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APRESENTACAO

Em todas as areas de conhecimento a pesquisa € uma das formas de se alcancar
respostas e dar origem a teorias. Para se criar uma teoria n&o é suficiente a afirmacéo
de uma suposicao, deve-se seguir algumas fases do que é chamado de investigacao
cientifica, que através de procedimento l6gico, produz conhecimento cientifico testado,
comprovado e seguro. As fases que que devem ser seguidas sdo a observacéo, as
hipoteses, 0 método de pesquisa e a conclusao.

Desta forma os estudos cientificos (pratico) tém a intencdo de aumentar os
horizontes destas teorias, servindo para contrapor ou melhora-las, podendo acrescentar
informagodes, integrar dados, corrigir resultados ou ainda expandir os grupos de estudo.

Neste segundo volume, a Atena Editora traz Investigacdes e técnicas cientificas
na area de Medicina Veterinaria e Zootecnia, abrangendo diversas culturas (apicultura
avicultura, bovinocultura, caprinocultura, cinocultura, ovinocultura e piscicultura)
e a investigacdo cientifica dentro da clinica médica veterinaria, onde vocé podera
aprofundar seus conhecimentos na area e conhecer as técnicas utilizadas para o
estudo cientifico.

Boa leitura!
Valeska Regina Reque Ruiz
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CAPITULO 18

RECUPERACAO, CONGELACAO E FERTILIDADE
DE ESPERMATOZOIDES OVINOS OBTIDOS POST

Tacia Gomes Bergstein-Galan
Universidade Positivo

Curitiba — Parana

Romildo Romualdo Weiss
Universidade Federal do Parana, Departamento
de Medicina Veterinaria

Curitiba — Parana

Sony Dimas Bicudo

Universidade Estadual de Sao Paulo,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Departamento de Reproducé&o Animal e
Radiologia Veterinaria

Botucatu — Sao Paulo

RESUMO: A recuperacdo e congelacéao
de espermatozoides de reprodutores
geneticamente  superiores que  morrem

inesperadamente é a Ultima opcdo de
perpetuacéo de seu material genético. O periodo
pelo qual & possivel recuperar e preservar
estes gametas varia conforme diversos
fatores, como espécie animal e temperatura de
armazenamento dos epididimos. Este capitulo
retrata uma revisdo bibliografica sobre os
métodos de recuperacdo, o periodo maximo
post mortem em que € possivel recuperar e
congelar espermatozoides epididimarios ovinos
e a fertilidade das amostras recuperadas post
mortem em programas de inseminacéo artificial
em ovelhas. Ao final, com base na discussao

Investigacéo Cientifica e Técnica em Ciéncia Animal 2

MORTEM

bibliografica, os autores concluem que € possivel
recuperar espermatozoides ovinos congelaveis,
sem prejuizo a viabilidade e fertilidade, até 24
horas apds a morte quando os epididimos sé&o
mantidos a temperatura ambiente.
PALAVRAS-CHAVE:
criopreservacao

epididimos, carneiro,

RECOVERY, FREEZING AND FERTILITY OF
OVINE SPERMATOZOA OBTAINED POST-
MORTEM

ABSTRACT: Recovery
spermatozoa from genetically superior breeding

and freezing of
animals that die unexpectedly is the last
opportunity to perpetuate their genetic material.
The period by which it is possible to recover
and preserve these gametes varies according
to several factors, such as animal species
and storage temperature of the epididymis.
This chapter describes a literature review
on recovery methods, the maximum post-
mortem period in which it is possible to recover
and freeze ovine epididymal spermatozoa
and the fertility of recovered post-mortem
samples in artificial insemination programs
in sheep. Finally, based on the literature,
the authors conclude that it is possible to
recover freezable ovine spermatozoa, without
prejudicing viability and fertility, until 24 hours
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after death when the epididymites are kept at room temperature.
KEYWORDS: epididymites, ram, cryopreservation

11 INTRODUCAO

A cauda do epididimo no macho é responsavel pelo armazenamento de
espermatozoides até o momento da ejaculacéo e promove um ambiente favoravel as
células, preservando sua capacidade de fertilizacao por algumas semanas (JONES,
2004). Apdés a morte, os espermatozoides em machos e os odcitos em fémeas
permanecem viaveis por algum tempo (MARTINS et al., 2009). A recuperacao de
espermatozoides da cauda de epididimo post mortem pode ser a ultima chance de
obter o material genético de reprodutores de genétipos superiores (GARCIA-ALVAREZ
et al., 2009; MONTEIRO et al., 2013).

