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RESUMO

EMPREGO DO SEMEN CRIOPRESERVADO E CAPACITADO IN VITRO
NA INSEMINACAO ARTIFICIAL INTRACERVICAL SUPERFICIAL EM
OVINOS.

A inseminagdo artificial intracervical superficial em ovinos é uma técnica simples,
de baixo custo e eficiente no emprego do sémen fresco. Por outro lado,
particularidades do aparelho reprodutivo da fémea ovina, a quantidade de células
espermaticas que sobrevivem ao pos-congelamento bem como a capacitagdo
precoce de espermatozoides durante o processo de criopreservagdo, impedem o
emprego desta técnica com sémen criopreservado, fazendo-se necessaria a
deposicdo intrauterina, com auxilio da laparoscopia. Desconhece-se a eficiéncia da
inseminacdo artificial intracervical superficial em ovinos, empregando-se sémen
criopreservado e capacitado in vitro. O experimento foi realizado com objetivo de
determinar as taxas de prenhez com o sémen criopreservado e capacitado in vitro.
Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos: sémen fresco (SF); sémen
congelado cervical (SCC); sémen congelado laparoscopia (SCL); sémen congelado
capacitado cervical (SCCC); e sémen congelado capacitado laparoscopia (SCCL).
Todas as fémeas receberam doses inseminantes com concentragio de 200x10° sptz.
As inseminagdes ocorreram em um periodo de 52 a 60 horas apds a retirada dos
dispositivos de progesterona. Os diagnésticos de prenhez foram realizados com
auxilio da ultrassonografia 30 dias apos as inseminagdes. As taxas de prenhez
observadas foram: No grupo SF 42,30% (11/26), SCC 23,07% (6/26), SCL 54,16%
(13/24), SCCC 25,92% (7/27), SCCL 48,14% (13/27), nao existindo diferenga
estatistica entre os grupos experimentais. O experimento realizado mostrou que ¢
possivel obter prenhez, empregando sémen criopreservado e capacitado in vitro, na
inseminacao artificial pela via cervical em ovinos.

Palavras chaves: reproducio de ovinos, manipulacio de sémen, diagndstico de

gestacio.



ABSTRACT

The superficial intracervical insemination in sheep is a simple, low cost and
efficient technique using fresh semen. Still, the particularities of the female tract, the
amount of sperm cells wich survive and the early capacitation during the
cryopreservation process, difficult the use of this technique with cryopreserved
semen, making it’s necessary to intrauterine with the aid of laparoscopy. It's
unknown the efficiency of superficial intracervical insemination in ovine, using
cryopreserved and in vitro capacitated semen. The experiment was carried out with
the objective to determine the pregnancy rate of ewes inseminated with
cryopreserved and in vitro capacitated semen. The females were randomly
distributed among five experimental groups: fresh semen (SF), frozen semen
cervical (SCC), frozen semen laparoscopy (SCL), frozen semen in vitro capacitated
cervical (SCCC), frozen semen in vitro capacitated laparoscopy (SCCL). All females
received dosis with 200x10%sptz per insemination. The inseminations were
performed from 52 to 60 hours after the withdrawal of progesterone implants. The
pregnancy diagnosis was conducted by ultrasongraphy 30 days after inseminations.
The observed pregnancy rates was: SF 42,30% (11/26), SCC 23,07% (6/26), SCL
54,16% (13/24) SCCC 25,92%, SCCL 48,14% (13/27). Our experiment showed that
in sheep it's viable the superficial cervical artificial insemination using

cryopreserved and in vitro capacitated semen.

Keywords: sheep reproduction, semen handling, pregnancy diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura tem procurado aumentar a sua participa¢do no agronegocio
brasileiro. O Brasil possui aproximadamente 17 milhdes de ovinos, tendo a regido
sul uma participacdo significativa na composicao deste rebanho. O Rio Grande do
Sul ¢ o maior estado produtor, com 23,5% (3.946.349) do rebanho nacional, vindo
em segundo lugar a Bahia com 18% (3.028.507) (IBGE, 2009).

De acordo com relatorio publicado pela FAO (2011), 6rgdo das Nagdes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo, sobre o mercado internacional da carne
ovina, os precos tendem a atingir recordes devido a uma série de fatores como:
condicles climaticas adversas, reconstrucdo de rebanhos, problemas sanitarios e
custo de insumos. Com uma limitagdo na disponibilidade de carne ovina pelos
principais paises exportadores (Australia, Nova Zelandia e Estados Unidos), o
mercado mundial de carne ovina teve em 2011, um crescimento de 13,1 milhdes de
toneladas. Essa oferta limitada pode estimular as vendas nos paises da América do
Sul.

Essas proje¢des mostram como o mercado da ovinocultura (carne e leite) em
nosso pais estd aquecido, e tanto o criador quanto o consumidor sdo partes
fundamentais deste processo. Ha uma demanda por produtos com qualidade, e cabe
ao criador investir ndo somente em genética, mas também em nutri¢do e sanidade,
ofertando um produto que atenda as exigéncias do mercado consumidor.

O periodo reprodutivo das ovelhas ¢ regulado pela época do ano, com maior
atividade nos periodos de menor intensidade de luz solar. A utilizacdo de métodos
de inducdo e sincronizagdo do estro permite que os animais realizem até trés partos
em dois anos, nas regides afastadas do equador.

A inseminagdo artificial ¢ uma ferramenta eficaz no auxilio aos programas
de melhoramento genético, pois permite fecundar um nimero maior de fémeas com
um unico ejaculado de um macho provado, disseminando e mantendo caracteristicas
desejaveis dentro de um mesmo rebanho, ¢ eliminando o contato fisico entre os
animais, evitando a ocorréncia de doencas sexualmente transmissiveis.

Em ovinos, os primeiros relatos da realizagdo de um procedimento de
inseminacao artificial datam da primeira década do século XX. A partir dos anos 30,
com o desenvolvimento da primeira vagina artificial para a espécie, ¢ que a

exploragdo da atividade tomou impulso (MIES FILHO, 1987).
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No Rio Grande do Sul a partir da década de 40, foi fomentada a utilizagdo da
inseminacao artificial em ovinos com sémen fresco, o que culminou com expressivo
percentual de ovelhas inseminadas no final da década de 70. Porém, a queda do
preco da Ia das ultimas décadas levou a uma redugdo dos rebanhos existentes no
Estado (MORAES, 2002).

O método de inseminacdo mais difundido em ovinos é a inseminagdo
artificial intracervical superficial utilizando sémen fresco, pois € uma técnica
simples e econdémica de ser implantada, apresentando resultados satisfatorios. A
inseminacdo artificial utilizando sémen ovino criopreservado apresenta melhores
resultados quando realizada via intrauterina. Porém o alto custo de execugdo, pois
exige instrumental apropriado e mao-de-obra qualificada, torna o emprego desta
técnica pouco difundido (SANCHEZ-PARTIDA et al, 1999; SALAMON ¢
MAXWELL, 2000).

Atualmente, o desafio ¢ identificar alternativas técnicas que permitam o
emprego eficiente, e em larga escala, do sémen ovino criopreservado na
inseminacdo intracervical superficial. Uma das alternativas para contornar a barreira
do transporte espermatico cervical ainda ndo testada adequadamente, ¢ o emprego
do sémen criopreservado e capacitado in vitro.

No laboratério de Embriologia e Biotécnicas da Reproducdo, da Faculdade
de Veterinaria da UFRGS, Steigleder (2007) conduziu experimentos que revelaram
a viabilidade do emprego do sémen criopreservado e capacitado in vitro, na
inseminacgdo artificial em ovinos por laparoscopia.

O objetivo deste experimento foi determinar as taxas de prenhez,
empregando sémen criopreservado e capacitado in vitro, na inseminagdo artificial

intracervical superficial.



14

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Capacitacio espermatica.

2.1.1 Transporte espermatico.

De acordo com Bedford (1970) a capacitagdo espermatica ¢ dependente do
local de deposi¢dao dos espermatozoides no trato genital feminino, e da relagdo
temporal entre a presenca do s€émen e o momento da ovulagdo. Hunter (1984)
destaca a sincronia entre o transporte dos espermatozoides pelo trato reprodutivo até
o oviduto e a viabilidade do odcito liberado pelo ovario.

Em ruminantes, o acasalamento ocorre horas antes da liberacdo do odcito, e
a ovulagdo acontece geralmente de 24 a 30 horas apoés inicio do estro. O ejaculado é
de volume pequeno e com grande concentracdo espermatica, e ¢ depositado na
porcdo cranial da vagina. No momento da copula, dependendo do posicionamento
da glande peniana ante a cérvix, uma por¢do de espermatozoides pode ser
depositada diretamente dentro do canal cervical (DOBROWOLSKI e¢ HAFEZ,
1970).

A cérvix em ruminantes € o primeiro local de armazenamento dos
espermatozodides. A colonizagdo das criptas cervicais ¢ rapida, e ocorre devido a
interagcdo entre o sémen e 0 muco cervical presente na por¢ao cranial da vagina. Os
espermatozodides se guiam pela pressdo e fluxo de saida do muco pelo canal cervical.
Dentro das criptas, os espermatozodides se orientam pelo contato de suas cabegas
com o epitélio. Uma populacao funcional de espermatozoides, capazes de promover
a fecundacdo do odcito, é encontrada na jungéo utero-tubdrica entre 6 e 8 horas apos
o acasalamento (DOBROWOLSKI ¢ HAFEZ, 1970; HUNTER, NICHOL e
CABTREE, 1980).

Em cées, eqiiinos e suinos, o s€men se acumula no Utero devido ao relativo
tempo prolongado de acasalamento, o que ndo significa, exceto em suinos, que haja
a penetracdo da glande na cérvix. O transporte espermatico pelo trato reprodutivo
das fémeas destas espécies tem trés caracteristicas consideraveis. Primeiro, o
volume de sémen que ¢ ejaculado diretamente no utero ¢ maior e de concentragdo
espermatica menor, quando comparado a ruminantes, o que resulta em distensao dos
cornos uterinos. Segundo, o aparecimento de uma populagdo funcional de

espermatozoides entre 1 a 2 horas na jungdo Utero-tubarica. Terceiro, as condi¢des
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edematosas da juncdo utero-tubarica, que previnem a passagem de grandes
quantidades de sémen diretamente ao oviduto (HUNTER, 1981; HUNTER et al.,
2011).

A migragdo dos espermatozodides pelo trato reprodutivo feminino, através de
seus movimentos laterais de cabeca e da atividade do flagelo espermatico, ¢
fortemente influenciada pela viscosidade dos fluidos encontrados no seu lumen.
Esses fluidos variam em quantidade e qualidade, dependendo da fase do ciclo estral.
Em ambos os grupos de animais referidos acima, os espermatozoides chegam em
momentos e concentragdes diferentes a jungdo Utero-tubarica. A concentragdo de
espermatozoides que chegam ao local de fecundag@o € maior nas espécies em que o
sémen ¢ depositado diretamente no utero (HUNTER et al., 2011).

Os espermatozoides quando chegam ao istmo, encontram secre¢des viscosas
ricas em glicoproteinas, que previnem o acesso de suspensdes uterinas com
leucocitos, as quais sdo prejudiciais aos espermatozdides devido a sua atividade
fagocitaria. Essas substincias glicoprotéicas servem também para supressdo da
motilidade espermatica, garantindo uma reserva de energia necessaria ao
espermatozoide para completar o processo de capacitagdo e a fecundagdo do oocito
(SUAREZ, 1996; HUNTER e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2004; HUNTER et al.,
2011).

O fendémeno de ligagdo préovulatorio de espermatozoides viaveis ao epitélio
da regido caudal do istmo, fornece um sofisticado mecanismo de armazenamento e
regulacdo do nimero de espermatozdides viaveis que progridem pelo local de
fecundacdo, proximo do momento da ovulagdo (HUNTER, 2010).

