O estresse oxidativo e a precoce capacitagdo espermatica,
gerados na criopreservagdo do sémen ovino, reduzem sua
viabilidade, principalmente na inseminagdo cervical. O uso
de plasma seminal (PS) e a pressdo negativa tém produzido
a protegdo e reversdo desses danos. Dois experimentos
avaliaram esses potenciais melhoradores da criotolerancia,
e um terceiro avaliou dois métodos de IA cervical. No
experimento 1 o sémen ovino foi submetido aos
tratamentos: controle (TC), pressdo de 200mBar (P200);
500mBar (P500) e 800mBar (P800). No experimento 2 o PS
de carneiros, garanhdes e touros foi liofilizado (L) e sua
proteina dosada. De cada PS, o equivalente a 600ug de
proteina por mL, foi adicionado ao diluente de
congelamento, compondo os grupos experimentais:
controle (TC), PS ovino (PSLO), PS bovino (PSLB) e PS equino
(PSLE). O experimento 3 avaliou 2 métodos de IA, a cervical
superficial (G1) e a cervical profunda com pingamento do
fundo de saco vaginal (G2). Os dados in vitro foram
submetidos a analise de varidncia e teste T, e a taxa de
prenhez ao chi-quadrado, todos com significancia de 5%.

Orientador: Dr. Alceu Mezzalira

Lages, 2014
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RESUMO

Casali, RenataEstratégias para viabilizar o uso de sémen congelacha
inseminacao artificial cervical de ovinos2014. 74p. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia Animal — Area: Producdo Animal) — Unsigade do Estado de
Santa Catarina. Programa de Pés-graduacdo em £#@micnal, Lages, 2014.

O estresse oxidativo e a precoce capacitacdo edfesm gerados na
criopreservacdo do sémen ovino, reduzem sua \dab#, principalmente na
inseminacao cervical. O uso de plasma seminal éRSpresséo negativa tém
produzido a protecdo e reversédo desses danos.eRpésimentos avaliaram
esses potenciais melhoradores da criotolerancian derceiro avaliou dois
métodos de IA cervical. No experimento 1 o sémeanwfoi submetido aos
tratamentos: controle (TC), pressdo de 200mBarQRZD0mBar (P500) e
800mBar (P800). No experimento 2 o PS de carngjasnhdes e touros foi
liofilizado (L) e sua proteina dosada. De cada ¢®8quivalente a 6Q@ de
proteina por mL, foi adicionado ao diluente de @dagento, compondo 0s
grupos experimentais: controle (TC), PS ovino (PBLES bovino (PSLB) e
PS equino (PSLE). O experimento 3 avaliou 2 métatlmdA, a cervical
superficial (G1) e a cervical profunda com pincatoedo fundo de saco
vaginal (G2). Os dadas vitro foram submetidos a andlise de variancia e teste
T, e a taxa de prenhez ao chi-quadrado, todos dgmificincia de 5%. No
experimento 1, maior motilidade progressiva (MR)ofaservada no TC (49%)
frente aos tratamentos P200 (40,9%), P500 (38,9%908 (38,9%). Na MP
durante o teste de termo resisténcia (TTR), MP apésoll (PP), integridade
de acrossoma (IAC), IACPP, integridade de membi@d e IMPP, néo
houve diferenca entre os grupos. Na clivagem PBO®%) foi inferior a P200
(51,2%) e P500 (50,9%), ndo diferindo do contrdi 3%). Conclui-se que a
P500 é a mais adequada para uso com sémen ovinoyeda@zindo a
viabilidade ap6s o congelamento e proporcionandaeadl taxa de clivagem
apos FIV heterdloga. O experimento 2 avaliou MP,PRRe clivagem apoés
FIV heteréloga de todos os grupos, sendo o melhopogcomparado ao
controle através de: sistema CASA, integridade atesaoma (FITC-PSA),
estabilidade de membrana (M540); integridade dmationa (acridina orange);
apoptose (anexina) e potencial de mitocondria (raitker). O PSLE
apresentou a maior taxa de clivagem (71,37%), avidado sua maior
capacidade de penetracéo nos odcitos. Observapeaa@idade do PSLE nos



parametros VCL (PC-163,5um/s, PSLE-186,2um/s) e APB-9um, PSLE-
8,2um) do CASA, em relacdo ao controle. Na citoimete fluxo, o teste da
anexina revelou maior quantidade de células viaméis apoptoéticas com o
PSLE (38,9%) em relagdo ao TC (32,1%). No experimeh ndo houve
diferenca na prenhez apdés IA superficial (33,3%refunda (G2 52,2%),
possivelmente devido ao nimero reduzido de animais.

Palavras-chave: Criopreservacdo, pressdo negativa, plasma senfibl,
heteréloga, inseminacgéao cervical.



ABSTRACT

Casali, Renattrategies to improve the use of frozen semen indfcervical
artificial insemination of sheep.2014. 74p. Master Dissertation in Animal
Science - Area: Animal Production — Universidade Hstado de Santa
Catarina. Programa de Pés-Graduacdo em Ciénciaairiages, 2014.

Oxidative stress and premature sperm capacitatigenerated during
cryopreservation of ram semen, reduces their ¥igbdspecially after cervical
insemination. The use of seminal plasma (SP) amghtive pressure have
produced protection and the reversion of such demagwo experiments
evaluated these potential enhancers of cryotoletaaed a third experiment
compared 2 methods of cervical Al. In experimemnarh semen was subjected
to the treatments: (TC) control or negative pressof 200mBar (P200);
500mBar (P500) and 800mBar (P800). In experimerth@,PS from rams,
stallions and bulls was lyophilized (L) and its f@io measured. From each SP
600ug of protein per mL was aded to the freezing dituesed, compounding
the experimental groups: control (TC), ovine PSL®) bovine PS (PSLB)
and equine PS (PSLE). Experiment 3 evaluated 2 adstlof Al, the
superficial cervical Al (G1), and deep intrauterarecervical Al with clamping
the vaginal fornix (G2). The in vitro data were mdabed to ANOVA and test
T, and the pregnancy rate to the chi square thkstjth 5% significance level.
In the experiment 1 higher progressive motility (Pias observed in TC
(49%) compared to P200 (40.9%), P500 (38.9%) ad P83.9%) treatments.
In PM during the test the thermal resistance (TTRP, after percoll (PP),
acrosome integrity (IAC), IAPP and membrane intgg(MI), there was no
difference between the groups. In cleavage rate®) #88.5%) was less than
P200 (51.2%) and P500 (50.9%) did not differ frdme tontrol (44.3%). In
conclusion the P500 is the most appropriate for useram semen
cryopreservation, enabling high rates of cleavafier eheterologous IVF,
maintain membrane integrity. Experiment 2 evalu&téd MPPP and cleavage
rate after heterologous IVF in all groups, with thest group compared with
the control in: CASA system; acrossoma integrityT@E-PSA), membrane
stability (M540), chromatin integrity (acridine oige), apoptosis (annexin)
and potential of mitochondria (Mitotracker). Alsbet PSLE showed higher
cleavage rate (71.37%), indicating a greater ghititoocyte penetration. The
PSLE showed higher VCL (PC-163.5um/s, PSLE-186.8uavid ALH (PC-



9um PSLE-8.2um) in CASA evaluation, compared to trabn In flow
cytometry the annexin test revealed a greater atnafunon-apoptotic viable
cells in PSLE (38.9%), compared to TC (32.1%).Xpeziment 3 there was no
difference in pregnancy rates after superficial 3@ or deep and intrauterine
(52.2%) IA, possibly due to the reduced numbemirinals used.

Keywords: Cryopreservation, negative pressure, is@nilasma, heterologous
IVF, Cervical insemination.
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1 INTRODUCAO

A disseminacéo de biotécnicas reprodutivas queilplitesn melhorar
0 padréo zootécnico e produtivo do rebanho temicpatidades na espécie
ovina. Os resultados pobres e inconsistentes dacddical com sémen
congelado (O’'MEARAEt al., 2007; EL-HAJJ GHAOUIet al., 2007) sao
determinados por fatores como a baixa qualidadeséioen ovino no pos
congelamento e a anatomia da cérvix ovina.

A baixa fertilidade do sémen congelado se devdtasagdes fisicas e
guimicas ocorridas durante o processo de criop/@S®p, 0 que promove a
prematura capacitacdo e a reducédo da motilidadeviadlilidade espermatica.
Uma das potenciais causas destas alteracfes é&essesbxidativo, com a
peroxidacédo dos lipidios de membrana e fragmentdgdDNA espermatico
(DONOVAN et al., 2004). Associado a isso, a anatomia da cérvixiaovi
constitui uma importante barreira a penetracdo regpgiea, em funcdo do
comprimento e excentricidade dos anéis cervicalsViREZ et al., 2000),
algo que reduz a taxa de penetracdo cervical raminacdo (SALAMON;
MAXWELL, 2000) e dificulta a IA transcervical.

Estas limitagbes determinaram que historicamentemprego de
sémen ovino congelado estivesse condicionado aodméde inseminacao
intra-uterina por laparoscopia (SALAMON; MAXWELL,995). Todavia,
restricdes vinculadas ao custo do equipamentopredigdes de infra-estrutura
e principalmente a necessidade de profissionaisecedjzados, ainda
dificultam a difusé@o da técnica (KERSHA®al., 2005). A busca por técnicas
gue aumentem a qualidade seminal e consequenteraeféeundacdo é
desejavel e necesséria.

Estudos demonstram que a indugéo de alguma modelik estresse
controlado, desencadeia a produgdo de proteindstqnas, como asleat
shock proteins, possibilitando uma maior criotolerancia de gasiet@mbrides
(PRIBENSKY; VAJTA, 2011). Um equipamento (Nitrocegl que tem a
finalidade de aplicar pressdo negativa a estruttoas gametas e embrides,
proporcionou melhores resultados na criotoleramdaodcitos (SANTOS,
2006) e blastocistos bovinos (MEZZALIR& al., 2010), porém ainda néao foi
utilizado em células espermaticas.

Barrios et al. (2000; 2005) avaliaram o comportamento da célula
espermatica submetida a um estresse térmico (5 #8C) na presenca do
plasma seminal demonstrando efeitos adjuvantes la&mp seminal (PS)
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guando adicionado ao sémen de carneiro. Estudos meeentes também
demonstram os efeitos protetores da adicdo do RS do choque térmico
(MUINO-BLANCO et al., 2008). O PS também tem sido utilizado em
protocolos de congelamento de sémen de carneirddANBVet al., 2000;
DOMINGUEZ €t al., 2008; LEAHY et al., 2009; LEAHY et al., 2010) com
efeitos benéficos nos danos causados pela criopagd®e, ja que protege e
repara 0s espermatozoides tanto no nivel estrutywahto no funcional
(MUINO-BLANCO et al., 2008). Entretanto, o reduzido volume do ejaculado
do carneiro e o risco de transmissao de doencaéciespspecificas, séo
importantes entraves para o uso do PS homélogo. dlkermativa seria 0 uso
de PS de espécies com maior volume de ejaculaalu]izando a formacédo de
bancos de PS, bem como contornando 0s riscos riasitiecorrentes do uso
de PS homdlogo. O efeito positivo da adicdo denpdaseminal heterélogo ao
sémen congelado ovino foi demonstrado por Mastias. (2013).

