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Apresentacao

A liofilizacao é um método que visa a preservacao celular pela
retirada da dgua dos sistemas biolégicos por sublimacao do gelo.
Recentemente, a liofilizacao tem sido aplicada para preservar
espermatozdides de mamiferos, representando uma ferramenta
alternativa para conservacao do material genético. Existem poucos
estudos dessa técnica com bovinos. E um método que ainda
encontra-se em desenvolvimento, mas que podera revolucionar a
criobiologia, quando estabelecido. Dessa forma, esta publicacdo tem
a finalidade de apresentar a técnica de liofilizacdo de espermaética,
as vantagens e as dificuldades, bem como demonstrar os estudos
realizados de forma pioneira com essa tecnologia, nos laboratérios da
Embrapa.

Roberto Teixeira Alves
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Introducéo

Os métodos convencionais de criopreservacado de espermatozéides,
tanto animais quanto humanos, dependem do nitrogénio liquido para
manter a viabilidade dos gametas, demandando maiores cuidados no
armazenamento e transporte, tornando mais caro o processo.

Varios grupos de pesquisa vém buscando alternativas mais econdmicas
e simples que permitam a preservacao do gameta animal na sua
integridade e que facilitem o armazenamento em temperatura ambiente.
Inserindo-se nesses propodsitos, o processo de liofilizacdo espermatica
(desidratacao a vacuo em baixas temperaturas) tem sido o principal
objeto de estudo para a conservacao de gameta animal masculino, uma
vez que apresenta muitos beneficios.

O estabelecimento da conservacao espermaética por liofilizacao

ou “freeze-drying sperm” poderd ser Util em diversos campos de
atuacao, sendo possivel citar as seguintes vantagens: (1) facilidade de
transporte dentro do pais ou entre paises, proporcionando importacao
ou exportacao de importantes linhagens genéticas; (2) custo de
armazenamento menor, pois ndo ha necessidade de nitrogénio liquido;
(3) estudos em biologia molecular e reproducao assistida animal e
humana; (4) conservacao de linhagens com genética superior, espécies
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e racas raras ou linhagens transgénicas (estabelecimento de banco de
recursos genéticos); (5) estudo de caracterizacao de espécies-racas por
meio de marcadores genéticos.

Apesar do nimero crescente de pesquisas nessa area, ha muito que
se avancar, especialmente na espécie bovina. Atualmente, existem
estudos com vaérias espécies, no entanto somente ha descendentes
nascidos de espermatozéides liofilizados em camundongos e coelhos.

Portanto, este trabalho tem por objetivo fazer uma revisao bibliogréafica
sobre o processo de liofilizacao de espermatozdides e trazer
informacoes sobre a situacao atual da conservacao de espermatozdéides
por liofilizacdo no mundo e no Brasil, por intermédio dos estudos
realizados na Embrapa.

Estrutura Espermatica Bovina

A principal caracteristica da cabeca do espermatozdide é o nucleo
achatado de forma oval, que contém a cromatina altamente
compactada. A cromatina condensada compreende um complexo de
DNA com uma classe especial de proteinas conhecidas como
protaminas. A extremidade anterior do nlcleo espermético é recoberta
pelo acrossomo, uma fina cobertura com dupla camada de membranas
que envolvem intimamente o ndcleo durante os Ultimos estagios de
formacao do espermatozéide (Fig. 1). Essa estrutura contém enzimas
hidroliticas incluindo pré-acrosina, hialuronidase, esterases e hidrolases
acidas, envolvidas no processo de fecundacao. Durante a reacao do
acrossomo, a membrana externa acrossomal fusiona-se com o
plasmalema, sob o controle intracelular e extracelular do célcio,
determinando a exocitose de todo conteddo do acrossomo. As
principais funcdes das enzimas acrossomais sao a dispersao das células
do Cumulus oophorus e a lise local da zona pelticida. A membrana
interna do acrossomo é relativamente estavel e permanece intacta apés
a reacao do acrossomo ter ocorrido. A penetracado da zona pellcida e
fusdo com o oolema sao eventos mediados por receptores, com areas
especificas da cabeca do espermatozdéide se aderindo aos alvos no
ovécito (HAFEZ; GARNER, 1995).
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Fig. 1. Diagrama da ultra-estrutura do espermatozéide bovino. Principais estruturas identi-
ficadas por microscopia de campo claro (a); caracteristicas das ultra-estruturas da cabeca
e peca conectora (b); ultra-estruturas da peca principal da cauda (c); detalhes gerais das
ultra-estruturas do axonema da cauda (d).

