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RESUMO

Casali, Renata. Estratégias para viabilizar o uso de sémen congelado na inseminacao
artificial cervical de ovinos. 2014. 55 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal — Area:
Reproducdo Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-graduacgdo
em Ciéncia Animal, Lages,2014.

O estresse oxidativo e a capacitacdo espermatica precoce, gerados na criopreserva¢do do sémen
ovino, reduzem sua viabilidade, principalmente na inseminacdo cervical. O uso de plasma
seminal (PS) e a pressdo negativa tém produzido a protecdo e reversdao desses danos. Dois
experimentos avaliaram esses potenciais melhoradores da criotolerancia, e um terceiro avaliou 2
métodos de IA cervical. No experimento 1 o sémen ovino foi submetido aos tratamentos:
controle (TC), ou presséo 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, foi adicionado 600ug de proteina por mL de diluente usado no congelamento,
compondo 0s grupos experimentais: controle (TC), PS ovino (PSLO), PS bovino (PSLB) e PS
equino (PSLE). O experimento 3 avaliou 2 métodos de 1A,a cervical superficial (G1) e a cervical
profunda (G2), com pincamento do fundo de saco vaginal. Os dados in vitro foram submetidos a
analise de variancia e teste DMS de Fischer, e a taxa de prenhez ao chi-quadrado, todos com
significancia de 5%. No experimento 1, maior motilidade progressiva (MP) foi observada no TC
(49%) frente aos tratamentos P200 (40,9%), P500 (38,9%) e P800 (38,9%), assim como maior
integridade de membrana (IM) (TC - 36,6%) versus (P200 - 30,2%) e (P800 - 30,4%), nédo
diferindo da P500 (34,3%). Na MP durante o Teste de termo resisténcia (TTR), MP apds percoll
(PP), integridade de acrossoma (1A), IAPP e integridade de membrana (IM), ndo houve diferenca
entre os grupos. Na clivagem ndo houve diferenca entre os grupos TC 44,3%; P200 51,2% e
P500 50,9%, que foram superiores ao P800 (34,5%). Conclui-se que a P500 é a mais adequada
para uso com sémen ovino, possibilitando elevada taxa de desenvolvimento embrionério apos
FIV heter6loga com o4citos bovinos. O experimento 2 avaliou MP, MPPP e clivagem ap6s FIV
heter6loga de todos os grupos, sendo o melhor grupo comparado ao controle através de: sistema
CASA, integridade de acrossoma (FITC-PNA), estabilidade de membrana (M540); integridade
de cromatina (acridinaorange); apoptose (anexina) e potencial de mitocdndria (mitotracker). O

PSLE apresentou maior taxa de clivagem (71,37%) que os demais tratamentos, evidenciando sua



maior capacidade de penetracdo nos oocitos. Observou-se superioridade do PSLE nos parametros
VCL (PC-163,5, PSLE-186,2) e ALH (PC-9, PSLE-8,2) do CASA, em relagdo ao controle. Na
citometria de fluxo, o teste da anexina revelou maior quantidade de células viaveis nao
apoptdticas no PSLE (38,9%) em relagdo ao TC (32,1%). No experimento 3 ndo houve diferenca
na prenhez apos IA superficial (33,3%) profunda (G2 52,2%), possivelmente devido ao nimero
reduzido de animais.

Palavras-chave: Criopreservacdo, pressdo negativa, plasma seminal, FIV heterdloga,
inseminacao cervical.



ABSTRACT

Casali, Renata. Strategies to enable the use of frozen semen in the cervical artificial
insemination of sheep. 2014. 55p. Master Dissertation in Animal Science - Area: Animal
Reproduction — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncia Animal, Lages, 2014.

Oxidative stress and premature sperm capacitation, generated during cryopreservation of ram
semen, reduces their viability, especially after cervical insemination. The use of seminal plasma
(SP) and negative pressure have produced protection and the reversion of such damages. Two
experiments evaluated these potential enhancers of cryotolerance, and a third experiment
compared 2 methods of cervical Al. In experiment 1 ram semen was subjected to the treatments:
(TC) control or negative pressure of 200mBar (P200); 500mBar (P500) and 800mBar (P800). In
experiment 2, the PS from rams, stallions and bulls was lyophilized (L) and its protein measured.
From each SP 600ug of protein was added per mL of the freezing diluent used, compounding the
experimental groups: control (TC), ovine PS (PSLO), bovine PS (PSLB) and equine PS (PSLE).
Experiment 3 evaluated 2 methods of Al, the superficial cervical Al (G1), and deep intrauterine
or cervical Al (G2) with clamping the vaginal fornix. The in vitro data were subjected to analysis
of variance and DMS Fischer test, and the pregnancy rate to the chi square, all with 5%
significance level. In the experiment 1 higher progressive motility (PM) was observed in TC
(49%) compared to P200 (40.9%), P500 (38.9%) and P800 (38.9%) treatments. Also higher
membrane integrity (IM) was observed in (TC - 36.6%) versus (P200 - 30.2%) and (P800 -
30.4%), but without difference from P500 (34.3%). In PM during the test the thermal resistance
(TTR), MP after percoll (PP), acrosome integrity (1A), IAPP and membrane integrity (Ml), there
was no difference between the groups. In cleavage rate, no differences were observed between
groups (TC 44.3%, P200 51.2% and P500 50.9%), which were higher than P800 (34.5%). In
conclusion the P500 is the most appropriate for use in ram semen cryopreservation, enabling
high rates of embryo development after heterologous IVF. Experiment 2 evaluated MP, MPPP
and cleavage rate after heterologous IVF in all groups, with the best group compared with the
control in: CASA system; acrossoma integrity (FITC-PSA), membrane stability (M540),
chromatin integrity (acridine orange), apoptosis (annexin) and potential of mitochondria



(Mitotracker). The PSLE showed higher cleavage rate (71.37%) than all other treatment

indicating greater ability to oocyte penetration. The PSLE showed higher VCL (PC-163.5,
PSLE-186.2) and ALH (PC-9 PSLE-8.2) in CASA evaluation, compared to control. In flow
cytometry the annexin test revealed a greater amount of non-apoptotic viable cells in PSLE
(38.9%), compared to TC (32.1%). In experiment 3 there was no difference in pregnancy rates
after superficial (33.3%) or deep and intrauterine (G2 52.2%) IA, possibly due to the small

number of animals used.

Keywords: Cryopreservation, negative pressure, seminal plasma, heterologous IVF, Cervical

insemination.
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1. INTRODUCAO

A disseminacdo de biotécnicas reprodutivas que possibilitem melhorar o padrdo zootécnico e
produtivo do rebanho tem particularidades na espécie ovina. Os resultados pobres e inconsistentes da
IA cervical com sémen congelado (O’MEARA et al., 2007; EL-HAJJ GHAOUI et al., 2007) séo
condicionados a fatores como a baixa qualidade do sémen ovino no pos congelamento e a anatomia da
cervix ovina.

A baixa fertilidade do sémen congelado se deve as alteracdes fisicas e quimicas ocorridas durante o
processo de criopreservagdo, 0 que promove a prematura capacitacdo e a redugdo da motilidade e da
viabilidade espermética. Uma das potenciais causas destas alteragdes € o estresse oxidativo, com a
peroxidacdo dos lipidios de membrana e fragmentacdo do DNA espermatico (DONOVAN et al.,
2004). Ja devido a anatomia da cérvix ovina, a taxa de penetragdo cervical na inseminagdo é
influenciada (SALAMON & MAXWELL, 2000) e constitui uma relevante barreira a penetracdo
espermatica, em funcdo do comprimento e a excentricidade dos anéis cervicais (ALVAREZ et al.,
2000).

Estas limitagOes determinaram que historicamente o emprego de sémen ovino congelado estivesse
condicionado ao método de inseminagdo intra-uterina por laparoscopia (SALAMON & MAXWELL,
1995). Todavia, restricbes vinculadas ao custo do equipamento, as condi¢bes de infra-estrutura e
principalmente a necessidade de profissionais especializados, ainda dificultam a difusdo da técnica
(KERSHAW et al, 2005). A busca por técnicas que aumentem a qualidade seminal e
consequentemente a fecundacédo € desejavel e necessaria.

Estudos demonstram que a indugdo de alguma modalidade de estresse controlado, desencadeia a
producdo de proteinas protetoras, como as Heat shock proteins, possibilitando uma maior
criotolerancia de gametas e embrifes (PRIBENSKY e VAJTA, 2011). Um equipamento (Nitrocooler)
que tem a finalidade de aplicar pressdo negativa a estruturas como gametas e embrides, proporcionou
melhores resultados na criotolerancia de od6citos (SANTOS, 2006) e blastocistos bovinos
(MEZZALIRA et al., 2010), poréem ainda ndo foi utilizado em células espermaticas.

Barrios et al. (2000; 2005) demonstrou os efeitos adjuvantes do plasma seminal (PS) quando
adicionado ao sémen de carneiro, que avaliaram o comportamento da célula espermatica submetida a
um estresse térmico (5 min / 10°C) na presenga do plasma seminal. Estudos mais recentes também
demonstram os efeitos protetores da adicdo do PS antes do choque térmico (MUINO-BLANCO et al.,

2008). O PS também tem sido utilizado em protocolos de congelamento de sémen de carneiro
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(EVANS et al.,, 2000; DOMINGUEZ et al., 2008; LEAHY et al., 2009; LEAHY et al., 2010)
demonstrando efeito benéfico nos danos causados pela criopreservacdo, pois protege e repara 0S
espermatozoides tanto no nivel estrutural quanto no funcional (MUINO-BLANCO et al, 2008).

Entretanto, o reduzido volume do ejaculado do carneiro e o risco de transmissdo de doencas espécie
especificas, sdo importantes entraves para o uso do PS homdlogo. Uma alternativa seria o uso de PS de
espécies com maior volume de ejaculado, viabilizando a formacdo de bancos de PS, bem como
contornando os riscos sanitarios decorrentes do uso de PS homologo. O efeito positivo da adicdo de

plasma seminal heterélogo ao sémen congelado ovino foi demonstrado por Martins (2009).