Uma limitacdo para o uso de Rtnatura é a diluicdo do sémen, com
a consequente reducdo da sua concentracdo esperrgét € limitante na IA
cervical. Uma alternativa a esse entrave seriafiidzacdo do PS, antes de sua
adicdo ao meio de congelamento, evitando o auntentolume final.

Recentemente, foi desenvolvido um aplicador, queo@ado ao
pincamento do fundo de saco vaginal, facilita aetesizacdo do cérvix,
permitindo uma IA cervical profunda ou até mesntoahuterina, o que pode
melhorar as taxas de fecundagdo com sémen cong@&ladavia, ndo existem
trabalhos avaliando comparativamente esta metodolog

Assim, este estudo compreende 3 capitulos quespomdem a 3
experimentos. O primeiro experimento trabalha coméhlila espermética,
avaliando o efeito da aplicacdo de pressdo negativaré-congelamento do
sémen ovino; o segundo trabalha com o diluenteotigetamento, avalia o
efeito da adicdo do plasma seminal heterdlogoliiafio ao diluente e o
terceiro trabalha com o método de IA cervical compdo dois métodos, IA
via cervical superficial versus a IA cervical pnofia. O protocolo de
congelamento com os aditivos propostos, associadmelhor método de
inseminacao, devera possibilitar o uso de sémegetato de carneiros na
inseminacao artificial cervical de ovelhas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA:
2.1 DANOS DECORRENTES DA CRIOPRESERVACAO

As células esperméticas contém alta proporcdo @#osAgraxos
poliinsaturados que sao particularmente susceptigeidanos oxidativos,
especialmente apds a criopreservacao. Isto deteransubsequente perda na
integridade de membrana, comprometendo a funcagaced diminuindo a
motilidade e a capacidade fecundante. A compodigética da membrana do
espermatozoide € o maior determinante para a abdidade (BUCAKet al.,
2008). Lesdes ultra-estruturais, bioquimicas e i@mads causadas pelos
processos de congelamento e descongelamento promaveeducdo da
motilidade e do transporte espermatico no tratorodefivo da fémea
(SALOMON; MAXWELL, 1995).

A criolesdo espermatica promove a prematura inddedam estado
semelhante de capacitacdo, a chamada criocapac{BAHEY et al., 2000).

A capacitacdo prematura do espermatozoide alteratiidade, a viabilidade e
posteriormente a sua longevidade (GILLAN; MAXWEL1999), resultando
em menores taxas de prenhez quando o sémen comgaladdo.

SituacgBes de estresse como mudanga na tempeesinegsse osmotico
e toxico do crioprotetor, além do gelo formado mobgnte extracelular,
observadas no processamento do sémen, podem genségeis por fatores
que prejudicam a fungéo celular (WATSON, 2000).

Ha indicios que espermatozoides congelados estiziados a alta
incidéncia de mortalidade embriondria precoce (SKION; MAXWELL,
1995). Elementos do citoesqueleto embrionario €frsigeis a alteracdo na
temperatura e o resfriamento resulta na despotdigzdos filamentos de actina
(SAUNDERS; PARKS, 1999).

Consequentemente, alternativas que preservem #didadle seminal
no poés-descongelamento, permitindo que um maior endim de
espermatozoides alcance o ponto de fecundacdompadmentar as taxas de
prenhez. Nesse sentido, diversos aditivos tém gitipados visando prevenir
ou reduzir os danos causados durante o processarsentinal (diluico,
resfriamento, congelamento e reaquecimento). Em togotos de
criopreservacdo, ha a necessidade de otimizar dd@ guantidade de
espermatozoides vivos, mas a funcionalidade domoges
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2.2 PRESSAO HIDROSTATICA APLICADA SOBRE CELULAS

Alguns fatores que circundam as células, como ngatanna
temperatura, pH e osmolaridade da solugcdo poderir sSBFMo agentes
causadores de estresse promotores de uma resplokia em diferentes niveis
(PRIBENSKY, 2011). A aplicacdo de pressao € umaalidate de estresse
controlado que a atinge de maneira uniforme e gmegicélula, demonstrando
ser uma alternativa promissora para uma protesargéio celular.

Pribenszkyet al.(2004) utilizaram pressao hidrostatica positiva apm
intuito de provocar uma modalidade de estressealadb sobre os gametas.
Os estudos demonstram que a indugdo de alguma idamtialde estresse
controlado, aumenta a criotolerancia de gametaslwigées (PRIBEBSZKY;
VAJTA, 2011). Outros trabalhos também comprovarasnbeneficios do
estresse controlado na criotolerancia de blastacisturinos (PRIBEBSZKY
et al., 2005a) e espermatozoides bovinos (PRIBEBSZK#l., 2007), assim
como em blastocistos bovinos (PRIBEBSZK& al., 2005b). A técnica
também foi utilizada em estruturas sabidamente reaisiveis, tais como
espermatozoides suinos (HUANSBal., 2009), equinos (BURNAUGHt al.,
2010) e até mesmo odcitos suinos (Al., 2008), sendo ainda constatada a
melhora na qualidade de blastocistos ovinos (BOGUOEt al., 2010).

As explicagdes para 0 aumento da criotolerancia aaplicacdo da
presséo em células é a sua resposta ao estressiedga a modificacdes na
expressao génica, modificagdo do mMRNA apds tra@grimodificacbes de
proteinas por fatores pos transcricionais e ind@ftteracdo entre diversas
proteinas e proteinas do DNA (PRIBENSZKY; VAJTA12]D.

Com certa analogia foi desenvolvido um equipam@Xiiwocooler) no
Laboratdrio de Reproducao Animal Assis Roberto éenBque possibilita a
aplicacdo de pressdo negativa a estruturas. O otibter” proporcionou
melhores resultados na criotolerancia de oOcitdsN{®S et al., 2006) e
incrementou a criotolerancia de blastocistos baviRtV, efeito este que foi
dependente do tempo proporcionado entre a indugiioediresse e a
criopreservacdo (MEZZALIRAet al., 2010). Todavia, ainda ndo ha dados de
utilizacao do Nitrocooler com células espermaticas.

2.3 PLASMA SEMINAL
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O plasma seminal (PS) de mamiferos € uma secragiédodica
produzida a partir de mdltiplas glandulas do tnaprodutivo do macho. E
composto de numerosas moléculas, bem como de wagaofrvesical (EL-
HAJJ GHAOQOUI et al., 2006). Tem a capacidade de inibir e estimulamgdo
espermatica e a fertilidade. Relatos em variascespéugerem que o PS
contém fatores que podem influenciar a viabilidadperméatica, afetando a
motilidade, e a sobrevivéncia no pds-descongelaméBRAHAM, 1994;
MAXWELL et al., 1997). O plasma seminal de ovinos também denmnstr
importancia para o transporte de espermatozoidestiado genital da fémea,
por ser rico em prostaglandinas (GUSTAFSS®AI., 1977).

No tratamentoin vitro de espermatozoides, em preparacdo para a
inseminacdo artificial (IA), envolvendo processadstcomo a diluicao,
resfriamento, congelamento, reaquecimento e sexpgewitometria de fluxo,
ocorre a remogédo do plasma seminal o que pode icardifs proteinas ligadas
a superficie do espermatozoide. Isso desestabitizmembranas e pode pré-
capacitar os espermatozoides, encurtando sua tildeata a fecundacao. O
plasma seminal contém proteinas que previnem &itag@o, 0 que aumenta a
longevidade do sémen de carneiro congelado (MAXW&I4L., 2007).

O PS fornece componentes que estabilizam a membdasa
espermatozoides descongelados (EVABSal., 2000). Maxwell e Evans
(1999) examinaram o efeito da re-suspensédo dereafmaoides de carneiro
em 20-30% de PS pés-descongelamento e estabelegeeampenetracdo dos
espermatozoides através do muco cervical foi matter resultando em
fertilidade significativamente superior, depoisidaervical.

Mortimer e Maxwell (2004), relatam que espermatdesi
descongelados e re-suspendidos em PS artificiBSode carneiro melhoram o
movimento e aumentam a estabilidade de membrarmdqucomparados a
aqueles re-suspendidos em PBS, sugerindo que w@toddvido aos
componentes presentes no meio. JA& O'Madraal. (2007) observaram
diferengas na fertilidade entre carneiros (17,5,2%) apos a IA cervical de
ovelhas com sémen descongelado, o que pode dariddria diferencas nos
componentes do plasma entre os machos.

A adicdo de PS em sémen descongelado melhora didatd a
viabilidade, a integridade de acrossoma e a ragmranitocondrial. Estes
efeitos benéficos foram atribuidos as proteinaB$Sl@specialmente RSVP14 e
RSVP20 (BARRIOS al., 2005). Estas proteinas tem capacidade antioxadant
(MARTI et al., 2007), efeito que esta relacionado a protecatraonestresse
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oxidativo e a capacitacao prematura do espermat®ZbMUINO-BLANCO et

al., 2008). Maxwell et al. (1999) demonstraram beneficio na qualidade
espermatican vitro, assim como na fertilidade apos inseminagéo caremm
sémen congelado com uso de plasma seminal em pemsapondo os dados
de Leahwt al. (2010) onde a melhora foi observada apémairo.

Barrioset al. (2005) isolou a proteina p14 e p20 kd, demonstranue
sdo responsaveis pelo efeito protetor ao choqueidgre que a p20 tem
tendéncia de estar relacionada com a decapacitB{@ma seminal quando
adicionado ao sémen congelado / descongelado (koo uma fonte de
energia) repara danos de espermatozoides ovinesharando a motilidade
espermatica (BERNARDINIAet al., 2011). Aparentemente o plasma seminal
sofre influéncia da estacdo do ano. O efeito pumtedo plasma seminal é
maior quando coletado na estacdo de monta (LEAHHY., 2010). Dominguez
et al. (2008) demonstraram que o0 plasma seminal coletadinverno ou
outono aumenta a motilidade espermética total gressiva no sémen de
ovinos.