Fonte: Bedford e Hoskins (1996).
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A cauda do gameta masculino é composta de colo, peca intermediaria,
peca principal e terminal (Fig. 1). A regiao da cauda entre o colo e o
annulus é a peca intermediaria. A parte central da peca intermediaria,
junto com o comprimento total da cauda, forma o axonema. O
axonema é composto de nove pares de microtibulos periféricos e um
par central, onde a proteina dineina é responsavel pela transformacao
da energia quimica em mecanica. Todo esse conjunto é recoberto,
externamente, por numerosas mitocOndrias dispostas em forma de
hélice, que geram a energia necessaria para a motilidade espermética.

A peca principal, que continua posteriormente do annulus e se estende
até a parte terminal da cauda, é composta, centralmente, do axonema
e de sua associacao de fibras. A peca terminal, que é posterior

a membrana fibrosa, contém somente o axonema recoberto pela
membrana plasmatica (HAFEZ; GARNER, 1995).

Criopreservacdao Convencional

O espermatozdéide é uma célula altamente polarizada e especializada
com uma estrutura tripartida em cabeca, peca intermediéaria e

cauda. Esse gameta perde a habilidade de biossintese, de reparo,

de crescimento e de divisao celular durante a fase final da
espermatogénese. Dessa forma, a conservacao de espermatozdides
requer uma reducao ou atraso do metabolismo das células esperméaticas
para gerar um prolongamento de sua vida (YOSHIDA, 2000).

O relativo sucesso alcangcado com a criopreservacdo de sémen

tem permitido avancos significativos no campo da agropecuaria,
tornando possivel a troca internacional de germoplasma de animais
geneticamente superiores; da biotecnologia, por permitir uma eficiente
estocagem de linhagens de murinos cientificamente importantes; da
conservacao de espécies em risco de extingcao, por meio do banco de
recursos genéticos; e da medicina reprodutiva humana (WOODS et al.,
2004).
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Um dos mais importantes principios da criopreservacao reside na
necessidade de se remover o maximo possivel de 4gua das células
antes de se proceder seu congelamento. Se essa desidratacdo nao
ocorrer, grandes cristais de gelo se formarao lesando severamente a
estrutura intracelular. No entanto, a remocao demasiada de agua das
células também pode ser deletéria (SEIDEL, 1986).

Varios aspectos da criopreservacao espermatica tém sido estudados,
tais como a composicao quimica dos diluentes e seus efeitos

sobre a membrana plasmatica, os limites de tolerancia osmoética, a
condutividade hidrica e a permeabilidade dos crioprotetores (GILMORE
et al., 2000). Esses estudos sugerem que os espermatozéides de
cada espécie tém diferentes propriedades criobiolégicas, bem como
apresentam variacao quanto a sensibilidade a manipulacao (exemplo:
pipetagem, centrifugacéo), a tolerancia osmética e a sensibilidade ao
resfriamento (KATKOV; MAZUR, 1999; PHELPS et al., 1999).

De maneira geral, o sucesso da criopreservacao da célula depende

da velocidade do congelamento e da composicao da solucao onde as
células sdo congeladas. Inicialmente, a d4gua extracelular se congela

no momento em que a célula se aproxima do ponto de congelamento,
resultando em remocao do liquido extracelular, fato que acarreta um
aumento de osmolaridade. Com esse desequilibrio osmético, a dgua

é retirada da célula para o compartimento extracelular, ocasionando
uma diminuicao do volume celular. Uma adequada desidratacao celular
depende da velocidade do congelamento, de forma a ndo provocar uma
lise da célula. No caso de um congelamento muito lento, o equilibrio
permanecerd constante e a célula ficard exposta ao crioprotetor e ao
estresse osmotico por tempo prolongado, fato que poderd acarretar a
morte celular. Ao contrdrio, no caso de congelamento muito rapido, a
desidratacao serd insuficiente e causard a formacao de gelo intracelular,
levando a lise da célula na ocasiao do descongelamento (LOPEZ-BEJAR
et al., 1994). Para evitar o dano celular, mesmo com uma velocidade
de descongelamento controlada, hd necessidade do emprego de
crioprotetores.
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A criopreservacao espermatica tem sido associada com sucesso as
tecnologias reprodutivas humanas e bovinas. A maioria dos protocolos
utiliza uma curva lenta de resfriamento inicial (exemplo: 1 °C/min a