Estudos relatam que é possivel recuperar espermatozoides viaveis da cauda
de epididimo apds a morte em diversas espécies (KAABI et al., 2003; MARTINEZ-
PASTOR et al., 2006; WEISS et al., 2008). Quando recuperados pouco tempo post
mortem, os espermatozoides da cauda do epididimo apresentam a mesma qualidade
do sémen colhido em vagina artificial (ALVAREZ et al., 2012) e melhor qualidade
quando comparado ao sémen colhido por eletro ejaculacdo (GARCIA-ALVAREZ et
al., 2009). A recuperacao espermatica post mortem tem aplicacbes importantes na
manutencdao de bancos de germoplasma de animais de interesse zootécnico que
morreram inesperadamente e de espécies ameagadas de extingcdo (KAABI et al,
2003).

O tempo entre a morte e a recuperagao dos espermatozoides da cauda do
epididimo, além da temperatura de manutencao do 6rgao desde o 6bito até a coleta e
criopreservacao, interferem na viabilidade e congelabilidade da amostra espermatica
(BERTOLetal.,2013; MARTINS etal., 2009). E importante que as amostras recuperadas
ap0Os a morte possam ser congeladas no momento de sua recuperacéao, visto que este
€ 0 método definitivo de manutencéo da capacidade fertilizante dos espermatozoides
(BERGSTEIN-GALAN et al., 2017a; SALAMON; MAXWELL, 2000).

Neste capitulo sera abordado os métodos de recuperacdo espermatica, o
periodo maximo post mortem em que € possivel recuperar e congelar espermatozoides
epididimarios de ovinos e a fertilidade das amostras recuperadas apés o ébito em
programas de inseminacéo artificial em ovelhas.

2| RECUPERACAO ESPERMATICA POST MORTEM

A recuperacao de espermatozoides viaveis apds a morte ja foi descrita em
diversas espécies (Kaabi et al., 2003; Tittarelli et al., 2006; Weiss et al., 2008).

Existem dois métodos principais para recuperacdo espermatica da cauda
do epididimo (1) lavagem retrograda com meio diluidor através do ducto deferente
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e (2) realizacédo de diversos cortes da cauda do epididimo e imediata diluicdo em
meios diluidores apropriados (Figura 1). Apesar de o método de lavagem retrograda
produzir amostras de melhor qualidade (MARTINEZ-PASTOR et al., 2006) existem
limitacdes para realizar este método em ovinos, principalmente pelo diminuto calibre
dos tubulos epididimarios e dificuldade de dissecacao do tecido conjuntivo que os
envolve (BERGSTEIN-GALAN et al., 2018a).

Figura 1. Fluxograma do método de recuperagao espermatica post mortem pelo método de
cortes. |. Complexo testiculos-epididimos-escroto de carneiro. Il. Complexo testiculo-epididimo
de carneiro. lll. Secg¢éo da cauda do epididimo na diviséo entre cauda e corpo do epididimo.
IV. Cauda do epididimo seccionada em diversos cortes e imersa em meio diluidor de sémen. V.
Espermatozoides epididimarios diluidos em meio diluidor e prontos para o processamento.

Utilizando o método de cortes os trabalhos relatam recuperacéo espermatica ao
redor de 6 bilhdes de espermatozoides por cauda do epididimo (BERGSTEIN-GALAN
et al., 2018a; KAABI et al., 2003; LONE et al., 2011), dose suficiente para inseminar
até 60 ovelhas (BERGSTEIN-GALAN et al., 2018b). Entretanto a partir de 48 horas
post mortem a recuperacao espermatica cai a concentracdes proximas a 2 bilhdes de
espermatozoides por cauda de epididimo (BERGSTEIN-GALAN et al., 2018a; LONE
et al., 2011). A diminuicdo da motilidade total e da viabilidade espermatica durante o
periodo post mortem pode ser responsavel pela diminuicao da taxa de recuperacéo pelo
método de cortes, visto que a técnica € baseada na migracao das células espermaticas
do tubo epididimario até o meio diluidor(BERGSTEIN-GALAN et al., 2018a).