Proteinas do PS bovino também interagem com fop#delos na
membrana plasmatica da célula espermética e jpamicha desestabilizacédo
(capacitacao) e estabilizacdo (decapacitacdo) dsbrama do espermatozoide
(THERIEN et al., 2005). Estes achados sdo consistentes com adielejae o
efeito do PS est& associado com a presenca deapaade componentes que
mantém a estabilidade de membrana até o processcaplcitacdo, 0s
chamados fatores decapacitantes (VADNAIS; ROBERI®)7; MUINO-
BLANCO et al., 2008).

No plasma seminal de bovinos um grupo de proteihasadas BSP,
guando associadas na superficie das células, nmodala capacitacéo
espermatica. Proteinas homologas foram reportadageanhdes (MENARD
et al., 2003) e em ovinos (JOBIkt al., 2005).

Evidéncias experimentais sugerem que a Osteopo(Rirdeina do
plasma de Touros) afeta a ligagdo esperma-od6citoprpvavelmente é a razao
pela qual foi encontrada associada a taxas deat@mo ao cio, apés uso do
sémen destes touros. A identificacdo destes compsajudard a entender e
diagnosticar casos de infertilidade e ou subfdade, além de aumentar a
precisdo da previsdo do desempenho reprodutivoulras¢MOURA, 2005).
Touros subférteis, que mostram espermograma nosdalimportantes fontes
de estudo e tem estimulado a busca de outros nmaesade fertilidade, como
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0s componentes moleculares do plasma seminal (BRMENXER; MILLER,
2001).

Em javalis, estudos recentes mostram relagfesivagaintre algumas
proteinas do plasma seminal e a fertilidade (NO\&AKI., 2010). Em touros,
proteinas especificas no plasma seminal foram iastssccom a fertilidade
(KILLIAN et al., 1993; MOURA et al., 2006), enquanto que no plasma
seminal equino, uma proteina foi considerada pesifi/2 kDa, pl 5,6,
Osteopontina).

Atualmente, o conhecimento disponivel sobre ogosfalo conteldo
de PS em espermatozoides e fertilidade parecersiispeds vezes conflitantes.
Isto pode ser visto como um forte motivador pargasgpesquisas nesta area
(KARESKOSKI; KATILA, 2008).

Este estudo é composto de trés experimentos, apsdss como
capitulos distintos.
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3 CAE’[TULO 1 PRESSAO NEGATIVA NO PRE-CONGELAMENTO
DE SEMEN OVINO

Artigo a ser enviado a um periédico com corpo eito
RESUMO

O estresse por pressdo positiva melhora a criétodex de gametas e
embribes de mamiferos. A pressdo negativa melhoi@tolerancia de
embrides bovinos PIV, porém ainda nao foi testanta $8men. Como objetivo
de estabelecer a melhor presséo a ser aplicadeéramipgelamento de sémen
ovino, bem como avaliar seu efeito na criotole@ngm pool de sémen ovino
foi diluido 1+3 em meio Tris-gema glicerolado ecfomado em 4 aliquotas,
onde o controle ndo recebeu presséo negativa enogiglreceberam a pressao
200mBar (P200); 500mBar (P500) e 800mBar (P80&éen foi resfriado e
congelado em TK3000 Compact (5 replicagbes). Faaatiadas a motilidade
progressiva (MP) no pés-descongelamento, duraréh (1,2 e 3h) e apos
Percoll (MPPP); integridade de acrossoma (IAC) pelaracdo FITC-PNA e a
integridade de membrana plasmatica (IM) pelo tesigosmoético pos
descongelamento e po6s Percoll (PP); e a taxa dageln apos a FIV
heter6loga. Os dados foram avaliados pelo testenT significancia de 5%.
Apb6s o descongelamento a MP do grupo Controle (48%guperior a P200
(40,9%), P500 (38,9%) e P800 (38,9%), que naoidifarentre si. Nao houve
diferenca para MP entre os grupos PC, P200, P3ED@ durante o TTR 1 h
(43,4%; 37,9%; 36,9% e 37,9%, respectivamente)(40t8%; 31,8%; 34,8%;
e 36,8%, respectivamente) e 3 h (34,8%; 28,7%; 9838 29,8%,
respectivamente), o que se repetiu em relacdo a(ba@%; 52,4%; 49,5% e
49,8%, respectivamente), a MPPP (66%; 59,2%; 51,8%63,2%,
respectivamente), a IACPP (46,4%; 45,7%; 46,2%,8%9respectivamente),
IM (36,6%, 30,2%, 34,3% e 30,4%, respectivamentdiRP (45,4%; 39,9%;
47,3% e 41,1%, respectivamente). Quando avaliadatdidade ao decorrer
do TTR dentro de cada grupo apenas os grupos PB80(&n&o apresentaram
reducdo significativa da mesma (de Oh a 3h). Quardgilvagem, observou-se
que a P800 (34,5%) foi inferior aos grupos P2002%) e P500 (50,9%), mas
nao diferiu do controle (44,3%). Com base nos datiiglos, conclui-se que a
presséo negativa de 500mBar é a mais adequadaguare pré-congelamento
de sémen ovino, ndo reduzindo a sua viabilidades ap@&ongelamento e
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possibilitando elevada taxa de clivagem apo6s FIterdtbga com odcitos
bovinos.

Palavras Chave:Criopreservacgdo. Nitrocooler. FIV heterdloga.
ABSTRACT
NEGATIVE PRESSURE IN THE PRE-FREEZING OF OVINE SEME

The positive pressure stress improves cryotoleraficeammals gametes and
embryos. The negative pressure improves cryotateraof bovine VP
embryos, but has not been tested with semen. &blestt the ideal pressure to
be applied in the pre-freezing of ram semen, anévaluate its effect on
cryotolerance, a pool of ram semen was diluted3Lin Tris - yolk glycerol
medium, and fractionated into 4 aliquots, namebntol, negative pressure of
200mBar (P200); 500mBar (P500) and 800mBar (P8WTBg semen was
loaded in 0.25mL straws and frozen in a Compact OB equipment (5
replications). Progressive motility (MP) was assdsafter thawing and during
TTR (1, 2 and 3 hours). It was also assessed ttos@uoe integrity (IAC) by
FITC PNA staining, membrane integrity (M) by hypoootic test, MP after
percoll selection (MPPP), acrosome integrity pastpll (IACPP), membrane
integrity post percoll (IMPP), and cleavage rateraheterologous IVF with
bovine oocytes. Data were analyzed by T test withsignificance level. Just
after thawing, the Control group showed higher MB%) than P200 (40.9%),
P500 (38.9%) and P800 (38.9%), whose do not diffieere was no difference
between MP in the PC, P200, P500 and P800 groujisgdliTR 1h (43.4%,
37.9%, 36.9% and 37.9%, respectively), 2h (40.8%8%, 34.8% and 36.8%,
respectively) and 3 hr (34.8%, 28.7%, 33.8% an@%9.respectively), and
also in IAC (55.4%, 52.4%, 49.5% and 49.8%, respely), the MPPP (66%,
59.2%, 51.7% and 63.2%, respectively), the IACRR4%, 45.7%, 46.2% and
49.3%, respectively), IM (36,6%, 30,2%, 34,3% e430), respectively) and
IMPP (45.4%, 39.9%, 47.3% and 41.1%, respectivalylien assessing the
motility during the TTR within each group only P580d P800 groups showed
no significant reduction of the same (Oh to 3h)cleavage rate evaluation, it
was observed that P800 (34.5%) was lower than B2 (51.2%) and P500
(50.9%) but did not differ from control (44.3%). iWibasis on obtained data, it
was concluded that 500mbar negative pressure imtst appropriate for use
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in pre-freezing of ram semen, by not reducing tkigibility after freezing and
enabling high rates of embryo development aftegroddgous IVF with bovine
oocytes.

Key-words: Cryopresevation. Nitrocooler. Heterologous IVF.
3.1 INTRODUCAO

O uso de sémen ovino congelado estd condicionadempoego do
método de inseminagdo intra-uterina por laparoscopSALAMON;
MAXWELL, 1995). Isto decorre das alteragfes fisieaguimicas durante o
processo de criopreservacao, que promove a preanedpacitacdo, a reducdo
da motilidade e da viabilidade do sémen ovino.

Nos ultimos anos, varias metodologias foram testadan intuito de
preservar com mais eficacia células. O efeito doegse controlado sobre a
fisiologia celular vem sendo amplamente estudadeeido forte evidéncia
gque a pressdo positiva melhora a qualidade de gamet embribes
criopreservados (PRIBENSZKY; VAJTA, 2011). A subsdis a presséo
positiva promoveu um incremento em até 2,4 vezemaididade do sémen
suino congelado (PRIBENSZK¥t al., 2005). KUOet al .(2008) também
observaram o0 nascimento de leitegadas mais nunsezsa inseminacao
empregando sémen congelado submetido a pressativgpo$) estresse
controlado induzido pela pressédo positiva tambémotestrou aumento na
criotolerdncia de espermatozoides de outras espéc@mo 0s bovinos
(PRIBEBSZKY et al., 2007).

O aumento da criotolerancia das células quando etidtera presséo &
devido a resposta das mesmas ao estresse, que anduzdificacbes na
expressao génica, modificagdo do mMRNA apds tra@grimodificacbes de
proteinas por fatores pds transcricionais e indgatteracdo entre diversas
proteinas e proteinas do DNA (PRIBENSZKY; VAJTA12)D.

Com certa analogia foi desenvolvido um equipam@Miiocooler) no
Laboratdrio de Reproducdo Animal Assis Roberto éenBjue aplica, com
baixo custo e facil aplicabilidade, pressdo negati& estruturas. O
“Nitrocooler” proporcionou melhores resultados metolerancia de odécitos
(SANTOSet al., 2006) e incrementou a criotolerancia de blasiogibovinos
PIV (MEZZALIRA et al., 2010). Porém ainda ndo ha dados de utilizacdo do
Nitrocooler no pré-congelamento de células espérasat
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Como uma alternativa para baixa criotolerancia elkmermatozoides
ovinos, este estudo tem como objetivo avaliar emmal efeito da presséo
negativa, bem como estabelecer a melhor pressdr apiicada no pré-
congelamento de sémen ovino.

3.2 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de Rdpgdio Animal
Assis Roberto de Bem e na Estacdo Experimentaledguisa Agropecuaria
(EPAGRI) em Lages, Santa Catarina. Como doadoresséteen foram
utilizados 2 carneiros adultos das racas Lacauvidsehaff, sendo realizados
cinco rotinas de congelamento. De cada congelanferdon avaliadas duas
palhetas.

