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RESUMO

INSEMINACAO ARTIFICIAL POR LAPAROSCOPIA EM OVINOS
UTILIZANDO ESPERMATOZOIDES DESCONGELADOS E CAPACITADOS
IN VITRO.

Dissertacao de Mestrado

Autor: Luiz Felipe Steigleder

Orientador: José Luiz Rodrigues

A técnica de inseminacgao artificial (IA) por laparoscopia em ovinos foi
utilizada pela primeira vez em 1982, o que tornou viavel a utilizagdo econémica
do sémen congelado nesta espécie. Os experimentos foram realizados com o
objetivo de determinar as taxas de prenhez de ovelhas inseminadas por
laparoscopia, utilizando 50 x 10° espermatozdides descongelados e
capacitados in vitro. No experimento 1, foi utilizado sémen de um reprodutor e
67 ovelhas com estros sincronizados, divididas aleatoriamente entre os grupos:
sémen congelado (SC¢) e sémen congelado capacitado in vitro (SCC4). As
ovelhas foram submetidas a IA, com 50x10° espermatozoides, 56 e 60 horas,
respectivamente, apos a retirada das esponjas impregnadas com progesterona.
No grupo SCC4, a taxa de prenhez foi de 48,39% (15/31) significativamente
superior a do grupo SC4 de 25% (9/36). No experimento 2, utilizou-se um
reprodutor e 100 ovelhas com os estros sincronizados, distribuidas
aleatoriamente entre trés grupos: sémen fresco (SF;), SC, e SCC,. Nos grupos
SF, e SC, as fémeas foram inseminadas com 100x10° espermatozoides e 56
horas apds a retirada da progesterona. No grupo das fémeas inseminadas com
espermatozoides capacitados in vitro, utilizou-se 50x10° espermatozéides e um
intervalo de 60 horas apds retirada da progesterona. As taxas de prenhez
diagnosticadas nos diferentes grupos experimentais foram: SF, 60,9% (25/41),
SC, 56,70% (17/30) e SCC,44,90% (13/29), ndo existindo diferenga estatistica

entre os grupos. Os experimentos realizados mostraram a viabilidade do



emprego, na espécie ovina, da IA por laparoscopia utilizando 50x10°
espermatozoides descongelados e capacitados in vitro.
Palavras chaves: ovino, inseminagao artificial, laparoscopia, sémen

congelado, in vitro, capacitagao.



ABSTRACT

LAPAROSCOPIC OVINE ARTIFICIAL INSEMINATION USING
FROZEN/THAWED IN VITRO CAPACITATED SPERMATOZOA

Master’s Dissertation

Author: Luiz Felipe Steigleder

Adviser: José Luiz Rodrigues

The ovine artificial insemination (Al) by laparoscopy was described the
first time in 1982, since this time frozen semen became a tool for use under field
conditions. Today one research goal is to achieve high preganancies rates after
Al using a reduced number of frozen/thawed spermatozoa per dosis. The
experiments were carried out with the objective to determine the pregnancy rate
of ewes inseminated by laparoscopy, using 50 x 10° thawed and in vitro
capacited spermatozoa. In the experiment 1 was used semen of one fertily ram
and 67 ewes with synchronized estrus. The females were randomly distributed
among two experimental groups: inseminated with frozen semen (SC1) or
frozen and in vitro capacitated semen (SCC1). The ewes were submitted to the
Al with 50x10° spermatozoa, 56 (SC1) or 60 (SCC1) hours, respectively, after
retreat of the intra vaginal device impregnated with progesterona. In the group
SCC1 the pregnancy rate was 48,39% (15/31) significantly different from the
25% (9/36) observed in the group SC1. In the experiment 2 was used one fertily
ram and 100 ewes with synchronized estrus, distributed randomly among three
groups: inseminated with fresh semen (SF2), 100 x 10° spermatozoa, SC2, 100
x 10° frozen spermatozoa and SCC2, 50 x 10° frozen and in vitro capacited
spermatozoa. The moment of the laparoscopic Al was the same as used in the
experiment 1: 56 (SF2 and SC2) or 60 (SCC2) hours, respectively, after retreat
of the intra vaginal device impregnated with progesterona. The observed
pregnancy rates were similar among the experimental groups: SF2 60,9%
(25/41), SC2 56,70% (17/30) and SCC2 44,90% (13/29). Our experiments
showed the ability of frozen/thawed and in vitro capacitated ovine spermatozoa

to in vivo fertilize and promote the development of pregancies. In conclusion, it
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is possible to use 50x10° frozen/thawed and in vitro capacited spermatozoa for
ovine laparoscopic Al.
Keywords: ovine, artificial insemination, laparoscopy, frozen semen, in

vitro, capacitation.



11

SUMARIO
L INTRODUGAO. ... .ot 12
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt en e n s 14
2.1 Inseminacao Artificial @M OVINOS..........covuiiiiiiiiiiice e 14
2.2 Capacitagao €SPErMALICA........uciiieeeieeeee et 17

3 ARTIGO
INSEMINACAO ARTIFICIAL POR LAPAROSCOPIA EM OVINOS
UTILIZANDO ESPERMATOZOIDES DESCONGELADOS E CAPACITADOS

IN VITRO . .t b e bbbt b e b et e et sbesbenbesbeebeaneas 20
RESUNMO ...ttt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e nnsnsssnnneneeeees 20
FY = 1S 3 ¥ N PP 21
INTRODUGAO. ...ttt sttt enesteete e e ennane e 22
MATERIAL E METODOS. ...ttt 23
ANIM@IS. ..ottt et e e e e e e e ee e e e e e et e e eeeeeaa e e aeenaaa e aaaaee 23
Coleta e Processamento do SEMEN.........ccccciiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 23
SiNCronizagao do EStro........ouvvveiiiiiee e 24
(07T oF=Ted1 7= Toz= To N T IR 1 1 {0 SRR 24
Determinagéo da CapacitaGao iN VItrO...........coueeviiiiiiiiiiiceeee e 25
INSEMINACA0 ArTIfiCiaAl.......ccoeeiii e 26
Diagnostico de GEStAGA0. ......ccoeeei i 26
ANAlise EstatiStiCa........ccooii e 26
{0 1= 14 1T 1 (o e U 27
EXPErIMENTO 2. ..o e e 27
RESULTADOS. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e s s e e e e e e aaaaaeaeeas 27
DISCUSSAOD......coo oottt e e e e e 29
(070N [03 16 1571 TSR 33
4 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS......coiieieeeeeeeeee e, 34
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ocvieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 35

ANEXOS ... 39



12

1 INTRODUCAO

A ovinocultura brasileira possui estados com importante numero de
animais, como Rio Grande do Sul, Bahia, Ceara, Piaui, Parana, Sdo Paulo e
Mato Grosso do Sul. No cenario mundial, referente a caprinos e ovinos, em
namero de animais, a China tem o maior rebanho do mundo, seguida, pela
ordem, por india, Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul, Reino Unido, Turquia
e Espanha.