Uma limitagdo para o uso de PS in natura é a dilui¢do do sémen, com a consequente reducéo da sua
concentracdo espermatica, que é limitante na IA cervical. Uma alternativa a esse entrave seria a
liofilizagdo do PS, antes de sua adi¢cdo ao meio de congelamento, evitando um aumento significativo

do volume final.

Recentemente, foi desenvolvido um aplicador, que associado ao pingamento do fundo de saco
vaginal, facilita a cateterizacdo do cérvix, permitindo uma IA cervical profunda ou até mesmo intra-
uterina, o que pode melhorar as taxas de fecundagdo com sémen congelado. Todavia, ndo existem

trabalhos avaliando comparativamente esta metodologia.

Assim, este estudo compreende 3 experimentos, sendo que o primeiro avaliara o efeito e diferentes
intensidades de pressdo negativa no pré-congelamento do sémen; o segundo avaliara o efeito da adicéo
do plasma seminal heter6logo liofilizado ao diluente de congelamento e o terceiro a aplicabilidade do
método de IA via cervical com pincamento de fundo de saco vaginal em ovinos.O protocolo de
congelamento com os aditivos propostos, associado ao melhor método de inseminacdo, deverd

possibilitar o uso de sémen congelado de carneiros na inseminacao artificial cervical de ovelhas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA:
2.1. DANOS DECORRENTES DA CRIOPRESERVACAO

As células espermaticas contém alta proporcéo de &cidos graxos poliinsaturados que séo
particularmente susceptiveis a danos oxidativos, especialmente apds a criopreservacao. Isto
determina a subsequente perda na integridade de membrana, comprometendo a fungéo celular e
diminuindo a motilidade e a capacidade fecundante. A composi¢do lipidica da membrana do
espermatozdide € o maior determinante para a sua viabilidade (BUCAK et al., 2008). Lesdes
ultra-estruturais, bioquimicas e funcionais causadas pelos processos de congelamento e
descongelamento promovem a reducdo da motilidade e do transporte espermatico no trato
reprodutivo da fémea (SALOMON & MAXWELL, 1995).

A criolesdo espermética promove a prematura inducdo de um estado semelhante de
capacitacdo, a chamada criocapacitacdo (BAILEY et al, 2000). A capacitagdo prematura do
espermatozoide altera a motilidade, a viabilidade e posteriormente a sua longevidade (GILLAN e
MAXWELL, 1999), resultando em menores taxas de prenhez quando usado o sémen congelado
em comparagdo com sémen fresco.

Situagdes de estresse como mudanca na temperatura, estresse osmoético e toxico do
crioprotetor e o gelo formado no ambiente extracelular, observadas no processamento do sémen,
podem ser responsaveis por fatores que prejudicam a fungéo celular (WATSON, 2000).

H& indicios que espermatozoides congelados estdo associados a alta incidéncia de
mortalidade embriondria precoce (SALAMON e MAXWELL, 1995). Elementos do
citoesqueleto embrionério sdo sensiveis a alteracdo na temperatura e o resfriamento resulta na
despolarizacédo dos filamentos de actina (SAUNDERS e PARKS, 1999).

Consequentemente, alternativas que preservem a viabilidade seminal no pos-
descongelamento, permitindo que um maior nimero de espermatozdides alcance o ponto de
fecundagéo, podem aumentar as taxas de prenhez. Nesse sentido, diversos aditivos tém sido
utilizados visando prevenir ou reduzir os danos causados durante o0 processamento seminal
(diluicdo, resfriamento, congelamento e reaquecimento). Em protocolos de criopreservacao,
precisa-se otimizar ndo s6 a quantidade de espermatozdides vivos, mas a funcionalidade dos

mesmaos.
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2.2. PRESSAO HIDROSTATICA APLICADA SOBRE CELULAS

Pribebszkyet al.(2004) utilizou pressdo hidrostatica positiva com o intuito de provocar
uma modalidade de estresse controlado sobre os gametas. Os estudos demonstram que a indugéo
de alguma modalidade de estresse controlado, desencadeou uma maior criotolerancia de gametas
e embrides (PRIBEBSZKY e VAIJTA, 2011). Outros trabalhos também comprovaram o0s
beneficios do estresse controlado na criotolerancia de blastocistos murinos (PRIBEBSZKY et al.,
2005a) e espermatozoides bovinos (PRIBEBSZKY et al., 2007), assim como em blastocistos
bovinos (PRIBEBSZKY et al, 2005b). A técnica também foi utilizada em estruturas
sabidamente mais sensiveis, tais como espermatozoides suinos (HUANG et al., 2009), equinos
(BURNAUGH et al., 2010) e até mesmo odcitos suinos (DU et al., 2008), sendo ainda constatada
a melhora na qualidade de blastocistos ovinos (BOGLIOLO et al, 2010).

Com certa analogia foi desenvolvido um equipamento (Nitrocooler) que tem a finalidade
de aplicar presséo negativa a estruturas. O “Nitrocooler” proporcionou melhores resultados na
criotoleréncia de odcitos (SANTOS et al., 2006) e incrementou a criotoleréncia de blastocistos
bovinos PIV, efeito este que foi dependente do tempo proporcionado entre a indugdo do estresse
e a criopreservacdo (MEZZALIRA et al., 2010). Ainda ndo ha dados de utilizacdo do Nitrocooler

com celulas espermaéticas.

2.3. PLASMA SEMINAL

O plasma seminal (PS) de mamiferos € uma secrecdo fisioldgica produzida a partir de
maltiplas glandulas do trato reprodutivo do macho. E composto de numerosas moléculas, bem
como de uma fragdo vesical (EL-HAJJ GHAOUI et al., 2006). Tem a capacidade de inibir e
estimular a fungdo espermatica e a fertilidade. Relatos em varias espécies sugerem que o PS
contém fatores que podem influenciar a viabilidade espermatica, afetando a motilidade, e a
sobrevivéncia no pds-descongelamento (GRAHAM, 1994; MAXWELL et al., 1997). O plasma
seminal de ovinos também demonstrou importancia para o transporte de espermatozdides pelo

trato genital da fémea, por ser rico em prostaglandinas (GUSTAFSSON et al., 1977).

No tratamento in vitro de espermatozoides, em preparacdo para a inseminacao artificial

(1A), envolvendo processos tais como a dilui¢do, resfriamento, congelamento, re-aquecimento
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esexagem por citometria de fluxo, remove o plasma seminal e pode modificar as proteinas
ligadas a superficie do esperma. Isso desestabiliza as membranas e pode pré-capacitar 0s
espermatozdides, encurtando sua vida atil na fertilizacdo. O plasma seminal contém proteinas
que previnem a capacitacdo, o que aumenta a longevidade do sémen de carneiro congelado
(MAXWELL et al., 2007).

O PS fornece um componente especifico que estabiliza a membrana de espermatozoides
descongelados (EVANS et al.,, 2000). Maxwell e Evans(1999) examinaram o efeito da re-
suspensdo de espermatozdides de carneiro em 20-30% de PS pds-descongelamento e
estabeleceram que a penetragdo dos espermatozdides através do muco cervical foi melhorada e a
fertilidade depois da 1A cervical foi significativamente maior.

Mortimer e Maxwell (2004), relatam que espermatozoides descongelados re-suspendidos
em PS artificial ou PS de carneiro melhoraram o movimento e aumentaram a estabilidade de
membrana, quando comparados a aqueles re-suspendidos em PBS, sugerindo que isto foi devido
aos componentes presentes no meio. JA& O’Meira et al. (2007) observaram diferencas na
fertilidade entre carneiros (17,7 - 45,2%) ap6s a IA cervical de ovelhas com sémen
descongelado, o que pode ser atribuido a diferencas nos componentes do plasma entre 0s
machos.

A adicdo de PS em sémen descongelado melhora a motilidade, a viabilidade, a
integridade de acrossoma e a respiragdo mitocondrial. Estes efeitos benéficos foram atribuidos as
proteinas do PS especialmente RSVP14 e RSVP20 (BARRIOS et al., 2005). Estas proteinas tem
capacidade antioxidante (MARTI et al., 2007), efeito que esta relacionado a protecdo contra o
estresse oxidativo e a capacitacdo prematura do espermatozoide (MUINO-BLANCO et al, 2008).
Maxwell et al.(1999) demonstraram beneficio na qualidade espermatica in vitro, assim como na
fertilidade apds inseminacdo cervical com sémen congelado com uso de plasma seminal em
ovinos, contrapondo os dados de Leahyet al. (2010) onde a melhora foi observada apenas in
vitro.

Barrios et al. (2005) isolou a proteina pl14 e p20kd, demonstrando que sdo responsaveis
pelo efeito protetor ao choque térmico e que a p20 tem tendéncia de estar relacionada com a
decapacitacdo. Plasma seminal quando adicionado ao sémen congelado / descongelado (junto
com uma fonte de energia) repara danos de espermatozoides ovinos, reforcando a motilidade
espermatica (BERNARDINIA et al., 2011). Aparentemente o plasma seminal sofre influéncia da
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estacdo do ano. O efeito protetivo do plasma seminal é maior quando coletado na estacdo de
monta (LEAHY et al., 2010). Dominguez et al.(2008) demonstrou que o plasma seminal
coletado no inverno ou outono aumenta a motilidade espermatica total e progressiva no sémen de
0Vinos.

Proteinas do PS bovino também interagem com fosfolipideos na membrana plasmatica da
celula espermaética e participam na desestabilizacdo (capacitagdo) e estabilizacdo (decapacitagéo)
da membrana do espermatozoide (THERIEN et al., 2005). Estes achados s&o consistentes com a
ideia de que o efeito do PS estd associado com a presenca de uma capa de componentes que
mantém a estabilidade de membrana até o processo de capacitacdo, os chamados fatores
decapacitantes (MUINO-BLANCO et al., 2008; VADNAIS e ROBERTS, 2007).

No plasma seminal de bovinos um grupo de proteinas chamadas BSP, quando associadas
na superficie das células, modulam a capacitagdo espermatica. Proteinas homologas foram
reportadas em garanhdes (MENARD et al., 2003) e em ovinos (JOBIM et al., 2005).