3.2.1 Obtencéo e processamento do sémen

Para composi¢cédo dmol de sémen, os carneiros foram coletados com
auxilio de vagina artificial, sendo este imediatat@ediluido na proporcdo
1+1,5 com tris-gema. O material foi dividido em dumps experimentais,
Grupo 1: controle (sem aplicacdo de tratamentoyp®r2: Aplicagdo de
pressédo negativa de 200mBar, Grupo 3: Aplicacdgrdesao negativa de
500mBar e Grupo 4: Aplicacdo de pressdo negatig@mBar. A presséao foi
aplicada por 3 minutos com auxilio do equipamentombboler, desenvolvido
pelo laboratério de Reproducdo animal Assis RobeeoBem. Apds a
submissdo aos tratamentos, a diluicdo foi compdetadm tris-gema
glicerolado resultando em uma final de 1+3 e umaentracdo espermatica
em torno de 180 milhdes de espermatozoides poetaaltodas as palhetas
foram submetidas ao mesmo processo de resfriamentmngelamento,
realizados no equipamento TK3000. As doses foranazgnadas em botijao
criogénico até as avaliages.

3.2.2. Avalia¢bes pos descongelamento

O sémen foi descongelado a 37° por 20 segundos eeguida
submetido as avaliag@s vitro. As avaliacdes consistiram no teste de termo
resisténcia através de mensuracdes da motilidaoernedtica por 3 horas
(HENRY et al., 1998), integridade de membrana plasmatica (IM) tpete
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hiposmatico, integridade de acrossoma através twacdo FITC-PNA; as
mesmas avaliacdes foram repetidas apds selecagramtiente de percoll e o
pellet selecionado foi utilizado para fecundagéovitro (FIV) heteréloga

realizada com od6citos bovinos (GARCIA-ALVAREZal., 2009).

Para avaliacdo da IM foi adicionado iDde sémen a uma solucdo
osmotica de 50 mOsml pelo periodo de 15 min. Posteente foi realizada a
avaliacdo em microscépio Optico, sendo contadas@lfas espermaticas por
lamina. Células com cauda dobrada indicavam merabmategra. Para a
andlise da integridade da membrana acrossémicenfatdizadas as sondas
fluorescentes lodeto de Propidio (IP; P4170) emugadolectin from Arachis
hypogaea (FITC-PNA; L7381- Sigma-Aldrich Chemical Company®A
avaliacéo foi realizada conforme o protocolo désgor Sukardéet al. (1997).

Para a FIV heteréloga, a metodologia empregadabésieada no
trabalho de Garcia-Alvaregt al. (2009). Ovarios bovinos provenientes de
abatedouro foram coletados e transportados emigrt@ptérmico até o
laborat6rio. Foliculos com diametro entre 2 a 8 foram puncionados com o
auxilio de uma bomba de vacuo. Apés 15 minutos gpera, 0 sedimento
contido nos tubos foi vertido numa placa de Ppaia a busca dos odcitos. A
busca foi realizada em liquido folicular centrifdga sob Ilupa
estereomicroscopica. Apés a busca, os odécitos feelationados de acordo
com o aspecto morfoldgico, utilizando-se apenast@®de qualidade boa ou
excelente (LOOSt al., 1989) nos experimentos. Em seguida, 0s odcitasfo
distribuidos aleatoriamente em grupos de aproximadge 25, para constituir
os tratamentos. Os grupos formados foram depositadp40Ql do meio de
maturacgdoin vitro, (TCM-199 suplementado com FSH e LH e soro fetal
bovino) em placas de cultivo 4 pocos, permanecguia22 a 24 horas em
estufa a temperatura de°89 com 5% de Cge umidade saturada.

Para a fecundacgdn vitro (DO), os odcitos foram parcialmente
desnudos mecanicamente, através de pipetagensisasg® posteriormente
passados as placas de fertilizagdo conu¥@8 meio SOF (suplementado com
10% de soro fetal bovino, piruvato de sédio, PHBS®\), segundo Garcia-
Alvarez et al. (2009). A selecdo espermatica foi realizada asraeegradiente
de Percoll 45 e 90%. Apds, realizou-se a avaligigéimotilidade espermatica e
determinacdo da concentracdo de espermatozoidedp satilizada uma
concentracdo de 1xi@spermatozoides/mL de meio, para a inseminacdo. A
co-incubacao dos odcitos/espermatozoides foi codduwm estufa de cultivo a
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39°C, com 5% de C®em ar, com umidade saturada, por um periodo de 18
22 horas. ApoOs este periodo, as estruturas foramanmente desnudadas
mecanicamente através de pipetagens sucessiiimnda-se a passagem dos
odcitos fecundados para as placas de cultivo, ndatemeio SOF,
suplementado com 10% de soro fetal bovino, anidud piruvato.

No segundo dia de cultivo (DO= FIV) os odcitos/zago foram
avaliados quanto a taxa de clivagem. As estruforas fixadas em 400L de
formol. Apo6s fixacdo foram corados em {ilQ0de alcool absoluto contendo
10uL de Bisbenzimide Thihydrochloride, permanecendsteneneio por um
periodo de 8 minutos. Logo apds, foi adicionada umata de
aproximadamente 10 de glicerol sob lamina e laminula, onde as astast
em grupos (n=5) foram imersas. Foram avaliadas eiecroseopio de
epifluorescéncia (Olympus BX 51, America Inc., Sap Japdo), em filtro
WU, com excitagfes de 450-490nm e emissdo 520nrauenento de 1000x,
para visualizag&o, ou ndo, dos pré ndcleos, massué femininos.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis, taxa de clivagem apo6s FIV heterdlogeptilidade
progressiva no TTR (1, 2 e 3h) e pés-percoll, intdegle de acrossoma no pés-
descongelamento e pds-percoll e integridade de magratplasméatica no pos-
descongelamento e pés-percoll, foram avaliadastpste T com significAncia
de 5% pelo programa estatistico Jump. As variaweididade pds-percoll e os
tempos do TTR foram normalizados pelo arco-seno.

3.4. RESULTADOS

A motilidade progressiva poés-descongelamento faluzila pela
pressdo negativa (49%, 40,9%, 38,9% e 38,9%; pmaraote, P200, P500 e
P800 respectivamente). Porém, nas avaliacOes adafizentre os grupos
durante o TTR (1h, 2h e 3h) e a motilidade prograsgés-Percoll (MPPP)
nao apresentou diferencas estatisticas (Tabela 1).

Tabela 1: Percentuais e erro padrao da motilidade npgressiva (MP) no pds-
descongelamento, ap6s 1h, 2h e 3h de Teste de TerResisténcia
(TTR) e apos gradiente de Percoll (PP) de sémen pwi congelado,
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apos submissao a pressao negativa de 0 (Control@00, 500 ou

800mBar.
GRUPOS AVALIACAO (%)
MP
(pos- MP MP MP
descongelament (TTR 1h) (TTR 2h) (TTR 3h) MPPP
0)

Controle 49,0+3,32 435+4.32 40,8+4.82  34,8+4.886,0+1.92
P200 40,9+ 4° 37,9+32 31,8+3.72 28,7+3.72 59,2+4.62
P500 38,933 36,9 +3.82 34,8+ 42 33,8+3.72 59,2486
P800 389+33% 37,9 +4.42 36,8+7.12 29,8+3.72 63,2+4.12

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferestatistica (p<0,05).
Fonte:Préprio autor (2014)

Quando avaliados os dados ao decorrer do TTR, @hsee a
reducdo significativa da motilidade dentro de cgda#po, apenas os grupos

P500 e P800 nao apresentaram diferenca ao dedorf€FR de Oh até a 3h
(Gréfico 1).



Gréfico 1:

Valores em percentagem da motilidade mmgressiva (MP) de sémen
ovino congelado ao decorrer do TTR (0h, 1h, 2h, 3hapds submisséo
a pressdo negativa de 0 (Controle), 200, 500 ou &tBar. Letras
indicam diferenca estatistica (p<0,05) ehtro do
tratamento nos momentos do TTR, a auséncia das las nos grupos

diferentes

P500 e P800 indicam semelhanca ao decorrer do tempo
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Fonte: Proprio autor (2014)

Nado foram observadas diferencas em relacdo a iidéelgr de
acrossoma (lA) pds-descongelamento, integridadedessoma apos gradiente
de Percoll, integridade de membrana plasmatica i&)}descongelamento e
pos-percoll entre os grupos. Em relacdo as taxativdgiem, observou-se que
a P800 (34,5%) foi inferior aos grupos P200 (51,29%9500 (50,9%), néo

diferindo do controle (44,3%), (Tabela 2).
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Tabela 2: Avaliacao percentual e erro padrao da imgridade de acrossoma (l1A)
e integridade de membrana (IM) apés descongelamente apds
gradiente de Percoll, de sémen ovino congelado apésbmissdo a
diferentes intensidades de pressdo negativa, bemnoo taxa de
clivagem apos FIV heter6loga com odécitos bovinos.

GRUPOS IAC IAC (POS IM IM (POS TAXA DE
PERCOLL PERCOLL) CLIVAGE
M

Controle  55,4+5.92 46,4 +2.12 36,6+32 454+48 443+397

P20( 524+2.6% 457+18%2 30,2+2.6 39,9+2.22 51,2+5.42
P50( 49,5+3.12 46,2+2.68 34,3+3.12 473+4.22 509+292
P80C 49,8 +5.12 49,3 £ 44 30,4 £32 41,1 + 44 34,5+5

Letras diferentes na mesma coluna indicam difer@s¢atistica (p<0,05). Fonte:
Préprio autor (2014).

3.5 DISCUSSAO

O efeito benéfico do emprego da pressao hidroatdtasitiva em
sémen de suinos e bovinos esta descrito na litardRRIBENSKY et al.,
2006). Ja o efeito do emprego da pressdo negdivahavia sido testado em
sémen, mas demonstrou ser benéfico na criopresende embrides bovinos
produzidos in vitro (MEZZALIRA et al., 2010). Em funcdo disso, neste
estudo, a pressdo negativa foi utilizada na temtatle melhorar a
criotolerancia do sémen ovino.

A inexisténcia de parametros para 0 emprego dafwesegativa, e
com base em resultados prévios obtidos com embli@asos, optou-se pela
utilizacéo de trés niveis de pressado negativa, 200 e 800mBar, € um tempo
de submissao de trés minutos.

Em nosso estudo, logo apés o descongelamento, didaute
progressiva foi reduzida pelos trés niveis de presggativa empregados (200,
500 e 800 mBar) em relacdo ao controle. Porémawaliacdes mais tardias,
realizadas durante o transcurso do TTR (1h, 2h)e23ipds a submissédo ao
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gradiente de Percoll, ndo foram observadas difageagtre o grupo controle e
0s grupos submetidos & pressdo. As trés intensiddeepresséo testadas
tiveram desempenho semelhante quando avaliadoslbdade progressiva
dos espermatozoides no TTR, integridade de membglaamatica e
integridade de acrossoma no pés descongelamerits Bgocoll, ndo diferindo
do controle.