O mercado nacional da ovinocultura e da caprinocultura encontra-se
aquecido e o consumidor, parte fundamental do processo, busca, cada vez
mais, por produtos e empresas que oferecam, acima de tudo, qualidade. Ja o
criador tem o desafio de incrementar seu negdcio, investindo em genética e
estando atento a todas as transformagdes do mercado que possam agregar
valor a sua criagao.

Isso pode ser creditado a um conjunto de fatores: a profissionalizag&o
das associacdes de criadores e dos préprios ovinocultores; a busca por
informagéo e tecnologia que contribuam em prol do desenvolvimento da
criacdo e os constantes investimentos em genética, nutricdo e sanidade que,
ao contrario do que muitos pensam, ndo podem ser encarados como custo.

A ovinocultura tem procurado aumentar a sua participacdo no
agronegocio brasileiro, pela maneira que ela esta crescendo em algumas
regides, como por exemplo, os estados do Nordeste.

A espécie ovina apresenta particularidades reprodutivas, sendo a
principal a sazonalidade, que possibilita, com o auxilio das técnicas de
sincronizacao de estros, realize trés partos em dois anos. Desde os primérdios
da utilizagao da IA, ao final do século XIX, o rebanho ovino vem destacando-se
no cenario mundial como um dos lideres no emprego desta biotécnica de
reprodugdo. De acordo com Bicudo, Sousa e Takada (2003) a inseminagao
artificial € dentre as biotécnicas de reproducdo a que proporciona com 0s
menores custos os maiores resultados nos programas de melhoramento
animal. A identificacdo de grupos de genes responsaveis por fendtipos
desejaveis, bem como a disseminagéo destas caracteristicas na descendéncia,

sao procedimentos que podem ser acelerados com a incorporagcdo adequada
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das biotécnicas de reprodugdo, como a I|A, aos diferentes sistemas de
producao animal. O elevado custo de manutencéo e execucao dos programas
de selecdo, para uma eficiente identificacdo e multiplicacdo de reprodutores,
exige hoje o emprego da inseminacdo com sémen congelado e de outras
biotécnicas como as relacionadas a transferéncia de embrides.

Lamentavelmente ao contrario da vaca e da cabra, a cérvix da ovelha
representa uma barreira, que impede a utilizagdo em larga escala da
inseminagao intrauterina via transcervical. Isto ndo se deve somente ao
tamanho fisico do canal e de um didmetro estreito do lumen (mesmo no estro),
mas devido também a existéncia de uma série excéntrica de quatro a oito anéis
em forma de funil (NAQVI, et al., 2005). A incorporagdo da utilizagdo do
laparoscopio na rotina da IA ovina (KILLEN e CAFFERY, 1982) permitiu a
transposicao da barreira cervical, com a deposicao do sémen diretamente na
cavidade uterina. Este procedimento proporcionou um incremento no emprego
do sémen congelado com taxas de prenhez compativeis com os custos
econdmicos da biotécnica (RODRIGUES et al., 1988). De acordo com Salamon
e Maxwell (1995), levando-se em consideragéo as caracteristicas do ejaculado
ovino, a exigéncia de doses inseminantes com elevada concentragédo € hoje um
dos fatores limitantes para uma efetiva multiplicagdo, através da inseminacao
artificial por laparoscopia com sémen criopreservado, do potencial reprodutivo
de carneiros considerados excepcionais.

A busca por procedimentos que viabilizem a redugao da concentragao
espermatica da dose inseminante, com a manutencdo das taxas de prenhez
economicamente viaveis, € atualmente um dos desafios que aguardam as
respostas da pesquisa cientifica. Uma alternativa ainda nao testada na procura
da reducao do numero de espermatozdides € a associagao do momento da |IA
por laparoscopia com o emprego de espermatozoides capacitados in vitro. Os
experimentos realizados tiveram por objetivo determinar as taxas de prenhez
de ovelhas inseminadas por laparoscopia com 50x10° espermatozdides

descongelados e previamente capacitados in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 |A em ovinos

No ambito da industria da produgdo animal a |IA é empregada para
acelerar a multiplicagado de gendtipos considerados superiores, maximizando o
uso de carneiros melhoradores e, ao mesmo tempo, € também um meio eficaz
de controle sanitario das doencgas sexualmente transmissiveis (EVANS e
MAXWELL, 1987).

De acordo com Dunn (1955) primeiro utilizou-se o sémen fresco
depositado na entrada da cérvix, que permitiu a obtencdo de taxas de prenhez
em torno dos 60%, que foram consideradas eficientes. A utilizacdo do sémen
fresco possibilitou 0 emprego de um reprodutor para um numero maior de
fémeas, do que usualmente é utilizado na monta natural, podendo inseminar
por via cervical em média 10 ovelhas por ejaculado. Como o ejaculado ovino
proporciona um pequeno numero de inseminagdes por conter um reduzido
volume, é prioridade a procura de alternativas para aumentar o numero de
doses inseminantes. A diluicido do sémen foi uma das solugdes utilizadas,
permitindo desta forma aumentar o numero de fémeas inseminadas.

Salamon, Maxwell e Firth (1979) observaram que a utilizagdo de sémen
diluido refrigerado além de aumentar o numero de doses inseminantes,
prolongou o tempo de viabilidade dos espermatozoéides, podendo desta forma
ser conservado por periodos mais extensos, possibilitando o transporte do
sémen entre propriedades e difundindo material genético. O sémen refrigerado
pode ser utilizado por um periodo maximo de 24 horas, sem que ocorram
perdas significativas na motilidade e vigor (COLAS e COUROT, 1976).
Robertson e Watson (1987) constataram uma redugcdo na motilidade
espermatica entre 24 e 48 horas de armazenamento e nido recomendaram o
emprego do sémen refrigerado depois de transcorrido um periodo de 24 horas.

