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Nascimento de bezerros normais apés inseminacao artificial utilizando espermatozoides
criopreservados obtidos de epididimos refrigerados de bovinos ap6s a morte

Birth of normal calves after artificial insemination using cryopreserved spermatozoa obtained
from refrigerated epididymides of death bovine
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas
morfolégicas e funcionais dos espermatozdides bovinos
recuperados de epididimos resfriados por longos periodos e
posteriormente criopreservados. Testiculos bovinos foram
coletados no abatedouro, transportados ao laboratério e
armazenados a 5°C por 0, 24, 48 e 72 horas (n=10 para cada
tratamento). Os espermatozdides foram extraidos de cada
epididimo, avaliados e diluidos em meio tris-gema-glicerol a
7% e criopreservados em nitrogénio liquido. As caracteristicas
morfoldgicas e funcionais dos espermatozoides foram avaliadas
in vitro por andlise microscdpica e in vivo, por meio de
inseminacdo artificial. Foram observadas alteracdes
morfologicas caracteristicas da imaturidade dos
espermatozoides e reducdo da motilidade ap6s 72 horas de
refrigeracdo dos epididimos. Esses parametros também foram
alterados ap6s o descongelamento, em todos os tratamentos.
A manutencdo dos espermatozoides a 5°C por 72h reduziu a
motilidade esperméatica. Em todos os tratamentos foram
observadas alteragdes morfologicas caracteristicas da
imaturidade dos espermatozoides e reducao da motilidade
ap6s o descongelamento. A integridade de membrana
plasméatica e acrossoma somente foram afetadas pds
criopreservacdo nos grupos mantidos a 5°C durante 48 ou 72h
antes da criopreservagdo. Contudo, a capacidade de
fecundagdo dos espermatozéides mantidos a 5°C durante 24
ou 72h antes da criopreservagdo foi suficiente para promover
duas gestacdes e nascimento de bezerros saudaveis. Esses
resultados indicam que a recuperagdo e a criopreservagédo de
espermatozéides obtidos de epididimos mantidos a 5°C, até
72h, provenientes de animais mortos é uma opcéo viavel para
preservar gametas masculinos para compor um banco de
germoplasma.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the
morphological and functional characteristics of bovine
spermatozoa retrieved from chilled epidydimides for long
periods and cryopreserved. Bovine testicles were collected in
abattoir, transported to the laboratory and stored at 5°C for 0,
24, 48h e 72 hours (n=10 for each storage time treatment
group). The spermatozoa were retrieved from each
epidydimides, evaluated and diluted in tris-egg yolk-glycerol
7% medium and cryopreserved in liquid nitrogen. The
morphological and functional characteristics of the spermatozoa
were analyzed in vitro, by microscopic evaluation and in vivo,
using artificial insemination. Morphological alterations as
sperm immaturity and motility reduction decreased after 72h
of epididymides refrigeration and after thaw sperm were
observed. The membrane and acrosome integrity were only
affected in G48 and G72 groups after cryopreservation.
However, the sperm capacity of fertilization post-
cryopreservation was sufficient to promote two pregnancies
and birth of healthy calves from G24 h and G72h groups.
These results indicated that recovery and cryopreservation of
chilled epididymal sperm until 72h from dead animals is a
viable option to preserve male gametes to compose a
germplasm bank.
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INTRODUGCAO

Material genético tanto de animais de
interesse econdmico como de animais silvestres pode
ser perdido a qualquer momento por morte animal.
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Nesse caso, esforcos podem ser realizados por meio
da utilizacdo das técnicas de reproducdo assistida para
evitar a perda total deste material genético de
importancia.

A recuperagdo e a criopreservagdo de
espermatozéides do epididimo de animais mortos
(recuperacdo pds-morte) é uma opgdo viavel para
preservar gametas masculinos e dessa forma manter
um banco de germoplasma (TITTARELLI et al., 2006).
Os procedimentos de isolamento de espermatozdides
do epididimo de animais mortos, a criopreservacao e
subsequente utilizagdo para a fecundacao in vitro, séo
importantes ferramentas para resgatar material genético
que poderia ser perdido, tanto de animais de produgéo
como em espécies em extingdo (MARTINS et al., 2007).

A cauda do epididimo fornece um ambiente
adequado para estocar gametas em situacoes
fisioldgicas e, assim, pode prolongar a sobrevivéncia
espermatica (FERNANDEZ-SANTOS et al., 2009).
Apesar de a cauda do epididimo oferecer boas
condicBes para manter a viabilidade espermatica,
quando longos periodos sdo necessarios até a
recuperacao dos espermatozdides, a refrigeracao do
epididimo é necessaria para minimizar os efeitos sobre
0s espermatozoides (YU & LEIBO, 2002; MARTINEZ-
PASTOR et al., 2005).

