processos de refrigeracédo, o congelamento-
descongelamento pode causar lesdes oxidativas e rutura de membranas,
afectando a motilidade e a integridade do acrossoma, iii) ph e osmolaridade do
diluidor, solug6es inadequadas podem causar choque osmdético e desidratacdo
celular; iv) contaminacdo bacteriana ou quimica, interfere no metabolismo

espermatico e promove a producdo de radicais livres, levando a peroxidagéo

lipidica.
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4.8. Alterac0Oes fisiologicas ap6s a morte do animal

Apés morte do animal desencadeia uma série de modificagBes fisiologicas e
bioquimicas nos tecidos testiculares e epididimarios, que afectam directamente a
viabilidade dos espermatozéides. Com a interrup¢cdo do fluxo sanguineo, h&
cessacao do fornecimento de oxigénio e nutrientes, estabelecendo um estado de
isquémia e hipoxia (Martinez-Pastor et al., 2005). De acordo com 0 mesmo autor,
essa condicao leva a reducéo do metabolismo celular e ao acumulo de metabdlitos
téxicos, como o acido latico, resultando em acidificacdo do meio intra e
extracelular, o que desestabiliza as membranas plasmaticas e acrossomais das

células espermaticas.

Além dessas alteragdes metabolicas, ocorre aumento da producgéo de radicais
livres e intensificacdo do estresse oxidativo, que comprometem a integridade
estrutural e funcional das organelas espermaticas (Strand et al., 2017). A
fragmentacdo da cromatina e o dano oxidativo ao DNA sdo consequéncias
directas desses processos, podendo afectar a taxa de fertilizagdo e o

desenvolvimento embrionario (Costa et al., 2010).

A magnitude dessas alteracdes depende do tempo decorrido ap6s a morte, da
temperatura ambiente, das condi¢bes de armazenamento e até mesmo da causa
do abate (Langlait, 2014). Por esse motivo, 0 conhecimento dos mecanismos
fisiolégicos envolvidos na degradacdo pds-morte é fundamental para definir
estratégias de preservacdo da integridade espermatica e optimizar o

aproveitamento dos gametas em biotecnologias reprodutivas.

Essas alteracdes tornam o tempo decorrido entre o abate e a recuperacdo um
factor critico, sendo imprescindivel a refrigeracdo imediata dos testiculos para
retardar o metabolismo e preservar a integridade celular por mais tempo (Kaabi et
al., 2003; Martinez-Pastor et al., 2006)

4.9. Efeito do tempo ap6s o abate na viabilidade dos espermatozoéides

epididimérios

De acordo com Arruda e colaboradores (2011) o intervalo de tempo entre o abate
do animal e a recuperacdo dos espermatozoides epididimarios constitui um dos

principais factores determinantes para a preservagdo da viabilidade e da
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funcionalidade espermética. Logo ap0s o abate, a cessacdo dos mecanismos
fisiologicos de regulagdo testicular e epididimaria torna os espermatozoéides
altamente sensiveis as condi¢bes externas. Assim, o tempo decorrido até a
colheita influencia directamente a motilidade, a integridade de membrana e o
potencial fertilizante das células espermaticas.

Estudos de Kaabi e colaboradores (2003) demonstra que periodos prolongados
entre o abate e a colheita resultam em decréscimo acentuado da motilidade
progressiva, além de reducdo na viabilidade celular, devido ao avanco dos
processos autoliticos e oxidativos. Por essa razdo, a recuperacdo deve ser
efetuada 0 mais rapidamente possivel apds o abate, preferencialmente mediante
o resfriamento imediato dos testiculos entre 4 °C e 5 °C, 0 que permite retardar o
metabolismo celular e preservar a integridade espermatica por até 24 horas
(Martinez-Pastor et al., 2006).

