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Introducao

Material genético tanto de animais de interesse
econdmico como de animais silvestres pode ser
perdido a qualquer momento por morte animal

nao explicada. Nesse caso, esforcos podem ser
realizados por meio da utilizagao das técnicas de
reproducao assistida para evitar a perda total desse
material genético de importancia (MARTINS et al.,
2007).

A recuperacao e a criopreservacao de espermato-
z6ides do epididimo de animais mortos (recuperacao
pés-morte) € uma opcao viavel para preservar
gametas masculinos e dessa forma manter um
banco de germoplasma (TITTARELLI et al., 2006).
Porém, ha pouco tempo, apds a morte animal,

para que se possa recuperar espermatozéides
funcionais antes do processo de decomposicao.

A determinacao da janela de oportunidade entre a
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morte e a perda da funcionalidade dos seus gametas
é de fundamental importéancia para se resgatar e
preservar espermatozdides do epididimo.

Atualmente, o interesse em preservar espécies em
perigo de extincdo tem aumentado a quantidade

de pesquisas para recuperar espermatozdides
funcionais do epididimo de machos mortos (FOOTE,
2000). No entanto, esse procedimento também
pode ser bem aplicado para animais domésticos
(bovinos, caninos, caprinos, equlinos, felinos, ovinos
e suinos) de valor econémico e sentimental para
seus proprietdrios.

Em muitas ocasides, a Unica opc¢ao para salvar

0s gametas é por meio do transporte do testiculo

e epididimo para um laboratério equipado para o
processamento dos espermatozdéides. As condicoes
(tempo, temperatura e ambiente) sobre as quais o
epididimo é manipulado podem causar importantes
mudancas na viabilidade dos espermatozdides.
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Assim, este documento tem por objetivo

apresentar o procedimento pratico de recuperacao
de espermatozéides do epididimo de bovinos e
congelacao espermatica para formacao de um
banco genético, quando os animais sdo encontrados
mortos. Além disso, sugerir opcoes de utilizacao
desse material preservado por meio da inseminacao
artificial ou fecundacao in vitro.

Coleta e Transporte dos Testiculos
ao Laboratério

Apds a identificacdo da morte do reprodutor, os
testiculos devem ser retirados rapidamente por meio
de corte com bisturi ou uma faca limpa higienizada
com alcool. O corte deve ser realizado na porcao
em que a bolsa escrotal entra em contato com

o0 abdébmen (pescoco do testiculo, Fig. 1). Todo
conjunto (bolsa escrotal com os testiculos) deve ser
colocado em uma caixa de isopor para o transporte
até o laboratério. Caso o laboratério seja localizado
longe da propriedade, é necessario colocar gelo
comum ou gelo seco em um dos lados da caixa para
manter o local resfriado (fazer uma barreira com um
pedaco de isopor para evitar que o gelo entre em
contato com os testiculos).
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Fig. 1. Local de incisdo para retirada dos testiculos dos animais
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mortos.

Formas de se Recuperar
Espermatozdides do Epididimo

Para extracdo, os espermatozéides da cauda do
epididimo e da regiao proximal do ducto deferente
podem ser isolados de duas formas: (1) por fluxo
gerado pela injecao de meio de congelagao no canal
deferente em direcdo ao epididimo; (2) por cortes
na regido do corpo do epididimo ou dissecacao,
seguida de cortes e pressdo manual na regiao
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da cauda do epididimo (HEWITT et al., 2001;
MARTINEZ-PASTOR et al, 2005; MARTINS et al.,
2007) (Fig. 2). Esse ultimo procedimento, apesar
de os espermatozdides entrarem em contato com
sangue, é mais indicado, pois é rapido e de facil
execucgao.
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Fig. 2. Seqliéncia de extracdo dos espermatozéides do epididimo

de bovinos mortos. Localizacdo da cauda do epididimo (A);
incisdo e pressao manual para extracdo dos espermatozdides (B);
coleta dos espermatozdides em tubo graduado com meio de

criopreservacao (C).
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Procedimento Pratico
de Criopreservacao dos
Espermatozdides do Epididimo

Os espermatozdides viaveis recuperados do
epididimo devem ser diluidos com solugcao
crioprotetora contendo acglcares (lactose e frutose),
trizma base, acido citrico, 7 % de glicerol, gema

de ovo e antibiéticos (Tabela 1). Apdés a diluicao,
0s espermatozéides devem ser armazenados em
palhetas de 0,25 mL ou 0,50 mL na concentracao
de 15 a 20 x 108 células. Em seguida, as palhetas
devem ser equilibradas por um periodo de 4 horas
em geladeira regulada a 5 °C, para que ocorra

a troca da agua intracelular pelo glicerol, o qual

ird proteger internamente as células. Apds esse
equilibrio, as palhetas devem ser resfriadas por 20
minutos em vapor de nitrogénio, a uma temperatura
entre -80 °C e -120 °C. Finalmente, as palhetas
deverao ser imersas em nitrogénio liquido e
armazenadas até o momento da utilizacao.

Tabela 1. Componentes do meio de criopreservacao.