5 °C/min), que comeca a partir da temperatura corporal ou temperatura
ambiente até atingir a temperatura de solidificacdo. Em seguida, apés
a formacao inicial de gelo, a adocao de uma taxa de resfriamento mais
rapida é necesséria (exemplo: 100 °C/min a 200 °C/min), na presenca
de glicerol tamponado com gema de ovo (fonte de fosfolipidios) e
citrato de sédio. Com esse procedimento, a taxa de sucesso tem sido
satisfatdria nessas espécies quando o sémen congelado € utilizado na
inseminacao artificial ou fecundacéo in vitro (HOLT, 2000).

Um protocolo padrao tem sido idealizado para a criopreservacao

de sémen de todas as espécies. Entretanto, agueles destinados

a criopreservacao de sémen de mamiferos apresentam limitacoes

e produzem taxas de sucesso que variam entre as espécies e até
individualmente dentro da mesma espécie. Em algumas espécies,
como a suina, um método apropriado ainda esta por ser determinado,
enguanto, em outras espécies, como a murina, um método que
parece ser apropriado para uma linhagem falha para outra (CRITSER;
MOBRAATEN, 2000). Essas informacdes indicam que o exame das
propriedades criobiolégicas dos espermatozéides, bem como o exame
da exata natureza da crio-injdria espécie-especifica, deve ser realizado
para se determinar um apropriado protocolo de criopreservacao (HOLT,
2000).

Liofilizacdo Espermatica

A criopreservacao, como método de conservacao de espermatozdides,
revolucionou a pecuaria, bem como a medicina reprodutiva.
Espermatozdides congelados e posteriormente descongelados podem
readquirir sua motilidade e serem utilizados para fecundacao. Longos
periodos de armazenamento em nitrogénio liquido tém sido utilizados
rotineiramente para armazenar sémen humano e animal, o que requer
uma constante reposicao do nitrogénio liquido, que é de dificil aquisicao
em muitas circunstancias e em muitas partes do mundo. Sendo assim,
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buscando uma alternativa mais barata e facil, tém sido realizadas varias
tentativas no sentido de possibilitar a estocagem de espermatozdides
por tempo indeterminado, em temperatura ambiente (WAKAYAMA

et al., 1998).

Polge et al. (1949) foram os primeiros a tentar o congelamento a seco
de espermatozéides. Em seu experimento, sémen de um galindceo

foi misturado com igual volume de solucédo de Ringer contendo 20 %

a 30 % de glicerol e submetido a congelamento a seco, removendo

90 % da agua da solucao. Nas preparacdes de re-hidratacdo, 50 %
dos espermatozdéides readquiriram a sua motilidade, entretanto a
fertilidade nao foi testada. Subseqlientes tentativas para congelar a
seco espermatozéides humanos e de bovinos, para obtencao de células
viaveis, falharam (BIALY; SMITH, 1957).

Goto et al. (1990) revolucionaram os sistemas de conservacao

de gametas masculinos ao sugerirem que nao ha necessidade que

os espermatozéides estejam vivos no sentido convencional para
proporcionar um desenvolvimento embriondario normal. Essa teoria foi
comprovada, por esses pesquisadores, quando reportaram o nascimento
de dois bezerros normais apés microinjecao de espermatozéides mortos
por congelamento e descongelamento sem crioprotetor.

Da mesma forma, Katayose et al. (1992) mostraram que nucleos de
espermatozéides de hamster e humanos congelados a seco retinham
sua habilidade para se desenvolver em pré-nudcleo e sintetizar DNA,
quando microinjetados em ovécitos apds seis meses de estocagem.
Nesse mesmo trabalho, espermatozéides de camundongo foram
depositados em diluidor sem crioprotetor e mergulhados em
nitrogénio liquido. Apesar de todas as células terem sido consideradas
mortas, utilizando-se corante de exclusao de vivos e mortos, houve
desenvolvimento normal apds injecao de suas cabecas em ovécitos,
ficando comprovado que a viabilidade celular e nuclear nao sao

sindbnimos.
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Wakayama et al. (1998) demonstraram que a motilidade espermatica
e a integridade da membrana plasmatica, apds o congelamento

e descongelamento sem crioprotetor, ndo sao essenciais para a
fecundacao e desenvolvimento de descendentes saudaveis. Nesse
caso, uma progénie de camundongo nasceu a partir da microinjecédo de
espermatozodides, até entdo chamados de nao vidveis, por terem sido
considerados mortos.