Supde-se que os beneficios da submissdo ao est@uselado séo
determinados, ao menos em parte, por modificac@egxpressdo génica,
modificacdo do mRNA apds transcricdo, modificagbegroteinas por fatores
pés transcricionais e inducao e interacdo entrerstag proteinas e proteinas do
DNA (PRIBENSZKY; VAJTA, 2011). Os mecanismos enidbs na
formacgéo de proteinas protetoras devem ser mettiodados, principalmente
em células esperméticas, para uma maior compreeafsé@deito da pressao
negativa nos mesmos. Os dados obtidos sugerem oge #&pds o
descongelamento, ndo houve tempo suficiente pdesencadeamento dessas
acOes algo que foi superado ao decorrer do TTRjsgor mais estudos que
compreendam 0s mecanismos de acao da pressavaegatinecessarios.

Outro fator relevante foi a superioridade observaakagrupos P500 e
P800 em manter a motilidade ao decorrer do TTRhda 8h. Sendo este um
fator positivo na manutencao da viabilidade espgcaauando aplicada a
pressédo nestas duas intensidades.

Na avaliacdo da taxa de penetracdo espermidticaro (clivagem),
obtida pela formacdo de pré-nicleos, observou-sgrassdes de 200 e
500mBar foram superiores ao grupo controle e a FB@@anto a aplicacdo da
pressdo negativa de 800mBar mostrou-se prejudaialdesenvolvimento
embrionario, demonstrando ndo ser adequada pra pregm no pré-
congelamento de sémen ovino.

As taxas de clivagem s@o um alicerce para a denagést de um
efeito benéfico da pressao negativa na criotolémddo sémen ovino. Esse
parametroin vitro € uma reconhecida metodologia usada para acessar a
fertilidade in vivo do sémen congelado ovino (GARCIA-ALVAREZ al.,
2009). AvaliagBesn vivo, medidas pelas taxas de prenhez apds inseminagéo
com sémen congelado, poderdo indicar com maisgd®a@sse efeito. Desta
forma, novos estudos sdo necessarios para avaliabiidadein vivo através
das taxas de gestacdes apds o0 uso do sémen patgu@ssao negativa.

Com base nos dados obtidos, conclui-se que a pressgativa de
500mBar é a mais adequada para uso no pré-congetame sémen ovino,
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nao reduzindo a sua viabilidade apds o congelaneptussibilitando elevada
taxa de desenvolvimento embrionario apos FIV h&iged com od6citos
bovinos. A pressdo negativa de 800 mBar demonseownociva ao sémen
ovino, reduzindo sua capacidade de produzir embdégerminando 800mBar
como pressao negativa excessiva e danosa parmaspesides ovinos.
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4 CAPITULO 2 PLASMA SEMINAL HETERQLOGO
LIOFILIZADO AUMENTA A VIABILIDADE DE SEMEN
OVINO CONGELADO

Artigo a ser submetido a um periddico com corpeoeidi
RESUMO

O uso de plasma seminal (PS) é promissor na pmiega&versdo de danos
celulares causados pela criopreservagdo. O objéésse estudo foi avaliar o
efeito da adicdo do PS liofilizado ovino (PSLO)yvino (PSLB) e equino
(PSLE) ao diluente de congelamento do sémen o@n®sS foi obtido com
vagina artificial (VA), centrifugado, liofilizado submetido a dosagem de
proteinas. O sémen ovino foi obtido com VA (cineoneiros da raga Lacaune)
e diluido 1+3 em meio Tris-gema glicerolado seniiéfizado (controle TC),
ou com 600ug/ml de proteinas de PSLO, PSLB e PSApdOs o
descongelamento foram avaliadas: motilidade pregr@s(MP), MP apds
selecéo por percoll (PP), e taxas de clivagem agél¥ heteréloga. O melhor
tratamento (PSLE) e o controle foram avaliadosvasado sistema CASA
guanto a cinética espermatica, integridade de smnos (FITC-PSA),
estabilidade de membrana (M540), integridade dmatioa (acridina orange),
apoptose (anexina) e potencial de mitocéndria (raitker). Os dados foram
avaliados por analise de variancia e teste T cagmnifiidncia 5%. Apos o
congelamento, o PSLE (41,25%) e o PSLB (37,08%))esmmtaram-se
motilidade progressiva superior ao controle (31,258te ndo diferiu do
PSLO (33,75%). Nao houve diferenca entre gruposmtqua MP-PP. Na
clivagem, o grupo PSLE mostrou-se superior (71,3d86)demais tratamentos
(TC: 43,23%, PSLO:50% e PSLB: 53,98%). Observowderenca nos
parametros VCL (TC-1636n/s, PSLE-1862m/s) e ALH (TC-um, PSLE-
8,2um) do CASA. Na citometria de fluxo o PSLE (38,9%y)esentou maior
guantidade de células viaveis ndo apoptéticas edtems frente ao TC
(32,1%). A adicdo de PSLE ao diluente de congeltondn sémen ovino
melhora os parametros de viabilidade pés-descamgelm (PD), podendo
representar uma alternativa para a inseminacaoeviacal e a fecundacao
vitro (FIV) com sémen ovino congelado.
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Palavras-chave Criopreservacao. FIV. inseminacgao cervical.
ABSTRACT

HETEROLOGOUS LYOPHILISATED SEMINAL PLASMA INCREASE
SPERM VIABILITY IN FROZEN OVINE SEMEN

The use of seminal plasma (PS) is promising ingataig and reversing cell
damage caused by cryopreservation. The aim ofthiy was to evaluate the
addition of ovine (PSLO), bovine (PSLB) and equiRSLE) lyophilized PS to
the freezing medium of ram semen. The PS was @utdiy using an artificial
vagina (AV), centrifuged, lyophilized and subjectedprotein measurement.
The ram semen was obtained with VA (five Lacaums)rand diluted 1 +3 in
Tris-yolk glycerol medium without lyophilized PS T control) or with
600ug/ml protein of PSLO, PSLB or PSLE. After thawinggressive motility
(MP), MP after selection by percoll (PP), and chegev rates after heterologous
IVF were evaluated. The best treatment (PSLE) andral were evaluated
using parameters of CASA, acrosome integrity (FH®A), membrane
stability (M540), chromatin integrity (acridine aoige), apoptosis (annexin)
and potential of mitochondria (Mitotracker). Datasssubmitted to analysis of
variance and T test with 5% significance level. eAffreezing, the PSLE
(41.25%) and PSLB (37.08%) were higher than theérobmotility (31.25%),
which did not differ from PSLO (33.75%). There was difference between
groups regarding MP-PP. However, the PSLE groupvstdhigher cleavage
rate (71.37%) compared to the other treatments4323%, PSLO 50% and
PSLB 53.98%). Significants difference were observethe parameters VCL
(TC-163.5um/s, PSLE-18642m/s) and ALH (TC-9.Am, PSLE-8.2m) of
CASA. In flow cytometry the PSLE showed higher ammis of non-apoptotic
and necrotic viable cells (38.9%) against TC (39.1Phe addition of PSLE to
the freezing medium of ram semen improved post-thability (PD) and may
represent an alternative pathway for cervical ineation andin vitro
fertilization (IVF) with frozen ram semen.

Keywords: cryopreservation, IVF, cervical insemination.
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4.1 INTRODUCAO

O processamento do sémen (diluicdo, incubacdo riamsihto,
congelamento e reaquecimento) produz uma inevit@delcdo da viabilidade
espermatica pés-descongelamento em virtude deaglies ultra-estruturais,
bioquimicas e funcionais (WATSOMt al., 2000). Assim, sd0 necessarias
estratégias que prolonguem a viabilidade do séroegetado e que otimizem
seu transporte através da tortuosa cérvix ovinapgucionando indices de
prenhez aceitdveis nas inseminacdes via cervicahs@minacdo intrauterina
por laparoscopia € a metodologia indicada paraes®gregada com sémen
congelado ovino. Porém, esse método possui conmavesto alto custo do
equipamento, as condi¢des de infra-estrutura eipahmente a necessidade de
profissionais altamente especializados (KERSH&W ., 2005).

O uso de plasma seminal homdlogo apresentou rdssltatisfatorios
por sua atuacdo em diferentes mecanismos de paedenda sobrevivéncia
espermatica. Essas acdes do plasma seminal podemrieadas através da
identificacdo de proteinas e fatores antioxidartagazes de conservar a
integridade funcional da membrana celular e rewdrigirias oriundas de
fenbmenos como a peroxidacdo lipidica (MAWELL; WATS, 1996;
BALERCIA et al., 2003) e choque térmico (BERGUER al., 1985;
BARRIOS et al., 2000). Segundo Lopez-Peraz (2012) a adicdo dampla
seminal ovino ao diluente tris gema teve um efegméfico nas taxas de
prenhez em inseminacéo cervical com sémen conseavadyraus Celsius, por
24h. Porém seu uso traz algumas restricbes, conms@ss sanitarios e o
pequeno volume obtido em cada ejaculado.

Como forma de contornar esta limitacao seria deésse a utilizacdo
do plasma seminal heterélogo, que apresenta ungra@tode semelhanca entre
suas proteinas, especialmente entre bovinos e D(IHERIENet al., 1995;
JOBIM et al., 2005; BERGERONet al., 2005). Todavia, também existem
semelhancas entre bovinos e equinos (CALVIETH., 1997, BRANDONet
al., 1999). Martins et al (2013) relataraanefeito positivo da adicdo de

plasma seminal heterélogo ao semen congelado ovino.

No entanto, o uso de plasma semimahatura € limitado devido ao
aumento do volume final da dose inseminante, caonaequente reducao da
concentracdo espermatica, o que é limitante nael&iaal em ovinos. Uma



43

alternativa viavel é o emprego da liofilizacdo dasma seminal heterdlogo
(CASALI, 2011) permitindo incorporacdo ao meio dengelamento com
pouca alteracdo de volume. Como os relatos do gopte plasma seminal
liofilizado e uso do plasma heter6logo sao escagsogortuna esta avaliacao.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a adicdo &dvino liofilizado
(PSLO), bovino (PSLB) e equino (PSLE) ao dilueng abngelamento do
sémen ovino, através de parametros seminais e xda da penetracao
espermatica, buscando uma alternativa para a inagéwo via cervical com
sémen ovino congelado.