Arruda, ainda destaca que, o controlo rigoroso do tempo e da temperatura pés-
abate é, essencial para evitar alteragbes metabolicas e oxidativas que
comprometem a qualidade seminal. A refrigeracdo imediata e 0 armazenamento
adequado dos testiculos séo estratégias eficazes para garantir a conservagao da
matéria seminal, especialmente quando esta se destina a criopreservacao ou

utilizacdo em biotecnologias da reproducéo.
4.10. Conservacao de espermatozoides epididimarios por refrigeracéo

A conservacdo por refrigeracdo consiste em manter os espermatozoéides
epididimarios a temperaturas reduzidas, geralmente entre 4 °C e 5 °C, com o
objectivo de diminuir a taxa metabdlica e o consumo de energia, retardando os

processos degenerativos pds-morte (Mota-Filho e Silva, 2012).

Segundo Bustani e Baiee (2021), essa técnica é amplamente utilizada em
situagdes nas quais a utilizacdo do sémen ocorre em curto ou médio periodo,
geralmente até 24 ou 48 horas apos a colheita. Bergstein-Galan (2016) verificou
qgue a refrigeracdo de espermatozoéides epididimarios ovinos a 5°C mantém a
motilidade total até 24 h, mas apos 48 h ocorre uma redugéo significativa,

indicando comprometimento da qualidade espermatica.

Assim, a refrigeracdo representa uma alternativa viavel para transporte e uso
imediato do sémen epididimario, especialmente em locais distantes dos centros

de processamento seminal. Esta exerce efeito benéfico sobre diversos parametros
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da qualidade espermatica, principalmente na motilidade, uma vez que promove a
reducdo da taxa metabdlica dos espermatozoides. Essa diminuicdo do
metabolismo celular contribui para preservagéo da viabilidade por periodos mais
prolongados, sendo uma estratégia eficaz para a conservagédo temporaria do
sémen em programas de reproducéo assistida (Almeida et al., 2023).

4.11. Aplicagao de espermatozdéide epididimério em IA, FIV e ICSI

As biotecnologias reprodutivas possibilitam conservar o potencial genético de
individuos superiores e assegurar a continuidade de caracteristicas desejaveis
nas populagdes animais. Os bancos de germoplasma animal constituem um
componente estratégico dos programas de conservacdo e melhoramento
genético. Nesses bancos o material é colectado, avaliado e armazenado sob
condi¢cBes controladas, preservando sua viabilidade por longos periodos (Castelo,
2008).

Nos programas de melhoramento genético, a aplicacdo dessas biotecnologias é
essencial para garantir a disponibilidade do material genético, mesmo apés a
morte do doador (Garcia-Alvarez et al., 2009). Essa estratégia reduz a perda dos
gendtipos valiosos e amplia a base genética populacional, favorecendo o aumento
da variabilidade e o controle mais eficiente das caracteristicas produtivas de

interesse zootécnico (Monteiro et al., 2009).

Entre as aplicagbes mais relevantes dessas biotecnologias destaca-se o uso dos
espermatozoides recuperados da cauda do epididimo em técnicas como a IA, FIV
e ICSI. Essas praticas permitem o aproveitamento do material genético de machos
de alto valor zootécnico, mesmo apdés o abate ou a morte, garantindo a
continuidade do seu potencial reprodutivo e contribuindo para a conservacao de

genadtipos superiores.
4.12. Sucesso reprodutivo em IA e FIV com espermatozdides epididimarios

Papa et al. (2008) avaliaram a criopreservacdo do espermatozoides epididimario
em equinos usando o diluente Botu-Crio®. Das 18 éguas inseminadas, 12 (66%)
estavam gestantes apds 15 dias. Essa taxa de concepcéo foi superior a observada

em estudos anteriores com sémen fresco ou congelado (Bensdorp, 2005).
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Em um estudo conduzido por Herrera et al., (2006) foi avaliada a eficiéncia do
sémen proveniente da cauda do epididimo, previamente congelado, na técnica de
ICSI, foram utilizados odcitos de equinos maturados in vitro, foram comparados 3
tipo de amostras esperméticas: sémen epididimario congelado, sémen ejaculado
fresco e sémen ejaculado congelado. Os resultados demonstraram que 0s
espermatozoides obtidos da cauda do epididimo e posteriormente congelados
apresentaram capacidade semelhante de gerar embrides em relacdo ao sémen

fresco coletado por ejaculagéo.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Local de estudo

