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Introducéao

A utilizagcdo de biotecnologias modernas como a congelagcdo de sémen tem sido de
grande importancia na disseminacdo e preservacdo do potencia genético de diferentes
espécies. Esta técnica possibilita uma distribuicdo cosmopolita do material genético dos
reprodutores, além de viabilizar o armazenamento de sémen de animais em extingdo.

Deste modo, a congelagdo de amostras de epididimo tem sido realizada em
diferentes espécies. caes (Martins et. a., 2006; Hewitt et al., 2001), gatos (Tebet et. al.,
2006; Axnér et. a., 2004) com o objetivo de desenvolver técnicas adequadas ao
armazenamento de germoplasma de animais silvestres.

Muitos proprietérios de equinos solicitam a congelacdo das amostras de epididimo
como a Ultima alternativa de preservar a genética valiosa de alguns garanhfes. O sémen
obtido do epididimo de garanhBes encontra-se apto a redizar a fertilizacdo (Barker and
Gandier, 1957, Johnson et a. 1980), 0 que torna possivel 0 seu armazenamento para uso
futuro. Em algumas situagdes tanto o momento como o local da castracdo ou morte do
animal ndo sdo adequados a manipulacdo e preservagcdo adequadas das amostras do
epididimo, sendo necessaria a sua refrigeracdo e transporte até centros especializados.

O objetivo do presente estudo é abordar os procedimentos de colheita e congelacéo

de amostras oriundas do epididimo de garanhdes apds a sua morte ou castracao.

Transporte dos epididimos

Para facilitar o procedimento de lavagem dos epididimos, os mesmos dererdo ser
encaminhados juntamente com o cordédo espermatico, o qual devera ser ligado para evitar o
estravazamento de sangue e de sémen do ducto deferente. Os conjuntos de testiculos e
epididimos devem ser lavados externamente com solugdo de Ringer com Lactato e

acondicionados em sacos pléasticos ou até mesmo luvas de palpacdo. O procedimento de
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castracdo, sempre que possivel, deverd ser realizado antes ou imediatamente ap6s a morte
do animal.

Os epididimos podem ser transportados em sistemas de refrigeracdo passiva para 0s
centros especializados em recuperacdo e congelacdo de amostras do epididimo ou ainda
processado no proprio haras por um técnico especializado (Bruemmer, 2006). Amostras
oriundas de epididimos refrigerados a 5°C durante 24 horas tem apresentado boa
congel abilidade em diferentes espécies (Sharmaet. al., 2007; Zomborsky et.al., 1999; Blash
et.a., 2002; Marks et ., 1994).

Obtencéo dos esper matozoides do epididimo

Apbs a chegada no laboratorio, os testiculos sdo lavados com solugdo de Ringer
com Lactato caso 0sS mesmos encontrem-se com residuos de sangue. Em seguida os
epididimos sdo separados dos testiculos, sendo isolados a cauda do epididimo e o ducto
deferente. Os espermatozoides podem ser obtidos através de duas técnicas: flutuacéo e
fluxo retrégrado.

A técnica de flutuacdo consiste no fatiamento da cauda do epididimo em 12 a 15
segmentos e sua imersdo em aproximadamente 5mL de diluente para sémen (Cary et. a,
2004). Outra possibilidade seria o fluxo retrégrado, que consiste na obtencdo dos
espermatozoéides através da lavagem do epididimo, ducto deferente em diregdo a cauda, a
qual é seccionada em diferentes segmentos da sua porcéo final. Conforme revisado por
Bruemmer (2006), a utilizacdo da técnica de fluxo retrogrado viabiliza a captacéo de um
maior nimero de células esperméticas.

Para a lavagem sdo utilizados 40mL de Botu-Semen® (Biotech ME- Botucatu/SP)
em cada epididimo. Em seguida, as amostras sdo distribuidas em tubos de centrifuga de
50mL e centrifugadas a 600 x g, durante 10 minutos. O sobrenadante é dispensado e o
pellet ressuspendido com o diluente de congelacgo Botu-Crio® (Biotech ME- Botucatu/SP).
As amostras s30 envasadas na concentracdo de 100x10° espermatozéides/ palheta de
0,5mL, mantidas a 5°C durante 20 minutos, submetidas ao vapor do nitrogénio do, ou sgja 3
a5 cm do nivel liquido, durante 20 minutos e entdo imersas no nitrogénio. As amostras
dever&o ser descongeladas a 46 °C por 20 sec (Dell’ Aqua Jr et. al., 2001).



Fertilidade de sémen do epididimo

O primeiro relato de fertilidade com sémen congelado na espécie equina refere-se a
utilizacdo de amostras congeladas do epididimo (Barker & Gandier, 1957). Morris et. a.
(2002) obteve 45% de fertilidade ao utilizar sémen fresco do epididimo fazendo uso da
inseminacdo histeroscopica. Utilizando a mesma dose inseminante com sémen congelado
do epididimo, obtiveram 18 e 8% de concepcdo quando as éguas foram inseminadas por
histeroscopia e método convencional, respectivamente. 1sso mostra que € possivel a
obtencdo de produtos com sémen de epididimo mesmo com uma baixa dose inseminante
(Morris et. al., 2002). Papa (dados n&o publicados), obtiveram 66,6% de fertilidade (12/18)
com amostras de epididimos transportados a 5°C por um periodo de 24 horas e entdo
congeladas com o diluente Botu-Crio®. Estes resultados acancados sdo extremamente
importante e animadores, visto que até entdo os valores de fertilidade de sémen congelado
do epididimo disponiveis na literatura apresentam-se muito baixos: 17% (Baker & Gandier,
1957); 18 e 8% (Morris et. a., 2002). O sucesso no incremento dos indices de fertilidade
parece estar relacionado a composicéo do meio diluidor Botu-Crio®, que tem a capacidade
de promover a melhoria na congelabilidade e fertilidade se sémen congelado de garanhdes
(Melo €. al., 2007).

Consider agOesfinais

A congelacdo de sémen do epididimo pode ser a ultima oportunidade de se
armazenar material de animais geneticamente superiores ou mesmo em extingdo. Deste
modo, a utilizacdo de uma técnica adequada desde a colheita de epididimos imediatamente
ap0s amorte ou castracéo, bem como o transporte dos epididimos € de extrema importancia
para a qualidade das amostras a serem congeladas. A congelagdo de amostras do
epididimos em associacdo com outras biotécnicas € uma maneira de se obter mais produtos
de um reprodutor apos a sua morte. Deste modo, em situagdes onde o0 momento e o local da
castracdo ou morte do animal ndo sdo adequados a manipulacdo e preservacdo adequadas
das amostras do epididimo, ou ainda o técnico ndo apresente o dominio da técnica, 0s
epididimos deverdo ser enviados a centros especializados para que 0 germoplasma ndo seja

alterado e perdido.
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