Wakayama et al. (1998), baseados no conhecimento de que, em
camundongos e bovinos, o ndcleo espermatico é estabilizado por
extensivas pontes de dissulfito durante a maturacao epididimal,
propuseram que estes gametas resistiriam ao estresse fisico de um
método de conservacao mais agressivo que os atuais. Assim, eles
demonstraram que espermatozéides de camundongo podem ser
conservados pelo processo de liofilizacdo, sem perder seu potencial
genético e reprodutivo. Quando espermatozdides da cauda do
epididimo foram liofilizados e entao re-hidratados nenhum estava movel
e muitos apresentaram as cabecas separadas da cauda. Portanto,
espermatozéides liofilizados com presenca de cauda foram selecionados
e a cabeca foi separada da cauda por alguns pulsos piezo-elétricos

na regido do pescoco. Somente a cabeca do espermatozéide foi
microinjetada em ovdcito, sendo que a maioria dos ovécitos sobreviveu
a operacao e foram fertilizados, ocorrendo o desenvolvimento de
moérula e blastocistos in vitro que, depois de transferidos para animais
receptores, proporcionaram varios nascimentos.

Espermatozdides de camundongo liofilizados com EGTA [ethylene
glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid]l mantiveram a
integridade cromossomal e quase 100 % dos ovécitos microinjetados
apresentaram caridtipo normal (KUSAKABE et al., 2001). Dessa forma,
a tolerancia do nucleo espermatico a liofilizacdo tem sido atribuida

a condicao de ligacdo das pontes de dissulfito com as protaminas,

que sao bem estaveis nos espermatozéides maduros (KANEKO et al.,
2003a).
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O valor do pH da solucao de liofilizacao parece influenciar também
a integridade cromoss6mica. Assim sendo, Kaneko et al. (2003b),
estudando esse pardmetro em camundongos, observaram que

a integridade dos cromossomos espermaticos e a habilidade de
desenvolvimento sdao melhores quando os espermatozéides sao
liofilizados em meio levemente alcalino (pH entre 8 e 8,2).

Keskintepe et al. (2002) liofilizaram espermatozéides bovinos em
solucdo rica em aminoacidos e os microinjetaram dentro de ovécitos
bovinos maturados in vitro e com subseqliente ativacao com 10 yM de
ionomicina e posterior incubacao com 1,9 uM de 6-dimethylaminopurine
(6DMAP). Com esses procedimentos, esse grupo observou a formacéao
de embrides com 4 a 8 células (43 %), mérulas (19,7 %) e blastocistos
(11,4 %). Esses resultados indicaram que os espermatozéides bovinos
suportam o processo de liofilizacdo e também sao capazes de gerar um
desenvolvimento embrionario normal.

Utilizando a técnica de injecao intracitoplasmatica com espermatozdides
liofilizados de suino, Kwon et al. (2004) demonstraram a possibilidade
de ovdcitos suinos serem ativados, com subseqiiente formacao do
pré-ndcleo masculino. Entretanto, nesse caso, o percentual de ativacao
foi inferior quando comparado com o percentual para espermatozéides
nao liofilizados e poucos conseguiram atingir a fase de blastocisto. Esse
achado permitiu concluir que durante o processo de liofilizacdo ocorreu
a destruicdo ou inativacao de fatores ativadores do ovécito, localizados
na cabeca espermatica, dificultando a ativacdao e o desenvolvimento
embrionario.

Liu et al. (2004) reportaram o nascimento de coelhos por ICSI
(Introcytoplasmic Sperm Injection) de espermatozdides liofilizados.

Esse fato indicou a possibilidade de adequada conservacao e
desenvolvimento final a partir de espermatozdéides de espécies nao
roedoras, o que até entao nao havia ocorrido. No entanto, a eficiéncia
da ICSI em coelhos utilizando espermatozéides liofilizados foi de apenas
0,4 %.
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Recentemente foi demonstrado que espermatozéides liofilizados de
camundongos e bovinos podem manter totalmente sua capacidade de
induzir a oscilacao de calcio no citoplasma de ovécitos em Metéafase I,
quando microinjetados com esses gametas. Essa oscilacdo de célcio é
de fundamental importancia para o desenvolvimento normal de ovécitos
fecundados (LIU et al., 2005).