A adesdo entre a membrana plasmatica das células espermdticas com o
oviduto ¢ assegurada por moléculas presentes na superficie da membrana dos
espermatozoides, que sdo capazes de se ligar a carboidratos na superficie do
oviduto, de uma forma especifica da espécie (TALEVI e GUALTIERI, 2010).

A supressdo da motilidade induzida pelas secregdes viscosas presentes nos
fluidos do oviduto, ¢ a ligagdo das cabecas dos espermatozodides as microvilosidades
da endosalpinge, sdo caracteristicas dessa fase de armazenamento. A ativacdo e a
liberagdo dos espermatozodides estdo relacionadas com a ovulagdo (HUNTER,
2003).

Em suinos, os espermatozdides possuem na porcao apical da cabeca, duas

proteinas de ligacdo. A AQNI (proteina derivada da familia das espermadesinas), e
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a DQH (Proteina Receptora da Heparina). A ligacdo dos espermatozoides se da pela
interagdo destas proteinas com os dissacarideos presentes nos receptores das
microvilosidades do epitélio do oviduto. Trés dissacarideos estdo presentes nos
receptores: a manose, a galactose, e a glicoproteina espermatica de ligacao (Galp1-
3GalNAc ou SBG) (TALEVI e GUALTIERI, 2010).

A fucose, um trissacarideo, encontrada nas glicoproteinas ANXA1, ANXA2,
ANXA4, ANXAS ¢ reconhecida como componente chave dos receptores presentes
nas microvilosidades do epitélio oviduto, para a ligagdo com os espermatozodides
bovinos. PDC-109, BSP30K ¢ BSPA3 sdo proteinas de ligacdo presentes na por¢ao
apical da cabega dos espermatozoides, ¢ a ligagdo entre espermatozdide/receptor,
ocorre pela interagdo destas proteinas com a fucose (TALEVI e GUALTIERI,
2010).

A ligacdo epitelial, e o controle de liberagdo préovulatoria de
espermatozoides competentes, previnem a incidéncia de fecundacdo
poliespermatica, que ¢ um fendmeno patologico em mamiferos (HUNTER, 2010).

Uma diferenca de temperatura entre o istmo e a ampola no periodo pré-
ovulatdrio, ¢ sugerido como contribuinte para reducdo da motilidade espermatica
nesta fase de armazenamento. Uma redugdo de 0,7°C tem uma pequena influéncia
na motilidade espermatica, pois os espermatozoides provenientes do utero ja teriam
sofrido diversas modificagdes fisiologicas em suas membranas, peca intermediaria e
flagelo (HUNTER, 2005).

A fungdo dos espermatozoides vidveis € penetrar um ou mais 0dcitos no
local de fecundacdo. A explica¢do do porque a junc¢do istmo ampular ser o local de
fecundagdo deve-se ao momento da progressdo do oocito pelo oviduto. Apos ser
recolhido na superficie do foliculo de Graaf, por agdo dos cilios presentes nas
fimbrias, o odcito ¢ transportado até a ampola, e apds chega ao istmo. Esta fase do
transporte requer de 9 a 13 minutos em coelhos, e entre 30 e 45 minutos em grandes
animais. O transporte ¢ passivo no sentido de que o odcito recém liberado, ainda
revestido de células foliculares, ¢ deslocado por acdo dos movimentos ciliares ¢
contragdes da miosalpinge (HUNTER, 2003).

As contragdes da miosalpinge resultam em um esfincter fisiologico. Nao
somente o oocito recém liberado chega, mas também um grande numero de células

do Cummulus oophorus dissociadas em suspensdo. Essa solugdo, junto com os
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fluidos secretados no epitélio, forma um ambiente especifico para o processo de

capacitagdo e fecundacdo (HUNTER, 2010)

2.1.2 Eventos bioquimicos da capacitacio

Os processos de espermatogénese e espermiogénese produzem
espermatozoides maduros do ponto de vista morfologico e com motilidade
progressiva, mas nio com a habilidade de fecundagio. E necessario um periodo de
permanéncia no trato reprodutivo feminino, onde passam por modificagdes
estruturais ¢ moleculares, que o habilitam a fecundagdo do odcito. Estas alteracdes
sdo denominadas de capacitacdo espermatica (VISCONTI et al., 1998).

A aquisicao da habilidade de fecundag@o pelos espermatozoides mamiferos é
um processo relativamente lento, pois estas células necessitam viajar uma
consideravel distancia, do local de deposicdo até o local de fecundagdo, na por¢do
superior da regido da ampola do oviduto. Como poucas células atingem a ampola, ¢
muito importante que elas ndo se tornem habeis para fecundagdo precocemente,
perdendo a sua habilidade de interagir com o oo6cito, afetando a fecundacdo
(FRASE, 1998).

A capacitacdo pode ser induzida in vitro em numerosas espécies, pela
incubagdo dos espermatozdides em meio definido, com componentes que
mimetizam a composi¢do eletrolitica dos fluidos do trato reprodutivo feminino.
Estes meios contém substratos energéticos como o piruvato, lactato, glicose, uma
fonte protéica (albumina), NaHCOs e Ca®’, e a heparina, um glicosaminoglicano de
propriedades semelhantes, aos glicosaminoglicanos encontrados nos fluidos do trato
reprodutivo (PARRISH et al., 1988; VISCONTI et al., 1998).

Nas espécies em que os espermatozodides sdo depositados na metade ou na
por¢do caudal da cérvix, e que imediatamente entram no corpo uterino, a
capacitagdo provavelmente comeca no utero e termina no istmo do oviduto. Nas
espécies de deposicdo intravaginal do sémen, a capacitagdo inicia durante a
passagem dos espermatozoides através da cérvix. Nem todos os espermatozoides
sdo capacitados ao mesmo tempo, e o processo usualmente se estende por horas, na
qual cada célula espermatica mostra diferentes graus de capacitacdo, dependendo de

sua localizacdo no trato genital (SINOWATZ, 2010).



18

O trato reprodutivo feminino contém secrecdes com glicosaminoaglicanos, e
suas concentragdes e composi¢des variam em diferentes regides do trato feminino
(LEE et al., 1986). De acordo com o tipo de ligagdo a receptores especificos
presentes na membrana dos espermatozoides, sdo capazes de desencadear e/ou
regular os eventos relacionados a capacitacdo e a reagdo acrossomal (DOMINGUEZ
et al., 2008), com o pico da atividade capacitante no momento do estro (PARRISH
et al., 1989).

No ejaculado, ha uma variabilidade no perfil proteico do plasma seminal.
Estas proteinas tém a fung¢do de manutencdo do potencial de fecundacdo dos
espermatozoides, preservando a integridade de membrana das células espermaticas
dos danos causados pelo choque térmico no processo de criopreservagdo, e também
de retardar o processo de capacitacdo (MILLER, WINER e AX, 1990; BARRIOS et
al., 2000; MOURA et al., 2010). A remocdo destas proteinas induz a capacitagdo
espermatica, permitindo a reacdo acrossomal, liberando enzimas hidroliticas para
penetracdo da zona pelicida, necessaria para a fecundag¢do do odcito (CHANG,
1984).

Bedford (1970) descreveu a capacitagdo e a reagdo acrossomal como dois
fenomenos distintos, sendo a capacitagdo uma série de mudancas que tornam o
espermatozoide capaz de sofrer reagdo do acrossoma. A reagdo acrossomal ocorre
pela fusdo da membrana plasmatica externa com a membrana acrossomal, levando a
vesiculacdo destas membranas até o segmento equatorial. Como resultado ocorre a
liberagdo do conteudo do acrossoma, que ¢ composto por enzimas que promovem a
interagdo com subseqiiente digestdo e penetracdo da zona pelacida (PARRISH et al.,
1988).

Ha uma relacdo entre as alteragcdes que ocorrem na morfologia do acrossoma
com a motilidade e o potencial de fecundagdo (SAACKE ¢ MARSCHALL, 1968).
Mudangas intracelulares ocorrem na capacitagdo como: efluxo de colesterol
plasmético, aumento da fluidez de membrana, nas concentragdes de calcio (Ca2") e
AMPc, fosforilagdo das proteinas quinases e mudangas na motilidade espermatica
(BREITBART, 2002).

Ha no plasma seminal proteinas especificas chamadas de BSP (A1, A2, A3)
e em conjunto com o HDL e a albumina presentes nos fluidos do trato reprodutivo
feminino, atuam de maneira a alterar a composi¢do dos fosfolipideos, induzindo a

mudangas fisicas nas membranas dos espermatozodides, ocorrendo o efluxo de
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colesterol. Estas alteragdes ocorrem na regido da cabeca, peca intermediaria e cauda,
onde estas transformagdes levam hipermotilidade e a reagdo acrossomal (WOLF,
HAGOPIAN e ISHIMA, 1986; THERIEN, MOREAU e MANJUNATH, 1998).

Peptideos como a adenosina, adrenalina, cafeina, e a calcitonina, podem
estimular e regular a capacitagdo. O mecanismo de acdo destes peptideos, ¢ a
ativacdo da adenilato ciclase, conhecida como primeiro mensageiro e presente na
membrana plasmatica, que converte o ATP em AMPc, necessarios para a
fosforilagdo das proteinas quinases durante a capacitacio (GADELLA e VAN
GESTEL, 2004; FRASE, 2008; BREININGER, CETICA ¢ BECONI, 2010).

Alguns fons especificos, como o célcio (Ca’") e o bicarbonato (HCO5), sdo
necessarios para promover a capacitagdo e a reacao acrossomal (DE LAMIRANDE,
LECLERC e GALNON, 1997).

Baixos niveis de HCOs; no epididimo fazem a manutencdo dos
espermatozdides em um ambiente ndo propicio para a capacitacdo, entretanto as
altas concentracdes de bicarbonato do trato reprodutivo feminino induzem os
eventos da capacitacdo (VISCONTI et al., 1998).

O papel do bicarbonato na capacitagdo seria de estimular a adenilato ciclase,
aumentar o pH intracelular, e modificar a arquitetura e estrutura dos lipideos
presentes na membrana (GRASA, CEBRIAN-PEREZ ¢ MUINO-BLANCO, 2006).

O fluido uterino das fémeas em estro possui duas a quatro vezes mais
HCOs5', tendo uma correlagdo com aumento da expressdo de um gene denominado
de CFTR (regulador de condugdo transmembranica da fibrose cistica). O mecanismo
de transcri¢do e expressdo ¢ regulado via hormonal, tendo maior atividade durante o
estro. A fungdo seria de mediar a entrada de HCOs- pelas membranas das células
espermaticas, através de um transporte anidénico de HCO3 ¢ CI' (MANNOWETZ et
al.,2011).

A membrana plasmatica dos espermatozoides possui uma bi-camada
lipidica, com quatro fosfolipideos distribuidos de maneira assimétrica:
esfingomielina (SM) e a fosfatidilcolina (PC) na camada externa, e
fosfatidiletanolamina (PE) e a fosfatidilserina (PS) na camada interna. A
distribuicdo ¢ mantida pela atividade combinada de fosfolipideotransferases,
movendo os quatro fosfolipideos em um transporte bi-direcional, com os

fosfolipideos da camada interna sendo deslocados para a camada externa, e os
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fosfolipideos da camada externa deslocados para camada interna. (HARRISON e
GADELLA., 2005).