Colas (1979) determinou a taxa de prenhez de 150 ovelhas inseminadas
utilizando sémen refrigerado ou congelado de cinco carneiros ile-de-france na
estacao reprodutiva. A |A foi realizada por via cervical e as taxas de prenhez
obtidas com sémen congelado, com uma concentragdo de 800 x 10° sptz/dose

(34,3%), foi inferior ao obtido com sémen fresco refrigerado com concentragéo
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de 500 x10° sptz/dose (60.9%). Milczewski et al. (2000) compararam a IA com
sémen refrigerado via cervical com a via laparoscépica e obtiveram como
resultados 21,74% (5/23) e 85,71% (18/21), respectivamente.

Bernardi (2005) destaca que o uso do sémen refrigerado tem vantagens
praticas e econdbmicas, o que o torna eficiente para o uso na rotina da IA a
campo. A autora enfatiza, entretanto, que apesar dos numerosos estudos sobre
diluentes, a dificuldade de preservagcdo adequada do sémen € ainda um
obstaculo para o uso extensivo do sémen refrigerado em programas do IA em
ovinos.

Halbert et al. (1990) tentaram desenvolver uma técnica de IA
transcervical utilizando sémen congelado. O problema encontrado pelos
autores e que até os dias atuais nao foi resolvido de forma satisfatéria é a
passagem completa da cérvix. De acordo com King et al. (2004) o numero de
experimentos em que a deposicdo uterina do sémen através da cérvix foi
conseguida é baixo, pois em somente 2% das ovelhas a penetragédo da cérvix é
completa. Kershaw et al. (2005) ressaltam que é necessario estudar a estrutura
anatbmica da cérvix da ovelha para ganhar uma compreensao de como um
procedimento de IA transcervical bem sucedido pode ser desenvolvido.

Naqvi et al. (2005) introduziram silicone na cérvix de cordeiras e de
ovelhas com a finalidade de molda-la. Os autores avaliaram em seu
experimento o comprimento (5,3+0,15 cm nas ovelhas e 3,8+0,12 cm nas
cordeiras) e o numero de anéis cervicais (3,410,22 nas ovelhas e 3,2+0,19 nas
cordeiras). O numero de anéis cervicais foi semelhante entre as cordeiras e as
ovelhas, mas por outro lado, a condicdo de fémea multipara das ovelhas, lhes
confere uma cérvix maior e com os anéis mais ondulados.

Em uma tentativa de aumentar as taxas de transposicéo cervical Barbas
et al. (2003) utilizaram uma associagado de misoprostol e sulfato de terbutalina
para promover dilatacdo cervical no momento da IA. A associagao
farmacoldgica foi testada primeiramente in vitro, avaliando a motilidade e vigor
dos espermatozéides, sendo de efeito indbcuo sobre a porcentagem de vivos e
moveis. As taxas de fecundagao (46,15% e o controle 65%). Destacando-se
que os autores observaram uma tendéncia a significancia (P=0,08) na taxa de

prenhez do grupo controle em relagéo ao grupo tratado.
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De acordo com Salamon e Maxwell (1995) as reduzidas taxas de
fertilidade obtidas com a IA cervical com sémen congelado sao atribuidas aos
danos que ocorrem nos espermatozoides durante o processo de congelamento
e descongelamento, tendo como resultado o comprometimento do transporte e
da viabilidade espermatica.

Atualmente para incrementar ganhos genéticos € aconselhavel o
emprego da IA, com sémen congelado. A disponibilidade de um procedimento
eficaz de |IA que utilize o sémen congelado é a chave que proporcionara a
difusdo da técnica nos programas de produgdao animal (DONOVAN et al.,
2004). O local de deposicao do sémen congelado é diretamente proporcional a
taxa de fecundagéo. Assim, quando se utiliza sémen congelado uma maior taxa
de fecundagdo é obtida com a IA por laparoscopia, em relacdo a IA
transcervical (WULSTER-RADCLIFFE e LEWIS, 2002; WULSTER-
RADCLIFFE, WANG e LEWIS, 2004) ou cervical (KING et al., 2004).

A A por laparoscopia foi utilizada primeiramente por Killen e Caffery
(1982). O uso do laparoscoépio tornou viavel a utilizagdo do sémen congelado,
proporcionando a obtencgao de taxas de prenhez satisfatérias (+ 60%). Ghalsasi
e Nimbkar (1996) concluiram que a técnica de IA intra-uterina por laparoscopia
pode ser utilizada com eficacia na espécie ovina. Em diferentes circunstancias
em que pode variar a época do ano, o método de sincronizagao do estro e a
preparacdo do sémen, constituindo-se esta técnica de IA em uma ferramenta
eficaz para a disseminagao de material genético superior. A IA por laparoscopia
com sémen fresco ou congelado é efetuada como rotina comercial em grandes
rebanhos ovinos na Australia. As técnicas atuais recomendam inseminar a
metade da dose total na regido média de cada corno uterino durante o
procedimento de laparoscopia (EVANS e MAXWELL,1987). Este procedimento
tem por base as observagdes de Killen e Caffery (1982), que relataram uma
maior taxa de prenhez para as ovelhas inseminadas em ambos os cornos
uterinos em comparagao com aquelas inseminadas em apenas em um corno.
Por outro lado, Perkins, Hill e Pedrana (1996) usaram uma técnica modificada
de IA por laparoscopia, onde depositavam, apos a visualizagdo da cavidade
abdominal, a dose total inseminante no corno uterino mais acessivel a
manipulacdo. As IA foram executadas sob circunstancias comerciais por um

operador experiente, sendo que a IA em um corno uterino nao se diferenciou
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estatisticamente da |IA nos dois cornos uterinos. Os autores relatam que a
dupla IA no mesmo corno uterino aumenta a probabilidade do apice da agulha
ser colocado de forma correta no lumen do corno uterino, para a adequada
deposicdo dos espermatozoides.