A motilidade total (MT) é o parametro espermatico que mais sofre interferéncia
do tempo apdés a morte (MARTINEZ-PASTOR et al.,, 2005b). KAABI et al. (2003)
verificaram, em carneiros, a diminuicdo (P<0.05) na MT a partir de 24 horas post
mortem e da porcentagem de células integras no teste hiposmotico a partir de 48
horas apdés a morte do animal, quando os epididimos sdo mantidos a temperatura
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ambiente (22°C).

BERGSTEIN-GALAN et al. (2018) estudaram o efeito do tempo post mortem na
viabilidade de espermatozoides epididimarios ovinos mantidos a temperatura ambiente
e compararam a viabilidade espermatica com a de amostras seminais coletadas em
vagina artificial. No mesmo estudo os autores relataram que é possivel recuperar
espermatozoides de carneiros com motilidade e viabilidade até 48 horas apds a
morte, porém, a partir de 24 horas existe um decréscimo significativo da motilidade
espermatica (Figura 2).

100 a ab ab
80 ab b

60
40

20

AV GO G6 G12 G24 G48

Figura 2. Motilidade total do sémen ovino coletado em vagina artificial (AV) e amostras
recuperadas de epididimos mantidos a temperatura ambiente por 0 (GO), 6 (G6), 12 (G12), 24
(G24) e 48(G48) horas apds a morte. Letras diferentes indicam diferencas significativa (P<0,05)
entre grupos. (Adaptado de BERGSTEIN-GALAN et al. (2018)).

Alguns estudos relataram que a MT e viabilidade dos espermatozoides diminuem
a partir de 48 horas ap6s a morte dos animais em cervideos (MARTINEZ-PASTOR et
al., 2005b), ovinos (TAMAYO-CANUL et al., 2011) e bovinos(MARTINS et al., 2009),
contudo estes autores avaliaram epididimos que foram refrigerados entre 4 e 5°C,
demonstrando que a estocagem dos epididimos a menores temperaturas prolonga a
sobrevivéncia espermatica.

31 COGELABILIDADE DE ESPERMATOZOIDES

Além de recuperar os espermatozoides viaveis a partir da cauda de epididimos, &
substancial que no momento da recuperacéao ainda seja possivel congelar as amostras
obtidas(BERGSTEIN-GALAN et al., 2017a).

BERGSTEIN-GALAN et al. (2017b) avaliaram a viabilidade e fertilidade de
espermatozoides epididimarios ovinos apos descongelacdo quando os epididimos
foram mantidos a temperatura entre 18 e 25°C até 48 horas ap6s a morte. Estes
mesmos autores usaram como controle o sémen coletado em vagina artificial (AV). Na
Figura 3 esta demonstrada a MT, motilidade progressiva (MP) e viabilidade resultante

deste estudo.
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Figura 3. Motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP) e viabilidade do sémen ovino
coletado em vagina artificial (AV) e amostras recuperadas de epididimos mantidos a
temperatura ambiente por 0 (G0), 6 (G6), 12 (G12), 24 (G24) e 48(G48) horas apos a
morte. Letras diferentes indicam diferencas significativa (P<0,05) entre grupos. Adaptado de
BERGSTEIN-GALAN et al. (2017b)

Quando os espermatozoides ovinos sao recuperados de epididimos que foram
expostos a temperatura ambiente, as amostras congeladas até 24 horas post mortem
apresentam motilidade e viabilidade p6s descongelacéo similares ao sémen colhido em
vagina artificial. Porém com 48 horas post mortem os espermatozoides epididimarios
apresentam motilidade e viabilidade pds descongelagcao abaixo de 10% , ndo sendo
indicado seu uso em programas de inseminacao artificial (IA) (BERGSTEIN-GALAN
et al., 2017Db).