Na presenca do bicarbonato, durante o processo de capacitacdo, ¢ ativada a
adenilato ciclase, desencadeando a produgdo de AMPc e levando a ativagdo das
proteinas quinases. A via dependente do AMPc leva a ativagao do deslocamento dos
fosfolipideos pela membrana, ocorrendo uma redistribuicdo do colesterol (BOTTO
et al., 2010). Como consequéncia, ocorre o enfraquecimento das ligagdes das
proteinas na superfice dos espermatozdides, gerando uma desestabilizagdo e
aumento da fluidez das membranas, necessaria para fusdo da membrana plasmatica
com a membrana acrossomal (HARRISON e GADELLA, 2005).

E possivel distinguir dois modelos diferentes de reorganizagdo das
membranas. O primeiro seria o deslocamento dos fosfolipideos pela membrana. O
segundo seria a extracdo do colesterol mediada por proteinas, que levam ao
rearranjo da membrana, com a aquisi¢do da habilidade de fecundagdo (BOTTO et
al., 2010).

Os canais de calcio, localizados em regides especificas da membrana
plasmatica, sdo responsaveis pela regulagdo da homeostasia do ion ciélcio,
necessario para varias fungdes espermaticas (EDDY, 1988).

As células espermaticas contém grandes quantidades de calmodulina, e com
o auxilio de enzimas presentes na membrana, regula a saida do calcio do meio
intracelular para o extracelular. Por acdo de glicosaminoglicanos, como a heparina,
ocorre a diminui¢do das concentracdes de calmodulina, reduzindo a atividade dos
canais de calcio, gerando o aumento necessario de calcio intracelular para a
capacitagdo (LECLERC et al., 1992).

A actina, componente do citoesqueleto dos espermatozoides, ¢ organizada
como uma rede intracelular, com as fungdes de manutengdo estrutural da forma dos
espermatozoides, regulagdo da atividade mitocondrial, motilidade espermatica,
capacitagdo e reagdo acrossomal (EDDY, 1988).

Os locais de fusdo das membranas para exocitose do conteudo acrossomal,
estdo posicionados perto do conjunto de canais de calcio da membrana plasmatica.
O influxo por este canais leva a altas concentragdes de calcio, desencadeando a agao
de fosfolipases especificas (PLC), ocorrendo a despolimerizagao dos filamentos de
actina, o que leva a fusdo entre as membranas plasmatica e acrossomal (SPUNGIN e

BREITBART, 1996).
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O controle adequado do fluxo de calcio pela membrana dos espermatozoides
¢ necessario para a fecundagdo. Danos aos sistemas de regulacdo do fluxo de calcio
pelas membranas espermaticas, causados pelos processos de criopreservagdo, geram
um grande actimulo de célcio intracelular, predispondo os espermatozodides a uma
capacitagdo e reagdo acrossomica prematura, reduzindo a capacidade de fecundacdo
dos espermatozodides (BAILEY e BUHR, 1993).

O pH intracelular regula varios aspectos da funcdo espermatica. Embora o
mecanismo que controla o pH nestas células ndo seja bem compreendido, é proposto
dois sistemas de regulacdo do pH intracelular. Um seria caracterizado pelo
compartilhamento de Na’, que depende das trocas que ocorrem entre CI7HCO5". O
outro seria dependente de ions extracelulares para a fun¢do. A despolarizacdo das
membranas durante a capacitacdo ¢ devida em parte ao aumento da permeabilidade
a0 K" (VISCONTI et al., 1998).

Uma proteina de membrana, a Na'K'ATPase, ¢ composta por dois
fosfolipideos, alfa e beta. S3o conhecidos como transportadores de ions. Eles
mediam a formacdo de gradiente eletrolitico requerido em muitos processos
celulares, incluindo a manutencdo do potencial de membrana, regulacdo do balanco
osmotico, e a regulagdo do gradiente de concentragio de Na' necessario para o
transporte de ions e outras substincias através da membrana plasmatica. Tem uma
distribuicdo uniforme nas regides acrossomal, pos-acrossomal e pega intermedidria.
Esta enzima esta ligada também a atividade da bomba de sédio e potassio. A
inibi¢do da Na'K"ATPase leva a um aumento na concentragdo de Na' intracelular, o
que resulta em aumento de célcio intracelular. Esse aumento de Na' se deve a uma
queda nos niveis de K' intracelular, gerando a despolarizacio das membranas,
conseqiientemente a fosforilagdo das proteinas tirosinas, induzindo a capacitacio
(THUNDATHIL, ANZAR e BUHR, 2006).

A fosforilagdo de proteinas que ocorre no flagelo espermatico conduz a
mudancas nos padroes de motilidade espermatica. Estas modificagdes na motilidade
constituem um processo de hiperativacao (DEL RIO et al., 2007).

A hiperativacdo dos espermatozoides ¢ essencial durante o processo de
capacitagdo, e estd associada a um aumento na velocidade de deslocamento, com
aumento na amplitude dos movimentos laterais de cabeca, e a geracdo de
movimentos que lembram um “chicote”, no flagelo espermdatico (DE

LAMIRANDE, LECLERC e GALNON, 1997).
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Essas caracteristicas s@o necessarias para a progressao dos espermatozoides
pelo utero até o oviduto, permitindo atravessar as secregdes mucoides presentes no
seu trajeto, e encontrar o odcito para fecundagcdo (SUAREZ, 1996).

E requerida uma alta concentragio de ATP para fosforilagio dos
componentes da membrana, através do ciclo da adenosina 3,5 monofosfato (AMPc).
A fosforilagdo regula as propriedades cinéticas das trocas de Na" e Ca*" (PARRISH
etal., 1994).

O ATP necessario para manutencdo da motilidade espermatica pode ser
derivado da glicolise, porém esta via metabodlica é considerada de baixo rendimento
energético em termos de produgdo de moléculas de ATP. Ao contrario, a cadeia
respiratoria mitocondrial tem uma estreita relagdo com a ATP sintetase, o que ¢
muito mais eficiente na producdo de energia, suprindo a célula com maior
quantidade de ATP (STENDARDI et al., 2010).

O processo de hiperativacdo dos espermatozoides necessita de elevados
niveis de calcio para ser desencadeado, e uma grande quantidade de calcio
intracelular ¢ encontrada na pega intermediaria e cauda dos espermatozoides
(SUAREZ, 1996).

Em humanos, ha uma associa¢do positiva entre os niveis séricos de vitamina
D, e o aumento do calcio intracelular nos espermatozdides. O aumento nos niveis de
calcio intracelular, ¢ desencadeado pela ligacdo da vit.D (1-25 hidroxicaliciferol) em
receptores presentes em um envelope nuclear redundante (RNE). Estes RNE estao
presentes entre a cabega e a peca intermediaria dos espermatozoides, € servem como
reservatorios de calcio para motilidade espermatica e a reagdo acrossomal (JENSEN
etal.,2011).

De acordo com Breitbart (2002) a cascata de eventos que induz a
hiperatividade espermatica pode ser caracterizada pelas seguintes etapas: perda do
colesterol, influxo de calcio, elevacdo do AMPc e a fosforilagdo das proteinas do
flagelo espermatico. Ao passar por estas modificagdes o espermatozodide estd apto a
fixar-se a zona pelucida através da enzima, a galactosil-transferase (Gal-T), que se
liga a glicoproteina ZP3. Neste momento o espermatozoide encontra-se preparado
para realizar a reacdo acrossOmica, que € caracterizada pela estimulagdo de um
receptor espermatico da ZP3, desencadeando a exocitose do contetido acrossomico,
caracterizando a reagdo acrossémica. Apos a ocorréncia da reagdo acrossdmica, o

espermatozdide realiza uma segunda fixagdo em outra glicoproteina, a ZP2,
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proporcionando estabilidade na unido do espermatozoide desprovido da membrana
acrossdmica com a zona pelucida.

Em termos gerais as etapas da capacitacdo sdo as seguintes: alteracdo da
motilidade espermatica, fixagdo a zona pelicida e a realizagdo da reac¢do acrossomal

(YANAGIMACHLI, 1988).

2.2 Inseminacio artificial em ovinos

2.2.1 Histérico

Os primeiros relatos de um procedimento de inseminagdo artificial sdo do
século XIV, quando um chefe de uma tribo arabe coletou as secregdes de uma égua
em estro, e aproximando-se do melhor garanhdo da tribo rival, conseguiu excita-lo e
obter uma ejaculacdo. O sémen coletado em algoddo limpo foi introduzido nos
genitais de outra égua em estro, ¢ foi capaz de realizar a sua fecundagdo, e
conseqiientemente o nascimento de um potro (MIES FILHO, 1987).

Uma documentacdo sobre a utilizagdo da inseminagdo artificial surgiu em
1780, quando o monge Lazzaro Spallanzani colheu o sémen de um cdo através do
processo de masturbacdo, e inseminou uma cadela, conseguindo o nascimento de
cdes por este método (FOOTE, 1988).

A partir do século XX € que comecaram estudos extensos com animais
domésticos. Coube ao veterinario russo Elias Ivanov, demonstrar que a fecundagio
era possivel quando se substituiam os liquidos produzidos pelas glandulas acessorias
por um soro artificial, desde que diluissem cuidadosamente os espermatozodides
colhidos do epididimo (MIES FILHO, 1987).

As primeiras observacdes a respeito da vitalidade dos espermatozodides no
trato reprodutivo das ovelhas foram feitas nos anos 30, por Quilan, Maré ¢ Roux
(1932).

A partir da década de 40, através do professor Mies Filho, fomentou-se o uso
da inseminagdo artificial com sémen fresco em ovinos no Rio Grande do Sul
(MORAES, 2002).

Os ovinos se caracterizam por apresentarem um intervalo entre geragdes
muito curto, tendo a puberdade alcancada em algumas ragas a partir do quarto més

de vida, e o ciclo estral caracterizado por um intervalo de 16 a 21 dias. O estro tem



24

duracdo aproximada de 30 horas, com a ovulagdo ocorrendo em seu ter¢o final
(BICUDO et al., 2005).

De acordo com Anel et al. (2006), a inseminacgdo artificial vaginal ou
cervical com sémen fresco sdo as técnicas mais utilizadas em ovinos, rendendo
resultados satisfatorios. O uso da laparoscopia, técnica que permite a deposi¢do
intrauterina do sémen, e que foi introduzida por Killeen, Caffery e Holt (1982),
permite a utilizagdo de sémen criopreservado, sobrepondo a barreira imposta pela
cérvix ovina, e atingindo resultados superiores, quando comparados com os
resultados obtidos com emprego do s€men criopreservado na inseminagdo cervical.

Bicudo et al. (2005), dizem que a inseminagdo artificial exige requisitos
minimos de intensificacdo do manejo reprodutivo. A escolha da modalidade de
inseminacdo depende fundamentalmente da sua adequacdo ao nivel tecnologico do

rebanho.

2.2.2 Inseminacio cervical

A técnica de inseminacdo cervical consiste em depositar o sémen dentro do
canal cervical, com o auxilio de um especulo para visualiza¢do da cérvix (FERRA e
SERENO, 2006).

Os resultados obtidos com a inseminacao artificial cervical utilizando sémen
fresco sdo superiores a 60% de prenhez. Quando da utilizagdo de sémen
criopreservado, os resultados podem variar de 0% a 40% (MORAES, 2002).

A cérvix ovina ¢ um tubo fibroso, com um limen estreito e dobras anelares
(DUN, 1955), e as taxas de prenhez, proporcionadas pela inseminagdo artificial
intracervical com sémen criopreservado, sdo reduzidas devido a inabilidade dos
espermatozoides descongelados atravessarem os anéis do canal cervical (NAQVI et
al., 2005). O aumento na profundidade de penetragdo do canal cervical melhora as
taxas de fertilidade (SALAMON e MAXWELL, 2000), e isso & possivel em
animais primiparos e multiparos. Entretanto, quando o sémen ndo ¢ depositado
profundamente no colo do ttero, uma parte ou a quantidade total pode refluir para o
canal vaginal, e o pH &cido da vagina ¢ uma condi¢do desfavoravel para os
espermatozoides (SZABADOS et al., 2005).