4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Obtencao do plasma seminal

Cinco garanhdes, cinco touros e oito carneirosameante maduros e
compativeis com os padrbes Colégio Brasileiro deréthicdo Animal
(HENRY et al., 1998) foram utilizados para obtencédo de plasnminss,
através de coleta com vagina artificial na estagficodutiva de cada espécie.
Os ejaculados foram centrifugados, e o sobrenadertentrifugado até que
nado houvesse mais a formagdo de pellet (centrifimyag 5000 rpm). Em
seguida foi constituido upool com volumes proporcionais de plasma seminal
(PS) de cada espécie. Posteriormentecb de PS foi submetido a dosagem de
proteinas totais em nanodrop e foi realizado oilpprbteico em gel de
agarose. Os plasmas seminais foram liofilizados leafitizador Christ Alpha
1-4 FreezeDryer.

4.2.2 Obtencéo e congelamento do sémen ovino

O sémen para congelamento foi obtido de 5 carndmasca Lacaune
(sexualmente maduros e com alimentacdo "ad libijjuatravés de vagina
artificial. Apds avaliados os ejaculados congtitoi um pool, que foi
fracionado em 4 grupos diluidos 1+3 com Tris-gerieeplado (EVANS;
MAXWELL, 1987). Foram constituidos os seguintedamsentos: TC: sem
adicdo de plasma seminal, PSLO: adicdo de @§0de proteina de PS
liofilizado ovino por mL de diluente, PSLB: adicde 600ug de proteina de
PS liofilizado bovino por mL de diluente e PSLEicgi de 60Qug de proteina
de PS liofilizado equino por mL de diluente. As elgoram envasadas em
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palhetas 0,25mL e uma concentracdo espermaticaram de 180 milhdes de
espermatozoides por palheta, o resfriamento e tamgato realizados no
equipamento TK3000. As doses foram armazenada®jdobcriogénico.

4.2.3 Avaliacéo do sémen apds descongelamento

O experimento foi composto de oito rotinas de ctamgento
(repeticbes). Em cada repeticdo, duas palhetasifavaliadas de cada um dos
4 grupos. Para afericdo da viabilidade seminaldegsongelamento avaliou-se
a motilidade progressiva (MP) dos espermatozoidesdpscongelamento (PD)
e pés percoll (MP-PP) de modo subjetivo. Os esperuales selecionados
por percoll foram utilizados para FIV heter6logagwsedo metodologia
proposta por Garcia-Alvareet al., (2009) para selecdo dos melhores
tratamentos através da taxa de clivagem.

No segundo dia de cultivo (DO= FIV) os odcitos/zago foram
avaliados quanto a taxa de clivagem. As estruforas fixadas em 400L de
formol. Apéds fixacdo foram corados em 400 de alcool absoluto contendo
10 pL de Bisbenzimide Thihydrochloride permanecendaen@seio por um
periodo de 8 minutos. Logo apds, foi adicionada ot de glicerol sob
lamina e laminula, onde as estruturas em grupds) (foram imersas, sendo
visualizadas e avaliadas em microscopio de epéhaincia (Olympus BX 51,
America Inc., Sapporo, Japao), em filtro WU comitaxgdes de 450-490nm e
emissdo 520nm em aumento de 1000x, para visuatizagh ndo, dos pro
nucleos, masculinos e femininos.

Definida a melhor taxa de clivagem realizaram-seliagbes do
melhor tratamento e do grupo controle. Foram adafigparametros de cinética
espermatica com o auxilio de analise computadaiZ&@ASA) e de estrutura
por citometria de fluxo.

4.2.3.1 Avaliacdes com o sistema CASA

As aliquotas para analises do sémen po6s-desco@gdtaam diluidas
em TRIS, mantendo uma concentracdo final de apemamente 48xf0
espermatozoides/mL (DAVI& al., 1992) em seguidayé do sémen diluido
foram transferidos para camara de Mak(@takler Counting Chamber — Sefi-
Medical, Haifa, Israel) aquecida a°87e submetida ao CASA (Hamilton
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ThornMotilityAnalysef’ - HTMA — IVOS 12 — Hamilton Research — Beverly,
MA, USA). Foram avaliados aleatoriamente trés canpumos seguintes
parametros: motilidade total (MT, %), motilidadeogressiva (MP, %),
velocidade de trajeto (VAPpm/s), velocidade progressiva (VShm/s),
velocidade curvilinear (VCLum/s), amplitude de deslocamento lateral de
cabeca (ALH, um), frequéncia de batimentos do flagelo (BCF, Hz),
retilinearidade (STR, %) e linearidade (LIN, %).

4.2.3.2 Avaliacdes por citometria de fluxo

As andlises de integridade da membrana plasmaticeeagdo
acrossomal, quantificacdo de apoptose espermastabilidade e fluidez das
membranas espermaticas, potencial de mitocéndeasaio da estrutura da
cromatina espermatica foram feitos por citometra fidxo (Accuri C6 -
Accuri Cytometers, Ann Arbor, USA) em 10.000 cébude todas as amostras.

Para definiras populagdes espermaticas e/ou debris foramaatils,
com base em diferencas de tamanho e complexidadrward-Scatter-
Cluster-Height (FSC-H) e oSde-Scatter-Cluster-Height (SSC-H) no grafico
de pontos (CHEQUEMA al., 2012).0s dados fornecidos em pontos bi-
dimensionais em uma escala logaritmica foram aws pelo
software CFlow Plus.

Integridade da membrana plasmatica e a reacacsaonab

Para a avaliacdo, uma aliquota del 1de sémen foi retirada e
adicionada a 1QQ- de TRIS em microtubos de fundo cénico de polipjenm
de 1,5 mL pré- aquecidos a 37°C. Em seguida fomigioaados a amostra
2uL de iodeto de propidio (0,5mg/mL em solucdo sako#onica) e 2BL de
aglutinina dePisum sativum conjugada ao isotiocionato de fluoresceina (FITC-
PSA —10Qug/mL) (CELEGHINIet al., 2007). Ap6s 10 minutos de incubacao a
37°C, o microtubo foi acoplado ao aparelho de @toia de fluxo Accuri C
para realizar a leitura.

Quantificacdo de Apoptose espermatica
Seguindo o protocolo do fabricante, foi utilizadm kit Anexina V-
FITC (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) para deiea translocacdo da
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Fosfatidilserina (FS) dos folhetos interno e extena membrana plasmatica
espermatica do sémen apés a descongelacdo (ANZAR 2002).

Avaliacdo da estabilidade e fluidez das membraspsrenatica.

Para a avaliacdo da estabilidade das membranasitificiado o
fluocromoYo-Pro 1 (25uM/mL de DMSO) e para a fliuddgas membranas o
fluocromo Merocianina 540 (M540-1mM/mL de DMSO)sdeto por Hallap
et al. (2006).

Foram utilizados 1 x f@spermatozdides/mL colocados em
microtubos de fundo cbnico de polipropileno conted00uL de solugéo
tampédo TRIS, em seguida, foram acrescentados 1Modero 1 e 2,6uL de
M540, no qual foram incubados a 38°C por 10 minaotosscuro.

Avaliacao do potencial de mitocondria.

Para a avaliagdo, uma aliquota del 1de sémen foi retirada e
adicionada a 1QQ. de TRIS, em microtubos de 1,5 mL de polipropileno
fundo cbnico, pré- aquecidos a 37°C. Em seguidanf@adicionados & amostra
2uL de iodeto de propidio (0,5mg/mL em solucdo saltiwadnica) e gL de
Mito-Tracker green FM (MITO) (Solucdo de trabalfbmM de MITO em
DMSO, estocado a -20 no escuro) (CELEGHIN& al., 2007) e realizada a
incubacao a 37°C por 10 minutos.

Ensaio da estrutura de cromatina espermatica (SCSA

Segundo Everson (1994) este procedimento medeceilslidade
do DNA na cromatina do espermatozdide para a deswgdio induzida por
acido. Espermatozoides sdo expostos a solucdoedepois sao corados com
acridine orange (AO). Quando a dupla fita de DNAofesce em verde o
resultado é considerado normal, e quando umaifiitfples emite fluorescéncia
vermelha, o DNA é considerado desnaturado.

Apéds a descongelacdo uma aliquota do sémen féddilem solugéo
TNE (0,15M de NacCl, 0,01M TRIS HCI, 1mM EDTA, pH%4) deixando em
uma concentragdo de 2 x®18PTZ/mL. Adicionou-se 2Q@ de sémen em
400uL de solucdo detergente/acida (0,1% Triton X-1Q08M HCI e 0,15M
NaCl, pH=1,4). Depois de 30 segundos, adiciona;2ell de solucdo do
fluocromo AO (Gug/mL, em tamp&o — 370mL de 4gua destilada com @é&M
acido citrico monohidratado; 630mL de 4gua destileam 0,2M de N&lPO,
dibasico, mistura as duas solucdes e acrescetagOde EDTA dissédico e



a7

8,77g de NaCl — pH=6,0). Todos os passos forarasfeit4C e a leitura em
citometria foi realizado ap6s 3 minutos da colooat# AO.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados motilidade apds descongelamento, motdidgas percoll,
clivagem, MT, MP, VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR, LINPCT, integridade
da membrana plasméatica e a reacao acrossomal,ifipagdb de apoptose
espermatica, avaliagdo da estabilidade e fluidszndembranas espermaética,
avaliacdo do potencial de mitocondria e ensaio steutara de cromatina
espermatica (SCSA foram avaliados por andlise de variancia, testa T
significancia 5% por o programa estatistico JMP.

4.4 RESULTADOS

A dosagem de proteinas totais definiu a quantidastessaria de
plasma seminal que determinasse uma concentragda& 600Lg de proteina
por mL de diluente de congelamento. O plasma sénaw@mo continha
83,60ug de proteina por mg de liofilizado, o bovit22,9ug e o equino
84,81g. As bandas proteicas encontradas no ggjatese sdo apresentadas na
figural.
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Figural: Bandas proteicas presentes no plasma semal ovino (PSO), bovino
(PSB) e equino (PSE) indicadas por peso moleculamekDa.
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Fonte: Proprio autor (2014)
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No pos-descongelamento o maior percentual de o
progressiva (MPPD) foi observado com PSLE, que dgemelhante ao
tratamento TRIS+PSLB. De forma surpreendente, ¢rasitando com PSB e
PSE, o tratamento PSLO ndo melhorou a MPPD, narirmiio do grupo
controle. Na avaliacdo procedida ap6s submissa®eawoll, todos os grupos
apresentaram idéntica motilidade progressiva, ecidedo a efetividade da
técnica na selecdo dos espermatozoides ovinos,apdopreservacdo. Ja na
taxa de clivagem, observou-se um incremento doogR#LE, que foi superior
aos demais tratamentos (Tabela 1).
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Tabela 1l: Percentuais médios e erro padrdo de vididade espermatica
avaliados pela motilidade progressiva p6s descongaiento (MP-PD)
e pos percoll (MP-PP), assim como taxas de clivageapés FIV
heter6loga, com sémen ovino congelado em TRIS serdig@o de
plasma seminal (TC), ou com a adi¢do de plasma semal lifilizado
ovino (PSLO), bovino (PSLB) ou equino (PSLE).

