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Material genético tanto de animais de interesse econdmico como de animais silvestres pode ser perdido
a qualquer momento por morte animal ndo explicada. Neste caso, esforcos podem ser realizados por
meio da utilizagdo das técnicas de reprodugéo assistida para evitar a perda total deste material genético
de importancia (Martins et al., 2007). A recuperacdo e a criopreservagdo de espermatozdides do
epididimo de animais mortos (recuperacdo pés-morte) € uma opgédo viavel para preservar gametas
masculinos e desta forma manter um banco de germoplasma (Tittarelli et al., 2006). Considerando a
importancia de se recuperar espermatozdides que seriam perdidos pela morte animal, este trabalho
objetivou estudar as caracteristicas morfolégicas e funcionais dos espermatozéides bovinos recuperados
de epididimos resfriados por longos periodos e posteriormente criopreservados.

Material e Métodos - =

Testiculos bovinos foram coletados em abatedouro, transportados ao laboratério & temperatura
ambiente e divididos aleatoriamente em quatro grupos (n=5 testiculos/grupo): G1 (Oh), G2 (24h), G3
(48h) e G4 (72h) de acordo com o periodo apés resfriamento a 5°C. Em cada periodo de
armazenamento os espermatozéides foram recuperados da cauda dos epididimos para avaliacdo da
viabilidade. Vérias incisdes foram realizadas na cauda do epididimo e entdo por pressdo manual os
espermatozdides foram liberados e coletados em tubos graduados de 15 ml (Figura 1). Os
espermatozdides foram avaliados sob microscopio quanto a caracteristicas fisicas (motilidade, vigor e
concentracao) e morfolégicas (patologias espermaticas). As amostras foram diluidas em meio Tris-gema
com 7% glicerol, envasadas em palhetas de 0,25 mL (15x10°® espermatozéides/palheta), equilibradas
por 4 horas a 5°C, mantidas em vapor de nitrogénio por 20 minutos e imersas em nitrogénio liquido a
-196° C. Estas foram descongeladas a 35° C por 30 segundos, seguida de nova avaliacdo fisica e
morfolégica. Ainda, testes de funcionalidade (fecundacdo in vivo) foram realizados por meio de
inseminagé&o artificial de fémeas bovinas com amostras G2 (24h) e G4 (72h).

Os dados foram submetidos & ANOVA e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste t a 5% de

significancia.
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Figura 1. Sequiéncia de extragéo dos espermatozdides do epididimo de bovinos mortos. A - Localizagdo da cauda
do epididimo; B - Incisdo e pressdo manual para extracdo dos espermatozdides; C - Colheita dos
espermatozoides em tubo graduado com meio de criopreservagao.

Conclusoes

Foi possivel constatar que os epididimos de bovinos que morrem subitamente podem ser resfriados
até 72 horas sem perdas funcionais relevantes, e assim, garantir a viabilidade dos espermatozéides
para criopreservacao e utilizacdo em técnicas de reprodugdo animal.

Esta metodologia é uma importante ferramenta para auxiliar na conservacdo da biodiversidade de

animais domésticos e silvestres, e ainda evitar a perda de material genético de animais com
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importancia econémica.
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Na Figura 2 estdo demonstrados os resultados da avaliagdo morfolégica dos espermatozéides
recuperados do epididimo. Em todas as amostras a patologia de cauda foi o principal defeito
encontrado (26,7%), seguido por defeitos na peca intermediaria (7,3%), sendo a gota protoplasmatica
proximal a principal anormalidade. Estas alteracbes s&o atribuidas a imaturidade do material
recuperado diretamente do epididimo. Os resultados demonstraram patologias caracteristicas da
imaturidade dos espermatozéides e redugéo da motilidade apds o descongelamento (GO: 77,80+11.36
vs 52,00+13.03; G24: 65,0+9.74 vs 49,00+10.0; G48: 60,0+14.14 vs 34,00+15.16 e G72: 50,0+11.40 vs
20,0+14.83; pré e pos-criopreservacéo, respectivamente; P<0,05).
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Figura 2. Percentual médio de espermatozéides normais e com patologias de cabeca, pega intermediaria e
cauda dos epididimo antes do resfriamento.

Apesar dos defeitos espermaticos excessivos, da queda na motilidade e dos danos de membrana
plasmética e acrossoma, o vigor espermatico nédo foi afetado nem pelo resfriamento e nem apés a
criopreservagéo. A capacidade fecundante dos espermatozéides pds-criopreservacéo resultaram em
duas gestagdes e dois nascimentos de bezerros saudéveis, um proveniente de espermatozdides do
G2 (24h) e outro do G4 (72h) (Figura 3). Constatou-se que ndo houve perda da capacidade
fecundante dos espermatozdides coletados de epididimos resfriados a 5°C por até 72 horas,
permitindo sua utilizagcdo em técnicas de reproducéo animal.
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Figura 3. Os bezerros Neo (A) e Hécules (B) nascidos ap6s inseminacéo artificial com espermatozoides
congelados recuperados do epididimo refrigerados por 3 dias apds a morte dos bovinos.
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