Considerando a importancia de se recuperar
espermatozdides que seriam perdidos pela morte animal,
0 objetivo deste trabalho foi estudar as caracteristicas
morfoldgicas e funcionais dos espermatozdides
bovinos recuperados de epididimos resfriados a 5°C
por 0, 24, 48 e 72 horas e posteriormente criopreservados
em nitrogénio liquido. Nesse caso, a inseminacgao
artificial foi utilizada para avaliar o potencial de
fecundacdo in vivo dos espermatozdides criopreservados
apos 24 ou 72 horas de refrigeracdo dos epididimos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério
de Ciéncias da Saude do UniCEUB, em Brasilia, DF, no
Laboratério de Reprodugdo Animal e no Campo
Experimental da Embrapa Cerrados, em Planaltina, DF,
e no Centro de Transferéncia de Tecnologias em Racas
Zebuinas com Aptiddo Leiteira-CTZL, localizado no
Gama, DF.

Testiculos bovinos foram coletados no
abatedouro, isolados do escroto e transportados em
caixa de isopor a temperatura ambiente para o
laboratdrio. No laboratorio, 10 testiculos por tratamento
foram armazenados a 5°C por 0 (G0), 24 (G24), 48 (G48)
e72horas (G72).

Apo6s cada periodo de armazenamento, 0s
espermatozoides foram recuperados da cauda dos

epididimos para avaliacdo da viabilidade. Para isso, 0s
epididimos foram separados dos testiculos e lavados
duas vezes com alcool 70% por um periodo de 10min.
Varias incisdes foram realizadas na cauda do epididimo
e entdo por pressdo manual os espermatozoides foram
liberados e coletados em tubos graduados de 15mL.
As células recuperadas foram avaliadas quanto a
motilidade, vigor, concentragdo, morfologia, integridade
de membranas plasmaticas e acrossomal, antes e apds
acriopreservagao. A motilidade (%) e vigor (0-5; sendo
0 para espermatozOides sem movimento e 5 para
espermatozoides com movimento progressivo rapido
e linear) foram avaliados em microscopio de contraste
de fase em aumento de 200 vezes. A concentracédo
espermatica foi determinada em camara de Neubauer
na diluicdo de 1:200 e os resultados foram expressos
em espermatozoides mL*. A morfologia espermatica foi
avaliada logo apds o periodo de resfriamento de cada
grupo. Para essa andlise, foi utilizado um microscopio
de contraste de fase em aumento de 1000x. Um total de
200 células foi contado para cada animal e os resultados
da média das patologias de cabeca, peca intermediaria
e cauda dos espermatozoides de todos os animais do
experimento foram apresentados em porcentagem. A
avaliacdo da integridade de membrana plasmatica e
acrossoma foram realizadas em microscépio 6tico como
descrito por DIDION et al. (1989) com algumas
modificagdes. Para isso, uma amostra de 20pL da
amostra de espermatozoéide foi incubada com 20uL do
corante trypan blue a 0,2% na temperatura de 37°C por
10min e, em seguida, centrifugada a 700xg por 6min. O
pellet foi ressuspendido com 0,5mL do meio Tyrode’s
albumin lactate pyruvate (TALP) (PARRISH et al.,
1995), e trés esfregacos de cada tratamento foram
preparados. Os esfregacos foram fixados com metanol
por 5 min, secos e corados overnight com Giemsa a
10%. Os esfregacos foram avaliados contando-se 200
espermatozoides e os resultados foram apresentados
como porcentagem de espermatozoides vivos com
acrossoma intacto.

Apos cada periodo de armazenamento, 0s
espermatozdides recuperados foram avaliados e
diluidos com meio tris-gema-glicerol a 7% em tubos de
15mL. Em seguida, as amostras foram envasadas em
palhetas de 0,25mL na concentracao total de 15x10°
células e equilibradas por 4 horas a 5°C. Ap6s o periodo
de equilibrio, as palhetas permaneceram a 6 cm de
distancia do nitrogénio liquido em temperatura de -
80°C a-120°C por 20 minutos. Finalmente, as palhetas
foram imersas em nitrogénio liquido e armazenadas para
posterior avaliacdo e utilizagdo.