As amostras para este estudo, foram obtidas no mercado informal de Xiquelene
e 0 seu processamento foi feito no Laboratério de Reproducdo Animal, na

Faculdade de Veterinaria.
5.2. Amostragem e critérios de incluséo

Foram utilizados testiculos junto com os respetivos epididimos de 10 animais,
porém 2 pares foram utilizados para o aprimoramento da técnica e 1 apresentava
uma patologia. Os bodes adquiridos eram de diferentes racas e idades estimadas
entre um a trés anos, sexualmente maduros e aparentemente saudaveis. A
amostragem foi por conveniéncia devido dificuldades de acesso de animais pois
h& inexisténcia de matadouros oficiais para caprinos em Maputo.

5.3. Colheita e transporte dos testiculos

Apo6s o abate foi feito a orquidectomia, de seguida os testiculos com os epididimos
foram imediatamente colocados em sacos plasticos, armazenados em uma caixa
de isopor mantidos com gelo para preservar a integridade espermatica, e
transportados ao laboratério de reprodugé@o animal num intervalo de 30 minutos
(Benitez et al., 2017).

Figura Il: Transporte dos testiculos na caixa de isopor (Fonte: arquivo pessoal)
5.4. Recuperacdo dos espermatozéides no epididimo

Uma vez no laboratério, as amostras foram retiradas da caixa, de seguida

separou-se o complexo testiculo-epididimo onde foi retirada a pele e o tecido
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conjuntivo que recobre a cauda do epididimo, por dissecacao, de forma cuidadosa
para evitar o rompimento dos vasos sanguineos e do ducto epididimario

(Granemann et al, 2006a).

Figura lll: Bolsa escrotal com testiculos (Fonte: arquivo pessoal)

Figura IV: Complexo testiculo-epididimo (Fonte: arquivo pessoal)

Figura V: Cauda do epididimo isolada do testiculo (Fonte: arquivo pessoal)
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Figura VI: Cauda do epididimo com inciséo (Fonte: arquivo pessoal)

Para a recuperacdo do espermatozdide adoptou-se o procedimento conduzido
Lone et al. (2011) e com modificagdes que consiste em 3 a 4 incisdes longitudinais
na parte vertical, usando bisturi estéril, em seguida pressionar manualmente de
modo que 0 sémen se exteriorizem e colocou-se diretamente em uma lamela para
observacdo no microscopio. Todo material usado foi pré-aquecido na platina

térmica a 37°C.

Figura VII: Material na platina térmica (Fonte: arquivo pessoal)
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6. RESULTADOS

Neste estudo, foi possivel recuperar espermatozoéides vidveis da cauda do

epididimo de bodes até 5 horas de tempo apoés abate.

A motilidade massal nas primeiras duas horas foi de 4 cruzes, indicando excelente
vigor espermatico. Esse padrdo manteve-se até a hora 3, permanecendo com 4
cruzes. A partir da hora 5, verificou-se uma queda para 3 cruzes, evidenciando
inicio de perda de qualidade. Na hora 7, a motilidade massal reduziu para 1 cruz,
demostrando comprometimento significativo da viabilidade espermatica.

Motilidade Massal (Cruzes)

1 hora 3 horas 5 horas 7 Horas

Gréfico I: Resultado da motilidade massal.

Motilidade progressiva, nas primeiras 2 horas, apresentou uma média de 95%,
confirmando alta viabilidade celular, na hora 3, manteve-se elevada, com 80% de
motilidade. Contudo, a partir da hora 5, ocorreu um declinio acentuado, com
reducdo para 60%. Na hora 7, a motilidade individual caiu para apenas 30%,
caracterizando reducao do potencial de fertilidade.
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Motilidade Progressiva (%)
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Grafico Il: Resultado da motilidade progressiva.