Introduzindo silicone na cérvix, de 40 cordeiras e 40 ovelhas abatidas, Naqvi

et al. (2005) avaliaram o comprimento ¢ o numero de anéis cervicais. As cordeiras
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apresentaram em média 3,8 cm de comprimento e as ovelhas 5,3 cm, e o niumero de
anéis cervicais foi semelhante entre cordeiras e ovelhas (3,2 ¢ 3,4). As fémeas
multiparas possuem anéis mais ondulares.

Kaabi et al. (2006), fizeram um estudo avaliando a raca, idade, morfometria
e profundidade de penetragdo do canal cervical de ovinos, para a utilizagdo de dois
tipos de catéteres para inseminagao artificial, sendo um de uso convencional, e outro
do tipo “bent” modificado, que possui uma ponteira de ago inox com 9 cm e angulo
de 45°. O cateter do tipo “bent” modificado mostrou-se mais eficiente para penetrar
a cérvix.

Szabados et al., (2005) realizaram um procedimento para avaliar o grau de
penetragdo da cérvix de animais jovens, primiparas e multiparas, utilizando um
cateter de Milanov modificado. E um dispositivo de ago inox, que possui 80 mm de
comprimento, ¢ a sua extremidade em formato espiral, tendo um bulbo de 3 mm de
diametro. Este dispositivo é conectado a um tubo plastico e transparente com 250
mm de comprimento ¢ 4 mm de didmetro e este tubo plastico. A penetragdo
conseguida com o uso deste dispositivo foi de até 2 cm para os animais jovens, ¢ até
4 cm para animais primiparas e multiparas.

Kershaw et al. (2005) desenvolveram uma classificagdo para cérvix ovina
quanto ao seu formato exterior, nimero de anéis cervicais e o seu grau de
penetrabilidade. A exposicdo externa foi classificada em bico de pato, fenda, rosa,
papila e aba. O numero de anéis cervicais e o grau de penetrabilidade foram
classificados em: Grau 1: cérvix com completo alinhamento dos anéis em direcao a
abertura do limen e sem interdigitacdes, grau 2: cérvix com mistura de anéis
alinhados ¢ desalinhados, com uma intedigitagdo obstruindo o centro do limen, e
grau3: cérvix predominantemente incompleta com interdigitacdes e anéis nao
alinhados.

De acordo com Kershaw et al. (2005), sdo necessarios mais estudos sobre a
estrutura anatomica da cérvix da ovelha para se compreender como um

procedimento de inseminagdo cervical podera ser bem sucedido e desenvolvido.

2.2.3 Inseminacio intrauterina

As dificuldades impostas pela barreira cervical em ovinos, quando da

utilizagdo de sémen criopreservado nas inseminagdes, podem ser superadas pela



26

utilizacdo de instrumentos que auxiliem na penetracdo cervical, ou a deposicdo
diretamente no utero pela laparotomia ou a laparoscopia (SALAMON e
MAXWELL, 2000).

O método de inseminacdo artificial transcervical, embora ofereca resultados
satisfatorios ndo ¢ uma pratica regular, pois ha uma variabilidade de penetracdo, e ¢
um método relativamente demorado, causando estresse para o animal (SALAMON
e MAXWELL, 1995b). Os traumas provocados por este método na cérvix estdo
associados com as redugdes nas taxas de prenhez. Especula-se que o resultado
negativo ¢ imputado a um componente espermicida secretado em resposta ao trauma
cervical, ocasionado pelo movimento do cateter de inseminacdo. WULSTER-
RADCLIFFE e LEWIS (2002) mostraram em experimento, avaliando o grau de
penetrabilidade e o tempo de manipulagdo cervical de um cateter projetado por eles
para inseminagdo transcervical, que uma manipulacdo atraumadtica da cérvix nao
afeta a fertilidade, e que os indices de prenhez alcancados por esta técnica estdo
diretamente ligados ao local de deposi¢do do sémen.

A inseminagdo artificial por laparotomia foi utilizada pelos primeiros
investigadores, para avaliar a capacidade fecundante dos espermatozoides
criopreservados. A introdug¢do da deposicdo laparoscopica do s€men, por Killeen,
Caffery e Holt (1982), mostrou resultados muito superiores aos encontrados na
inseminacgao artificial cervical com sémen criopreservado.

A inseminagdo intrauterina por laparoscopia consiste na deposicdo de
pequenas quantidades de sémen nos cornos uterinos (FERRA ¢ SERENO, 2006),
resultando em aceitaveis taxas de prenhez. Porém esta técnica ndo ¢ uma pratica
comum, pois ¢ necessaria mao-de-obra qualificada, equipamentos especificos,
elevando seus custos de implantacdo (SANCHEZ-PARTIDA et al., 1999).

Além da deposi¢do intrauterina do sémen, a laparoscopia pode ser usada
simultaneamente no uso do diagnéstico de ovelhas com problemas reprodutivos
(ndo desenvolvimento ou ma-formagdo da genitalia, aderéncias, patologias
ovarianas, falta de resposta a indu¢do do estro, para que possam ser removidas dos
lotes de inseminagao (ANEL et al., 2005).

Outra vantagem da inseminagdo intrauterina por laparoscopia ¢ a utilizagdo
de volumes inseminantes menores e com reduzida concentracao de espermatozdides,
quando comparada com outros os métodos de inseminacdo (GHALSASI e

NIMBAR, 1996).
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Fair et al. (2005), confirmam essas observagdes através da coleta de
embrides no dia 6 pds inseminagdo artificial. As taxas de fecundagdo apos a
laparoscopia foram de 50% (31/62), comparada aos 19% (34/203) obtidos com a

inseminacao artificial via cervical.

2.2.4 Diluentes e criopreservacao

O processamento de sémen tem como objetivo preservar a capacidade
fecundante dos espermatozodides; seja por um periodo determinado, utilizando
diluidores especificos para manutengdo em refrigeracdo, ou por um por periodo
indeterminado, através da utilizag@o da técnica de criopreservacao (OHASHI, 2001).

A criopreservagdo de s€émen tomou um impulso muito grande a partir dos
anos 40, ap6s a descoberta por Polge, Smith e Parkes (1949), da funcdo
crioprotetora do glicerol, o que permitiu posteriormente a congelacdo com sucesso
de sémen bovino. A partir desta observacdo, varios compostos foram testados, e
mostraram €xito na protecdo celular durante os processos de criopreservagdo. Como
exemplo, podemos citar o DMSO, o etileno-glicol, a sacarose e a polivinil-
pirrolidona (RODRIGUES, 1992).

Os diluentes utilizados para a preservacdo de sémen devem ter pH,
capacidade de tamponamento, e osmolaridade adequada, para que possam proteger
os espermatozoides dos danos que ocorrem na criopreservagdo (SALAMON e
MAXWELL, 2000).

O decréscimo da temperatura até 4°C reduz a atividade metabodlica dos
espermatozoides ampliando a sua duracdo. Entretanto, como os espermatozoides
dependem basicamente de processos catabolicos para sobreviver, a manutengdo da
atividade metabolica leva a morte as células espermaticas por causa deste processo
de envelhecimento intrinseco. Para cessar os processos metabodlicos, as células
precisam ser resfriadas abaixo de -130°C (MEDEIROS et al., 2002).

Em muitas espécies de mamiferos, a criopreservacdo de sémen niao ¢ uma
realidade, devido ao grande numero de espermatozoides que perdem sua capacidade
fecundante em fungdo do congelamento e descongelamento (BAILEY, BILODEAU
e CORMIER, 2000).

Desde que o foi demonstrado pela primeira vez por Phillips (1939) a acdo

protetora das membranas celulares exercida pela gema de ovo, é o componente mais
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comumente utilizado para resfriamento e congelamento de espermatozoides
(WATSON e MARTIN, 1975). Isso ¢ devido a presenca de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) em sua composicdo. A principal acdo de protecdo ¢ a manutenc¢do
da integridade das estruturas de membranas presentes nas células, preservando a
motilidade espermatica e outras fungdes celulares (MOUSTACAS et al., 2010).

Fukui et al. (2007), realizaram um experimento para avaliar as taxas de
prenhez, comparando o sémen criopreservado em diluente com gema de ovo, e o
s€men criopreservado em diluente contendo BSA (Albumina Sérica Bovina). Foi
realizado um procedimento de inseminagdo artificial intrauterina por laparoscopia
em tempo fixo em 60 ovelhas. As inseminagdes ocorreram entre 43 e 47 horas apds
a remog¢ao do dispositivo intravaginal de progesterona. Foi utilizado como dose
inseminante 200 pL e concentragio 100x10° sptz. As taxas de prenhez foram de
66,7% nas fémeas inseminadas com o sémen criopreservado na presenca da gema
de ovo, e 65,5% com o sémen criopreservado com BSA.

Os crioprotetores utilizados nos protocolos de criopreservacdo podem ser
classificados como extra-celulares e intra-celulares, de acordo com a temperatura e
a habilidade de atravessar a membrana. A tolerancia ao estresse osmotico durante a
adicdo e remogdo do crioprotetor, ¢ um alto predicativo para sobrevivéncia dos
espermatozoides apos a criopreservacido (HAMMERSTEDT, GRAHAM e
NOLAN, 1990).

O mecanismo de agdo dos crioprotetores baseia-se na promocdo do
abaixamento do ponto de solidificagdo da solugdo de congelagdo. Esta teoria
fundamenta-se na propriedade de permeabilidade celular dos respectivos
crioprotetores. As substdncias crioprotetoras que ndo possuem capacidade de
atravessar a membrana celular oferecem uma agéo estabilizadora sobre a membrana
celular durante a congelacdo. Os crioprotetores que exercem sua fungdo penetrando
na célula aumentam-lhe a sua hipertonicidade (RODRIGUES, 1992).

Os danos causados na criopreservacao dos espermatozoides sdo responsaveis
pelas alteragdes na sua integridade funcional, comprometendo a sua sobrevivéncia e
a capacidade de fecundacao (SALAMON e MAXWELL, 2000).

Durante o processo de criopreservacado, entre 10 e 50% dos espermatozoéides
de um ejaculado ndo resistem ao processo e morrem. A sobrevivéncia dos
espermatozoides estéd relacionada a fatores como a qualidade do ejaculado, curva de

congelagdo, e o tipo de diluidor utilizado (OHASHI, 2001).
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Em ovinos, entre 40 e 60% dos espermatozoides mantém a sua motilidade
apos o descongelamento, porém somente entre 20 e 30% permanecem
biologicamente ndo danificados (SALAMON e MAXWELL, 2000).

Um decréscimo na temperatura causa uma alteracdo nos fosfolipideos das
membranas, indo do estado liquido-cristalino para uma fase de gel. O resultado é o
rearranjo dos componentes de membrana. Ocorre uma migragdo lateral destes
fosfolipideos, modificando o ambiente circundante, gerando o estabelecimento de
micro-dominios de lipideos e proteinas, que ficam dispostos diferentemente da
estrutura bilipidica da membrana dos espermatozoides. Apos o descongelamento,
estas alteracdes afetam as atividades das proteinas de membranas, alterando a
permeabilidade da membrana para agua e solutos (MEDEIROS et al., 2002).

Diferengas na permeabilidade, elasticidade e estrutura da membrana,
também determinam a sobrevivéncia dos espermatozoides aos processos de
criopreservacdo (HOLT, 2000). Ocorre um ajuste no volume da célula em resposta a
adicdo do crioprotetor. Por acdo osmotica ocorre rapida saida de agua do meio
intracelular, seguido de um lento retorno ao volume original com a entrada do
crioprotetor (HAMMERSTEDT, GRAHAN e NOLAN, 1990).