A funcionalidade (fecundac&o in vivo) dos
espermatozoides do grupo G24 (grupo que sofreu por
menos tempo o efeito da refrigeracdo) e do grupo G72
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(grupo que sofreu por mais tempo o efeito da
refrigeracdo) foi testada por meio de inseminagdo
artificial. Para atingir este objetivo, quatro palhetas de
cada grupo foram descongeladas e misturadas para
minimizar o efeito individual. O contelido das palhetas
foi misturado e centrifugado a 200xg por 2 min e o pellet
de espermatozoides foi ressuspenso com 0,5mL de Tris-
gema sem glicerol, compondo uma dose inseminante
com 60x10°espermatozdides totais e aproximadamente
29x10°e 12x10° espermatozoides moveis, para 0s
Grupos G24 e G72, respectivamente. Dez fémeas adultas
manifestando cio natural foram inseminadas no corpo
do Gtero ap6s 12 horas do inicio do estro. Cinco fémeas
foram inseminadas com os espermatozoides do grupo
G24 e outras cinco fémeas inseminadas com
espermatozoides do grupo G72. Apos 45 dias, as fémeas
foram avaliadas por ultra-sonografia determinando a
ocorréncia de gestacBes. Aproximadamente 280 dias
apos a inseminagdo artificial, foi observado o
nascimento dos animais.

Aandlise estatistica foi realizada utilizando
0 programa Sigma Stat 3.11 (Systat Software, Inc.,
Richmond, California, USA). Anormalidade dos dados
foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk. Em seguida, os
dados foram submetidos & anélise de variancia e
comparados pelo de Tukey. Uma diferenca de P<0,05
foi considerada significante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo esperméatica média por
epididimo foi de 380+55x10° espermatozdides mL L. Em
um procedimento de congelacdo deste material,
considerando uma concentragdo de 15 milhdes de
espermatozdides por palheta, a concentracdo verificada
seria suficiente para compor aproximadamente 25 doses
inseminantes por epididimo.

Os resultados de avaliacdo morfoldgica dos
espermatozdéides recuperados do epididimo ap6s o
periodo de refrigeracao (sendo considerados todos os
grupos) estdo demonstrados na figura 1. Em todas as
amostras, a alteracdo de cauda foi o principal defeito
encontrado, seguido por defeitos na pe¢a intermediaria,
sendo a gota protoplasmatica distal (17,5%) a principal
anormalidade (Figura 1). Estas alteracdes sdo atribuidas
a imaturidade do material recuperado diretamente do
epididimo.

Houve um decréscimo significativo na
motilidade espermatica somente ap6s 72 horas de
refrigeracdo. Consequentemente, a motilidade pds-
congelacdo foi reduzida significativamente no
tratamento G72, no qual os espermatozoides foram
refrigerados por 72 horas e a motilidade ja havia sido
comprometida (Tabela 1). O declinio da motilidade
espermatica de acordo com o aumento do tempo de

Espermatozoides
normais (63,4 %)

Patologias de
cabeca (2,6 %)

Figura 1 - Percentual médio de espermatozoides normais e com defeitos de cabeca, peca intermediaria e cauda, recuperados dos
epididimos ap6s o periodo de refrigeracdo, considerando-se todos 0s grupos experimentais.

Patologias de peca
" intermediaria (7,3 %)

Patologias de

\\\/ cauda (26,2 %)
|
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Tabela 1 - Valores médios (+desvio padrdo) de motilidade, vigor e integridade de membrana plasmatica e acrossoma de espermatozdides
oriundos de epididimos resfriados por 0 (G0), 24 (G24), 48 (G48) e 72 horas (G72), pré e pds-criopreservagao.

----------------------- Pré-criopreservagédo

Pés-criopreservagio---------=--==-==--=---

Integridade de Integridade de
Tratamento Motilidade (%) Vigor (0-5) membrana Motilidade (%) Vigor (0-5) membrana
plasmética e plasmatica e
acrossoma (%) acrossoma (%)
GO 77,80+11,36* 3,1+0,3* 75,508,02% 52,00+13,03%® 2,7+0,7%4 64,00+10,53*
G24 65,0+£9,74% 3,0£0,5% 72,12+25,20°%4 49,00+10,0*® 2,8+0,5% 50,30+30,46
G48 60,0+14,14* 3,0£0,6* 70,71+22,98 34,00+15,16%® 2,60,6* 45,60+17,06%®
G72 50,0+11,40" 2,7+0,2%4 64,00+24,62° 20,0+14,83" 2,5+0,3% 49,40+28,19%

Nas linhas, os valores sobrescritos por letras maitsculas diferentes (A# B) indicam diferencas estatisticas para 0 mesmo parametro (P<0,05).
Nas colunas, os valores sobrescritos por letras mindsculas diferentes (a=b) indicam diferengas estatisticas para 0 mesmo parametro (P<0,05).

armazenamento no epididimo apds a morte tem sido
demonstrado em varias pesquisas com diferentes
espécies (FERNANDEZ-SANTOS et., 2009,
MARTINEZ-PASTOR et al., 2005, KAABI et al., 2003).
Em seu estudo com Capra pyrenaica hispanica,
SANTIAGO-MORENO et al. (2007) constataram que a
queda na qualidade dos espermatozdides esta
primariamente correlacionada com a queda da
motilidade, sendo este o principal parametro afetado.