Substancias Nucleo-protetoras na
Liofilizacao

Estudos indicam que um nucleo espermatico intacto pode ser a Unica
condicdo necessdaria para um desenvolvimento embriondrio bem
sucedido, mesmo apés a motilidade e integridade de membrana dos
espermatozéides estarem comprometidas (KUSAKABE et al., 2001).
Dessa forma, torna-se importante a identificacdo e subseqliente
otimizacao dos componentes criticos que estao envolvidos na
estabilizacdo do nucleo do espermatozéide armazenado (BHOWMICK
et al., 2003). A estabilidade da matriz nuclear é fundamental no
desenvolvimento do ovécito e consequente producao de descendentes
e parece ser influenciada pelo meio em que os espermatozdides sao
desidratados (WARD et al., 1999).

Uns dos primeiros componentes descritos como protetores nucleares,
durante a liofilizacdo espermatica, foram o soro fetal bovino (SFB) e
a albumina sérica bovina (Bovine Serum Albumin, BSA). A presenca
desses componentes do meio de liofilizagcdo pode fornecer alguma
protecao ao nucleo espermatico (WAKAYAMA et al., 1998).

A dgua desempenha uma importante funcdo na manutencao da
integridade estrutural e funcional das membranas biolégicas. A remocao
da 4agua por desidratacdao ou congelamento freqlientemente resulta em
vasta alteracao estrutural e funcional nas membranas biolégicas. No
entanto, muitos organismos expostos a essas condicdes acumulam
compostos que previnem alteracdes deletérias nas membranas durante
os estados de dgua reduzida. Um desses compostos, a trehalose, é um
dissacarideo da glicose, comumente encontrado em altas concentracoes
em muitos organismos que sofrem completa desidratacao. Nesses
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organismos, incluem-se as leveduras e fungos esporulados (AISEN

et al., 2000). O mecanismo pelo qual a trehalose protege as células
submetidas a desidratacdo e ao congelamento parece envolver efeitos
estabilizantes nas proteinas e nas membranas; no entanto, a natureza
desse efeito permanece desconhecida (ABOAGLA; TERADA, 2003).

Atualmente, uma solucao nao fisiolégica quelante de célcio,
denominada EGTA, proporciona suficiente protecao ao DNA, adequada
para gerar desenvolvimento embrionario a partir de espermatozodides
desidratados e ressuspendidos (KUSAKABE et al., 2001). A liberacao
de nucleases enddégenas dos espermatozdides, apés liofilizacao

ou congelamento sem crioprotetor, é a causa mais provavel das
aberragGes cromossdmicas estruturais. Maione et al. (1997)
descreveram a existéncia de endonucleases dependentes de calcio nos
espermatozéides de camundongo. A presenca de um agente quelante
do célcio em uma solucéo livre de célcio e magnésio e rica em potéssio
provavelmente contribui para melhorar a estabilidade cromoss6mica nos
espermatozoéides liofilizados (KUSAKABE et al., 2001).

Ademais, Kaneko et al. (2003b), estudando a liofilizacao de
espermatozéides de camundongo com EGTA, acreditaram que um

alto pH pode prevenir ou diminuir a acdo de substancias como as
endonucleases. Por exemplo, o pH 6timo para a DNase | é 7,0 e a
enzima é estavel em um pH entre 5,0 e 6,0 (KUNITZ, 1950). Como
cations bivalentes sdo essenciais para a atividade da DNase, agentes
quelantes de calcio como EDTA e EGTA suprimem sua atividade.

A combinacado de EGTA e um pH alcalino pode suprimir, de forma
sinérgica, a atividade de DNase quando espermatozdides sao liofilizados
e suas membranas sao rompidas (KANEKO et al., 2003b).

Estudos de Conservacao de
Espermatozdides Bovinos por
Liofilizacdo no Brasil

A estabilizacao das células por liofilizacdo tem sido um dos maiores
objetivos da criobiologia por muitas décadas, mas o sucesso dessa
técnica tem sido limitado (CROWE et al., 2001). No entanto, o



20

Conservacédo de Espermatozéides Bovinos por Liofilizacdo (freeze-drying)

conhecimento obtido a partir do estudo da biologia molecular tem
mudado esse contexto. Dentro dessa nova realidade, células soméaticas,
como os fibroblastos, ja foram conservadas adequadamente por
liofilizacdo por algumas semanas (CHEN et al., 2001). Ademais,
espermatozéides de camundongos, ratos e coelhos também ja foram
conservados por liofilizacdo, e descendentes foram produzidos por
intermédio da reproducao assistida.