Evidéncias experimentais sugerem que a Osteopontina (Proteina do plasma de Touros)
afeta a ligacdo esperma-odcito durante desenvolvimento embrionario inicial, que provavelmente
é a razdo pela qual foi encontrada associada a taxas de ndo retorno ao cio, ap6s uso do sémen
destes touros. A identificacdo destes componentes ajudard a entender e diagnosticar casos de
infertilidade e ou subfertilidade, além de aumentar a precisdo da previsdo do desempenho
reprodutivo masculino (MOURA, 2005). Touros subférteis, que mostram espermograma normal,
sdo importantes fontes de estudo e tem estimulado a busca de outros marcadores de fertilidade,
como os componentes moleculares do plasma seminal (BRAUDMEYER e MILLER, 2001).

Em javalis, estudos recentes tém mostrado relacfes negativas entre algumas proteinas do
plasma seminal e a fertilidade (NOVAK et al., 2010). Em touros, proteinas especificas no plasma
seminal foram associadas com a fertilidade (KILLIAN et al., 1993; MOURA et al., 2006),
enquanto que no plasma seminal equino, uma proteina foi considerada positiva (72 kDa, pl 5,6,
Osteopontina).

Atualmente, o conhecimento disponivel sobre os efeitos do conteddo de PS em
espermatozdides e fertilidade parece disperso e as vezes conflitantes. Isto pode ser visto como
um forte motivador para novas pesquisas nesta area (KARESKOSKIe KATILA, 2008).

Este estudo é composto de trés experimentos, apresentados como capitulos distintos.



3. CAPITULO 1

PRESSAO NEGATIVA NO PRE-CONGELAMENTO DE SEMEN OVINO
Artigo a ser enviado a um periddico com corpo editorial
RESUMO

O estresse por pressao positiva melhora a criotolerancia de gametas e embrifes de mamiferos. A
pressdo negativa melhora criotolerancia de embries bovinos PIV, porém ainda ndo foi testada
com sémen. Como objetivo estabelecer a melhor pressdo a ser aplicada no pré-congelamento de
sémen ovino, bem como avaliar seu efeito na criotolerancia, um pool de sémen ovino foi diluido
1+3 em meio Tris-gema gliceroladoe fracionado em 4 aliquotas, a saber: Controle; Pressdo
negativa de 200mBar (P200); Pressdo negativa de 500mBar (P500) e Pressdo negativa de
800mBar (P800). O sémen foi envasado em palhetas de 0,25mL e congelado no equipamento
TK3000 Compact (5replicagdes). Foram avaliadas a motilidade progressiva (MP) no poés-
descongelamento e durante 0 TTR (1,2 e 3h). Também foi avaliada a integridade de acrossoma
(1A) pela coloracédo FITC, a integridade de membrana (IM) pelo testehiposmotico, a MP apds
selecdo por percoll (MPPP), a integridade de acrossoma pds percoll (IAPP), a integridade de
membrana pos percoll(IMPP) e a taxa de clivagem apds a FIV heteréloga com odcitos bovinos.
Os dados foram avaliados como blocos casualizados, pelo teste DMS de Fischer com
significancia de 5%. Logo ap6s o descongelamento a MP do grupo Controle (49%) foi superior a
P200 (40,9%), P500 (38,9%) e P800 (38,9%), que ndo diferiram entre si. Ndo houve diferencga
para MP entre os grupos PC, P200, P500 e P800 durante o TTR 1 h (43,4%; 37,9%; 36,9% e
37,9%, respectivamente), 2 h (40,8%; 31,8%; 34,8%; e 36,8%, respectivamente) e 3 h (34,8%;
28,7%; 33,8% e 29,8%, respectivamente), assim como em relacdo a IA (55,4%; 52,4%; 49,5% e
49,8%,respectivamente), a MPPP (66%; 59,2%;51,7% e 63,2%, respectivamente), a IAPP
(46,4%; 45,7%; 46,2% e 49,3%, respectivamente) e IMPP (45,4%; 39,9%;47,3% e 41,1%,
respectivamente). Quanto a IM, o grupo Controle (36,6%) foi superior a P200 (30,2%) e a P800
(30,4%), nadodiferindo da P500 (34,3%). Na clivagem, observou-se que a P800 (34,5%) foi
inferior aos demais grupos (Controle 44,3%; P200 51,2% e P500 50,9%), que ndo diferiram entre
si. Com base nos dados obtidos, conclui-se que a pressdao negativa de 500mBar é a mais

adequada para uso no pré-congelamento de sémen ovino, ndo reduzindo a sua viabilidade apés o
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congelamento e possibilitando elevada taxa de desenvolvimento embrionario apdés FIV

heter6loga com o6citos bovinos.

Palavras Chave — Criopreservacao, nitrocooler, FIV heter6loga.
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ABSTRACT

NEGATIVE PRESSURE IN THE PRE-FREEZING OF OVINE SEMEN

The positive pressure stress improves cryotolerance of mammals gametes and embryos.
The negative pressure improves cryotolerance of bovine IVP embryos, but has not been tested in
semen. To establish the ideal pressure to be applied in the pre-freezing of ram semen, and to
evaluate its effect on cryotolerance, a pool of ram semen was diluted 1 + 3 in Tris - yolk glycerol
medium, and fractionated into 4 aliquots, namely: control, negative pressure of 200mBar (P200);
500mBar (P500) and 800mBar (P800). The semen was loaded in 0.25mL straws and frozen in a
Compact TK3000 equipment (5 replications). Progressive motility (MP) was assessed after
thawing and during TTR (1, 2 and 3 hours). It was also assessed the acrosome integrity (I1A) by
FITC staining, membrane integrity (MI) by hypoosmotic test, MP after percoll selection (MPPP),
acrosome integrity post percoll (IAPP), membrane integrity post percoll (IMPP), and cleavage
rate after heterologous IVF with bovine oocytes. Data were analyzed as a randomized blocks by
DMS Fischer's test with a significance level of 5%. Just after thawing, the Control group showed
higher MP (49%) than P200 (40.9%), P500 (38.9%) and P800 (38.9%), whose do not differ.
There was no difference between MP in the PC, P200, P500 and P800 groups during TTR 1h
(43.4%, 37.9%, 36.9% and 37.9%, respectively), 2h (40.8%, 31.8%, 34.8% and 36.8%,
respectively) and 3 hr (34.8%, 28.7%, 33.8% and 29.8%, respectively), and also in 1A (55.4%,
52.4%, 49.5% and 49.8%, respectively), the MPPP (66%, 59.2%, 51.7% and 63.2%,
respectively), the IAPP (46.4%, 45.7%, 46.2% and 49.3%, respectively) and IMPP (45.4%,
39.9%, 47.3% and 41.1%, respectively). In the IM, the control group (36.6%) was higher than
P200 (30.2%) and P800 (30.4%) but did not differ from P500 (34.3%). In the cleavage rate, it
was observed that P800 (34.5%) was lower than the other groups (control 44.3%, 51.2% P200
and P500 50.9%), without difference among them. With basis on obtained data, it was concluded
that the negative pressure of 500mbar is the most appropriate for use in pre-freezing of ram
semen, by not reducing their viability after freezing and enabling high rates of embryo
development after heterologous I'VF with bovine oocytes.

Key-words —Cryopresevation, Nitrocooler, heterologous IVF.
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3.1. INTRODUCAO

O uso de sémen ovino congelado estd condicionado ao emprego do método de
inseminacao intra-uterina por laparoscopia (SALAMON & MAXWELL, 1995). Isto decorre das
alteraces fisicas e quimicas durante o processo de criopreservacdo, que promove a prematura
capacitacédo, a redugéo da motilidade e da viabilidade do sémen ovino.

Nos Ultimos anos, varias metodologias foram testadas com intuito de preservar com mais
eficacia essas células. O efeito do estresse controlado sobre a fisiologia celular vem sendo
amplamente estudado, havendo forte evidéncia que a pressdo positiva melhora a qualidade de
gametas e embrides criopreservados (PRIBENSZKY e VAJTA, 2011). A submissdo a pressdo
positiva promoveu um incremento em até 2,4 vezes na motilidade do sémen suino congelado
(PRIBENSZKY et al., 2005). KUO et al.(2008) também observaram o nascimento de leitegadas
mais numerosas com inseminacdo empregando sémen congelado submetido a pressao positiva. O
estresse controlado induzido pela pressdo positiva também demonstrou aumento na
criotolerancia de espermatozoides de outras espécies, como 0s bovinos (PRIBEBSZKY et al,
2007).

As explicacBes para 0 aumento da criotolerancia com a aplicacdo da pressdo em células é
a sua resposta ao estresse, que induz a modifica¢des na expressdo génica, modificagdo do mRNA
apos transcricdo, modificagcdes de proteinas por fatores pds transcricionais e inducdo e interacéo
entre diversas proteinas e proteinas do DNA (PRIBENSZKY e VAIJTA, 2011).

Trabalhos realizados com o emprego de pressdo negativa resultaram no aumento da
criotolerancia de blastocistos bovinos PIV (MEZZALIRAet al., 2010). O equipamento
desenvolvido para a geracdo de pressdao negativa controlada (Nitrocooler) tem baixo custo e é de
facil aplicabilidade. Desta forma, o emprego de pressao negativa no pré-congelamento de sémen
ovino pode melhorar sua criotolerancia e possibilitar seu emprego na inseminagao cervical.