Componentes Quantidade
Trizma Base 12,11 g

Frutose 2,59

Lactose 2,59

Acido Citrico 6,89

Glicerol Qsp para 100 mL
Agua 68 mL

Penicilina 100 mg
Estreptomicina 100 mg

Inseminacao Artificial

A inseminacao artificial (IA) com espermatozéides
criopreservados obtidos de epididimos de bovinos
mortos é semelhante ao procedimento de IA com
sémen do ejaculado. As fémeas em cio devem ser
inseminadas pela deposicao da dose de
espermatozéides no corpo do Utero. A Unica
diferenca existente é que a dose inseminante com
espermatozéides do epididimo, em alguns casos,
deve ser composta por mais palhetas, por causa da
qualidade dos espermatozoéides que diminui. A
viabilidade dos espermatozdides recuperados do
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epididimo de bovinos pds-morte diminui por causa
do resfriamento dos testiculos durante o transporte,
da forma de obtencao dos espermatozdides
diretamente da cauda do epididimo e do processo
de criopreservacao, uma vez que esses
espermatozdéides nao entraram em contato com o
liguido das glandulas anexas, sendo possivelmente
mais sensiveis. Como ja comprovado
experimentalmente pela Embrapa Cerrados por meio
do nascimento dos bezerros Hércules e Neo (Fig. 3),
a inseminacao artificial com espermatozéides do
epididimo de bovinos mortos com dose composta
deve ter uma preparacao adequada, como descrita a
seguir.

Fig. 3. Os bezerros Neo (A) e Hércules (B) nascidos apds

inseminacao artificial com espermatozéides congelados
recuperados do epididimo refrigerado por trés dias apds a morte

dos bovinos.

Antes da inseminacao artificial, quatro palhetas
contendo espermatozdéides de diferentes animais
devem ser descongeladas em dgua a 35 °C por 30
segundos. O conteldo de uma das palhetas devera
permanecer reservado em um tubo de 1,5 mL para
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posterior utilizacdo. O conteddo das outras trés
palhetas deve ser depositado em um tubo de 15 mL
e centrifugado a 200 g por 5 minutos, para compor
uma unica dose inseminante. Apds a centrifugacéo,
o precipitado formado devera ser diluido com o
conteldo da primeira palheta reservada, e a solucao
final com espermatozéides das quatro palhetas
deverd ser acondicionada em uma Unica palheta de
0,5 mL para realizacdo da inseminacao artificial na
fémea em cio.

Fecundacao in vitro

De acordo Martins et al. (2008), o procedimento

de fecundacéao in vitro pode ser aplicado com os
espermatozdides do epididimo como descrito a
seguir. Os complexos cumulus ovécitos, depois

de aspirados dos foliculos ovarianos, devem ser
selecionados e transferidos para uma gota de 200 ul
de meio de maturacdao composto pelo TCM-199
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e suplementado
com 10 % de soro fetal bovino (SFB, v:v), 24 IU/mL
de LH, 10 ug/mL de FSH e antibiéticos (100 IU/mL
de penicilina e 50 yg/mL de estreptomicina). A

gota de maturacao deve ser coberta com éleo

de silicone para evitar evaporacdo e em seguida
incubada por 22 horas em estufa a 39 °C com

5 % de COZ. Para a inseminacao in vitro, a

palheta com os espermatozéides do epididimo

deve ser descongelada em banho maria 35°C.
Espermatozéides méveis sdo obtidos pelo método
de lavagem em meio TALP (centrifugacédo a 200 g
por 10 minutos) e adicionados a gota de fecundacéao
na concentracao final de 1 x 106 espermatozodides/
mL. Espermatozéides e ovécitos devem permanecer
co-incubados por 18 a 20 horas a 39 °C com 5 %
CO, no ar. Em seguida, os provéaveis zigotos devem
ser lavados em meio de cultivo e transferidos para
as gotas de cultivo. O meio de cultivo sugerido é o
SOFaaci, suplementado com 2.77 mM de
myo-inositol e 5 % SFB em atmosfera umidificada
com 5 % of CO, no ar a uma temperatura de

39 °C. Os embrides devem ser monitorados no
segundo dia apds a inseminacao e no sétimo dia
para avaliacao do desenvolvimento dos embrides
em blastocisto.

Consideracodes Finais

A recuperacao e criopreservacao de
espermatozoéides do epididimo de bovinos

representam mais uma oportunidade para obtencao
e utilizacao de material genético de interesse
proveniente de animais que venham a morrer. A
fecundacao in vitro é a técnica mais adequada para
utilizacao desse material, pois necessita de uma
concentracdo menor de espermatozdides viaveis
para a producao de embrides. Porém, o material
também pode ser utilizado na inseminacao artificial,
desde que se avalie a necessidade de compor uma
dose inseminante mais concentrada, utilizando-se
mais palhetas a cada procedimento.
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Recovery and Cryopreservation of Spermatozoids
from the Epididymides of Bovine Died for Use In
the Artificial Insemination or in the Fecundation in
vitro

Abstract — The spermatozoa cryopreservation from the epididymides of dead animals i1s a
possibility to avoid the loss of important genetic material. The spermatozoa recovered and
cryopreserved can be used with success in different animal reproduction biotechnology,
such as artificial insemination and in vitro fertilization. Thus, this technology can be
considered a tool in the conservation of endangered animals or animals with considerable
economic value.

Index terms: Endangered species, artificial insemination, in vitro fertilization, Livestock, sperm
cryopreservation.
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