O fluxo de agua ¢ altamente dependente da curva de resfriamento. Quando a
curva ¢ muito lenta ocorre a congelacdo da agua extracelular. Como conseqiiéncia
havera concentracdo de soluto, criando um meio hipertdnico, fazendo com que a
célula perca agua rapidamente, o que levard a um aumento na concentragdo de
soluto intracelular, promovendo a morte celular por desidratagdo. Quando a curva de
congelagdo ¢ rapida a agua congela rapidamente. Nao ha perda de agua por parte da
célula, promovendo com isso a formacdo de cristais de gelo intracelular, causando
lesdes nas estruturas celulares, comprometendo a fungéo celular (HOLT, 2000).

A actina do citoesqueleto dos espermatozoides ¢ organizada como uma rede
intracelular, com a fungdo de manutencdo da forma dos espermatozdides,
modulagdo da funcdo mitocondrial, motilidade espermaética, capacitacdo e reagdo
acrossomal. A mitofusin2 ¢ uma membrana protéica mitocondrial essencial na
manuten¢do da morfologia e metabolismo mitocondrial. O choque térmico causa
ruptura das membranas devido a instabilidade da camada bilipidica a baixas
temperaturas, resultando em prematura despolimerizacdo dos filamentos de actina,
resultando em perda de estrutura, o que leva a mudancas na forma e volume das

mitocondrias, afetando a transferéncia da energia produzida pela fosforilagdo das
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proteinas quinases nas mitocondrias, até as dineinas presentes na cauda dos
espermatozoides. Esta alteracdo no recebimento de energia pela cauda ¢ conhecida
como mudangas nos padrdes de motilidade associados a criopreservacdo (FLORES
etal., 2010).

O espermatozoide ovino é mais suscetivel a danos na criopreservagdo entre
as temperaturas de -10°C e -25°C. Em experimento para determinar qual a melhor
taxa de resfriamento para atravessar esta zona critica, Byrne et al. (2000) utilizaram
duas curvas de resfriamento; uma 5°C/min (rapida) e outra a 0,5°C/min (lenta), ¢
realizaram dois procedimentos de inseminagdo artificial, cervical e laparoscopica,
com o sémen criopreservado nestas duas velocidades de resfriamento. As taxas de
prenhez obtidas foram de 13% (4/30) na IA cervical utilizando sémen congelado
em curva rapida, 0% (0/30) com sémen congelado em curva lenta. As fémeas
inseminadas por laparoscopia apresentaram taxas de prenhez de 60% (18/30) para
sémen congelado em curva rapida e 40% (12/29) para sémen congelado em curva
lenta.

De Lima et al. (2010), desenvolveram experimento para avaliar a influéncia
de quatro sistemas de refrigeragdo sobre a qualidade do sémen ovino
criopreservado, que consistem em: refrigerador domestico, sem a utilizagdo de
bolsas com agua em cima das palhetas (RS), refrigerador doméstico com bolsas de
agua em cima das palhetas (RC), balcdo refrigerado com sem bolsas de agua (BS),
e balcao refrigerado com bolsas de 4gua (BC). O sistema refrigerador sem bolsa de
agua apresentou taxa média de refrigeracdo de -1,4°C/min. O sistema refrigerador
com bolsa de agua -0,4°C/min. O sistema balcdo sem bolsa de dgua teve média de
-2,9°C/min, e o tratamento balcdo com bolsa de agua resultou em uma curva de
resfriamento de -0,45°C/min. Apds a descongelagdo do sémen, ndo foi observada
diferencas significativas nos padrdes de motilidade e vigor espermatico, e na
morfologia espermatica, sugerindo que as velocidades das curvas de resfriamento
de cada sistema proposto, ndo exerceram efeito no s€émen, apos o resfriamento.

Sanchez-Partida et al. (1999), avaliaram aditivos como a prolina e a glicina,
em diluentes a base de TRIS, para criopreservagdo de s€men ovino. Os resultados
mostram que o sémen congelado em diluente adicionado de prolina, teve 65,2% de
espermatozoides vivos, sendo 32,3% com acrossomo intacto, no poOs-
descongelamento. No grupo em que o sémen foi congelado com diluente mais

glicina, 66,4% dos espermatozoides estavam vivos, destes, 43,5% estavam com o
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acrossomo intacto ap6s o descongelamento. Estes resultados foram superiores aos
obtidos no grupo controle do experimento (congelado apenas com TRIS), que teve
43% de espermatozodides vivos, sendo 35,6% com o acrossomo intacto. Os indices
de fertilidade, obtidos da utilizacdo destes dois diluentes, nas inseminagdes
cervicais foram de 18,1% (8/44) para prolina e 11,6% (5/43) para glicina. Nas
inseminagdes por laparoscopia, as taxas de prenhez foram 43,2% (19/44) e 40%
(16/40) respectivamente. No grupo controle, o nimero de animais prenhez nas

inseminagdes cervicais foi de 20,9% (9/43), e por laparoscopia 66,6% (28/42).

2.2.5 Métodos de inducao e sincronizacao do estro

O sucesso dos programas de inseminagdo artificial é dependente da
disponibilidade de boas técnicas de controle e deteccdo do estro. Em geral, os
melhores resultados sdo obtidos quando a inseminagdo acontece antes da ovulagdo
(HOLT, 2000).

A possibilidade de induzir e/ou sincronizar o estro e a ovulagdo em um
grupo de fémeas tem como objetivo, auxiliar os programas de inseminagdo
artificial, facilitando o manejo e concentrando o periodo de pari¢do dos animais
(BRITT e ROCHE, 1988).

De Souza et al. (1995), realizaram um experimento para avaliar o momento
das ovulagdes em ovelhas Corriedale. Nas fémeas observadas em estro natural, 85%
(48/56) ovularam em periodo de 24 a 32 horas apos o seu inicio. Outra observagio
feita pelos pesquisadores, ¢ que a presenca do macho pode antecipar em até 8 horas
o momento da ovulacdo nas fémeas com estro induzido. No grupo que esteve na
presenga de machos vasectomizados, as ovula¢des ocorreram aproximadamente
65,2 horas apds a remogao dos dispositivos. No grupo que nao esteve sob influéncia
dos machos, as ovulagdes ocorreram 73,8 horas.

O efeito macho ¢ explicado pela acdo de feromdnios presentes na 13 e cera
que se acumulam ao redor dos olhos do carneiro. Pelo olfato e estimulos visuais
relacionados a presenga fisica do macho, ocorre a ativagdo do hipotalamo,
estimulando a liberacdo de LH pela hipofise anterior. Ocorre um aumento na
producdo e na quantidade de pulsos de LH, induzido o seu pico, levando a ovulagdo
e a formagdo de um corpo liteo, com a manifestacdo do estro entre 19 e 21 dias

depois da exposi¢do ao macho (FERRA e SERENO, 2006).
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O uso de dispositivos vaginais, impregnados com progesterona, associado a
aplicacdo de gonadotrofina corionica eqiiina (eCG) com dose entre 250 e 500 U,
no momento de sua retirada, permite induzir o estro com grande eficiéncia, ao
mesmo tempo que sincroniza a ovulacao (BICUDO et al., 2005).

A liberagdo da progesterona dos dispositivos ¢ indicada pela elevacao das
concentragcdes plasmaticas deste hormonio, € os valores normalmente encontrados
sdo ligeiramente inferiores aos determinados em ovelhas em diestro. A queda nos
niveis de progesterona ¢ muito mais rapida apds a retirada das esponjas do que
durante a lutedlise fisiologica do ciclo estral, onde as concentragcdes basais sdo
atingidas em 4 horas (HANK e COOPER, 1977; PEARCE ¢ ROBINSON, 1985).

Simonetti, Blanco e Gardon (2000), conduziram experimento para avaliar a
quantidade necessaria de acetato de medroxiprogesterona (MAP) para a
sincronizagdo do estro em ovinos, e a sua influéncia nas taxas de prenhez. No
experimento, os animais foram divididos em trés grupos: Grupo I (40 mg), grupo II
(50 mg) e grupo III (60 mg). Apds 14 dias, foi feita a retirada dos dispositivos e
analisada a quantidade real absorvida de horménio pelos animais. A quantificagdo
resultou: Grupo I (21,62 mg), grupo II (19,70 mg) e o grupo III (24,85 mg).
Posterior a isto, cada grupo foi analisado com relagdo a quantidade de animais que
entraram em estro apos a retirada dos dispositivos. No grupo 1, 79,27% (65/82) dos
animais mostraram estro, no grupo I, 77,42% (144/186) e o grupo III, 80,87%
(224/277), ndao havendo diferenca estatistica entre os grupos. Também ndo houve
diferenca estatistica com relagdo ao momento do inicio do estro, apos a retirada dos
dispositivos. Grupo I (55,94 horas), grupo II (56,74 horas) e grupo III (57,70 horas).
Alguns animais de cada grupo foram escolhidos aleatoriamente, e inseminados pela
via cervical com sémen fresco. No grupo I, a taxa de prenhez foi de 43,75% (7/16),
grupo II 52,94% (9/17) e o grupo III, 45,45% (5/11), ndo havendo diferenga
estatistica entre os grupos inseminados.

Salamon e Maxwell (2000) escrevem que o acetato de fluorogestona (AFE)
na concentracdo de 30 mg, rende taxas de prenhez maiores do que o MAP na
concentragao de 60 mg, e que o melhor momento para inseminacao seria entre 48hrs
e 65hrs apos a remogado dos dispositivos.

Os protocolos utilizados para inducdo/sincronizagdo do estro, normalmente
tém duracdo aproximada de 12 dias, podendo se estender por até 14 dias

(SALAMON ¢ MAXWELL, 2000). Bicudo ef al. (2003), avaliaram a capacidade de
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inducdo do estro de um protocolo de curta duragdo (6 dias), comparado aos
tradicionais. Foram utilizadas 60 fémeas da raca Suffolk, que receberam dispositivos
vaginais no dia 0 (D0). No quarto dia (D4), foi aplicado 100 pg de cloprostenol, e de
350 a 400 UI de eCG. Apos 48 horas (D6) os dispositivos foram retirados. Em outro
grupo de ovelhas foi empregado o protocolo tradicional, com 12 dias de implante, e
na remocdo foi feita a aplicacdo de 350 a 400 Ul de eCG. Os animais em estro
foram agrupados em 3 periodos de distribui¢@o: (< 30; 30 a 54 e 55 a 72 horas apds
remogdo dos implantes). No periodo compreendido entre 55 e 72 horas, foram
observados 100% de ocorréncia de estro no protocolo de curta duragdo, ¢ 88,5% de
estro no protocolo tradicional, concluindo que o protocolo proposto, foi eficaz na
inducdo/sincronizacdo do estro durante a estagdo reprodutiva, com a totalidade deles

se manifestando em até 72 horas apds a remog¢ao dos implantes.
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3 ARTIGO

EMPREGO DO SEMEN CRIOPRESERVADO E CAPACITADO IN VITRO
NA INSEMINACAO ARTIFICIAL INTRACERVICAL SUPERFICIAL EM
OVINOS

Carlos Alberto Brigoni ¢ Silva', Lis dos Santos Marquesz, Rafael Escobar Navarro?,

José Luiz Rodrigues’

RESUMO

A inseminagdo artificial intracervical superficial em ovinos é uma técnica simples,
de baixo custo e eficiente no emprego do sémen fresco. Por outro lado,
particularidades do aparelho reprodutivo da fémea ovina, a quantidade de células
espermaticas que sobrevivem ao pos-congelamento bem como a capacitacdo
precoce de espermatozodides durante o processo de criopreservagdo, dificultam o
emprego desta técnica com sémen criopreservado, fazendo-se necessaria a
deposicdo intrauterina, com auxilio da laparoscopia. Desconhece-se a eficiéncia da
inseminacdo artificial intracervical superficial em ovinos, empregando-se sémen
criopreservado e capacitado in vitro. O experimento foi realizado com objetivo de
determinar as taxas de prenhez com o sémen criopreservado e capacitado in vitro.
Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos: sémen fresco (SF); sémen
congelado cervical (SCC); sémen congelado laparoscopia (SCL); sémen congelado
capacitado cervical (SCCC); e sémen congelado capacitado laparoscopia (SCCL).
Todas as fémeas receberam doses inseminantes com concentracio de 200x10° sptz.
As inseminagdes ocorreram em um periodo de 52 a 60 horas apos a retirada dos
dispositivos de progesterona. Os diagnésticos de prenhez foram realizados com
auxilio da ultrassonografia 30 dias apo6s as inseminagdes. As taxas de prenhez
observadas foram: No grupo SF 42,30% (11/26), SCC 23,07% (6/26), SCL 54,16%
(13/24), SCCC 25,92% (7/27), SCCL 48,14% (13/27), ndo existindo diferenca

estatistica entre os grupos experimentais. O experimento realizado mostrou que ¢
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possivel obter prenhez, empregando sémen criopreservado e capacitado in vitro, na
inseminacao artificial pela via cervical em ovinos.
Palavras chaves: reproducao de ovinos, manipulacdo de sémen, diagnostico de

gestacio.