Outra variavel de fundamental importancia para o sucesso da IA em
ovinos € o momento em que o procedimento é realizado. Considerando-se a
técnica escolhida (transcervical ou laparoscopia), a diluigdo e o tipo de
conservagao do sémen pode-se determinar o melhor momento para proceder-
se a |IA das fémeas. McKusick et al. (1998) compararam as taxas de
nascimentos de cordeiros obtidas com a utilizagao da IA transcervical descrita
por pesquisadores canadenses (HALBERT et al., 1990) com a laparoscopia,
utilizando sémen congelado em dois intervalos de tempo entre a retirada da
progesterona e a IA (50-52 e 53-56 horas). O ejaculado foi diluido de maneira
que permitisse a crioconservacdo de doses com aproximadamente 110 x10°
sptz vivos e a realizacdo da IA com 65x10° sptz vivos apds o descongelamento
do sémen. Os resultados obtidos na comparacdo da I|A transcervical e
laparoscopica, apresentaram diferenca significativa, 20,7% (8/47) versus 43,9%
(33/74) respectivamente. A avaliagcdo dos diferentes intervalos de tempo,
revelou diferenga significativa, 22,0% (13/50) de partos nas |A realizadas entre
50-52 horas e 42,7% (24/63) de partos no intervalo das 53-56 horas. Os
autores concluiram que a utilizagdo da |IA por laparoscopia na avaliagao das
taxas de nascimento de cordeiros foi superior a obtida com a |IA transcervical.
O intervalo de 53 a 56 horas ap0s a retirada da progesterona para realizagéo

das |As foi mais eficiente.
2.2 Capacitagao espermatica

Em meados do século XX Chang (1951) e Austin (1951) relataram a
necessidade do espermatozdide ejaculado passar por transformagdes
fisioldgicas no trato genital feminino, que |he conferiam a habilidade de
fecundar o ovulo. Este processo de modificagdes ficou conhecido como
capacitacdo espermatica. Em termos gerais as etapas da capacitagao sdo as

seguintes: alteracdo da motilidade espermatica, fixagdo a zona pelucida, e a
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realizagcao da reacado acrossomal que caracteriza-se pela excitose do conteudo
acrossomal (YANAGIMACHI, 1994).

Os espermatozéides sdo impedidos de realizarem a capacitagdo pelas
secrecdes epididimarias e das glandulas anexas, durante o trajeto nas vias
genitais masculinas até o momento da ejaculagao. In vivo estas secre¢des sédo
eliminadas pelo transito dos espermatozoides através das vias genitais
femininas. A cérvix funciona como um filtro nas espécies de ejaculagao vaginal,
como nos ruminantes, ou por mecanismos de reabsor¢cdo nas espécies de
ejaculacgao intra-uterina, como nos equinos, suinos e caninos. In vitro pode-se
obter a eliminagdo do plasma seminal por centrifugacdo ou pela migracao
ascendente (swim-up) dos espermatozoides (THIBAULT, 2001).

As alteragdes espermaticas que caracterizam a capacitacdo ocorrem
somente no utero e salpinge, os espermatozdides depositados na cavidade
peritoneal ndo conseguem alcangar a capacitagao. Trés processos bioquimicos
sdo responsaveis pelas modificagbes espermaticas: 1) a retirada das proteinas
presentes na membrana plasmatica do espermatozoide pelos
glicosaminoglicanos, que estao presentes nas secregbes das vias genitais
femininas; 2) retirada do colesterol livre pela albumina e pela lipoproteina HDL
e 3) reorganizagdo das cadeias oligosacaridicas das proteinas internas da
membrana plasmatica, que permitem o influxo de Ca*2. Estas alteracdes das
membranas possibilitam ao espermatozoide, através de receptores especificos
a fixacdo a proteina ZP3 da zona pelucida (ZP). Ao mesmo tempo aumenta a
permeabilidade ao Ca*?, facilitando mais ainda o movimento das proteinas
contidas nas membranas espermaticas. Neste periodo o espermatozdide torna-
se hiperativo, perdendo praticamente o movimento progressivo em favor do
movimento circular. A cascata de eventos que induz a hiperatividade
espermatica pode ser caracterizada pelas seguintes etapas: perda de
colesterol, influxo de Ca*?, elevagdo do AMPc e a fosforilacdo das proteinas do
flagelo espermatico. Apds passar por estas modificagcbes o espermatozdide
esta apto a fixar-se a zona pelucida através da enzima galactosil-transferase
(Gal-T), que se liga a cadeia oligossacaridea da ZP3. Neste momento o
espermatozoide encontra-se preparado para realizar a reagdo acrossOmica
(RA), que com a estimulagdo de um receptor espermatico da ZP3 ainda hoje

nao caracterizado, desencadeia a exocitose do conteudo acrossdémico,
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caracterizando a RA. Apds a ocorréncia da RA o espermatozoide realiza uma
segunda fixagdo a zona pelucida, desta feita a ZP2, que proporciona
estabilidade na wunido do espermatozoide desprovido da membrana
acrossémica com a zona pelucida (BREITBART, 2002).

De acordo com Breitbart, Rubinstein e Lax (1997) a presenca de
concentragdes micromolares de espermina estimula a RA, o que € inibido pela
presenca de concentragdes milimolares. A espermina € um constituinte
fisiologico do plasma seminal que regula a exocitose acrossomal através da
modulagdo do Ca*? intracelular e da atividade fosfolipase C. A espermina liga-
se aos espermatozoides através de ligacdes eletrostaticas (RUBINSTEIN e
BREITBART, 1991). Espécies que possuem concentragdes milimolares de
espermina no plasma seminal incorporam rapidamente estas substancias aos
espermatozoides decorrentes a ejaculagdo inibindo temporariamente a
capacitagcao espermatica. A reducédo da concentragcéo de esperminas durante o
transito dos espermatozoides no trato genital feminino aliado a presencga de
heparina, faz com que de forma progressiva ocorram os fendmenos de
capacitagcao espermatica (PARRISH et al., 1988)

Nos mamiferos a passagem do espermatozoide através da ZP deixa um
rastro obliquo, de facil identificagdo pelas suas nitidas bordas, que sugere uma
penetracdo mecanica, ao invés de uma digestdo enzimatica, como acontece
em outros vertebrados. Apdés a RA uma pequena quantidade das enzimas
acrossOmicas permanecem ligadas a membrana interna, que podem facilitar a
passagem do espermatozoide, modificando o ambiente. Provavelmente isto
acontece através da acdo da hialuronidase que dissocia o acido hialurbnico
que ocupa as malhas moleculares da ZP e também pela ruptura das pontes

ZP2-ZP3 pela acdo da 6- N-acetilglicosaminidase e da acrosina (LIN et al.,

1994).
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3. ARTIGO

INSEMINACAO ARTIFICIAL POR LAPAROSCOPIA EM OVINOS
UTILIZANDO ESPERMATOZOIDES DESCONGELADOS E CAPACITADOS

in vitro.