Em todos os grupos, a motilidade poés-
congelacdo apresentou uma reducdo significativa em
comparacdo com ostratamentos de refrigeracdo (Tabela 1).
O vigor espermético ndo foi afetado nem pela
refrigeracao e nem apds a criopreservacdo (Tabela 1).
KAABI et al. (2003) e FERNANDEZ-SANTOS et al.
(2009) demonstraram uma reducdo no vigor apés 48
horas de refrigeracdo do epididimo em carneiros e acima
de 192 horas em cervos.

A integridade de membrana plasmatica e
acrossoma também ndo foram afetadas pela
refrigeracdo em todos 0s grupos, porém os grupos G48
e G72 pobs-criopreservagdo apresentaram danos
significativos nessas estruturas, quando comparados
aos espermatozoéides dos respectivos grupos de
refrigeracéio (Tabela 1). GANAN et al. (2009) encontraram
em gatos domésticos uma diminuicao significante na
integridade acrossomal entre 0 momento da coleta e
apos a congelacdo dos espermatozoides, quando os
epididimos foram resfriados por 48 horas e 72 horas.
Ainda verificaram significante correlacdo entre a
porcentagem de acrossomas integros e a percentagem
de espermatoz6ides mdveis quando os epididimos sao
refrigerados por 24, 48 e 72 horas a 5°C. Esses
resultados encontrados em vérios trabalhos com
diferentes espécies indicam que o processo de
criopreservacao é danoso aos espermatozéides,
especialmente para os grupos resfriados por mais de
48 horas.

Considerando os defeitos espermaticos
presentes nas amostras, a queda na motilidade e os
danos de membrana plasmaética e acrossoma, a
capacidade de fecundacédo dos espermatozodides pos-
criopreservacdo neste experimento foi suficiente para
promover duas gestacfes e dois nascimentos de
bezerros saudaveis (2:10, 20% de sucesso), sendo um
bezerro proveniente do tratamento G 24 e o outro do
grupo G 72. Esses animais nascidos na Embrapa
Cerrados conferem o primeiro registro de bezerros
nascidos a partir de inseminacéo artificial utilizando
espermatozoides do epididimo recuperados trés dias
apos a morte do reprodutor. Apesar do pequeno ndmero
de fémeas inseminadas, o sucesso determinado pelo
nascimento dos animais torna esta metodologia uma
ferramenta importante para conservacdo de
espermatozGides de animais em risco de extingao.

Como verificado neste estudo, os
espermatozoides podem sobreviver por varios dias no
epididimo de animais mortos, porém, segundo
SONGSASEN et al. (1998), a diminuic&o da viabilidade
espermatica acompanha as mudangas de decomposicéo
da carcaca e aumenta com 0 avanco do tempo apds a
morte. Em paises continentais, como o Brasil, quando
animais geneticamente importantes morrem, na maioria
das vezes, ndao ha técnicos capacitados e ou
equipamentos disponiveis para recuperar e
criopreservar o germoplasma rapidamente (MARTINS
et al., 2009). Nessas situacOes, a refrigeracdo dos
epididimos a 5°C é uma importante estratégia, pois
prolonga a sobrevivéncia dos espermatozdides nesta
estrutura e permite um tempo extra para a recuperagao
e processamento dos espermatozéides. De acordo com
ROLDAN & GOMENDIO (2009), espermatozdides
recuperados do epididimo podem compor um banco
de germoplasma como uma reserva de diversidade
genética de varias espécies e ser utilizado
posteriormente por biotécnicas da reproducdo. A
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abordagem de se recuperar espermatozdides do
epididimo de animais mortos se constitui em mais uma
oportunidade para que reprodutores valiosos deixem
descendentes e preservem genes importantes para uma
populagdo. Dessa forma, esta metodologia € uma
importante ferramenta que pode ser utilizada na
conservacdo da biodiversidade de animais domésticos
e silvestres e ainda evitar a perda de material genético
de animais com importancia econémica.

CONCLUSAO

E possivel concluir que epididimos de
bovinos que morrem subitamente podem ser
refrigerados por até 72 horas sem perdas funcionais
relevantes e, assim, garantir a viabilidade dos
espermatozdides para criopreservagao e utilizagdo em
técnicas de reproducdo animal. Além disso, a viabilidade
dos espermatozoides apds a criopreservacdo foi
avaliada in vivo por inseminagdo artificial, obtendo-se
0 nascimento de bezerros normais quando 0s
epididimos foram refrigerados por até 72 horas.
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