Alguns grupos tém tentado conservar espermatozdides bovinos por
meio de liofilizacao, em virtude da grande praticidade e economia

que essa tecnologia poderia trazer para a reproducao dessa espécie
de grande interesse mundial. Desde a década de 1950, a liofilizacdo
espermatica tem sido testada para conservar espermatozoides de
bovinos e humanos (SHERMANN, 1954, 1957). No entanto, somente
em 2002, surgiu um Unico trabalho descrevendo a viabilidade de
espermatozoéides liofilizados bovinos para produzir embrides.

Em virtude das informacoes limitadas da liofilizacdo espermatica nos
bovinos, de forma pioneira, por meio dos estudos de doutorado do
Pesquisador da Embrapa Cerrados, Carlos Frederico Martins, procurou-
se avaliar o impacto dessa tecnologia na viabilidade estrutural e
funcional dos espermatozdides bovinos conservados com diferentes
solucoes protetoras. Dessa forma, foram testadas as solucdes
potenciais utilizadas em camundongo, compostas de soro fetal e

com a solucdo de EGTA. Ademais, uma nova solugao composta de
trehalose 0,2 M foi testada para essa finalidade de protecao durante a
liofilizacdo. Esse acuUcar desperta interesse, pois tem sido utilizado, com
sucesso, para a liofilizacao de fibroblastos e para o congelamento de
espermatozdéides de varias espécies.

Neste estudo, foram utilizados espermatozdéides frescos de touros
Nelore que tivessem apresentando acima de 80 % de motilidade e
menos de 10 % de anormalidades espermaticas. Cada ejaculado foi
dividido em duas porcdes: uma porcao foi criopreservada com o diluidor
Tris gema glicerol e foi utilizada para o controle do experimento; a
outra porcao foi distribuida nos tratamentos de liofilizacdo (1- TCM
Hank’s com 10 % de soro fetal bovino; 2- TCM Hank’s com 0,2 M de
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trehalose; e 3- Solucao de EGTA). Entdo, as amostras foram resfriadas
ao vapor de nitrogénio (aproximadamente -80 °C por 1 hora) e, em
seguida, mergulhadas em nitrogénio liquido. As amostras congeladas
foram inseridas imediatamente no liofilizador (Thermo Savant, Holbrook,
NY, USA), previamente estabilizado a -40 °C e 350 x 10 Mbar de
pressdo. Apds 12 a 16 horas de liofilizacdo, os tubos, contendo as
amostras, foram lacrados, protegidos da luz e estocados por trés
meses. Depois deste periodo, uma bateria de avaliacdes de microscopia
eletrénica, de microscopia de fluorescéncia e ICSI foram realizadas
para determinar o efeito da liofilizacdo sobre os espermatozéides nos
diferentes tratamentos.

Os conhecimentos gerados a partir dessas analises e publicados

por Martins et al. (2007a,b) confirmam que a liofilizacao ainda é

uma metodologia agressiva para algumas organelas espermaticas,
inviabilizando a manutencdo do movimento esperméatico. Porém, ficou
claro que é possivel preservar a integridade nuclear, sendo a melhor
eficiéncia ligada ao tipo de meio protetor utilizado.

Apesar dos meios utilizados nao se mostrarem totalmente eficientes
para preservar a integridade total da célula espermatica, foi possivel
preservar o acrossoma (Fig. 2 a), uma estrutura fundamental para
fecundacao. Esses achados somente corroboram as informacdes de
Hirabayashi et al. (2005), que registraram a manutencao da estrutura
acrossomal dos espermatozéides liofilizados de ratos. Outros autores
descrevem total comprometimento dessa estrutura em camundongos.
Em bovinos, ndo héa descricao da avaliacao dessa estrutura apés o
processo de liofilizagao.

A cauda espermética é outra estrutura que tem se separado da

cabeca durante a liofilizacao de espermatozéides em outras espécies
(WAKAYAMA; YANAGIMACHI, 1998; KWON et al., 2004;

LIU et al., 2004), porém neste estudo ndo houve um destacamento
(Fig. 2 b) maior que 8 %, ndao havendo diferencas significativas entre os
tratamentos. Esse fato estéa ligado a protecao oferecida pelas solucoes
e também diretamente relacionado com a estrutura do espermatozéide
bovino, que deve ter uma maior resisténcia nessa regiao de ligacao
entre cabeca e cauda.
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Em todos os outros trabalhos de liofilizacdo espermatica, nao ha

a descricao da integridade das mitocéndrias, porém os resultados
dessa tese demonstraram que as mitocondrias foram estruturalmente
preservadas em todos os tratamentos, indicando que o procedimento
de liofilizacao utilizado foi adequado e todos os meios ofereceram
suficiente protecao.