Luiz Felipe Steigleder’, Marcio Scherer Aguinsky?, Felipe Ledur Ongaratto?,

Natalia Schmidt Arruda?, Daniela Scherer da Silva®, José Luiz Rodrigues®
RESUMO

A técnica de inseminacgao artificial (IA) por laparoscopia em ovinos foi
utilizada pela primeira vez em 1982, o que tornou viavel a utilizagdao econébmica
de sémen congelado nesta espécie. Os experimentos foram realizados com o
objetivo de determinar as taxas de prenhez de ovelhas inseminadas por
laparoscopia, utilizando 50 x 10° espermatozdides descongelados e
capacitados in vitro. No experimento 1, foi utilizado sémen de um reprodutor e
67 ovelhas com estros sincronizados, divididas aleatoriamente entre os grupos:
sémen congelado (SC¢) e sémen congelado capacitado in vitro (SCC1). As
ovelhas foram submetidas a IA, com 50x10° espermatozoides, 56 e 60 horas,
respectivamente, apos a retirada das esponjas impregnadas com progesterona.
No grupo SCC4 a taxa de prenhez foi de 48,39% (15/31) significativamente
superior ao observado no grupo SC1de 25% (9/36). No experimento 2, utilizou-
se um reprodutor e 100 ovelhas com os estros sincronizados, distribuidas
aleatoriamente entre trés grupos: sémen fresco (SF;), SC, e SCC,. Nos grupos
SF, e SC; as fémeas foram inseminadas com 100x10° espermatozdides e 56
horas apds a retirada da progesterona. No grupo das fémeas inseminadas com
espermatozoides capacitados in vitro utilizou-se 50x10° espermatozdides e um
intervalo de 60 horas apds retirada da progesterona. As taxas de prenhez
diagnosticadas nos diferentes grupos experimentais foram: SF; 60,9% (25/41),
SC256,70% (17/30) e SCC, 44,90% (13/29), ndo existindo diferenga estatistica

! Programa de Pés Graduagao em Ciéncias Veterinarias-UFRGS.

2 Graduagao em Medicina Veterinaria —-UFRGS.

® Médica Veterinaria, MSc.

* PhD Professor Titular Departamento de Patologia Veterinaria — FAVET-UFRGS.
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entre os grupos. Os experimentos realizados mostraram a viabilidade do
emprego, na espécie ovina da IA por laparoscopia utilizando 50x10°
espermatozoides descongelados e capacitados in vitro.

Palavras chaves: ovino, inseminacao artificial, laparoscopia, sémen

congelado, in vitro, capacitagao.

ABSTRACT

The ovine artificial insemination (Al) by laparoscopy was described the
first time in 1982, since this time frozen semen became a tool for use under field
conditions. Today one research goal is to achieve high preganancies rates after
Al using a reduced number of frozen/thawed spermatozoa per dosis. The
experiments were carried out with the objective to determine the pregnancy rate
of ewes inseminated by laparoscopy, using 50 x 10° thawed and in vitro
capacited spermatozoa. In the experiment 1 was used semen of one fertily ram
and 67 ewes with synchronized estrus. The females were randomly distributed
among two experimental groups: inseminated with frozen semen (SC1) or
frozen and in vitro capacitated semen (SCC1). The ewes were submitted to the
Al with 50x10° spermatozoa, 56 (SC1) or 60 (SCC1) hours, respectively, after
retreat of the intra vaginal device impregnated with progesterona. In the group
SCC1 the pregnancy rate was 48,39% (15/31) significantly different from the
25% (9/36) observed in the group SC1. In the experiment 2 was used one fertily
ram and 100 ewes with synchronized estrus, distributed randomly among three
groups: inseminated with fresh semen (SF2), 100 x 10° spermatozoa, SC2, 100
x 10° frozen spermatozoa and SCC2, 50 x 10° frozen and in vitro capacited
spermatozoa. The moment of the laparoscopic Al was the same as used in the
experiment 1: 56 (SF2 and SC2) or 60 (SCC2) hours, respectively, after retreat
of the intra vaginal device impregnated with progesterona. The observed
pregnancy rates were similar among the experimental groups: SF2 60,9%
(25/41), SC2 56,70% (17/30) and SCC2 44,90% (13/29). Our experiments
showed the ability of frozen/thawed and in vitro capacitated ovine spermatozoa

to in vivo fertilize and promote the development of pregancies. In conclusion, it
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is possible to use 50x10° frozen/thawed and in vitro capacited spermatozoa for
ovine laparoscopic Al.
Keywords: ovine, artificial insemination, laparoscopy, frozen semen, in

vitro, capacitation.

INTRODUCAO

A IA em ovinos encontrou alternativas para o emprego do sémen
congelado, através da utilizagdo da laparoscopia com a deposigao direta dos
espermatozoides no corno uterino (KILLEN e CAFFERY, 1982). A principal
barreira transposta com o auxilio da laparoscopia foi a anatomia da cérvix, que
na espécie ovina impede a deposicao eficiente dos espermatozoides na
cavidade uterina (NAQVI et al., 2005). Lamentavelmente ao contrario da vaca e
da cabra, a cérvix da ovelha representa uma barreira, que impede a utilizacao
em larga escala da inseminacgao intrauterina via transcervical. Isto ndo se deve
somente ao tamanho fisico do canal e de um didmetro estreito do lumen
(mesmo no estro), mas devido também a existéncia de uma série excéntrica de
quatro a oito anéis em forma de funil (NAQVI et al., 2005). Outro problema
resolvido com o auxilio da laparoscopia foi a falha no transporte espermatico,
que ocasiona a perda dos espermatozoides durante o trajeto no trato genital
feminino até o local da fecundagao (HAWK e CONLEY, 1975).

O desenvolvimento das técnicas de producédo in vitro de embrides em
diferentes espécies mamiferas permitiu que procedimentos adequados para a
indugdo da capacitacdo espermatica fossem descritos e utilizados com
eficiéncia nos modelos in vitro (BAVISTER, 2002). De acordo com Salamon e
Maxwell (1995), levando-se em consideracdo as caracteristicas do ejaculado
ovino, a exigéncia de doses inseminantes com elevada concentragao ainda é
hoje um dos fatores limitantes para uma efetiva multiplicacdo do potencial
reprodutivo de carneiros considerados alto valor zootécnico.

A busca por procedimentos que viabilizem a redugdao da concentragao
espermatica da dose inseminante, com a manutencdo de taxas de prenhez

economicamente viaveis, € atualmente um dos desafios que aguardam as
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respostas da pesquisa cientifica. Uma alternativa ainda nao testada na procura
da redugao do numero de espermatozdides € a associagao do momento da |IA
por laparoscopia com o emprego de espermatozdides descongelados e
capacitados in vitro. Os experimentos realizados tiveram por objetivo
determinar as taxas de prenhez de ovelhas inseminadas por laparoscopia com

50x10° espermatozoides descongelados e capacitados in vitro.