A andlise de supravitais revelou 80% de espermatozoéides vivos e 20% mortos,
indicando boa viabilidade até a hora 1. Na hora 3 a proporcao de células viaveis
manteve-se inalterada em relagdo a primeira hora, sugerindo estabilidade.
Observou-se na hora 5 uma redugéo da viabilidade, com 56% de espermatozoides
vivos e 44% mortos, indicando inicio do comprometimento da integridade da
membrana plasmatica. Na hora 7, houve um declinio, restando apenas 10% de
células vivas contra 90% de mortas, confirmando perda significativa da qualidade

espermatica neste periodo.
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Figura VIII: Espermatozdides corados com eosina-negrosina, 1 horas pos abate

(Fonte: arquivo pessoal)

Figura IX: Espermatozoéides corados com eosina-negrosina, 5 horas pos-abate

(Fonte: arquivo pessoal)

Figura X: Espermatozoides corados com eosina-negrosina, apés 7 horas pos-

abate. (Fonte: arquivo pessoal)
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Grafico lll: Resultados de supravitais.

Tabela I: Resultados da motilidade massal, individual e supravitais em

diferentes horas ap6s o abate

Tempo Motilidade Motilidade Supravitais
de abate massal Progressiva
(cruzes)

1 hora ++++ 90 80% vivos e
20%mortos.

3 horas ++++ 80 80% vivos e
20%mortos

5 horas +++ 60 56 vivos e
44 %
mortos

7horas + 30 10% vivos e
90% mortos
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7. DISCUSSAO

A motilidade massal apresentou queda progressiva ao longo do tempo pés-abate,
com reducéo evidente a partir da hora 5 e colapso quase total apds 7 horas. Esse
padrdo €é consistente com o0 comportamento tipico de espermatozéides
epididimarios, cuja capacidade de movimento coletivo é extremamente sensivel &
interrupcdo do aporte energético e as alteragfes do microambiente epididimario.
Os resultados estéo de acordo com Martins et al. (2009) e Kaabi et al. (2003), esta
similaridade pode se dever ao facto do processo de apoptose que afeta os
espermatozéides no epididimo pdés-morte ser um mecanismo biolégico
semelhante entre mamiferos, especialmente em espécies filogeneticamente
proximas. Os resultados obtidos neste estudo mostraram-se semelhantes aos
relatados por outros autores que também conservaram os testiculos por
refrigeracdo em torno de 5°C, demostrando que a temperatura € eficaz para
retardar o metabolismo e preservar temporariamente a viabilidade espermatica.
No entanto, enquanto esses estudos mantiveram a motilidade por periodos mais
longos, como observado por Monteiro et al. (2009), que registaram viabilidade por
ate 48 a 72 horas, o presente estudo apresentou uma redu¢éo mais precoce, essa
discrepancia provavelmente decorre do uso de gelo comum, que pode ter
provocado flutuagdes de temperatura e um controle térmico menos estavel em
comparagdo aos sistemas de refrigeracdo controlada utilizados pelos outros

autores, isto pode ter limitado a durabilidade observada neste trabalho.

A motilidade individual manteve-se elevada nas primeiras horas, com reducao
moderada até a hora 5, com 60%, e queda acentuada apds esse periodo. Esse
padrdo sugere que, apesar da perda da coordenagdo coletiva, muitos
espermatozdides ainda mantinham capacidade de movimento progressivo. Os
valores observados até 5h sdo proximos aos relatados por Bumanlag et al. (2017),
gue encontraram motilidade individual de 78,5% (4h) e 64% (24h) em bodes
submetidos a refrigeracdo a 5 °C. Também concordam com Mir et al. (2012), que
relataram melhor desempenho quando a recuperacdo epididimaria ocorreu nas
primeiras 6 horas pds-abate. De forma critica, os resultados indicam que a
motilidade individual foi relativamente resiliente até a hora 5, reforcando que o
resfriamento foi eficaz para preservar a funcdo mitocondrial inicial, mas