KAABI et al. (2003) estudaram o efeito da temperatura (temperatura ambiente
e 5°C) e tempo de estocagem (0, 24 ou 48 h) de epididimos ovinos na qualidade e
fertilidade esperméatica ap6s descongelacao. Os mesmos autores relataram diminuicao
da motilidade total e progressiva apds a descongelacéo a partir de 24 horas quando os
epididimos foram mantidos a temperatura ambiente e a partir de 48 horas quando os
epididimos foram refrigerados a 5°C.

BERGSTEIN-GALAN et al. (2017b) conjecturarem que a exposicdo dos
epididimos a temperatura ambiente pode alterar o padrdo de movimento dos
espermatozoides, resultando na diminui¢éo da velocidade de migracéo destas células
no trato reprodutivo feminino. Segundo NICHI et al. (2016), quando os epididimos
sdo expostos a altas temperaturas antes do congelamento, o potencial mitocondrial
diminui significativamente.

A partir desta hipotese BERGSTEIN-GALAN et al. (2017c) identificaram trés
subpopulagdes espermaticas com base na cinética de espermatozoides epididimarios
recuperados até 48 horas post mortem e no sémen coletado em vagina artificial.
Com base nas velocidades de trajeto (VAP), progressiva (VSL) e curvilinear (VCL),
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na amplitude de deslocamento lateral de cabeca (ALH), na frequéncia de batimento

do flagelo (BCF), na retilinearidade (STR) e na linearidade (LIN), os espermatozoides

foram classificados nas trés subpopulagdes: lentos e nao lineares, rapidos e nao

lineares (hiperativados) e rapidos e retilineos (Tabela 1).

~ Rapidos e
Lentos e nédo ~ - L
. nao lineares Répidos e retilineos
lineares . .
(hiperativados)

VAP 28,5+16,7c 133,3+39,0 a 93,5+285b
VSL 16,3+11,9¢c 94,1 +45,6 a 81,5+282b
VCL 70,2 +40,1 ¢ 266,0 + 56,3 a 175,8 +47,4 b
ALH 39+25¢ 11,1+3,1a 6,8+2,00b
BCF 40,0 17,6 a 345+146Db 341 +14,7b
STR 59,2+246¢C 69,0£23,1b 86,7+9,6 a
LIN 27,3+18,9¢c 34,5+13,6 b 472 +12,1a

Tabela 1. Média + desvio padrdo da VAP (uM/S), VSL (M/S), VCL (uM/S), ALH (uM), BCF (HZ),

STR (%) E LIN (%) das subpopulacdes identificadas na andlise multivariada do sémen ovino
colhido em vagina artificial e espermatozoides ovinos recuperados da cauda de epididimo até
48 horas ap6s a morte. Adaptado de BERGSTEIN-GALAN et al. (2017c¢)

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05) entre os resultados

Como as amostras seminais sdo compostas por populacédo heterogénea de
células espermaticas (BERGSTEIN et al., 2016; GARCIA-ALVAREZ et al., 2010) as
analises tradicionais de valores médios de motilidade simplificam demasiadamente a
analise da motilidade (CONTRI et al., 2012; MARTINEZ-PASTOR et al., 2005a). Com
0 uso da analise multivariada é possivel estudar variagdes das subpopulagdes em
diversas etapas do processamento espermatico (ABAIGAR et al.,, 1999; DORADO
et al.,, 2011; GALLEGO et al., 2015)13 for gazelle. Na Figura 4 esta demonstrada
a porcentagem acumulada das trés subpopulagcdes espermaticas identificadas por
BERGSTEIN-GALAN et al. (2017c) no sémen coletado em AV e dos epididimos até 48

horas ap6s a morte.
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Figura 4. Porcentagem acumulada das trés subpopulacbes espermaticas identificadas
apo6s descongelacao do sémen ovino colhido em vagina artificial (AV) e espermatozoides
recuperados da cauda de epididimos mantidos a temperatura ambiente por 0(G0), 6(G6), 12
(G12), 24(G24), 48(G48) horas apos a morte. Letras diferentes indicam diferencas significativa
(P<0,05) entre grupos. Adaptado de BERGSTEIN-GALAN et al. (2017c)