Parametro TRIS (TC) TRATAMENTOS
%
TRIS+PSLO TRIS+PSLB  TRIS+PSLE
MP-PD 31,25+1,8 33,75+1,5° 37,08+15  41,25+1,7
MP-PP 45,83+2% 47,08+2,8  47,91+24 53,9143
Clivagem  43,23+372 50+2,F 53,98+4,F  71,37+2,9

Letras diferentes na mesma linha indicam diferepgtatisticas (P<0,05).
Fonte: Proprio autor (2014)

Quanto aos parametros do CASA, observou-se que bE PS
proporcionou maior valor de VCL (186,2 vs 168rb/s) e menor ALH (8,2 vs
9 um), como demonstrado na tabela 2. Observou-se ainuka tendéncia
(p=0,0690) de superioridade do PSLE quanto a VARedagdo ao controle.

Tabela 2: Valores de velocidade de trajeto (VARIM/s), velocidade progressiva
(VSL, um/s), velocidade curvolinear (VCL, pm/s), amplitude de
deslocamento lateral de cabeca (ALH,um) e frequéncia de
batimentos do flagelo (BCF, Hz) e seus respectivesros padrdo em
sémen ovino congelado em Tris (Cont) e Tris adiciado de plasma
seminal equino liofilizado (PSLE).

Grupos VAP VSL VCL ALH BCF
CONT  87,5+3,9 69,3+3,4 163,5#8,f 9,0£0,3 31,5+1,F
PSLE  95,8+3,8%* 76245 186,2+6,4 8,2+0,7 30,314

Letras diferentes na mesma coluna indicam difeeagtatisticas (P<0,05) *P=0.069.
Fonte: Proprio autor (2014)

J& nos demais parametros avaliados (MT, MP, STRNg h&o foi
observada diferenca entre o grupo controle e cogAgLE (Tabela 3),



50

Tabela 3: Valores percentuais e erro padrdo de mdilade total (MT),
motilidade progressiva (MP), retilinearidade (STR) e linearidade
(LIN) de sémen ovino congelado em Tris (Cont) e Tsiadicionado de
Plasma seminal equino liofilizado (PSLE).

Grupos MT MP STR LIN
CONT 54,4442 22,3+3,1 75,941,3 42,6+1
PSLE 56,5+3 25,343 75,9+1,7 40,4+1,4
(P>0,05)

Fonte: Proprio autor (2014)

Quanto aos dados de citometria, observou-se dfarena
quantificacdo de Apoptose espermatica por anexipa) o0 grupo PSLE
apresentando maior quantidade de células viaveispdptoéticas e necroticas
(38,9%), em relacdo ao grupo controle (32,1%) (Teatbe

Tabela 4: Valores em percentagem de apoptose espética por anexina,
indicando em porcentagem células necréticas, célglaiaveis e células
apoptéticas e respectivos erros padrdo de sémen wiconglado em
Tris (Cont) ou Tris adicionado de Plasma seminal adno liofilizado

(PSLE).
NECROTICAS VIAVEIS APOPTOTICAS
CONT 66,9+2,6 32,1+3,6 0.09+0,7
PSLE 61,1+4,1° 38,9+4,1° 0.0440,07

Letras diferentes na mesma coluna, indicam diferestatistica (P<0,05)
Fonte: Préprio autor (2014)

Na integridade da membrana plasmatica e membraoasatnal ndo
reagida (FITC-PSA) ndo foi observada diferenca pasagrupos controle
(22,1%+1,6) e PSLE (24,1%+1,3). Na avaliacdo da estabiéida fluidez da
membrana espermatica por YOPRO e M540, néo foraificeelas diferencas
entre os percentuais de estaveis (26,1+2,7 vs 2@Bfara 0s grupos controle
e PSLE, respectivamente. Da mesma forma, ndoefificada influéncia de
PSLE no potencial de mitocdndria por Mitotrackeendo observados os
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mesmos valores para alto potencial (72,1%=2,9)emotencial (27,9%+2,2)
para ambos 0s grupos.

Finalmente, no ensaio da estrutura de cromatinariesjica (SCSA)
por Acridine Orange, foram observados indices daesméds de integros
(95,11% vs 95,12%) e DFI (DNA fragmentation INDE)89% vs 4,88%)
para os grupos controle e PSLE.

4.5 DISCUSSAO

O processo de congelamento reduz a viabilidaderragiea em
virtude de alteragBes ultra-estruturais, bioquisiieafuncionais (WATSON,
2000). Isto é mais evidente com o0 sémen ovino.igdadde plasma homoélogo
ao sémen ja foi descrita, com resultados positn@dertilidade. As acdes
benéficas do PS se devem, provavelmente, a preteifi@ores antioxidantes
capazes de conservar a integridade funcional dabnaema celular e reverter
injrias como a peroxidacdo lipidica (MAXWELL; WATH, 1996;
BALERCIA et al., 2003) e o choque térmico (BERGUER al., 1985;
BARRIOSet al., 2000).

Entraves do uso do plasma seminal como o aumentoidone da
dose inseminante, e no caso de ovinos, o reduzillone obtido, instigaram
estudos com o uso de plasma seminal heterblogotinglaat al. (2013)
demonstraram viabilidade do uso de plasma sem@asgdécies com ejaculado
de maior volume, como os equinogvidenciando o efeito positivo da

adicdo de plasma seminal heterdlogo ao sémen @aligel/ino.

Neste estudo relata-se o emprego de PS heterGtifdi@addo como
aditivo no congelamento de sémen ovino. A liofifida permite a incorporacao
do PS sem a indesejavel reducdo da concentracd@negra na dose
inseminante. Além disso, a quantificacdo das prageido PS liofilizado
permite a padronizacdo da sua adi¢cdo, produzindaultados mais
homogéneos. Ainda, o uso do PS heterélogo, alémalar facilidade de
obtencéo, reduz o risco de transmisséo de enfededdaspécies-especificas.

Existe uma semelhanca nas proteinas do PS, espectal entre
bovinos e ovinos (THERIENt al., 1995; JOBIMet al., 2005; BERGERONt
al., 2005). Da mesma forma, também €& observada semalhantre as
proteinas do PS de bovinos e equinos (CALVIETH., 1997; BRANDONEt
al., 1999). Todavia, o grau de semelhanca entre asipastdo PSO e PSE néo
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é tdo evidente. Mesmo assim, foi observado um etedefeitopositivo da
adicdo de plasma seminal equino ao sémen congehado. Isto
demonstra que a homologia entre as proteinas dodBS essencial para a
protecdo aos espermatozoides. O primeiro experora@grnhonstrou uma clara
evidéncia do efeito benéfico da adicdo de PSikiafilo no pré congelamento
do sémen ovino. Na avaliacao da MP pés descongetanoePSLE mostrou
superioridade. J& na avaliacdo das taxas de ciivagbservou-se um efeito
positivo do PSLE. Curiosamente, o PS equino, embma a menor
homologia, foi o que proporcionou maior taxa devagdiem (71,3%), em
relacdo ao PSO (50%) e PSB (53,98%).

Estes dados sdo significativos ja que a fertiliraig@vitro (FIV)
demonstra a habilidade fertilizante do espermatiezdSMITH; MURRAY,
1996), demonstrando que o sémen congelado com BfieSenta uma maior
capacidade de penetracdo nos odcitos. Sehih (1998) e Garcia-Alvareet
al. (2009) encontraram correlacdo entre a fertilidadévo apds inseminacao
por laparoscopia, com a taxa de clivagamitro. A maior taxa de clivagem do
PSLE indica que a acdo das proteinas do plasmanaepudem ndo ser tao
especificas quanto o relatado anteriormente poci&hopezet al. (1996).
Todavia, é possivel também que os efeitos benéfiocgsam ser devidos a
proteinas especificas que estejam presentes ntstadisPS. Evidéncias
experimentais sugerem que a Osteopontina (Protiinplasma de Touros)
afeta a ligacdo esperma-odécito (MOURRAal., 2005). Essa proteina também
foi localizada no plasma seminal equino, como unmatefna positiva do
plasma (72 kDa, osteopontina), podendo ser umandiei@nte dos resultados
encontrados.

Em funcédo do superior efeito benéfico do PSLE, elacéo ao PSLO,
PSLB e controle, observado no primeiro experimeatdemais avaliagbes
foram procedidas comparado apenas o PSLE e o ganpmle.

O sémen congelado dos dois grupos (controle e P&liEvaliado
pelo sistema CASA. Superioridade do PSLE foi oles#awno parametro VCL
o qual indica na velocidade curvolinear, a velod&leeal do espermatozoide e
uma tendéncia (P=0,0690) na VAP (distancia dottpjé motilidade é um
dos parametros mais importantes utilizados pardiagda da qualidade
espermatica, fornecendo informacdes importantegstado de energia dos
espermatozoides. A motilidade é essencial pargpermsatozoide alcancar o
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local da fertilizacao (YANIZet al., 2000, 2006). Ainda, foi verificado menor
ALH do grupo PSLE em relacdo ao controle.

A maior viabilidade espermética proporcionada pelgédo de PSLE
ainda foi evidenciada pela maior quantidade delaghidveis ndo apoptéticas
e necréticas em relacdo ao grupo controle, denamtkira maior viabilidade e
longevidade do sémen tratado com PSLE.

Nas avaliacdes de integridade de acrossoma, dailiestde e fluidez
das membranas espermaticas, na estrutura de amamegpermatica e no
potencial de mitocéndrias, ndo foram evidenciadetos da adicdo de PSLE,
demonstrando a sua inocuidade nestes parametros.

A adicdo de plasma seminal (PS) heterodlogo, prahtipnte o PSLE,
ao diluente de congelamento do sémen ovino melboaaviabilidade poés-
descongelamento (PD) e proporciona maiores taxasliclgem apos FIV
heter6loga com o0d4citos bovinos, evidenciando umdommeapacidade de
penetracdo dos espermatozoides tratados. Os dddtmoso neste estudo
sugerem que o PSLE pode ser uma alternativa patalixar aplicagdo de
biotecnologias em ovinos como inseminagdo artlficervical com sémen
congelado, producéo ivitro e in vivo de embrides e melhorar as taxas ja
obtidas em laparoscopia.
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5 CAPITULO 3 INSEMINACAO CERVICAL PROFUNDA POR
CATETERIZACAO DA CERVIX.