insuficiente para evitar o colapso energético subsequente.
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A prova de supravitais demostrou um declinio progressivo da viabilidade ao longo
do tempo, com reducdo mais evidente a partir das 5 horas. Esse resultado indica
gue a perda funcional observada nas andlises de motilidade ocorre paralelamente
a degeneracao estrutural das células esperméticas, envolvendo membranas,
acrossoma e mitocéndrias. acompanha a perda funcional observada nas analises
de motilidade. Estudos prévios relatam que, mesmo sob refrigeracdo, a
interrupcado abrupta do metabolismo epididimario apdés a morte desencadeia
processos de autolise celular que comprometem gradualmente a integridade da
membrana e a viabilidade dos espermatozéides (Aisen et al., 2002; Kaabi et al.,
2003; Martins et al., 2008). O declinio relativamente mais rapido observado no
presente estudo, quando comparado a outros trabalhos, pode estar associado a
espécie e a variabilidade individual, uma vez que espermatozdéides de bodes
podem apresentar padrBes de resisténcia distintos daqueles descritos para

bovinos, suinos ou felinos.

As diferencas observadas em relagdo a outros estudos também podem ser
explicadas por factores metodolégicos. No presente trabalho, a recuperacéo
espermética foi realizada pelo método de inciséo, técnica que tende a gerar
amostras com maior contaminacao por sangue e células sométicas, o que pode
comprometer a motilidade e a viabilidade espermatica (Martins et al., 2008). Além
disso, a avaliacao foi realizada por analise visual, método que pode subestimar a
motilidade quando comparado a sistemas automatizados, como o CASA, capazes
de detectar movimentos minimos. A auséncia de diluente durante o periodo de
avaliagdo também pode ter contribuido para a menor durabilidade dos
espermatozéides ao longo das horas poés-abate, uma vez que estudos
demonstram que amostras ndo diluidas tendem a apresentar queda mais rapida
da integridade da membrana quando comparadas a amostras diluidas (Kaabi et
al., 2003; Bumalanga et al., 2017).

Desta forma, estes resultados sugerem que o uso de técnicas de avaliagéo e
refrigeragdo simples representa uma alternativa eficaz e acessivel para a
preservacgao a curto prazo, especialmente em condi¢des de campo ou laboratoérios
com infraestruturas limitadas. O padréo de declinio gradual observado em todas
as amostras refor¢a a confiabilidade dos dados e demonstra que, mesmo com 0s
recursos simples é possivel obter bons indices de motilidade e viabilidade até 5
horas ap6s a morte do animal. Esses achados sao particularmente relevantes por

Dora Chelsea Cossa

28



EFEITO DO TEMPO POS-ABATE NA VIABILIDADE DE ESPERMATOZOIDE RECUPERADOS DO EPIDIDIMO EM BODES

refletirem a realidade préatica de paises em desenvolvimento, como Mogambique,
onde ha limitacdes de infraestruturas laboratoriais. Assim, o presente estudo
contribui com dados originais sobre espermatozoides de bodes testando um

protocolo adaptado a realidade local.
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8. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que 0s espermatozoides recuperados da
cauda do epididimo de bodes permanecem viaveis por até 5 horas, quando
armazenados no gelo. Além disso, mostra-nos o potencial uso desses gametas
em biotecnologias reprodutivas, mesmo apds a morte do animal. No entanto, essa
técnica ainda demanda mais estudos, com protocolos padronizados, claros e
adaptéveis a realidade do campo, especialmente em situacdes onde a colheita do
material ocorre em locais remotos ou sob condi¢des basicas. O desenvolvimento
de métodos simples e eficazes para a coleta e 0 manuseio p6s-morte dos gametas
pode ampliar significativamente as possibilidades de preservagédo genética na

pecuaria.
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