Todavia, é necessario buscar a intensidade de pressdo mais adequada para emprego com
sémen ovino, bem como mensurar seu potencial efeito no aumento da criotolerancia. Este estudo
tem como objetivo estabelecer a melhor pressdo a ser aplicada no pré-congelamento de sémen

ovino, bem como avaliar seu efeito na criotolerancia das células espermaticas de ovinos.
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3.2. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de Reproducdo animal Assis Roberto de Bem
e na Estacdo Experimental de Pesquisa Agropecuéria (EPAGRI) em Lages, Santa Catarina.
Como doadores de sémen foram utilizados 2 carneiros adultos das ragas Lacaune e Milschaff,
sendo realizados cinco rotinas de congelamento. De cada congelamento foram avaliadas duas

palhetas.
3.2.1. Obtencgéo e processamento do sémen

A coleta dosémen foi realizada com vagina artificial, sendo imediatamente diluido na
propor¢do 1+3 com tris-gema glicerolado. O material foi dividido em 4 grupos experimentais,
Grupo 1: controle (sem aplicagéo de tratamento), Grupo 2: Aplicagdo de pressdo negativa de
200mBar, Grupo 3: Aplicacédo de pressdo negativa de 500mBar e Grupo 4: Aplicacdo de pressao
negativa de 800mBar. A pressdo foi aplicada por 3 minutos com auxilio do equipamento
Nitrocooler, desenvolvido pelo laboratorio de Reproducdo animal Assis Roberto de Bem. Apoés a
submissdo aos tratamentos, todas as palhetas foram submetidas ao mesmo processo de
resfriamento e congelamento, realizados no equipamento TK3000. As doses foram armazenadas

em botijdo criogénico até as avaliagdes.
3.2.2. AvaliacBes pos descongelamento

O sémen foi descongelado a 37° por 20 segundos e em seguida submetido as avaliagdes
in vitro.As avaliagBes consistiram no teste de termo resisténcia atraves de mensuracfes da
motilidade espermatica por 3 horas (HENRY et al., 1998), integridade de membrana plasmética
(IM) por teste hiposmotico, integridade de acrossoma através de coloracdo FITC; as mesmas
avaliagdes foram repetidas apoOs selegdo por gradiente de percoll e o pellet selecionado foi
utilizado para fecundagdo in vitro (FIV) heter6loga realizada com odcitos bovinos (GARCIA-
ALVAREZ et al., 2009). Para avaliacdo da IM foi adicionado 10 pl de sémen a uma solugéo
osmotica de 50 mOsml pelo periodo de 15 min. Posteriormente foi realizada a avaliacdo em
microscopio Optico, sendo contadas 200 células espermaticas por lamina. Células com cauda
dobrada indicavam membrana integra. Para a analise da integridade da membrana acrossémica

foram utilizadas as sondas fluorescentes lodeto de Propidio (IP; P4170) e o conjugado lectin
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from Arachishypogaea (FITC-PNA; L7381- Sigma-Aldrich Chemical Company®). A avaliacdo
foi realizada conforme o protocolo descrito por Sukardi et al. (1997).

Para a FIV heterdloga, a metodologia empregada foi baseada no trabalho de Garcia-
Alvarez et al., (2009).Ovérios bovinos provenientes de abatedouro foram coletados e
transportados em recipiente térmico até o laboratério. Foliculos com diametro entre 2 a8 mm
foram puncionados com o auxilio de uma bomba de vacuo. Apds 15 minutos de espera, 0
sedimento contido nos tubos foi vertido numa placa de Petry, para a busca dos odcitos. A busca
foi realizada em liquido folicular centrifugado, sob lupa estereomicroscopica. Apos a busca, 0s
odcitosforam selecionados de acordo com o aspecto morfoldgico, utilizando-se apenas odcitosde
qualidade boa ou excelente (LOOS et al., 1989) nos experimentos. Em seguida, 0s odcitos foram
distribuidos aleatoriamente em grupos de aproximadamente 25, para constituir os tratamentos.
Os grupos formados foram depositados em400ul do meio de maturagdo in vitro, (TCM-199
suplementado com FSH e LH e soro fetal bovino)em placas de cultivo, permanecendo por 22 a
24 horas em estufa a temperatura de 39°C, com 5% de CO, e umidade saturada.

Para a fecundacdo in vitro (DO), os odcitos foram parcialmente desnudos
mecanicamente, através de pipetagens sucessivas, e posteriormente passados as placas de
fertilizagdo com 400ul de meio SOF (suplementado com 10% de soro fetal bovino, piruvato de
sodio, PHE e BSA), segundo Garcia-Alvarez et al. (2009). A selecdo espermatica foi realizada
através de gradiente de Percoll 45 e 90%. Apos, realizou-se a avaliagdo da motilidade
espermatica e determinacdo da concentracdo de espermatozoides, sendo utilizada uma
concentracdo de 1x10° espermatozoides/mL de meio, para a inseminagdo. A co-incubagdo dos
odcitos/espermatozoides foi conduzida em estufa de cultivo a 39°C, com 5% de CO, em ar, com
umidade saturada, por um periodo de 18 a 22 horas. ApoOs este periodo, as estruturas foram
novamente desnudadas mecanicamente através de pipetagens sucessivas, realizando-se a
passagem dos odcitos fecundados para as placas de cultivo, contendo meio SOF, suplementado
com 10% de soro fetal bovino, antibiotico e piruvato.

No segundo dia de cultivo (D0= FIV) os odcitos/zigotos foram avaliados quanto a taxa de
clivagem. As estruturas foram fixadas em 400 uL de formol. Apds fixacdo foram corados em
400uL de alcool absoluto contendo 10uL de Bisbenzimide Thihydrochloride, permanecendo
neste meio por um periodo de 8 minutos. Logo apds, foi adicionada uma gota de

aproximadamente 10uL de glicerol sob lamina e laminula, onde as estruturas em grupos (n=5)
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foram imersas. Foram avaliadas em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, America
Inc., Sapporo, Japéo), em filtro WU, com excitagbes de 450-490nm e emissdo 520nm em

aumento de 1000x, para visualizagdo, ou ndo, dos pro nucleos, masculinos e femininos.
3.3. ANALISE ESTATISTICA

Para as variaveis taxa de penetragdo espermética apds FIV heter6loga, motilidade
progressiva, integridade de acrossoma, integridade de membrana no pds-descongelamento, no
TTR (1, 2 e 3h) e apds a selecdo pelo gradiente de Percoll foram avaliados como blocos
casualizados, sem efeito da repeticdo, pelo teste DMS de Fischer com significancia de 5%.

3.4. RESULTADOS

A motilidade progressiva pds-descongelamento foi influenciada negativamente pela
pressdo negativa (49%, 40,9%, 38,9% e 38,9%;para controle, P200, P500 e P800
respectivamente). Porém, nas avaliagdes realizadas durante o TTR (1h, 2h e 3h) e a motilidade
progressiva pos-Percoll (MPPP) ndo apresentou diferencas estatisticas (Tabela I).

Tabela I: Percentuais de motilidade progressiva (MP) no p6s-descongelamento e ap6s 1h, 2h e 3h de Teste de Termo
Resisténcia (TTR) e ap6s submissdo ao gradiente de Percoll (PP) de sémen ovino congelado, apds submisséo a
pressdo negativa de 0 (Controle), 200, 500 ou 800mBar de pressdo negativa.

GRUPOS AVALIACAO (%)
MP (p6s-descongelamento)[ MP (TTR 1h) MP (TTR 2h) MP (TTR 3h) MPPP
CONTROLE 49,02 43,52 40,82 34,82 66,02
P200 40,9° 37,92 31,82 28,72 59,22
P500 38,9° 36,92 34,82 33,82 59,22
P800 389" 37,92 36,82 29,82 63,22

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05).

N&o foram observadas diferengas em relacdo a integridade de acrossoma (IA) poés-
descongelamento e integridade de acrossoma apos gradiente de Percoll. A avaliacdo pelo teste
hiposmético revelou que a integridade de membrana (IM) po6s-descongelamento do grupo
controle foi superior aos grupos P200 e P800, porém ndo diferiu do grupo P500. Em relagdo a

integridade de membrana pds-Percoll (IMPP) os resultados obtidos entre os grupos avaliados ndo
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diferiram entre si. Em relacéo as taxas de clivagem, observou-se que a P800 (34,5%) foi inferior
aos demais grupos (Controle- 44,3%, P200-51,2% e P500-50,9%), os quais ndo diferiram entre si
(Tabela I).

Tabela Il: Avaliagdo percentual da integridade de acrossoma (IA) e integridade de membrana (IM) ap6s
descongelamento e ap6s submissdo ao gradiente de Percoll,de sémen ovino congelado ap6s submissdo a diferentes

intensidades de pressao negativa, bem como taxa de clivagem ap6s FIV heter6loga com o6citos bovinos.

GRUPOS 1A 1A (POS IM IM (POS TAXA DE
PERCOLL PERCOLL) CLIVAGEM
CONTROLE 55,42 46,42 36,6 45,42 44,3%
P200 52,42 45,7 30,2° 39,9° 51,23
P500 49,5 46,22 34,3° 47,32 50,9 @
P800 49,88 49,32 30,4° 41,18 34,5°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05).

3.5. DISCUSSAO

O efeito benéfico do emprego da pressdo hidrostatica positiva em sémen de suinos e
bovinos esta descrito na literatura (PRIBENSKY et al., 2006). Da mesma forma o emprego da
pressdo negativa se mostrou benéfico na criopreservacdo de embrides bovinos produzidos in
vitro (MEZZALIRA et al., 2010). Em funcdo disso, neste estudo, a pressao negativa foi utilizada
na tentativa de melhorar a criotolerancia do sémen ovino.

A inexisténcia de pardmetros para 0 emprego da pressdo negativa, e com base em
resultados prévios obtidos com embrides bovinos, optou-se pela utilizacdo de trés niveis de
pressdo negativa, 200, 500 e 800mBar, e um tempo de submissdo de trés minutos.

Logo apds o descongelamento, a motilidade progressiva foi influenciada negativamente
pelos trés niveis de pressdo negativa empregados (200, 500 e 800 mBar) em rela¢do ao controle.
Supde-se que os beneficios da submissdo ao estresse controlado sdo determinados, a0 menos em
parte, por modificaces na expressdo génica, modificacgdo do mMRNA ap0ds transcricdo,
modifica¢Oes de proteinas por fatores pos transcricionais e inducdo e interacdo entre diversas
proteinas e proteinas do DNA (PRIBENSZKY e VAJTA, 2011). Assim, era esperado que logo

apos o descongelamento, ndo haveria tempo suficiente para o desencadeamento dessas acoes.
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Os mecanismos envolvidos na formacdo de proteinas protetoras devem ser melhor
estudados, principalmente em células espermaticas, para uma maior compreensdo do efeito da
pressdo negativa nos mesmos. Porém, nas avaliagbes mais tardias, realizadas durante o
transcurso do TTR (1h, 2h e 3h) e apds a submissdo ao gradiente de Percoll, ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre 0 grupo controle e 0os grupos submetidos a pressdo. As
trés intensidades de pressdo testadas tiveram desempenho semelhante quando avaliado pela
motilidade progressiva dos espermatozoides, ndo diferindo do controle nas avaliaces pos TTR e
pos Percoll.