Os microtUbulos foram estruturas que se alteraram nos tratamentos
com EGTA e trehalose, porém se mantiveram normais no tratamento
com soro fetal bovino e TCM 199. A literatura nao faz descricGes dessa
estrutura em relacédo ao processo de liofilizacdo, porém uma possivel
explicacao estaria relacionada com uma maior sensibilidade dos
microtubulos as solucdes protetoras. As solugcdes contendo trehalose

e EGTA sédo hipertdnicas e com pH alcalino, e essas caracteristicas
podem ter afetado esta estrutura.

21um

Fig. 2. Espermatozéides liofilizados com meio contendo EGTA, onde as setas indicam a
retencdo da estrutura acrossomal e uma aglomeracédo espermatica tipica dessa solucéo
de protecédo (a); espermatozdides liofilizados com meio contendo trehalose, onde as setas

indicam a separacao da cauda de alguns espermatozéides (b).

O nucleo espermético foi mais bem conservado quando as solucdes
com trehalose e EGTA foram utilizadas. A conservacao dos
espermatozéides bovinos com a presenca de 0,2 M de trehalose
demonstrou que 95 % dos espermatozdéides apresentaram o DNA
intacto. Tem sido proposto que a trehalose pode proteger os sistemas
biolégicos durante a desidratacao por formar uma matriz inerte e

Fotos: Carlos Frederico Martins
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estavel, que protege as proteinas e lipideos, pois previne a fase

de transicao ou cristalizacdo. A trehalose pode também se ligar

ao hidrogénio na porcao polar das proteinas e lipideos, evitando a
ocorréncia da fusao ou desnaturacao. Neste trabalho, a solucao
protetora com 0,2 M de trehalose ndo evitou os danos na membrana
plasmatica, no entanto garantiram a estabilidade nuclear por proteger
as proteinas nucleares, especialmente as protaminas da cromatina.

A solucao de EGTA tem sido preferida para liofilizacao de
espermatozéides de camundongos (SZCZYGIEL et al., 2002). Os
resultados dessa tese com a solucdo de EGTA e a solucao de trehalose
sdo inéditos para bovinos, sendo agora indicadas para a conservacao
nuclear dos espermatozdides dessa espécie. Os resultados obtidos
com a solucdo de EGTA em espermatozéides bovinos confirmam

os resultados obtidos em camundongos (KANEKO et al., 2003b;
KUSAKABE; KAMIGUCHI, 2004). Essa solucédo tem sido adequada
para manutencao da integridade nuclear, pois confere protecao ao
espermatozéide durante o processo de liofilizacdo e especialmente
apés, pois tem importante funcao na inibicao das endonucleases
(SZCZYGIEL et al., 2002; KUSAKABE; KAMIGUCHI, 2004), evitando
assim a morte celular.

Com a perda de motilidade dos espermatozéides durante o processo
de liofilizacao, a utilizacao destes para a producao de embrides
depende da ICSI. Dessa forma, a Unica exigéncia para a realizacdo da
ICSI é a presenca de um nucleo intacto. Portanto, é imprescindivel a
utilizacdo de ferramentas que possam avaliar adequadamente o status
nuclear apds a liofilizacdo. Nesta tese foi observado que a técnica

de Tdt-mediated deoxyuridine triphosphate nick end labeling (Tunel)

é extremamente mais sensivel e confidvel que Acridine Orange Test
(AOT) para essa finalidade (MARTINS et al., 2007a). Essas informacdes
estado de acordo com Young et al. (2003), que confirmam a técnica
de Tunel como um método de eleicao para avaliar danos ao DNA
espermatico.