MATERIAL E METODOS

Animais

Nos experimentos foram utilizados dois reprodutores com idades de 5
anos da raca Lacaune Lait, aptos a reproducéo (anexos 1 e 2). As fémeas
utilizadas no experimento 1 eram sem raga definida (SRD), com idades entre 2
a 6 anos e peso de 55+10 Kg. No experimento 2, os animais eram meio sangue

Lacaune Lait, com peso de 50+15 Kg e idades entre 2 a 5 anos.

Coleta e Processamento do Sémen

Apds a coleta do sémen com auxilio da vagina artificial, os
espermatozoides foram avaliados quanto a motilidade e vigor, sendo
descartados os ejaculados que apresentavam motilidade inferior a 80% e vigor
menor que 3 (escala 1 a 5). O diluidor utilizado, a base de TRIS -gema e
glicerol, foi preparado conforme descreveram Salamon e Lightfoot (1967),
sendo feita uma primeira diluicao na proporgéo de 1:1 (v/v), a 30°C. Depois de
realizada a determinagao da concentragao espermatica a suspensao foi diluida
em duas concentracdes; 100x10° e 50x10° espermatozoides/ 0,25mL. O sémen
diluido foi colocado a 4°C, por um periodo de resfriamento de 2 horas e 30

minutos, e o tempo de estabilizagdo de 30 minutos a 4°C. Passado o tempo, o
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sémen foi acondicionado em palhetas de 0,25mL IMV®° devidamente
identificadas. A congelagcao das amostras foi realizada em vapor de nitrogénio
liquido a uma temperatura de -80°C, medida com o auxilio de um termémetro,
por um periodo de 8 minutos, finalizado o processo, as palhetas foram imersas

em nitrogénio liquido (-196°C) e acondicionadas em um botijao criogénico.

Sincronizagéo do Estro

As ovelhas foram sincronizadas utilizando um dispositivo intravaginal
(esponja) impregnado com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona® (MAP).
Os dispositivos permaneciam nas ovelhas por 14 dias e no dia da retirada das
esponjas os animais foram tratados com 385Ul de gonadotrofina coribnica

eqiiina’ (eCG) por via intramuscular.

Capacitacao in vitro

A palheta com o sémen foi descongelada em banho-maria a 37°C por 30
segundos, sendo imediatamente avaliados a motilidade e o vigor da amostra.
Os espermatozoides foram separados pela técnica de migragdo ascendente
(swim-up) modificada descrita por Parrish e Foote (1987). O conteudo da
palheta foi esvaziado no fundo de um tubo cénico Falcon de 15mL que ja
continha 1mL de Sperm-TALP modificado (anexo 3) previamente aquecido em
banho-maria a 37°C e mantido nesta temperatura por 1 hora. Apds este
periodo retirou-se 850uL do sobrenadante, que foi transferido para outro tubo
cbnico, que foi submetido a centrifugagao por 10 minutos a 1700 rpm. Ao final
da centrifugacao o pellet foi transferido para um eppendorf que continha 100uL
de meio Fert-TALP modificado (anexo 4). Esta solugdo com os
espermatozoides foi mantida em repouso por pelo menos 20 minutos até a

execucao das IAs.

® Palhetas — Franca.
® Genix Industria Farmacéutica LTDA.
4 Folligon®, Intervet International B.V — Holanda.
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Determinacao da Capacitacao in vitro

Para avaliar a capacitacdo espermatica in vitro foi utilizada a técnica da
clortetraciclina (CTC), descrita por Pérez et al. (1996) modificada (anexo 5). Em
cada experimento utilizaram-se trés palhetas de 0,25mL sendo o conteudo de
cada palheta dividido em dois grupos: sémen congelado capacitado (SCCq e
SCC;) e sémen congelado nao capacitado (SCNC4 e SCNC,). Para cada grupo

foram confeccionadas trés laminas por rotina, totalizando nove laminas por
grupo.

Os espermatozoides foram selecionados pela técnica de swim-up
conforme descrito anteriormente. Para a determinagdo da capacitagdo foram
retirados 190uL da suspensao contendo espermatozoides em meio Fert-TALP
modificado (anexo 4). Adicionou-se 10uL de Hoechst a esta solugao, que foi
incubada a 37°C por dois minutos. Apds este periodo adicionou-se 2mL de
polivinil-pirrolidona (PVP) a suspencgado, que foi submetida a centrifugacao
(2330 rpm por 5 minutos). O sobrenadante foi descartado e ao pellet formado
foi adicionado a solucdo de CTC, sendo posteriormente confeccionadas as

[aminas.

A interpretacdo da coloragcdo dos espermatozoides foi realizada de
acordo com a classificagdo descrita por Rathi et al. (2001) com modificagdes,
identificando-se trés estagios da capacitacdo espermatica in vitro: 1)
espermatozoide nao capacitado: a cabeca inteira do espermatozoide aparece
fluorescente e brilhante, com ou sem uma faixa equatorial mais brilhante; 2)
espermatozoide capacitado com acrossoma-intacto: a regido acrossomal do
espermatozoide, a cabega, apresenta fluorescéncia brilhante, com segmento
post-acrossomal nao fluorescente; 3) espermatozdides capacitados com
reagcdo do acrossoma: a regido acrossomal ndo apresenta fluorescéncia e o
segmento post-acrossomal € fluorescente.

Para analise da coloracdo, em cada lamina foram avaliados 100
espermatozoides utilizando microscopio® de epifluorescéncia com filtro de

excitagao de 458 nm.

® Axiovet 135, Zeiss, Germany.
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Inseminacéo Artificial

Os animais foram submetidos a um jejum hidrico e alimentar de 12 horas antes do inicio das inseminagoes.
As ovelhas foram colocadas em decubito dorsal e contidas em uma mesa cirdrgica em um angulo de 45 a 60° de
cabeca para baixo. Apds realizou-se a antissepsia do abdémen com uma solugéo de alcool-iodado e incisou-se a
regido abdominal, aproximadamente 7cm anterior ao Ubere e 5 cm lateralmente a linha média (anexo 06). A incisdo de
1cm, tamanho suficiente para introduzir-se o trocater (J5mm), por onde é introduzida a lente do Iaparoscépiog, primeiro
para verificar-se a correta posicédo do trocater na cavidade abdominal, livre das dobras do grande omento.
Imediatamente apods se insuflou diéxido de carbono (CO,), com a finalidade de distender a cavidade abdominal para
criar um espago adequado a manipulagéo dos cornos uterinos requerida pela IA. Em seguida uma segunda incisao foi
realizada em situagéo paralela a primeira, para permitir a colocagao de outro trocater, que proporciona acesso ao
aplicador contendo a dose inseminante. A IA propriamente dita foi realizada com o auxilio do aplicadorm depositando-

se a 125 pL, metade da dose, na regido média de cada corno uterino.