N&o foi observado alteracGes na integridade do acrossomo em funcdo das pressdes
aplicadas, demonstrando que neste quesito até mesmo a pressdo de 800 mBar ndo produz efeitos
negativos (Tabela Il). J& na avaliacdo da integridade de membrana, verificou-se um efeito
negativo das pressdes negativas de 200 e 800 mBar, enquanto a pressao de 500 mBar néo diferiu
do controle, sugerindo ser a mais adequada para emprego no pré-congelamento de sémen ovino.
Cabe ressaltar que mesmo as pressdes de 200 e 800 mBar, que induziram uma reducdo na
integridade de membrana no pds descongelamento, ndo tiveram efeito prejudicial na avaliagdo da
integridade de membrana realizada apds Percoll. E possivel que parte dos espermatozdides com
lesbes de membrana tenham sido retidos pelo processo de sele¢cdo com gradiente de Percoll.

Na avaliagdo da taxa de penetracdo espermatica in vitro(clivagem), obtida pela formacao
de pré-nacleos, observou-se as pressdes de 200 ou 500mBar produziram as mesmas taxas de
desenvolvimento do grupo controle, embora numericamente superiores. Ja a aplicacdo da pressao
negativa de 800mBar mostrou-se prejudicial ao desenvolvimento embrionario, demonstrando

ndo ser adequada pra o emprego no pré-congelamento de sémen ovino.

Embora as avaliacOes realizadas neste estudo ndo tenham possibilitado demonstrar
estatisticamente um efeito benéfico da pressdo negativa na criotolerancia do sémen ovino, é
possivel que isso possa ser obtido nas avaliagdes in vivo, medidas pelas taxas de prenhez apds
inseminagdo com sémen congelado. Desta forma, novos estudos sdo necessarios para avaliar a
viabilidade in vivo através das taxas de gestacdes apOs o uso do sémen tratado por pressdo
negativa.

Com base nos dados obtidos, conclui-se que a pressdo negativa de 500mBar € a mais

adequada para uso no pré-congelamento de sémen ovino, ndo reduzindo a sua viabilidade apés o
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congelamento e possibilitando elevada taxa de desenvolvimento embrionario apés FIV
heter6loga com od6citos bovinos, metodologia usada para acessar a fertilidade in vivo do sémen
congelado ovino (GARCIA-ALVAREZ et al, 2009). A pressio negativa de 800 mBar
demonstrou ser nociva ao sémen ovino, reduzindo sua capacidade de produzir embrides

determinando 800mBar como pressdo negativa excessiva e danosa para espermatozoides ovinos.
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4. CAPITULO 2

PLASMA SEMINAL HETEROLOGO LIOFILIZADO AUMENTA A VIABILIDADE
DE SEMEN OVINO CONGELADO

Artigo a ser submetido a um periddico com corpo editorial
RESUMO

O uso de plasma seminal (PS) tem se mostrado promissor na protecdo e reverséo de
danos celulares causados pela criopreservagdo. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da
adicdo do PS liofilizado ovino (PSLO), bovino (PSLB) e equino (PSLE) ao diluente de
congelamento do sémen ovino. O PS foi obtido com vagina artificial (VA), centrifugado,
liofilizado e submetido a dosagem de proteinas. O sémen ovino foi obtido com VA (cinco
carneiros da raca Lacaune) e diluido 1+3 em meio Tris-gema glicerolado sem PS liofilizado
(controle TC), ou com 600ug/ml de proteinas de PSLO, PSLB ou PSLE. Apo6s o
descongelamento foram avaliadas: motilidade progressiva (MP), MP ap0s selecdo por percoll
(PP), e taxas de clivagem apds a FIV heter6loga. O melhor tratamento foi avaliado através de
pardmetros do CASA, integridade de acrossoma (FITC-PSA), estabilidade de membrana
(M540), integridade de cromatina (acridinaorange), apoptose (anexina) e potencial de
mitocdndria (mitotracker). Os dados foram avaliados por analise de variéncia, teste DMS de
Fischer a significancia 5%. Nao houve diferenca entre grupos quanto a MP-PD e MP-PP. No
entanto, o grupo PSLE mostrou-se superior (71,37%) em relagéo a clivagem quando comparado
aos demais tratamentos (TC: 43,23%,PSLO:50% e PSLB: 53,98%). Observou-se diferenga nos
parametros do CASA VCL (TC-163,5, PSLE-186,2) e ALH (TC-9, PSLE-8,2). Na citometria de
fluxo o PSLE (38,9%) apresentou maior quantidade de células viaveis ndo apoptoticas e
necréticas frente ao TC (32,1%). A adicdo de PSLE ao diluente de congelamento do sémen
ovino melhora os parametros de viabilidade pds-descongelamento (PD), podendo representar
uma alternativa para a inseminacéo via cervical e a fecundacdo in vitro (FIV) com sémen ovino
congelado.

Palavras-chave: Criopreservacédo, FIV, inseminagéo via cervical
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ABSTRACT

HETEROLOGOUS LYOPHILISATED SEMINAL PLASMA INCREASE SPERM
VIABILITY IN FROZEN OVINE SEMEN
The use of seminal plasma (PS) has shown promise in protecting and reversing cell damage
caused by cryopreservation. The aim of this study was to evaluate the additionof ovine
lyophilized PS (PSLO), bovine (PSLB) and equine (PSLE) to the freezing medium of ram
semen. The PS was obtained by using an artificial vagina (AV), centrifuged, lyophilized and
subjected to protein measurement. The ram semen was obtained with VA (five Lacaune ram) and
diluted 1 +3 in Tris-yolk glycerol medium without lyophilized PS (TC control) or with 600ug/ml
protein of PSLO, PSLB or PSLE. After thawing progressive motility (MP), MP after selection by
percoll (PP), and cleavage rates after heterologous IVF were evaluated. The best treatment was
evaluated using parameters of CASA, acrosome integrity (FITC-PSA), membrane stability
(M540), chromatin integrity (acridine orange), apoptosis (annexin) and potential of mitochondria
(Mitotracker). Data was submitted to analysis of variance and DMS Fischer test with 5%of
significance level. There was no difference between groups regarding the MP-DP and MP-PP.
However, the PSLE group showed higher cleavage rate(71.37%) compared to the other
treatments (TC 43.23%, PSLO 50% and PSLB 53.98%). Significant difference were observed in
the parameters VCL (TC-163.5, PSLE-186.2) and ALH (TC-9.0 PSLE-8.2) of CASA. In flow
cytometry the PSLE showed higher amounts of non-apoptotic and necrotic viable cells(38.9%)
against TC (32.1%). The addition of PSLE to the freezing diluent of ram semen improved post-
thaw viability (PD) and may represent an alternative pathway for cervical insemination and in

vitro fertilization (IVVF) with frozen ram semen.

Keywords: cryopreservation, IVF, insemination via cervical
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4.1. INTRODUCAO

O processamento do sémen (diluicdo, incubacgdo, resfriamento, congelamento e
reaquecimento) produz uma inevitavel reducdo da viabilidade espermética pds-descongelamento
em virtude de alteracBes ultra-estruturais, bioquimicas e funcionais (WATSON et al., 2000).
Assim, estratégias para que o sémen congelado tenha uma viabilidade prolongada, que otimize
seu transporte através da tortuosa cérvix ovina e proporcione indices de prenhez aceitaveis na
inseminacdes via cervical, s80 necessarios. A inseminagdo intrauterina por laparoscopia é
metodologia indicada para ser empregada com sémen congelado ovino. Porém, esse método
possui como entraves o alto custo do equipamento, as condi¢cbes de infra-estrutura e
principalmente a necessidade de profissionais altamente especializados (KERSHAW et al.,
2005).

O uso de plasma seminal homdlogo apresentou resultados satisfatorios por sua atuacao
em diferentes mecanismos de preservagdo da sobrevivéncia espermatica. Essas a¢fes do plasma
seminal podem ser verificadas através da identificacdo de proteinas e fatores antioxidantes
capazes de conservar a integridade funcional da membrana celular e reverter injirias oriundas de
fenbmenos como a peroxidacdo lipidica (MAWELL e WATSON, 1996; BALERCIAet al., 2003)
e choque térmico (BERGUER et al., 1985; BARRIOS et al., 2000). Segundo Lopez-Peraz (2012)
a adicdo de plasma seminal ovino ao diluente tris gema teve um efeito benéfico nas taxas de
prenhez em inseminacédo cervical com sémen conservado a 5 graus por 24h. Porém seu uso traz
algumas restricdes, como 0s riscos sanitarios e o pequeno volume obtido em cada ejaculado.

Como forma de contornar esta limitagdo seria de interesse a utilizagcdo do plasma seminal
heter6logo, que apresenta um alto grau de semelhanca entre suas proteinas, especialmente entre
bovinos e ovinos (THERIEN et al., 1995; JOBIM et al., 2005; BERGERON et al., 2005), assim
como entre bovinos e equinos (CALVETE et al., 1997, BRANDON et al., 1999). Martins et al
(2009) relataram o efeito positivo da adicdo de plasma seminal heter6logo ao semen congelado
ovino.

No entanto, o uso de plasma seminal in natura tem seu uso limitado devido ao aumento
do volume final da dose inseminante, com a consequente reducdo da concentracdo espermatica, o
que é limitante na 1A cervical em ovinos. Uma alternativa viavel seria o emprego da liofilizacdo

do plasma seminal heterélogo para que esse possa ser incorporado ao meio de congelamento com
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pouca alteragdo de volume. Como ndo existem relatos do emprego de plasma seminal liofilizado
e apenas um com o uso do plasma heterdlogo, é oportuna esta avaliacéo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a adi¢cdo do PS ovino liofilizado (PSLO), bovino
(PSLB) e equino (PSLE) ao diluente de congelamento do sémen ovino, através de parametros
seminais e da taxa de penetracdo espermatica, buscando uma alternativa para a inseminacgao via

cervical e a fecundacgéo in vitro (FIVV) com sémen ovino congelado.
4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Obtencéo do plasma seminal

Cinco garanhd@es, cinco touros e oito carneiros sexualmente maduros e compativeis com
os padrBes Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (HENRY et al., 1998) foram utilizados
para obtencdo de plasma seminal, através de coleta com vagina artificial. Os ejaculados foram
centrifugados, e o sobrenadante re-centrifugado até que ndo houvesse mais a formacéo de pellet
(centrifugacdo a 5000 rpm (centrifuga Fanem Baby®). Em seguida foi constituido um pool com
volumes proporcionais de plasma seminal (PS) de cada espécie. Posteriormente o pool de PS foi
submetido a dosagem de proteinas totais em nanodrop, dosagem de proteina em gel de agarose e
liofilizado com liofilizador Christ Alpha 1-4 FreezeDryer.