ABSTRACT

The superficial intracervical insemination in sheep is a simple, low cost and
efficient technique using fresh semen. Still, the particularities of the female tract, the
amount of sperm cells wich survive and the early capacitation during the
cryopreservation process, difficult the use of this technique with cryopreserved
semen, making it's necessary to intrauterine with the aid of laparoscopy. It's
unknown the efficiency of superficial intracervical insemination in ovine, using
cryopreserved and in vitro capacitated semen. The experiment was carried out with
the objective to determine the pregnancy rate of ewes inseminated with
cryopreserved and in vitro capacitated semen. The females were randomly
distributed among five experimental groups: fresh semen (SF), frozen semen
cervical (SCC), frozen semen laparoscopy (SCL), frozen semen in vitro capacitated
cervical (SCCC), frozen semen in vitro capacitated laparoscopy (SCCL). All females
received dosis with 200x10%sptz per insemination. The inseminations were
performed from 52 to 60 hours after the withdrawal of progesterone implants. The
pregnancy diagnosis was conducted by ultrasongraphy 30 days after inseminations.
The observed pregnancy rates was: SF 42,30% (11/26), SCC 23,07% (6/26), SCL
54,16% (13/24) SCCC 25,92%, SCCL 48,14% (13/27). Our experiment showed that
in sheep it's viable the superficial cervical artificial insemination using

cryopreserved and in vitro capacitated semen.

Keywords: sheep reproduction, semen handling, pregnancy diagnosis.
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INTRODUCAO

A inseminagdo artificial contribui como ferramenta para o avanco da
producdo animal, pois permite a disseminacdo e manutencdo de genes desejaveis
dentro de uma populacdo, através da multiplicacdo do potencial reprodutivo de um
macho provado (BAILEY, BILODEAU e CORMIER, 2000).

O processamento de sémen tem como objetivo preservar a capacidade
fecundante dos espermatozodides; seja por um periodo determinado, utilizando
diluidores especificos para manutengdo em refrigeragdo, ou por um periodo
indeterminado, através da utilizag@o da técnica de criopreservacao (OHASHI, 2001).

Salamon e Lightfoot (1967) obtiveram os primeiros nascimentos a partir da
utilizagdo do sémen ovino criopreservado. No entanto, ainda hoje as alteragdes
sofridas pelos espermatozoides durante o processo da criopreservacdo, aliadas as
dificuldades no transporte espermatico através da cérvix, constituem desafios para o
emprego eficiente em larga escala do sémen congelado.

Alguns fatores contribuem para reduzida viabilidade do sémen ovino
criopreservado, como a composicdo dos diluidores, a concentracdo dos
crioprotetores, resfriamento, congelamento e descongelamento, ¢ a qualidade do
ejaculado (SALAMON e MAXWELL, 1995a).

FAIR et al. (2005) destacam que, o local de deposicdo do sémen
criopreservado exerce influéncia sobre as taxas de fecundagdo. Essas observacdes
foram feitas através da coleta de embrides no dia 6 pds-inseminagdo artificial. As
taxas de fecundacdo ap6s a laparoscopia foram de 50% (31/62), superiores aos 19%
(34/203) obtidos com a inseminac¢ao artificial cervical.

Atualmente, o desafio ¢ identificar alternativas técnicas que permitam o
emprego eficiente, ¢ em larga escala, do sémen ovino criopreservado na
inseminacao intracervical superficial. Uma das alternativas para contornar a barreira
do transporte espermatico cervical ainda ndo testada ¢ o emprego do sémen
criopreservado capacitado in vitro.

No laboratério de Embriologia e Biotécnicas da Reproducdo, da Faculdade
de Veterinaria da UFRGS, Steigleder (2007) conduziu experimentos que revelaram
a viabilidade do emprego do sémen criopreservado e capacitado in vitro, na
inseminagdo artificial em ovinos por laparoscopia, obtendo 48,39% (15/31) de

prenhez.
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O objetivo deste experimento foi determinar as taxas de prenhez com o

sémen criopreservado e capacitado in vitro, na inseminacdo artificial intracervical.
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MATERIAL E METODOS

Local de realizacio do experimento

As inseminagdes foram realizadas em propriedades rurais dos municipios de
Viamao e Capivari do Sul, no Estado do Rio Grande do Sul, nos meses de fevereiro
e abril de 2011. A determinagdo da capacitagdo espermatica foi realizada no
Laboratério de Embriologia e Biotécnicas da Reproducdo da Faculdade de

Veterinaria, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Animais

No experimento foi utilizado um reprodutor Texel, e 130 fémeas (Texel e

sem raca definida).

Reagentes

Os componentes dos meios de dilui¢do para criopreservacdo do sémen,
inducdo e determinacdo da capacitagdo espermatica, utilizados no experimento,

foram da empresa Sigma-Aldrich®.

Coleta e criopreservacio do sémen

O sémen foi coletado com auxilio de vagina artificial, e utilizado somente os
ejaculados que apresentavam motilidade superior a 70% e vigor 3 (anexo 1).
Determinou-se a concentragdo espermatica, ¢ realizou-se a diluicdo do ejaculado
(200x10° sptz/0,5 mL), utilizando tris gema e glicerol, de acordo com formulagio de
Salamon e Maxwell (2000) (anexo 2). O sémen envasado foi mantido a temperatura
de 4°C por um periodo de 3 horas para estabilizagao.

Apb6s o processo de estabilizacdo, as palhetas foram colocadas em vapor de
nitrogénio por 20 minutos e posteriormente, imersas em nitrogénio liquido (anexo
2).

No laboratério foram realizadas andlises pods-descongelamento de

morfologia e concentracdo espermatica, motilidade e vigor pelo teste de termo-
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resisténcia rapido (TTR), de todas as partidas de s€émen produzidas, para garantir a

qualidade das doses empregadas nas inseminagdes (anexo 1).

Sincronizacao do estro

As fémeas foram sincronizadas através de um dispositivo intravaginal,
impregnado com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP), confeccionados
no laboratorio. Os dispositivos permaneceram por 11 dias e no momento da
remogdo, os animais receberam 200 Ul de gonadotrofina cordnica eqiiina (eCG -

Folligon®) pela via intramuscular.

Capacitacio espermatica in vitro

O sémen foi descongelado em banho-maria a 37°C por 60 segundos e
avaliado nas suas caracteristicas de motilidade e vigor. O conteudo das palhetas foi
colocado em eppendorf e centrifugado por 10 min a 1200 RPM. Os sobrenadantes
foram retirados, e aos pellets formados foram adicionados 250 pL ou 500 pL de
meio Fert-TALP HEPES modificado (anexo 3), levando em consideragdo a
inseminacdo intracervical ou intrauterina, respectivamente. Feita a adicdo do meio
capacitante, o sémen permaneceu em banho-maria por 20 min. antes do inicio das

inseminagdes, para que ocorresse a indugdo do processo de capacitagdo.

Inseminacio artificial

As fémeas foram divididas aleatoriamente nos cinco grupos experimentais ¢
colocadas em jejum hidrico e alimentar por 12 horas. As inseminagdes ocorreram
em um intervalo entre 52 ¢ 60 horas apos a retirada dos dispositivos vaginais. O
primeiro grupo inseminado, SF, foi submetido a inseminagao artificial intracervical
com sémen fresco. O grupo SCC foi inseminado via intracervical superficial com
sémen criopreservado. O grupo SCL foi inseminado por laparoscopia utilizando
sémen criopreservado.. O grupo SCCC foi inseminado via intracervical superficial,
utilizando sémen criopreservado e capacitado in vitro. O grupo SCCL foi

inseminado por laparoscopia, utilizando sémen criopreservado e capacitado in vitro.
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Nas inseminagdes intracervicais superficiais, as fémeas foram contidas e seu
posterior elevado, sendo o s€émen depositado com auxilio do espéculo vaginal. No
grupo SF, o s€men utilizado foi coletado no dia da inseminacdo, e diluido em tris-
gema, sendo o volume e a concentragio das doses utilizadas de 250 pL e 200x10°
sptz respectivamente. No grupo SCC, o sémen foi descongelado, centrifugado e o
pellet formado ressupenso no sobrenadante para atingir o volume de 250 pL. como
dose inseminante.

Para as inseminagdes por laparoscopia, os animais foram posicionados em
decubito dorsal sobre uma mesa cirargica, e posteriormente erguidos em um angulo
entre 45 e 60°, mantendo a cabega das fémeas voltada para o solo. Foi realizada uma
tricotomia nos animais que apresentassem excesso de 13 no local onde seriam feitas
as incisdes para o posicionamento dos trocateres. Para a assepsia do local, foi
utilizado alcool-iodado. Uma incisdo de aproximadamente 1 cm foi feita na regido
abdominal cranial do tbere e proxima a linha alba, permitindo a colocacdo de um
trocater com 5 mm de diametro, por onde foi introduzida a lente do laparoscopio.
Ap6s se insuflou CO, com a finalidade de distender a cavidade abdominal, criando
espaco para a manipulagdo e posicionamento dos cornos uterinos para a realizacdo
da IA. Foi feita uma segunda incisdo paralela a primeira, para a colocag¢do de outro
trocater, propiciando o acesso do aplicador com a dose inseminante. As fémeas
inseminadas nos grupos SCL e SCCL receberam uma dose inseminante de 250 pL

em cada corno uterino.

Determinacio da capacitacio espermatica

As analises da capacitacdo espermatica das partidas de sémen utilizadas nas
inseminagdes, foram realizadas através da técnica da coloragdo por clortetraciclina
(CTC), descrita por Perez et al. (1995) com modifica¢des (anexo 4). A primeira
determinagdo consistiu em descongelar uma dose de sémen, e quantificar o numero
de espermatozodides capacitados em decorréncia do processo de criopreservacdo. A
segunda determinagdo foi procedida para avaliar a capacitacdo induzida pela
centrifugacdo das amostras seminais. A dose de sémen foi descongelada e
centrifugada por 10 minutos a 1200 RPM, o sobrenadante retirado e o pellet

ressuspenso com sobrenadante até atingir o volume de 250 plL. A terceira
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determinagdo foi realizada para avaliar a capacitagdo induzida pelo meio Fert-
TALP.