Os espermatozoides recuperados da cauda de epididimo sao afetados
pelo periodo apés a morte, principalmente quando sdo mantidos a temperatura
ambiente. No estudo de BERGSTEIN-GALAN et al. (2017c), foi possivel identificar
que o padrao de movimento das células espermaticas recuperadas da cauda de
epididimos mantidos a temperatura ambiente é alterado 6 horas apés a morte,
com o aumento da subpopulacdo de espermatozoides lentos e nao retilineos em
detrimento da subpopulacdo de espermatozoides hiperativados. Além disso, a
subpopulagdo caracterizada por espermatozoides rapidos e retilineos diminuiu
12 horas ap6s a morte, coincidindo com o inicio da degeneracédo dos tubos
epididimarios relatada por (SONGSASEN; TONG; LEIBO, 1998). A subpopulagcéao
de espermatozoides rapidos e lineares, que correspondem a amostras seminais de
boa qualidade (MARTINEZ-PASTOR et al., 2011), desapareceu apds 48 horas post
mortem, sendo que a diminuicdo da subpopulagdo de espermatozoides rapidos e
lineares coincidiu com o aumento consideravel da subpopulacdo de espermatozoides
lentos e néo lineares(BERGSTEIN-GALAN et al., 2017c). MARTINEZ-PASTOR et al.
(2005a) também identificaram decréscimo abrupto da subpopulagdo caracterizada
por espermatozoides com velocidades médias e linearidade alta entre 48 e 72
horas ap6s a morte nos espermatozoides recuperados de epididimos de cervideos.
Os mesmos autores sugeriram que este € o limite de tempo em que seria possivel
recuperar espermatozoides do epididimo. Contudo, quando os espermatozoides
forem utilizados em biotécnicas reprodutivas que independam da motilidade (injecao
intracitoplasmética) este ndo € um fator limitante(BERGSTEIN-GALAN et al., 2017c).
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4 | FERTILIDADE DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS

A cauda de epididimo é fonte de espermatozoides viaveis que sao capazes de
fertilizar oécitos (LONE et al., 2011). A fertilizacdo de oécitos, in vivo ou in vitro, por
espermatozoides colhidos da cauda de epididimo ja foi relatada em ratos (KANEKO
et al., 2009; SONGSASEN; TONG; LEIBO, 1998) equinos (MONTEIRO et al., 2011),
bovinos (BERTOL et al., 2016; MARTINS et al., 2009), ovinos (ABELLA et al., 2015;
ALVAREZ et al., 2012; BERGSTEIN-GALAN et al., 2017b; KAABI et al., 2003) suinos
(OKAZAKI et al., 2012) e cervideos (GARDE et al., 1998).

Estudos relatam que a taxa de gestacdo apds inseminacao artificial por
laparoscopia utilizando espermatozoides recuperados da cauda de epididimo, em
ovinos, é de aproximadamente 50% (ABELLA et al., 2015; ALVAREZ et al., 2012;
RICKARD et al., 2014). Entretanto, o periodo apés a morte apresenta efeito negativo
sobre a taxa de gestacédo. Segundo Abella et al. (2015), a perda na taxa de gestacéo
por dia de estocagem corresponde a 7% em ovelhas Corridale e 12% em ovelhas
lle de France, quando os espermatozoides foram refrigerados. Todavia quando os
espermatozoides epididimarios ovinos sao recuperados até 24 horas post mortem nao
ha diferenca, comparado ao sémen colhido em vagina artificial, na taxa de gestacéo
apos |A por laparoscopia (ALVAREZ et al., 2012; BERGSTEIN-GALAN et al., 2017b;
KAABI et al., 2003).

Na fertilizac&o in vitro, Kaabi et al. (2003) relataram diminuicéo (P<0,05) da taxa
de clivagem de odcitos fertilizados por espermatozoides recuperados da cauda de
epididimo de ovinos 48 horas apés a morte (38%"), quando comparada a amostras
recém coletadas dos epididimos (53%?) e ao sémen colhido em vagina artificial (50%?).

51 CONCLUSAO

Em conclusdo € possivel recuperar espermatozoides ovinos congelaveis, sem
prejuizo a viabilidade e fertilidade, até 24 horas ap6s a morte quando os epididimos
sao mantidos a temperatura ambiente.
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