4.2.2. Obtencéo e congelamento do sémen ovino

O sémen para congelamento foi obtido de 5 carneiros da raga Lacaune (Ssexualmente
maduros e com alimentacdo ad libidum), através de vagina artificial. Apos avaliados o0s
ejaculados constituiram um pool, que foi fracionado em 4 grupos sendo diluidos 1+3 com Tris-
gema glicerolado (EVANS e MAXWELL, 1987). Foram constituidos os seguintes tratamentos:
TC: sem adicdo de plasma seminal, PSLO: adi¢do de 600 pug de proteina de PS liofilizado ovino
por mL de diluente, PSLB: adi¢do de 600 ug de proteina de PS liofilizado bovino por mL de
diluente e PSLE: adicdo de 600 pg de proteina de PS liofilizado equino por mL de diluente. As
doses foram envazadas em palhetas 0,25mL e o resfriamento e congelamento realizados no

equipamento TK3000. As doses foram armazenadas em botijéo criogénico.
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4.2.3. Avaliacdo do sémen ap0s descongelamento

O experimento foi composto de oito rotinas de congelamento (repeti¢cfes). Em cada
repeticdo, duas palhetas foram avaliadas de cada um dos 4 grupos. Para afericdo da viabilidade
seminal pos-descongelamento avaliou-se a motilidade progressiva (MP) dos espermatozoides
pos-descongelamento (PD) e pds percoll (MP-PP) de modo subjetivo. Os espermatozoides
selecionados por percoll foram utilizados para FIV heter6loga segundo metodologia proposta por
Garcia-Alvarez et al., (2009) para selecdo dos melhores tratamentos atraves da taxa de clivagem.

No segundo dia de cultivo (D0= FIV) os odcitos/zigotos foram avaliados quanto a taxa de
clivagem. As estruturas foram fixadas em 400 uL de formol. Apds fixacdo foram corados em
400 pL de alcool absoluto contendo 10 uL de Bisbenzimide Thihydrochloride permanecendo
neste meio por um periodo de 8 minutos. Logo apds, foi adicionada uma gota de glicerol sob
lamina e laminula, onde as estruturas em grupos (n=5) foram imersas, sendo visualizadas e
avaliadas em microscépio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, America Inc., Sapporo, Japao),
em filtro WU com excitacdes de 450-490nm e emissdo 520nm em aumento de 1000x, para
visualizag&o, ou ndo, dos pro nucleos, masculinos e femininos.

Definida a melhor taxa de clivagem partiu-se para avaliagdes minuciosas do melhor
tratamento e do grupo controle. Foram avaliados na Universidade do Estado de S&o Paulo -
UNESP quanto a parametros de velocidade espermatica com o auxilio de analise

computadorizada da cinética espermatica (CASA) e de estrutura por citometria de fluxo.

AvaliagOes com o sistema CASA

As aliquotas para analises do sémen pos-descongelagdo foram diluidas em TRIS, mantendo
uma concentracdo final de aproximadamente 48x10° espermatozéides/mL (DAVIS et al., 1992)
em seguida 6uL do sémen diluido foram transferidos para camara de Makler® (Makler Counting
Chamber — Sefi-Medical, Haifa, Israel) aquecida a 37°C e submetida ao CASA (Hamilton
ThornMotilityAnalyser® - HTMA — IVOS 12 — Hamilton Research — Beverly, MA, USA).
Foram avaliados aleatoriamente trés campos, nos seguintes pardmetros: motilidade total (MT,
%), motilidade progressiva (MP, %), velocidade de trajeto (VAP, um/s), velocidade progressiva
(VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL, um/s), amplitude de deslocamento lateral de cabeca
(ALH, um), frequéncia de batimentos do flagelo (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %) e
linearidade (LIN, %).
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Avaliagdes por citometria de fluxo

As analises de integridade da membrana plasmatica e reagdo acrossomal, quantificagdo de
apoptose espermaética, estabilidade das membranas espermaticas, potencial de mitocondria e
ensaio da estrutura da cromatina espermatica foram feitos por citometria de fluxo (Accuri C6® -
Accuri Cytometers, Ann Arbor, USA) em 10.000 células de todas as amostras.

Para definir as populacbes espermaéticas e/ou debris foram utilizados, com base em
diferencas de tamanho e complexidade, o Forward-Scatter-Cluster-Height (FSC-H) e o Side-
Scatter-Cluster-Height (SSC-H) no gréafico de pontos (CHEQUEMA et al., 2012). Os
dadosfornecidos em pontos bi-dimensionais em uma escala logaritmicaforam analisados pelo

software CFlow Plus®.

Integridade da membrana plasmatica e a reacdo acrossomal

Para a avaliacdo, uma aliquota de 1uL de sémen foi retirada e adicionada a 100uL de
TRIS em microtubos de fundo conico de polipropileno de 1,5 mLpré- aquecidos a 37°C. Em
seguida foram adicionados a amostra 2uL de iodeto de propidio (0,5mg/mL em solucdo salina
isotdnica) e 25uL de aglutinina de Pisumsativum conjugada ao isotiocionato de fluoresceina
(FITC-PSA -100ug/mL) (CELEGHINI et al., 2007). Apds 10 minutos de incubacdo a 37°C, o

microtubo foi acoplado ao aparelho de citometria de fluxo Accuri C6® para realizar a leitura.

Quantificacdo de Apoptose espermatica

Seguindo o protocolo do fabricante, foi utilizado um kit Anexina V-FITC (BD Pharmingen,
San Diego, CA, USA) para detectar a translocagéo da Fosfatidilserina (FS) dos folhetos interno e
externo na membrana plasmatica espermatica do sémen apds a descongelacdo (ANZAR et al.,
2002).

Avaliacdo da estabilidade e fluidez das membranas espermatica.

Para a avaliagdo da estabilidade das membranas foi utilizado o fluocromoYo-Pro 1
(25uM/mL de DMSO) e para a fluidez das membranas o fluocromo Merocianina 540 (M540-
1mM/mL de DMSO), descrito por Hallap et al. (2006).
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Foram utilizados 1 x 10%espermatozéides/mL colocados em microtubos de fundo conico de
polipropileno contendo 5100uL de solugdo tampao TRIS, em seguida, foram acrescentados 1uL

de Yo-Pro 1 e 2,6uL de M540, no qual foram incubados a 38°C por 10 minutos no escuro.

Avaliagdo do potencial de mitocondria.

Para a avaliacdo, uma aliquota de 1uL de sémen foi retirada e adicionada a 100uL de
TRIS, em microtubos de 1,5 mL de polipropileno e fundo cénico, pré- aquecidos a 37°C. Em
seguida, foram adicionados a amostra 2uL de iodeto de propidio (0,5mg/mL em solugdo salina
isotonica) e 2uL de Mito-Tracker green FM (MITO) (Solucdo de trabalho- 1mM de MITO em
DMSO, estocado a -20°C no escuro) (CELEGHINI et al., 2007) e realizada a incubagdo a 37°C
por 10 minutos.

Ensaio da estrutura de cromatina espermatica (SCSA)

Segundo Everson (1994) este procedimento mede a susceptibilidade do DNA na cromatina
do espermatozoide para a desnaturacdo induzida por &cido. Espermatozdides sdo expostos a
solucdo &cida e depois sdo corados com acridine orange (AO). Quando a dupla fita de DNA
fluoresce em verde é considerado normal, e quando uma fita simples emite fluorescéncia
vermelha, o DNA é considerado desnaturado.

Apos a descongelacdo uma aliquota do sémen foi diluida em solu¢gdo TNE (0,15M de
NaCl, 0,01M TRIS HCI, 1mM EDTA, pH = 7,4) deixando em uma concentracdo de 2 x 10°
SPTZ/mL. Adicionou-se 200puL de sémen em 400uL de solugdo detergente/acida (0,1% Triton
X-100, 0,08N HCI e 0,15M NaCl, pH=1,4). Depois de 30 segundos, adiciona-se 1,2mL de
solucdo do fluocromo AO (6pg/mL, em tampédo — 370mL de &gua destilada com 0,1M de acido
citrico monohidratado; 630mL de agua destilada com 0,2M de Na,HPO, dibasico, mistura as
duas solugdes e acrescenta 0,372g de EDTA dissodico e 8,77g de NaCl — pH=6,0). Todos o0s
passos foram feitos a 4°C e a leitura em citometria foi realizado apés 3 minutos da colocagéo da
AO.

4.3. ANALISE ESTATISTICA
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Os dados foram avaliados por anélise de variancia, teste DMS de Fischer a significAncia
5% por o programa estatistico Jump.

4.4. RESULTADOS

A dosagem de proteinas totais definiu a quantidade necessaria de plasma seminal que
determinasse uma concentragao final de 600ug de proteina por mL de diluente de congelamento.
O plasma seminal ovino continha 83,60ug de proteina por mg de liofilizado, o bovino 122,9ug e

o equino 84,8ug.As bandas proteicas encontradas no gel de agarose sao apresentadas na figural.

kDa P3O PSB PSE P50 PSB PSE

Fig 1. Bandas proteicas presentes no plasma seminal ovino (PSO), bovino (PSB) e equino (PSE) indicadas por peso
molecular em kDa.

Quanto as avaliagdes pos-descongelamento ndo houve diferenca entre as médias das taxas de
MP-PD entre nenhum dos grupos (TC: 31,25%; PSLO: 33,75%; PSLB: 37,08% e PSLE: 41,25%) o
que também ocorreu com a MP-PP (TC:45,83%; PSLO: 47,08%; PSLB: 47,91% e PSLE: 52,91%). Ja
na taxa de clivagem, o grupo PSLE mostrou-se superior (71,37%) em relagcdo aos demais tratamentos
(TC=43,23%, PSLO= 50% e PSLB=53,98%).
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Tabela 1. Percentuais médios de viabilidade espermética avaliados pela motilidade progressiva pds descongelamento
(MP-PD) e po6s percoll (MP-PP), assim comotaxas de clivagem ap6s FIV heteréloga, com sémen ovino congelado
em TRIS sem adicéo de plasma seminal (TC), ou com a adic¢do de plasma seminal lifilizado ovino(PSLO), bovino
(PSLB) ou equino (PSLE).