5.1 INTRODUCAO

Na espécie ovina € possivel realizar inseminacaginah
intracervical, transcervical e por laparoscopiadAas primeiras s6 apresentam
taxas de prenhez aceitaveis se for utilizado s&reeno ou refrigerado (CSEH
et al., 2012). Isto ocorre pelas alteragbfes que a csepvacdo causa nos
espermatozoides, associado a condi¢do anatdbmicérds da ovelha.

A técnica transcervical é limitada devido a dispasi dos anéis do
colo ovino, o qual geralmente impossibilita a pgesa da pipeta IA para o
corpo do uUtero (EVANSet al., 1987), limitando a difusdo da técnica de
inseminacao artificial e transferéncia de embri@ogsta via (AUDICANA gt
al., 1998). O colo do Utero ovino é um 6rgao tubulagtm fibroso composto
predominantemente de tecido conjuntivo com uma dansgrosa exterior e
epitélio luminal interior. O lUmen é altamente tmdo, devido a presenca de 4
a 7 anéis cervicais (FUKU4 al., 1978).

Richardsoret al. (2012) ndo encontrou diferenca em taxas de prenhez
no uso de inseminacdo vaginal versus cervical,npagécontrou correlacao
positiva da profundidade de penetragcdo cervical esntaxas de prenhez,
instigando novas investigac¢des. O local da insegAimguando usado o sémen
congelado tem um efeito importante sobre a taxa@rdahez, com maiores
taxas obtidas apds inseminacao por laparoscopiaoscervical (WULSTER-
RADCLIFFEet al., 2004).

Segundo Woulster-Radcliffeet al. (2004), existem dois evidentes
métodos para driblar as caracteristicas fisicagdax ovina; alinhar a cévix e
aumentar o diametro do limen, ou projetar um agdicgue acompanhe essa
tortuosidade. Kershaatval. (2005) relata ser promissor o desenvolvimento de
pipetas de IA que superem o limen cervical perdutipenetracdo, o que
aumentaria taxas de prenhez com sémen congeladttserminacéo por via
cervical. Meganet al. (2004) criou um cateter que permitia uma deposi¢do
mais a frente do sitio de deposicéo cervical, parémfoi observada melhora
nas taxas de prenhez com esse método. Alvaret. (2012) testando 4
diferentes cateteres concluiu que o uso de umetcateATO06 (com 0,6
centimetros da parte distal curvas com um angul®@@g possibilita uma
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maior penetracdo do colo do utero, com melhoraentlidade de ovelhas
Churra e Assaf, apds a inseminacao.

A aplicagdo bem sucedida de IA depende da disgimsiie de uma
técnica de inseminagdo barata e eficaz, utilizarsfmnen congelado
(RICHARDSON Et al., 2012). O objetivo deste estudo foi avaliar amsacte
prenhez apés inseminagéo artificial com uma téctécaingamento do fundo
de saco vaginal e tracdo da cévix para catetedzagdmesma com um
aplicador comercial (Alta genética®), em comparag@im a deposi¢ao
cervical superficial do sémen.

5.2 MATERIAIS E METODOS

Para o trabalho, cinquenta ovelhas foram sincrdagz& inseminadas.
Os animais foram submetidos ao protocolo de simkagéo de cio, sendo
utilizado o bloqueio progesterénico com aplicacéd @° dia de eCG (300 Ul)
e prostaglandina (0,125 mg) com retirada do pess@ginal no 12° dia de
implante (ABECIAet al., 2012). A técnica de rufiacdo foi realizada apds 1
da retirada do pessario vaginal e a inseminacad@gi@s a observagéo do cio.

Os animais foram divididos em 2 grupos onde 27nfior@sseminados
por via cervical superficial (0 sémen era depositaa entrada do cérvix) e 23
por via cervical profunda, com pingamento do furdl® saco vaginal e
cateterizacdo cervical. Foram utilizados para atigas dois aplicadores
especificos para espécie ovina (Figura 2), poRaiilo a deposi¢céo do sémen
na entrada da cérvix quando realizada a IA censogkrficial e a partir do
terceiro anel cervical quando empregada a IA calvigrofunda, com
pincamento do saco vaginal e tracionamento daxcérvi

Para ambas as técnicas os animais eram contidos @uda de um
tronco de contencdo, no qual inicialmente o anifigdva em posicdo
guadrupedal e posteriormente era inclinado em gulérde 45° em relag&o ao
solo, de forma que 0os membros caudais ficavam édsvam relacéo a cabeca.

Apo6s a contencdo da fémea, para técnica de |Acedmprofunda o
inseminador inseria um espéculo previamente ladd e em seguida, apos
localizacdo da cérvix, era borrifado spray de ladpna, antes de realizar o
pincamento dos tecidos adjacentes com duas pinea®Alis. Apds o
pincamento, procedia-se a tracdo dos mesmos, ampdd a cérvix do
orificio vaginal (Figura 2). Com os dedos indicagopolegar, realizava-se a
manipulacéo da cérvix para a introducao do aplicadguida da inseminagéo
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propriamente dita. Para a técnica de IA superfiged inserido um espéculo
previamente lubrificado e, apés localizagdo da ikgreom o auxilio do
aplicador realizava a deposi¢cdo do sémen na enttadzrvix. As ovelhas
eram inseminadas por uma das técnicas, alternatamen

O sémen utilizado para ambas as técnicas de |A¢digtado com
vagina artificial de 4 carneiros das racas Lacamrdilchshaff e diluido na
propor¢céo 1+3 em Tris gema. O sémen foi envasadpadimetas de 0,25 mL,
previamente identificadas e submetidas ao resfritonem equipamento
(TK3000 Compact). A curva de resfriamento consieth queda de 0,5°C por
minuto, partindo da temperatura ambiente até atbgi.

ApOs o periodo de 30 dias os animais foram suboetd exame de
ultrassonografia via transretal com transdutoraing5Mhz (ISHWAR, 1995)
para deteccao de prenhez.

Figura 1: Foto ilustrativa dos pistolestes utilizads na IA superficial (esquerda)
ou profunda (direita) de ovelhas

Fonte: Préprio autor (2014)
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Figura 2:  Foto ilustrativa do pingamento de tecidose exteriorizacdo da cérvix,
na IA profunda em ovelhas

Fonte: Proprio autor (2014) ‘

Os dados obtidos das taxas de prenhez foram codusapelo testg’
(planilha Excel, Microsoft®), com nivel de signditcia de 5%.

5.3 RESULTADOS

A inseminacgéo cervical superficial proporcionou uarea de prenhez
de 33,3%, que nao diferiu da cervical profunda%?2(Zabela 1).

Tabela 1l: Taxas de prenhez apés inseminagdo com s&mresfriado, por via
cervical superficial, ou cervical profunda e intraterinaem ovelhas.

PRENHES VAZIAS TAXA
PRENHEZ
SUPERFICIAL 9 18 33,3%
PROFUNDA 12 11 52,2%

Fonte: Préprio autor (2014)
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Na execucdo do trabalho pode-se observar que existe grande
variacdo na progressdo do cateterismo cervicak appincamento. Das 23
fémeas utilizadas com a IA profunda, foi possivahspor totalmente a cérvix
em nove animais, porém a inseminagdo profundaefaefrdo tercerio anel
cervical) sempre foi possibilitada com a nova tézniTodavia, embora o
numero de animais seja reduzido, a taxa de presthervada nas fémeas com
cateterismo total da cérvix, ndo foi diferente §86) da observada nas fémeas
com IA profunda (50%). Foi observado que a técdigincamento do fundo
de saco vaginal e cateterizagcdo cervical evitoefluxo que normalmente
ocorre na inseminacao cervical superficial. Alvaf2@200) observou na raca
Churra que a fertilidade era significativamenteanguando o refluxo foi nulo
(42,78%) em comparacao com refluxo parcial (31,02%)

Embora ndo tenha sido possivel demonstrar diferesigaistica entre
os dois tratamentos, existe uma consideravel &@riagumérica entre os
grupos, indicando uma diferenca que é significan®9%, demonstrando que
provavelmente o nimero de animais (n=50), foi iicgrite, tornando
necessario aumentar o nimero para obter conclusfiesapuradas.
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6 CONSIDERACOES GERAIS

As particularidades na espécie ovina que dificuldadisseminacao de
biotécnicas reprodutivas instigam a busca por t¢ésnique aumentem a
qualidade seminal, consequentemente a fecundagimeeem a anatomia da
cérvix ovina. Os experimentos realizados tiveramaobjetivo transpor estes
obstéculos.

O primeiro experimento definiu a pressdo negaty®@mBar como
a mais adequada para o emprego no pré-congelamergdmen ovino. Este
dado possibilitara a utilizagcdo deste tipo de ss&econtrolado em novos
momentos e por diferentes tempos, possibilitandbanar a criotolerancia do
sémen ovino. Novas investigacbes sdo necessarisaa elacidar os
mecanismos envolvidos na formacdo de proteinasetpras em células
espermaticas. Igualmente significativo foi demarstqjue o sémen ovino
submetido a pressao negativa ndo é acometidout@mp possibilita elevadas
taxas de producdo embriondria apds FIV heterdldgana-se importante
novos estudos que avaliem esta metodolagiavo, verificando as taxas de
prenhez de ovelhas inseminadas com sémen tratado,cbmo possibilitem
avaliar a associac¢do desta metodologia com owtoasp a adicdo de plasma
seminal liofilizado.

O segundo experimento descreve o emprego de PS36lbgte
liofilizado, como aditivo no congelamento de sérogimo. A adicdo de PSLE
ao diluente de congelamento do sémen ovino melhosywarametros de
viabilidade pds-descongelamento e proporcionou masitaxas de clivagem
apos FIV heterdloga com odcitos bovinos, evidemwaimma maior capacidade
de penetracdo dos espermatozoides tratados. Os datidos neste estudo
sugerem que o PSLE pode ser uma alternativa pabdizar a inseminacao
artificial cervical com sémen ovino congelado.

O terceiro experimento, mesmo ndo demonstrandeedifas entre as
técnicas com a significancia de 5%, mostrou quéngamento do fundo de
saco vaginal pode ser uma alternativa para téatecdA transcervical em
ovinos. A cateterizacdo da cérvix evitou o reflaxe normalmente ocorre na
inseminacao cervical superficial, sendo possivelagsociada as metodologias
propostas nos experimentos anteriores, possa raellasrtaxas de prenhez
apos inseminacgao de ovelhas com sémen congelado.

O protocolo de congelamento com os aditivos pragostssociado ao
método de inseminagdo cervical profunda, devera imezstigado. Uma
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adequada metodologia de IA possibilitara melhorgpadrédo zootécnico e
produtivo do rebanho ovino do Pais, com possildidde disseminacdo de

uma genética apurada, através de uma metodologizaide custo e facil
aplicabilidade.
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