Diagnéstico de Gestagéo

O diagndstico de gestacéao foi realizado 30 dias apds a IA, com auxilio
de um aparelho de uItrasonografia11 equipado com um transdutor linear de 5
MHz.

Andalise Estatistica

As taxas de capacitacdo espermatica foram analisadas pelo teste de
Qui-Quadrado, utilizando-se a tabela de contingéncia com nivel de significancia
de 0,1%. Os dados relativos as prenhezes obtidas foram analisados pelo teste
de Qui-Quadrado, utilizando-se a tabela de contingéncia com nivel de

significancia de 5%.

Experimento 1

® Hopkins 30°, Storz, Germany.
10 ASPIC®,IMV, France
" Pie Medical, Scanner 480.
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Neste experimento foi utilizado o sémen de um reprodutor e 67 ovelhas
dividas de forma aleatdria entre os dois grupos: sémen congelado (SC+) e
sémen congelado capacitado (SCC4). O tempo entre a retirada da
progesterona, aplicagado do eCG e a inseminagao foi de 56 no grupo SC1 e 60

horas no grupo SCC;.

Experimento 2

Utilizou-se um reprodutor e 100 ovelhas, distribuidas aleatoriamente
entre trés grupos: grupo sémen fresco (SF;), grupo sémen congelado (SC,) e
grupo sémen congelado capacitado (SCC;). Nos grupos SF; e SC, as fémeas
foram inseminadas com 100x10° espermatozoides 56 horas apos a retirada da
progesterona. No grupo das fémeas inseminadas com espermatozoides
capacitados in vitro utilizou-se 50x10° espermatozdides e um intervalo de 60

horas apos a retirada da progesterona.

RESULTADOS

Experimento 1

A Tabela 1 contém os dados da avaliagao de 900 espermatozdides em
cada grupo, em trés repeti¢cdes, sendo estes classificados em: ndo capacitado,
capacitado com acrossoma intacto e capacitado com reacdo acrossomal. Os
resultados mostraram que no grupo SCNC; onde os espermatozoides nao
foram submetidos a capacitacdo, somente 4,5% dos espermatozoides estavam
capacitados no momento da IA. Por outro lado no grupo SCC;, apds a indugéo
da capacitagao in vitro, 86,8% dos espermatozdides foram identificados como

capacitados e destes 47% haviam realizado a RA até o momento da IA.

Tabela 1. Determinagéo da capacitagao espermatica (experimento 1).
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Capacitado
Nao com acrossoma com reagao
Grupos SPTZ capacitado intacto acrossomal
N N % N % N %
SCNC; 900 860° 95,5 15° 1,7 25° 2,8
SCC; 900  119° 132 358° 39,8 423° 47,0

Letras diferentes na coluna representam diferenga significativa (P<0,001).

A Tabela 2 revela que se utilizando uma dose inseminante de 50 x 106, a
IA com espermatozoéides capacitados in vitro foi mais eficiente levando-se em
consideragdo o numero de prenheses, 48,39% (15/31) comparado aos 25%
(9/36) de prenhez observado no grupo inseminado com espermatozoides nao

capacitados.

Tabela 2. Taxa de prenhez de ovelhas com estro sincronizado e inseminadas
com sémen descongelado e capacitado in vitro (experimento 1).

Concentracgao Ovelhas
Grupos espermatica/dose Prenhez
inseminante N N %
SC; 50 x 10° 36 9@ 25,00
SCC; 50 x 10° 31 15° 48,39

Letras diferentes na coluna representam diferenca significativa (P<0,05).

Experimento 2

Os resultados da Tabela 3 corroboraram as observacbes do
experimento 1. No grupo SCNC; apenas 4,1% dos espermatozdides estavam
capacitados no momento da IA, ao contrario dos 88,6% capacitados, com 45%
de reagao acrossdémica observados no grupo SCC.,.

Tabela 3. Taxa de capacitacdo espermatica (experimento 2).

Capacitado
Nao com acrossoma com reagao
Grupos SPTZ capacitado intacto acrossomal
N N % N % N %

SCNC; 900 863° 95,9 25° 2,8 122 1,3
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SCC, 900  103° 11,4 392° 43,6 405° 45,0

Letras diferentes na coluna representam diferenga significativa (P<0,001).

A Tabela 4 mostra as taxas de prenhez obtidas com a utilizagdo de
sémen fresco (SF;), sémen congelado (SC;) e sémen congelado com prévia
capacitacéo in vitro (SCC;), com diferentes concentra¢gdes, ndo havendo

diferenca estatistica entre os tratamentos.

Tabela 4. Taxa de prenhez de ovelhas com estro sincronizado e inseminadas
com sémen fresco, descongelado e capacitado in vitro (experimento 2).

Concentragao Ovelhas
Grupos espermatica/dose Prenhez
inseminante N N %
SF, 100 x 10° 41 25 60,90
SC, 100 x 10° 30 17 56,70
SCC, 50 x 10° 29 13 44,90

Nao houve diferenga significativa entre os tratamentos (P=0,05).

DISCUSSAO

Compreender como o espermatozoéide fecunda o évulo e o zigoto inicia o
desenvolvimento tem sido um permanente desafio para os especialistas em
reprodugao animal. Apesar do grande numero de espermatozoides liberados
na ejaculagcédo, apenas um reduzido numero alcancga o infundibulo, regido do
salpinge onde ocorre a fecundagéo (Suarez et al., 1990). Na espécie ovina a
anatomia cervical € a maior barreira para a deposicdo uterina dos
espermatozoides nos procedimentos de IA. Salamon e Lightfoot (1967)
reportaram na espécie ovina os primeiros nascimentos obtidos através da IA
com sémen congelado. Passados 50 anos deste marco, ainda hoje, a
congelagdo do sémen ovino nao é eficiente para utilizagdo econémica em larga
escala. As caracteristicas do sémen ovino, aliadas a anatomia cervical,
transformaram em grande desafio cientifico a busca da solugdo para o
emprego eficiente do sémen crioconservado. A disseminacao da utilizagcao da

IA por laparoscopia (Maxwell e Watson, 1996), permite hoje que um numero
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significativo de fémeas possa ser inseminado com o sémen de reprodutores
selecionados. A nossa proposta experimental teve como objetivo testar a
viabilidade pés IA do sémen descongelado submetido a capacitagdo in vitro. A
perspectiva deste procedimento nos permite afirmar que a reducdo do numero
de espermatozdides necessarios a |IA proporcionara um aumento significativo
no numero de doses inseminantes de carneiros considerados excepcionais.