Parametro TRIS (TC) Tratamentos
TRIS+PSLO  TRIS +PSLB TRIS + PSLE
MP-PD 31,25%" 33,75%" 37,08%" 41,25%"
MP-PP 45,83%" 47,08%" 47,91%" 52,91%"
Clivagem 43,23%° 509" 53,98%" 71,37%"

Letras diferentesna mesma linha indicam diferencas estatisticas (P<0,05).

Quanto aos parametros do CASA, observou-se que o PSLE proporcionou maior valor de
VCL (186,2 vs 163,5 um/s) e menor ALH (8,2 vs 9 um), como demonstrado na tabela 2.
Observou-se ainda uma tendéncia (p=0,0690) de superioridade do PSLE quanto a VAP em

relagéo ao controle.

Tabela 2. Valores de velocidade de trajeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear
(VCL, um/s), amplitude de deslocamento lateral de cabe¢a (ALH, um) e frequéncia de batimentos do flagelo (BCF,
Hz) e3m sémen ovino congelado em Tris (Cont) e Tris adicionado de plasma seminal eqtiino liofilizado (PSLE).

Grupos VAPVSL VCL ALH BCF
CONT 87,5%69,32 163,52 9,0 31,52
PSLE 95,82* 76° 186,2° 8,2" 30,3°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (P<0,05) *P=0.0609.

J& nos demais pardmetros avaliados (MT, MP, STR e LIN) néo foi observada diferenga entre o
grupo controle e o grupo PSLE (tabela 3),
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Tabela 3. Valores percentuais demotilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), retilinearidade (STR) e
linearidade (LIN) de sémen ovino congelado em Tris (Cont) e Tris adicionado de Plasma seminal eqiino liofilizado
(PSLE).

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

Quanto aos dados de citometria, observou-se diferenca na quantificacdo de Apoptose
espermatica por anexina, com o grupo PSLE apresentando maior quantidade de células viaveis

ndo apoptdticas e necréticas (38,9%), em relacdo ao grupo controle (32,1%) (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de apoptose espermética por anexina, indicando em porcentagem células necroticas, células
viaveis e células apoptoticas de sémen ovino conglado em Tris (Cont) ou Tris adicionado de Plasma seminal eqiiino
liofilizado (PSLE).

NECROTICAS VIAVEIS APOPTOTICAS
CONT 66,92 32,12 0.092
PSLE 61,1° 38,9° 0.04°

Letras diferentes na mesma coluna, indicam diferenca estatistica (P<0,05)

Na integridade da membrana plasmatica e membranaacrossomalndo reagida(FITC-
PSA)ndo foi observada diferenca para os grupos controle (22,1) e PSLE (24,1). Na avaliacdo da
estabilidade e fluidez das membranas espermatica por YOPRO M540, ndo foram verificadas
diferencas entre os percentuais de estaveis (28,1 vs 28,3) para os grupos controle e PSLE,
respectivamente. Da mesma forma, ndo foi verificada influéncia de PSLE no potencial de
mitocondria por Mitotracker, sendo observados valores idénticos para alto potencial (72,1) e
baixo potencial (27,9) para ambos 0s grupos.

Finalmente, no ensaio da estrutura de cromatina espermatica (SCSA) por Acridine
Orange, foram observados indices semelhantes de integros (95,11 vs 95,12) e DFI (DNA
fragmentation INDEX) (4,89 vs 4,88) para 0s grupos controle e PSLE.
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4.5. DISCUSSAO

O processo de congelamento reduz a viabilidade espermatica em virtude de alteragdes
ultra-estruturais, bioquimicas e funcionais (WATSON, 2000). Isto é mais evidente com 0 sémen
ovino. A adigdo de plasma homologo ao sémen j& foi descrita, com resultados positivos na
fertilidade. As acOes benéficas PS se devem a proteinas e fatores antioxidantes capazes de
conservar a integridade funcional da membrana celular e reverter injdrias como a peroxidagdo
lipidica (MAXWELL e WATSON, 1996;BALERCIA et al., 2003) e choque térmico
(BERGUER et al., 1985; BARRIOSet al., 2000).

Todavia, este estudo relata pela primeira vez o emprego de PS heter6logo liofilizado,
como aditivo no congelamento de sémen ovino. A liofilizacdo permite a incorporagdo do PS,
evitando a indesejavel reducdo da concentracdo espermatica da dose inseminante. Além disso, a
quantificacdo das proteinas de PS liofilizado permite a padronizacdo da adigdo do PS,
produzindo resultados mais homogéneos. Ainda, o uso do PS heterdlogo, além da maior
facilidade de obtencg&o, reduz o risco de transmissdo de enfermidades espécies-especificas.

Existe uma semelhangca nas proteinas do PS, especialmente entre bovinos e ovinos
(THERIENet al., 1995; JOBIM et al., 2005; BERGERONet al., 2005), assim como entre bovinos
e equinos (CALVETE et al., 1997; BRANDONet al., 1999). Todavia, a semelhanca entre as
proteinas do PSO e PSE ndo é tdo evidente. Mesmo assim, o efeitopositivo da adi¢do de plasma
seminal heterdlogo equino ao sémen congelado ovino ja foi descrito (MARTINS et al., 2009).
Isto demonstra que a homologia entre as proteinas do PS ndo é essencial para a protecdo aos
espermatozdides. O experimento 1 demonstrou uma clara evidéncia do efeito benéfico da adicéo
de PS liofilizado no pré congelamento do sémen ovino. Na avaliagio da MP pds
descongelamento e po6s percoll, embora ndo tenham diferido estatisticamente, todos o indices
obtidos com a adicdo de PS foram numericamente mais elevados. Ja na avaliagdo das taxas de
clivagem, observou-se um efeito positivo do PSLE. Curiosamente, o PS eqliino, embora com a
menor homologia, foi 0 que proporcionou maior taxa de clivagem (71,3%), em relagéo ao PSO
(50%) e PSB (53,98%).

Estes dados sdo significativos ja que a fertilizacdo in vitro (FIV) demonstra a habilidade
fertilizante do espermatozdide (SMITHe MURRAY, 1996), demonstrando que 0 Ssémen
congelado com PSLE apresenta uma maior capacidade de penetracdo nos odcitos. Smith et al.
(1998) e Garcia-Alvarez et al. (2009) encontraram correlacdo entre a fertilidade in vivo por
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laparoscopia, com a taxa de clivagem in vitro. A maior taxa de clivagem do PSLE, que apresenta
menor igualdade protéica com o PSLO, indica que a acdo das proteinas do plasma seminal
podem ndo ser tdoespecificas quanto o relatado anteriormente por Garcia-Lopez et al. (1996).
Todavia, é possivel também que os efeitos benéficos possam ser devidos a proteinas especificas
que estejam presentes nos distintos PS.Evidéncias experimentais sugerem que aOsteopontina
(Proteina do plasma de Touros) afeta a ligagdo esperma-odcito durante desenvolvimento
embrionario inicial (MOURA et al., 2005), essa proteina também foi localizada no plasma
seminal equino, como uma proteina positiva do plasma (72 kDa, osteopontina) podendo ser uma
das promotoras do resultado encontrado.

Em fungdo da inquestionavel superioridade do efeito benéfico do PSLE, em relacdo ao
PSLO e PSLB, observado no primeiro experimento, nas demais avalia¢cdes foi comparado apenas
0 PSLE com um grupo controle.

O sémen congelado foi avaliado pelo sistema CASA, comparando-se 0 grupo controle e o
grupo adicionado de PSLE. Superioridade do PSLE foi observada no parametro VCL o qual
indica a velocidade curvolinear, a velocidade real do espermatozdide e uma tendéncia
(P=0,0690) na VAP (distancia do trajeto). A motilidade é um dos pardmetros mais importantes
utilizados para avaliacdo da qualidade espermética, fornecendo informacGes importantes no
estado de energia dos espermatozdides. A motilidade é essencial para o espermatozoide alcangar
o local da fertilizacio (YANIZ et al., 2000, 2006). Ainda, foi verificado menor ALH do grupo
PSLE em relagdo ao controle que apresentou uma hiperativacao espermatica, que ndo é desejavel
neste momento.

A maior viabilidade espermatica proporcionada pela adicdo de PSLE ainda foi
evidenciada pela maior quantidade de células vidveis ndo apoptoéticas e necroticas em relagdo ao
grupo controle, demonstrando a maior viabilidade e longevidade do sémen tratado com PSLE.

Inesperadamente nas avaliagcdesde integridade de acrossoma, da estabilidade e fluidez das
membranas espermatica, na estrutura de cromatina espermatica e no potencial de mitocondrias,
ndo foram evidenciados efeitos da adicdo de PSLE, demonstrando a sua inocuidade nestes
parametros.

A adicdo de plasma seminal (PS) heterélogo, principalmente o PSLE, ao diluente de
congelamento do sémen ovino melhorasua viabilidade p6s-descongelamento (PD) e proporciona

maiores taxas de clivagem apds FIV heteréloga com odcitos bovinos, evidenciando uma maior
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capacidade de penetracdo dos espermatozdides tratados. Os dados obtidos neste estudo sugerem
que o PSLE pode ser uma alternativa para viabilizar a inseminacéo artificial cervical com sémen
ovino congelado.
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5. CAPITULO 3

CATETERIZACAO DA CERVIX POR PINCAMENTO E TRACAO DO FUNDO DE SACO
VAGINAL.

5.1. INTRODUCAO

Na espécie ovina é possivel realizar inseminacdo vaginal, intracervical, transcervical e
por laparoscopia. A realizacdo das duas primeiras sO apresenta taxas de prenhez aceitaveis se for
utilizado sémen fresco (CSEH et al., 2012). Isto ocorre pelas alteragcbes que a criopreservacao
causa nosespermatozoides, associado a condigdo anatdmica do cérvix da ovelha.