Os procedimentos para execugdo da técnica de coloracdo por CTC (anexo 4)
foram realizados conforme descrito: Foi retirada de cada dose de sémen uma
amostra de 10 uL, que posteriormente foi diluida em 190 pL de PBS. Adicionou-se
a amostra diluida, 2 mL de polivinil-pirrolidona (PVP), e encaminhada para
centrifugacdo por 5 minutos a 2330 RPM. Descartou-se o sobrenadante, e ao pellet
formado foi adicionado 45 uL de solugdo de CTC (anexo 4). Apos 20 segundos, foi
feita a adigdo de 8 puL de paraformoldeido. As laminas para quantificar o nimero de
espermatozoides capacitados, foram confeccionadas pingando duas gotas de 10uL
cada. Sobre cada gota foi colocada uma laminula, e as suas bordas selados com
esmalte incolor. Em cada lamina foram avaliados 100 espermatozdides utilizando
microscopio de epifluorescéncia com filtro de excitagao de 458 nm.

A andlise do padriao de distribuicdo do CTC nos espermatozoides, para a
determina¢do da quantidade de espermatozoides ndo capacitados, e capacitados com
ou sem reacdo de acrossoma, foi realizada de acordo com o proposto por Curry
(2000) (anexo 4). Os espermatozoides que apresentaram uma distribuicdo do CTC
por toda a sua superficie foram considerados ndo capacitados. Espermatozdides que
apresentaram fluorescéncia na regido acrossomal com segmento post-acrossomal
ndo fluorescente, foram considerados capacitados e com acrossoma intacto.
Espermatozoides capacitados e com reagdo acrossomal, apresentaram fluorescéncia

na regido equatorial.
Diagnoéstico de prenhez

Os diagnodsticos de prenhez foram realizados aos 30 dias apos as
inseminagdes, utilizando um aparelho de ultrassonografia equipado com um
transdutor linear retal de 5 MHz.
Analise estatistica

As taxas, de capacitagdo nos diferentes tipos de processamento do sémen, e

de prenhez das fémeas inseminadas, foram analisadas através do teste de Qui-

quadrado.
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RESULTADOS

A capacitagdo espermatica avaliada imediatamente pds-descongelamento,
pos-centrifugacdo, e apos a inducdo com 250 e 500 pL de meio Fert-Talp,
apresentou diferenca estatistica entre os grupos apenas em relagdo ao ntimero de

espermatozodides capacitados e que ndo sofreram reacao acrossomica (Tabela 1).

Tabela 1: Avaliacdo da capacitacdo espermatica de amostras de sémen submetidas a
diferentes processamentos.

ESPERMATOZOIDES CAPACITADOS
VOLUME 2 OCESSAMENTO
(uL) TOTAL SEM REACAO COM REACAO
N % N % N %
500 Descongelado 373 33,91 285 25,917 88 8,00°
250 Centrifugado 446 40,55 365 33,18° 81 7,36
250 Fert-TALP 972 88,36 890 80,90° 82 7,45
500 Fert-TALP 988 89,92 902 82,00° 86 7,82°

Letras diferentes indicam diferengas estatisticas (p< 0,008)

Os dados da Tabela 2 mostram que as taxas de prenhez nos grupos
experimentais, apds as inseminagdes artificiais com sémen submetido ou ndo a

capacitagdo espermatica foram semelhantes, ¢ variaram de 23,07% a 54,16%.

Tabela 2: Determinagdo das taxas de prenhez aos 30 dias, nos grupos submetidos ou ndo
a capacitacdo espermatica pré-inseminagao.

GRUPO SEMEN LA. PRENHEZ

Local % (N/TA)
SF Nao capacitado Fresco Intracervical 42,30 (11/26)
SCC Naio capacitado Congelado Intracervical 23,07 (06/26)
SCL Nao capacitado Congelado Laparoscopia 54,16 (13/24)
SCCC Capacitado Congelado Intracervical 25,92 (07/27)
SCCL Capacitado Congelado Laparoscopia 48,14 (13/27)

DISCUSSAO

Salamon e Lightfoot (1967), ha mais de 40 anos relataram os primeiros
nascimentos de cordeiros, produtos da inseminagao artificial com sémen congelado,
e até hoje esta técnica ndo alcangou eficiéncia para o seu emprego em larga escala.

Autores como King et al. (2004), Fair et al. (2007), Paulenz, Adnoy e Soderquist
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(2007), testaram alternativas com o objetivo de buscar, de maneira eficiente, o
emprego do sémen criopreservado, na inseminacao artificial cervical em ovinos.

Diferente dos autores acima citados acredita-se, que uma alternativa real
para facilitar o transporte espermatico através da cérvix, seria a indugdo prévia da
capacitagdo espermatica. Em nosso laboratorio, Steigleder (2007) mostrou a
viabilidade da inseminacdo artificial intrauterina com sé€men previamente
capacitado, através da laparoscopia.

Ao contrario dos indices de capacitagdo encontrados por Steigleder (2007)
no sémen descongelado (1,7% com acrossomo intacto e 2,8%, com reagdo
acrossomal), os indices observados no presente estudo foram superiores, com
25,91% de espermatozodides com acrossomo intacto, e 8% com reag@o acrossdmica.
O importante a destacar, ¢ que neste experimento, a capacitacdo espermatica
induzida pela criopreservagdo (33,91%) foi 7,5 vezes superior a encontrada por
Steigleder (2007).

Valores superiores aos aqui encontrados, para espermatozoides capacitados e
sem reacdo de acrossoma foram descritos por Rodrigues - Almeida et al. (2006),
que observando os efeitos da manutencdo do sémen a uma temperatura de 5°C, por
periodos de 6 horas e 24 horas, encontraram 42,5% e 44,5% respectivamente, de
espermatozodides capacitados com acrossoma intacto. Estes dados mostram que a
manutencdo dos espermatozoides em temperaturas de refrigeracdo, induz a
capacitagao.

Além do indice de capacitagdo induzido pela criopreservacdo, foram
acrescentadas observagdes a respeito do procedimento de centrifugacdo, na qual a
taxa de espermatozdides capacitados e com acrossomo intacto foi de 33,18%. Nao
ocorreram diferencas significativas nos indices de espermatozoides que sofreram
reacdo de acrossoma, nos diferentes tratamentos.

Provavelmente os indices de espermatozodides capacitados obtidos no
experimento, tanto no grupo avaliado imediatamente apos o descongelamento
quanto no grupo descongelado e submetido a centrifugacdo, se devem ao fato de que
os danos provocados pela criopreservagdo e manipulacdo, ndo estdo relacionados
apenas com a reduc¢do na motilidade, mas principalmente ao comprometimento
estrutural e bioquimico dos espermatozoides, o que pode interferir sobre os eventos
da capacitagdo (SANCHEZ-PARTIDA et al.,1999; SALAMON e MAXWELL,
2000; CORMIER e BAILEY , 2003; DOMINGUEZ et al., 2008).
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Na literatura sdo descritos dois métodos de separagdo espermatica, o
gradiente de percoll, e a migragdo ascendente (swim-up) (PARRISH, KROGENAES
e SUSKO-PARRISH, 1995). No experimento foi realizada apenas a centrifugacdo
dos espermatozodides, para que fosse retirada a maior quantidade possivel de diluidor
e liquido seminal presentes, e ao pellet de espermatozdides formado adicionou-se
meio Fert-TALP. In vitro, a capacitacdo espermdtica ¢ desencadeada a partir da
exposicdo dos espermatozodides a substancias indutoras, como a heparina, cafeina,
calcio ionoforo (A23187) (GRASA, CEBRIAN-PEREZ e MUINO-BLANCO,
2006). No experimento, foi acrescentado ao meio Fert-TALP, 5,76 pg/mL de
Heparina, 1,1 pg/mL de Hipotaurina e 0,183 pg/mL de Epinefrina. Estas
concentracdes foram idénticas as utilizada por Steigleder (2007) em seu
experimento.

Os volumes empregados para reconstituicido das doses inseminantes,
respeitaram os diferentes tipos de procedimentos de inseminagdo. Na avaliagdo da
capacitagdo espermatica em relagdo a quantidade de meio capacitante, os dados dos
grupos avaliados ndo apresentaram diferenca significativa. Quando da adig¢do de 250
uL de meio Fert-TALP modificado, se obteve 81,35% de espermatozdides
capacitados, sendo 80,90% com acrossoma intacto. A adi¢cdo de 500 pL induziu a
capacitacao em 89,92% dos espermatozoides, sendo 82% com acrossoma intacto.
Estes dados foram semelhantes aos descritos por Steigleder (2007), que obteve
88,6% de espermatozoides capacitados com a utilizacdo de meio capacitante.

Ferrari et al. (2000), avaliando dois meios para indugdo da capacitacdo de
espermatozoides ovino, publicaram resultados semelhantes aos obtidos neste
experimento, com relagdo ao niimero de espermatozoides capacitados e sem reagdo
acrossomal.. Um meio com alta concentragdo i6nica induziu a capacitacdo em
96.5% dos espermatozodides, sendo 80,2% com o acrossomo intacto. O outro meio,
composto por 20% de soro de ovelha em estro e 2,5 pg/mL de heparina, induziu a
capacitacao em 97,5% dos espermatozoides, sendo que 83,7% estavam com o
acrossomo intacto.

Observando os dados de prenhez da tabela 2, no grupo inseminado pela via
cervical com sémen fresco (SF), 42,30% (11/26) das fémeas estavam prenhez. Este
valor ¢ semelhante a taxa de prenhez obtida por Sanchez-Partida et al. (1999), 42%
(21/50), e por Simmonetti, Blanco e Gardon (2000) que testando concentracdes de

40 e 60 mg de acetato de medroxiprogesterona para sincronizagdo de estro,
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alcangaram resultados de prenhez nas inseminagdes cervicais com sémen fresco, de
43,75% (7/16) e 45,45% (5/11) respectivamente.

Moraes (2002) descreve taxas de 0 a 40% de prenhez na inseminagao
cervical com sémen congelado. Os 23,07% de prenhez observados no experimento,
apos a deposicdo do sémen congelado na cérvix, situam-se no intervalo de
percentuais referido pelo autor acima. Gil et al. (2003), testaram dois tipos de
diluentes e a profundidade de deposicdo do s€émen no canal cervical, ¢ também
alcangaram resultados de prenhez (21 e 26%), que situam-se no intervalo descrito
por Moraes (2002).

Das fémeas inseminadas por laparoscopia com sémen congelado, 54,16%
emprenharam, percentual semelhante aos descritos por Fair et al. (2005), 50%
(31/62), e por Steigleder (2007), 56,70% (17/30).

NEILD et al. (2005) escrevem que a célula espermatica uma vez capacitada,
a sua sobrevivéncia dentro do trato reprodutivo feminino ¢é reduzida. Porém, quando
analisamos a quantidade de espermatozodides induzidos a capacitacdo no laboratério
(tabela 1), e que teoricamente seria a mesma quantidade de espermatozoides
capacitados no momento das inseminacdes, aliado aos resultados das inseminagdes
pela via cervical e laparoscopica utilizando sémen criopreservado e previamente
capacitado (tabela 2), ha uma contrariedade na afirmacao feita pelo autor acima.

Os indices de prenhez obtidos nas inseminagdes alcangaram 25,92% (7/27)
nas inseminagoes pela via cervical (SCCC), e 48,14% (13/27) nas inseminagdes por
laparoscopia (SCCL). O resultado do grupo inseminado por laparoscopia corrobora
os dados alcangados por Steigleder (2007), que obteve em seu experimento 48,39%
(15/31) de prenhez empregando sémen criopreservado e capacitado in vitro.

As taxas de prenhez deste experimento, somadas as reportadas por Steigleder
(2007), comprovam a eficiéncia do emprego de espermatozdides previamente
capacitados em inseminagdes artificiais com o auxilio da laparoscopia.