A técnica de ICSI é uma técnica em desenvolvimento na espécie
bovina, necessitando de avancos para a producao de descendentes.
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O sistema de ICSI convencional (Fig. 3), o qual foi utilizado neste
trabalho, lesiona mais os ovécitos e dificulta a descondensacao da
cabeca espermética, que acaba sendo envolvida pela membrana
plasmatica rompida, que é depositada no citoplasma do ovécito (OCK
et al., 2003). Apesar dessas dificuldades, este trabalho comprovou
que os espermatozoéides liofilizados bovinos apresentam o potencial
de liberar seu material genético no citoplasma do ovdcito e gerar
desenvolvimento embrionério (Fig. 4 a, b). Essas informacdes
corroboram os dados obtidos por Keskintepe et al. (2002), que
demonstraram o potencial dos espermatozdéides liofilizados bovinos
em gerar desenvolvimento embrionéario. Os tratamentos com trehalose
e EGTA foram os que apresentaram as menores porcentagens de
espermatozéides com fragmentacdo de DNA, e conseqlientemente
apresentaram as melhores taxas de descondensacao de cabeca no
citoplasma do ovécito e de formacao de blastocistos. Por sua vez, os
espermatozéides do tratamento com SFB e TCM 199 apresentaram
as maiores taxas de fragmentacao de DNA e o pior potencial de
fecundacao e desenvolvimento embrionario. Esses resultados
confirmam os achados da avaliacdo de Tunel realizada por Martins et al.
(2007a), indicando que ela é uma técnica fundamental e indicada antes
da ICSI para determinar o status do DNA espermatico.

Foto: Carlos Frederico Martins

Fig. 3. Representacdo do processo de injecdo
intracitoplasmatica com espermatozéide liofilizado.
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S

Fig. 4. Formacao de pré-ntcleos (a); formacdo embrionéria apés a Introcytoplasmic
Sperm Injection (ICSI) com espermatozdide liofilizado (b).

Consideracdes Finais

Importantes informagdes foram conquistadas nos trabalhos
desenvolvidos na Embrapa com a liofilizacao espermética, permitindo
concluir que o método de liofilizacdo de espermatozdéides bovinos ainda
permanece agressivo para algumas estruturas, porém mitocéndrias,
acrossoma e nucleo podem ser conservados. A preservacao dessas
estruturas, ndo preservadas em trabalhos anteriores, indica importantes
conquistas na busca da preservacdo completa da estrutura e funcao
dos espermatozdides.

Ademais, as melhores solucdes para protecao nuclear sao os
compostos pela trehalose e EGTA. Os espermatozdides liofilizados
bovinos podem participar do processo de fecundacao e da formacao
embrionéria, sendo que as melhores taxas foram encontradas quando
os espermatozdides liofilizados com trehalose e EGTA foram utilizados
em ICSI.

No entanto, outros estudos ainda devem ser realizados, e a melhoria

da técnica de liofilizacdo espermatica passa necessariamente pelos
avancos nos meios de liofilizacdo e da técnica de ICSIl. Uma importante
estratégia pode ser a associacao da trehalose e EGTA para a liofilizacédo
dos espermatozdides e a utilizacdo destes espermatozdides pela ICSI

Fotos : Carlos Frederico Martins
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com o sistema piezo-drive, pois por intermédio das vibracdes
piezo-elétricas o espermatozdide liofilizado pode ser inserido no ovécito
sem provocar lesdes neste.
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Bovine Sperm Conservation
by Freeze-dryng

Abstract

Animal germplasm conservation is conventionally performed by
cryopreservation methods, which use liquid nitrogen to keep gamete
viability. The sperm preservation by lyophilization (freeze-drying) is

an interesting alternative to the conventional method, because it
offers conditions to store the sample for an indefinite period of time

at room temperature or 4 °C, facilitates the germplasm exchange

and the storage of the samples, as it doesn’t request great spaces for
these purposes. The bovine sperm tolerates the lyophilization process
and is able to generate embryo with normal development. However,
the success in maintaining the integrity and stability of freeze-dried
sperm chromosomes depends on several factors, such as pH of the
lyophilization solution, the presence of calcium chelator substances
and molecules that protector nucleus it self. The loss of sperm motility
during lyophilization involves the use of Introcytoplasmic Sperm
Injection (ICSI) for the embryo production. Therefore, the requirement
to perform ICS! is the presence of an intact nucleus, which should
preferably be evaluated by the Tunel technique. Tunel technique

is more suitable for this purpose, due to its greater sensitivity and
reliability in relation to Acridine Orange Test (AOT). New studies about
the lyophilization media and improvement the bovine ICSI technique will
be essential to improve the sperm freeze-drying process.

Index terms: DNA, germplasm, ICSI, freeze-drying solution.
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