A técnica transcervical é limitada devido disposicdo dos anéis do colo ovino, o qual
geralmente impossibilita a passagem da pipeta 1Apara o corpo do utero (EVANS et al., 1987),
limitando a difusdo da técnica de inseminacéo artificial e transferéncia de embrido por esta via
(AUDICANA, et al. 1998). O colo do utero ovino é um érgéo tubular longo, fibroso composto
predominantemente de tecido conjuntivo com uma camada serosa exterior e epitélio luminal
interior. O limen é altamente tortuoso, devido a presenca de 4-7 anéis cervicais (FUKUI, et al.
1978).

Richardson et al. (2012) ndo encontrou diferenca em taxas de prenhez no uso de
inseminacdo vaginal versus cervical, porém encontrou correlacdo positiva da profundidade de
penetracdo cervical com as taxas de prenhez, instigando novas investigacbes.O local da
inseminacdo quando usado o sémen congelado tem um efeito importante sobre a taxa de prenhez,
com maiores taxas obtidas ap6s inseminagdo por laparoscopia ou transcervical (WULSTER-
RADCLIFFE et al., 2004).

Segundo Wulster-Radcliffeet al. (2004), existem dois evidentes métodos para driblar as
caracteristicas fisicas da cérvix ovina; endireitar a cévix e aumentar o didmetro do limen, ou
projetar um aplicador que acompanhe essa tortuosidade. Kershawet al. (2005) relata ser
promissor o desenvolvimento de pipetas de IA que superem o lumen cervical permitindo
penetracdo, 0 que aumentaria taxas de prenhez com sémen congelado na inseminacdo por via
cervical.Megan et al. (2004) criou um cateter que permitia uma deposi¢cdo mais a frente do sitio
de deposicdo cervical, porém ndo foi observada melhora nas taxas de prenhez com esse
método.Alvarez et al. (2012) testando 4 diferentes cateteres concluiu que o uso de um cateter
CATO06 (com 0,6 centimetros da parte distal curvas com um angulo de 30°) possibilita umamaior
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penetracdo do colo do Utero, com melhora na fertilidade deovelhas Churra e Assaf, apds a
inseminacéo.

A aplicacdo bem sucedida de IA depende da disponibilidade de uma técnica de
inseminacdo barata e eficaz, utilizando sémen descongelado (RICHARDSON et al., 2012).0
objetivo deste estudo foi avaliar as taxas de prenhez apds inseminacéo artificial com uma técnica
de pincamento do fundo de saco vaginal e tracdo da cévix para cateterizagdo da mesma com um
aplicador comercial (Alta genética®), em comparacdo com a deposicdo cervical superficial do

sémen.

5.2. MATERIAIS E METODOS

Para o trabalho, cinquenta ovelhas foram sincronizadas e inseminadas. Os animais foram
submetidos ao protocolo de sincronizagao de cio, sendo utilizado o blogueio progesterénico com
aplicagdo no 10° dia de ECG (300 Ul) e prostaglandina (0,125 mg) com retirada do pessario
vaginal no 12° dia de implante (ABECIA et al., 2012). A técnica de rufiagdo foi realizada apos
12h da retirada do pessario vaginal e a inseminagdo 12h apds a observagédo do cio.

Os animais foram divididos em 2 grupos onde 27 foram inseminados por via cervical
superficial(o sémen era depositado na entrada do cérvix) e 23 por via cervical profunda, com
pincamento do fundo de saco vaginal e cateterizacdo cervical.Foram utilizados para as praticas
dois aplicadores especificos para espécie ovina (Figura 2), possibilitando a deposi¢do do sémen
na entrada da cérvix quando realizada a | A cervical superficial e a partir do terceiro anel cervical
quando empregada a IA cervical profunda, com pingamento do saco vaginal e tracionamento da
Cervix.

Para ambas as técnicas 0s animais eram contidos com a ajuda de um tronco de contencéo,
no qual inicialmente o animal ficava em posicdo quadrupedal e posteriormente era inclinado em
um angulo de 45° em relagéo ao solo, de forma que os membros caudais ficavam elevados em
relacdo a cabega.

Apos a contencdo da fémea, para técnica de 1A cervical profunda o inseminador inseria
um espéculo previamente lubrificado e em seguida, apos localizacdo da cérvix, era borrifado
spray de lidocaina, antes de realizar o pingamentodos tecidos adjacentes com duas pingas de
Allis. Apds o pincamento, procedia-se a tragdo dos mesmos, aproximando a cérvix do orificio
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vaginal (figura 2). Com os dedos indicador e polegar, realizava-se a manipulagdo da cérvix para
a introducdo do aplicador seguida da inseminagdo propriamente dita. Para a técnica de IA
superficial, o inseminador inseria um espéculo previamente lubrificado e, apos localizacdo da
cervix, com o auxilio do aplicador realizava a deposi¢cdo do sémen na entrada da cérvix. Cada
fémea era inseminada por uma das técnicas, alternadamente.

O sémen utilizado para ambas as técnicas de IA, foi coletado com vagina artificial de 4
carneiros das ragas Lacaune e Milchshaff e diluido na proporcao 1+3 em Tris gema. O sémen foi
envasado em palhetas de 0,25 mL, previamente identificadas e submetidas ao resfriamento em
equipamento (TK3000 Compact). A curva de resfriamento consistiu na queda de 0,5°C por
minuto, partindo da temperatura ambiente até atingir 5°C.

Apos o periodo de 30 dias os animais foram submetidos ao exame de ultrassonografia
para diagnostico de prenhez via transretal com transdutor linear 7,5Mhz (ISHWAR, 1995) para
deteccéo de prenhez.

Fig.1 — Foto ilustrativa dos pistoletes Fig 2 Foto ilustrativa do pingamento
utilizados na IA superficial (esquerda) de tecidos e exteriorizacdo da cérvix,
ou profunda (direita) de ovelhas. na IA profunda em ovelhas

Os dados obtidos das taxas de prenhez foram comparados pelo teste y2 (planilha Excel,
Microsoft®), com nivel de significancia de 5%.
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5.3. RESULTADOS

A inseminacéo cervical superficial proporcionou uma taxa de prenhez de 33,3%, que néo
diferiu da cervical profunda 52,2% (Tabela 1).

Tabela 1. Taxas de prenhez ap6s inseminacdo com sémen resfriado, por via cervical superficial, ou cervical

profunda e intrauterinaem ovelhas.

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

Na execucgéo do trabalho pode-se observar que existe uma grande variagdo na progressao
do cateterismo cervical, apds o pingamento. Das 23 fémeas utilizadas com a IA profunda, foi
possivel transpor totalmente a cérvix em nove animais. Todavia, embora o nimero de animais
seja reduzido, a taxa de prenhez observada nas fémeas com cateterismo total da cérvix, ndo foi
diferentes (55,5%) da observada nas fémeas com IA profunda (50%). Foi observado que a
técnica de pincamentodo fundo de saco vaginal e cateterizacdo cervical evitou o refluxo que
normalmente ocorre na inseminacgéo cervical superficial. Alvarez(2000) observou na raga Churra
que a fertilidade era significativamente maior quando o refluxo foi nulo (42,78%) em
comparagdo com refluxo parcial (31,02%).

Embora ndo tenha sido possivel demonstrar diferenca estatistica entre os tratamentos,
existe uma consideravel variacdo numérica entre os grupos, indicando uma diferenca que €
significante a 0,9%, demonstrando que provavelmente o numero de animais (n=50), foi

insuficiente, tornando necessario aumentar o nimero para obter conclusdes mais apuradas.
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6. CONCLUSOES GERAIS

As particularidades na espécie ovina que dificultam a disseminacdo de biotécnicas
reprodutivas instigam a busca por técnicas que aumentem a qualidade seminal,
consequentemente a fecundacdo, e superem a anatomia da cérvix ovina. Os experimentos
realizados tiveram como objetivo transpor estes obstaculos.

O primeiro experimento definiu a press@o negativa de 500mBar como a mais adequada
para 0 emprego no pré-congelamento de sémen ovino. Este dado possibilitara a utilizacdo deste
tipo de estresse controlado em novos momentos e por diferentes tempos, possibilitando melhorar
a criotolerdncia do sémen ovino. Novas investigaches sdo necessarias para elucidar o0s
mecanismos envolvidos na formacdo de proteinas protetoras em células espermaticas.
Igualmente significativo foi demonstrar que o sémen ovino submetido a pressdo negativa nao é
acometido de injurias e possibilita elevadas taxas de producdo embrionaria apds FIV heterdloga.
Torna-se importante novos estudos que avaliem esta metodologia in vivo, verificando as taxas de
prenhez de ovelhas inseminadas com sémen tratado, bem como possibilitem avaliar a associacéo
desta metodologia com outras, como a adi¢do de plasma seminal liofilizado.

O segundo experimento descreve pela primeira vez o emprego de PS heterélogo
liofilizado, como aditivo no congelamento de sémen ovino.A adi¢do de PSLE ao diluente de
congelamento do sémen ovino melhorou os parametros de viabilidade pds-descongelamento e
proporcionou maiores taxas de clivagem ap6s FIV heterdloga com odcitos bovinos, evidenciando
uma maior capacidade de penetracdo dos espermatozdides tratados. Os dados obtidos neste
estudo sugerem que o PSLE pode ser uma alternativa para viabilizar a inseminacdo artificial
cervical com sémen ovino congelado.

O terceiro experimento, mesmo ndao demonstrando diferencas entre as técnicas com a
significancia de 5%, mostrou que o pingcamento do fundo de saco vaginal pode ser uma
alternativa para técnica de IA transcervical em ovinos. A cateteriza¢do da cérvix evitou o refluxo
que normalmente ocorre na inseminacdo cervical superficial, sendo possivel que associada as
metodologias propostas nos experimentos anteriores, possa melhorar as taxas de prenhez apds
inseminacédo de ovelhas com sémen congelado.

O protocolo de congelamento com os aditivos propostos, associado ao método de
inseminacdo cervical profunda, deverd ser investigado. Uma adequada metodologia de 1A
possibilitara melhorar o padrdo zootécnico e produtivo do rebanho ovino do Pais, com
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possibilidade de dissemina¢do de uma genética apurada, através de uma metodologia de baixo
custo e facil aplicabilidade.
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