Afirmagdes que poderiam explicar os resultados das inseminagdes dos
grupos experimentais discutidos até agora, sdo dadas por Barrios et al. (2000),
Moura et al. (2010) e Hunter et al. (2011). Proteinas presentes, tanto no plasma
seminal, quanto no trato reprodutivo de fémeas em estro, teriam como funcdes,
garantir a integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides, com isso

evitando uma capacitagcdo precoce, e a supressdo da motilidade espermatica, o que
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garantiria uma reserva energética necessaria para completar o processo de
capacitagdo e fecundar o oocito.
Nao estdo disponiveis na literatura, dados referentes ao emprego do s€émen

criopreservado e capacitado in vitro, na inseminagdo cervical superficial em ovinos.
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CONCLUSAO

O reduzido niimero de animais utilizados neste trabalho, ndo permitiu
comprovar estatisticamente a viabilidade do emprego do procedimento testado, nas
inseminagdes em larga escala. Porém o experimento mostrou que é possivel obter
prenhez utilizando sémen criopreservado e capacitado in vitro, na inseminacao
intracervical superficial em ovinos.

As taxas de prenhez obtidas no grupo inseminado com sémen criopreservado e
capacitado previamente, corroboram com os resultados obtidos por Steigleder
(2007), comprovando a viabilidade do emprego do sémen criopreservado e
capacitado in vitro, nas inseminagdes por laparoscopia.

Os resultados obtidos da andlise da determinacdo da capacitacdo espermatica,
nos diferentes tipos de processamento, mostram que além da criopreservagao, o tipo
de manipulagdo (centrifugacdo) que o s€émen sofre pode induzir a uma capacitagido
precoce dos espermatozdides, comprometendo sua sobrevivéncia no trato

reprodutivo feminino.
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4 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Levando-se em consideragdo as limitagdes do uso de sémen criopreservado
na inseminagdo artificial na espécie ovina, e a necessidade de procedimentos
especificos para deposicdo do sémen diretamente no tUtero, torna-se necessario a
busca por novos procedimentos que permitam transpor a barreira imposta pela
cérvix, permitindo a utilizagdo em larga escala do sémen criopreservado.

As questdes relacionadas aos fendmenos reprodutivos que ocorrem na
espécie ovina necessitam de mais esclarecimentos, o que continua sendo um desafio
para os especialistas em reproducao.

Para o futuro ¢ interessante, a realizagdo de experimentos capazes de
identificar diluentes que reduzam os danos causados pela criopreservagao,
aumentando a dura¢do dos espermatozoides no trato reprodutivo feminino.

Outro aspecto a considerar, seria quais os fendmenos que acontecem na
cérvix ovina, e que influenciam na sobrevivéncia dos espermatozoides.

O desenvolvimento de equipamentos praticos ao uso, € que permitam a
deposicdo do sémen via cervical causando o minimo de estresse o animal,

permitindo a difusdo do s€émen criopreservado nas inseminacdes em larga escala.
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TABELA REFERENTE AOS DADOS DAS COLETAS E CONGELACAO DE
SEMEN, E ANALISES POS-DESCONGELAMENTO.

% MOT/VIG.

N° MOT. | VOL. | CONC. N° MOT/VIG.| CONC. PAT. TTR
DATA | CARNEIRO | PARTIDA | SALTOS | VIGOR | mL EJAC. | DOSES DESC. 0,SmL ESP. (3hrs)
10/12/10 124 10.12 2 70/3 1,8 2,19X10° 19 60/4 205,50X10° 1,5 30/3
14/12/10 124 14.12 3 80/3 3,5 2,62X10° 45 60/4 194,25X10° 2 30/3
16/12/10 124 16.12 2 80/4 2 2,45X10° 25 60/4 204,00X10° 2 30/3
21/12/10 124 21.12 3 70/4 3 2,78X10° 41 50/3 198,00X10° 1,5 30/3
23/12/10 124 23.12 3 80/3 2,5 1,27X10° 16 50/3 206,45X10° 4 30/3
06/01/11 124 06.01 2 70/4 24 1,47X10° 18 50/4 193,50X10° 2,5 30/3
11/01/11 124 11.01 1 70/4 1 1,88X10° 10 50/3 203,25X10° 3 30/3
18/01/11 124 18.01 3 70/4 33 2,53X10° 42 50/3 201,25X10° 3 30/3
20/01/11 124 20.01 3 70/3 2,6 2,66X10° 35 60/4 202,00X10° 2,5 30/3
25/01/11 124 25.01 2 70/3 1,5 2,39X10° 18 60/4 198,45X10° 3,5 30/3
27/01/11 124 27.01 2 70/3 2 2,86X10° 29 50/3 205,45X10° 4 20/2
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ANEXO 2

PROTOCOLO COLETA — DILUICAO — CONGELACAO DE SEMEN OVINO

-TRIS (SALAMON & MAXWELL. 2000)

ETAPA 1: PREPARO DILUENTE (Preparo na véspera)
100 mL 200 mL

- TRIS (Tris-hidroxi-amino-etano) 3,63¢ 7,26 g

- Acido Citrico 1,99g 398¢g

- Glicose 0,50 g 1,00 g

- Estreptomicina 100 mg 200 mg
- Penicilina G 100,000 U.L 156 mg 312 mg
*Glicerol (5%) 5mL 10 mL
*Gema de ovo (15%) 15 mL 30 mL

- Agua Bidestilada q.s.p 73,624 mL 147,248 mL

* Adicionar somente no momento da dilui¢cdo
- pH: 6,8
- Osmolaridade: 325 mOM.

ETAPA 2: COLETA

- Preparo do microscopio, mesa aquecedora, laminas e laminulas.

- Lavagem, secagem, montagem da vagina artificial.

- Preparo do banho-maria a 30°C

- Conten¢do do manequim.

- Preparo da vagina artificial, tendo uma temperatura interna entre 42 e
44°C

- Levar camneiro até o manequim. No momento do salto ¢ feito o desvio
do pénis para penetragdo na vagina artificial.

- Retirada de amostras do sémen coletado para:



* Andlise de morfologia espermatica ¢ realizada adicionando em 1000
pL de solucdo de formol-citrato, 50 pL de sémen e analisando em

microscopio de contraste de fase contando 200 células.

* A analise de concentragdo do sémen ¢ realizada com uma diluicdo de
1:100. Adiciona-se 10 pL de sémen a 990 pL de solucdo de formol-
citrato, e a contagem dos espermatozoides ¢ feita em camara de

Neubauer.

* Motilidade e vigor, analisados de forma subjetiva em lamina e

laminula com uso de microscopio.

Colocar o sémen coletado em banho-maria a 30°C

ETAPA 3: DILUICAO E CONGELAMENTO

Dilui¢do por gotejamento até completar o volume total desejado. O
sémen e diluente devem estar a 30°C no momento da diluigdo.

Envase do sémen diluido em palhetas de 0,5 mL, utilizando 4lcool
polivinilico para lacrar as palhetas

Ap6s diluicdo e envase, estabilizar o s€émen a uma temperatura de 4°C
por 3 horas.

* A estabilizacdo ocorre colocando o sémen envasado e um
termOmetro com escala de 0-100°C, em um recipiente (foi utilizada
uma mamadeira de plastico). Este conjunto é colocado em um frasco
de vidro com éalcool em seu interior, de maneira que o volume de
alcool cubra por inteiro o recipiente do sémen. Este frasco de vidro ¢
colocado dentro de uma caixa de isopor, e adiciona-se agua até a
metade desta. Posterior, ¢ feita a adi¢do de cubos de gelo. A caixa ¢
fechada para evitar trocas de temperatura com o ambiente. Na tampa
ha um furo por onde passa o termdmetro, permitindo o controle da
temperatura, até atingir 4°C. O sémen permanece por 3 horas nesta

temperatura.

Passado o tempo de estabilizagdo, procede-se o pré-congelamento. Em
uma caixa de isopor, coloca-se nitrogénio liquido até atingir uma altura

de 5 cm aproximadamente. As palhetas sdo colocadas a uma altura de
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10 cm do nitrogénio, permanecendo em vapor de nitrogénio por 20
minutos. Passado este tempo, o congelamento ¢ feito mergulhando as

palhetas no nitrogénio liquido.
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ANEXO 3
Fert-TALP
REAGENTES CATALOGO mM 100 mL
NacCl S5886 113,93 665,8 mg
KCl P5405 3,21 23,9 mg
NaH,PO, S5010 2,90 3,5 mg
CaCl,.2H20 C7902 2,00 29,4 mg
- MgCl,.6H20 M2393 0,78 15,8 mg
3 [Lactato de Sdio L1375 10,00 142 oL
g Vermelho de Fenol P5530 0,03 1,0 mg
g Penicilamina P5125 3 mg/mL 0,30 mg
E NaHCO;~ S5761 2,50 21,0 mg
HEPES H6147 20,00 476,8 mg
Gentamicina G1264 50 pg/mL 5,0 mg
Piruvato de Sédio P4562 0,25 2,8 mg
Heparina H3149 1,0 U/mL 5,76 ng/mL
= | Hipotaurina H1384 10 uM 1,1 pg/mL
E Epinefrina E4250 1 uM 0,183 pg/mL
BSA 6 mg/mL

Preparo do Meio estoque:

- Pesar separadamente os componentes.

- Diluir os componentes em um copo de Becker com parte da agua total.
- Acertar o volume total com um baldo volumétrico.

- Deixar em agitador magnético por uma hora.

- Corrigir o pH em 7,36.

- Medir a osmolaridade (280-300 mOM)

- Filtrar e manter a 4°C.

Preparo para uso:

- Colocar em um copo de Becker, 10 mL de meio estoque

- Pesar 60 mg de BSA e adicionar ao meio, ndo provocando agitacao.

- Adicionar a gentamicina e o piruvato

- Colocar em banho Maria por uma hora.

- Apos dissolugdo do BSA, diluir aliquotas prontas de HHE para cada 2 mL de
meio.

- Equilibrar em banho-maria por 1 hora.
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ANEXO 4

PROTOCOLO DE COLORACAO POR CLORTETRACICLINA (CTC)

1 SOLUCAO TAMPAO CTC
240 mg TRIS

760 mg NaCl

Agua destilada q.s.p 100 mL
Filtrar com filtro de 0,22 um

2 SOLUCAO DE CTC (pH final 7,8)
2mg CTC
4,4 mg cisteina (L-cysteine hidrocloride monohydrate)

5 mL solugdo tampdo CTC aquecido a 37°C

3 COLORACAO

- Diluir em 190 pL de PBS, 10 puL de s€émen

- Adicionar 2 mL de uma solugédo 2% (w/v) de PVP em PBS.

- Centrifugar a amostra por 5 minutos a 2330 RPM.

- Remover o sobrenadante e ressuspender o pellet formado com 45ul. de meio
capacitante nas amostras que foram induzidas a capacitacdo. Nas amostras em que
nao houve indugdo da capacitagdo, substituir o meio capacitante por PBS.

- Adicionar 45puL da solugdo de CTC fresco (preparado no dia)

- Apo6s 20 segundos, adicionar 8 uL. de solugdo de paraformoldeido a 12,5% (w/v)
em 0,5M TRIS (pH 7,4).

- Colocar 1 gota de 10uL. da amostra corada entre 1amina e laminula.

- Selar com esmalte incolor

- Ler em epifluorescéncia com filtro 355-425 nm na linha de excitagdo com emissdo

de fluorescéncia em filtro RKP 455.
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INTERPRETACAO DOS ESPERMATOZOIDES

F: Todo amarelo (intensa fluorescéncia em toda a cabega), espermatozoides ndo
capacitados.

B: Capacitado e com acrossoma intacto (fluorescéncia na regido acrossomal).

AR: Capacitado com reagdo acrossomal (fluorescéncia na zona equatorial).
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