O primeiro passo para obter-se uma adequada amostra de sémen para
inducdo da capacitagdo in vitro € a escolha do procedimento, que sera
empregado para a separagdo dos espermatozdides viaveis apos o
descongelamento. A literatura destaca duas técnicas de maior utilizagcdo na
separagao espermatica, o gradiente de percoll e a migragdo ascendente (swim-
up) (PARRISH, KROGENAES e SUSKO-PARRISH, 1995) A separagao
espermatica com auxilio do swim-up foi utilizada nos experimentos por permitir
uma selecdo adequada dos espermatozoides aptos a realizarem a capacitagao
e a fecundacéo in vitro, como ja comprovaram Grasa et al. (2004) e Batista et
al. (2006).

Desde a publicagdo de Parrish et al. (1986), nos ultimos trinta anos
varios autores reportaram dados sobre diferentes procedimentos para induzir a
capacitacdo espermatica. Sabe-se que para a ocorréncia da capacitagao
espermatica in vitro é necessaria a manipulagdo do sémen (MAXWELL e
WATSON, 1996) ou a sua exposigcdo a substancias indutoras, como por
exemplo, a heparina, cafeina e calcio iondforo (A23187) (GRASA, CEBRIAN-
PEREZ e MUINO-BLANCO, 2006). Levando-se em consideracdo as
semelhangas de algumas das caracteristicas seminais existentes entre as
diferentes espécies ruminantes e, principalmente, pela experiéncia na rotina da
fecundacdo de odcitos bovinos (OLIVEIRA, LOPES e RODRIGUES, 2005;
OLIVEIRA, LOPES e RODRIGUES, 2006; VIEIRA et al. 2006) optamos por
induzir a capacitacdo dos espermatozoides ovinos utilizando 5,76 pg/mL de
heparina, 1,1 ug/mL hipotaurina e 0,183 ug/mL de epinefrina diluidos em Fert-
talp modificado (PARRISH e FOOTE, 1987). O percentual de 87% dos
espermatozoides ovinos capacitados in vitro observados nos experimentos
(Tabelas 1 e 3), foi caracterizado como adequado para o emprego nas |As por
laparoscopia das fémeas com estros sincronizados, no periodo peri-ovulatério,

60 horas apds a retirada da progesterona. A identificacdo dos espermatozoides
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capacitados, com ou sem reacado acrossomal, foi realizada com o auxilio da
técnica da clortetraciclina descrita por Pérez et al. (1996) e de las Heras,
Valcarcel e Perez, (1997). A interpretacdo dos dados obtidos (anexo 07) foi
facilitada pelos critérios empregados por Rathi et al. (2001), que examinaram e
descreveram na espécie equina de forma didatica as modificacdes de coloragao
das estruturas espermaticas. Os dados experimentais produtos de trés
replicagbes com a contagem de 900 espermatozodides por grupo experimental,
permitiu a verificacdo de uma taxa de capacitagdo constante tanto dos
espermatozoides dos grupos controles (4,5%) como naqueles em que esta foi
induzida (87%).

Gillan e Maxwell (1999) revisaram a integridade funcional dos
espermatozoides no trato reprodutivo das ovelhas e relataram que os
espermatozoides congelados séo liberados mais cedo do que espermatozoides
frescos apds encontrarem-se alojados no oviduto. Esta observacdo parece
confirmar uma precoce capacitagdo dos espermatozoides crioconservados em
relagdo aos frescos. Portanto, aqueles estariam aptos para fecundar, enquando
os frescos ainda necessitariam de tempo no oviduto para alcangarem esta
capacidade. Desta forma, seria necessario que a |A por laparoscopia fosse
realizada em diferentes tempos apos a retirada da progesterona e aplicagao do
eCG, dependendo da forma de conservagao e do preparo dos espermatozoides
da dose inseminante. O momento da IA é de fundamental importancia para o
sucesso da utilizagdo desta biotécnica de reprodugcdo na espécie ovina.
Menchaca e Rubianes (2004) relatam que a ovulagdo de ovelhas com estro
sincronizado ocorre em média 60 horas apos a retirada da progesterona e
aplicacédo do eCG. As |As das fémeas dos grupos SC4, SF,, SC, foram
procedidas apoés transcorridas 56 horas da retirada da progesterona e aplicagao
do eCG, em periodo pré-ovulatorio, pela necessidade dos espermatozoides
realizarem a capacitagao in vivo. Os resultados de prenhez obtidos (Tabela 4)
contrariam a argumentacado de Gillan e Maxwell (1999), que afirmaram ser
necessarios intervalos de tempo diferenciados entre a retirada da progesterona
e a |A quando utiliza-se sémen fresco ou congelado.

O sémen fresco e o sémen congelado utilizados nas IAs do segundo
experimento proporcionaram um numero semelhante de prenheses. Por outro

lado ja nos grupos SCC+ e o0 SCC; o intervalo entre a retirada da progesterona,
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aplicacao do eCG e a IA das fémeas foi de 60 horas, procurando-se 0 momento
mais proximo da ovulagdo, se possivel logo apdés a ocorréncia da mesma,
devido ao fato dos espermatozdides ja estarem previamente capacitados.
McKusick et al. (1998) examinando a influéncia do momento da IA, observaram
resultados mais eficientes (42,7% versus 22,0%) quando as fémeas foram
inseminadas com um intervalo de 53 a 56 horas apos a retirada da
progesterona em relagdo ao intervalo de 50 a 52 horas. No caso do nosso
experimento os resultados acima ratificam a |IA realizada as 56 horas no grupo
dos espermatozoides nao capacitados e, também permitiram a escolha das 60
horas apos a retirada da progesterona, como um intervalo de tempo mais
adequado para proceder-se a IA com espermatozoides previamente
capacitados, que teoricamente teriam uma menor sobrevida no trato genital
feminino.

A concentragao da dose inseminante é outra variavel importante na
analise dos resultados obtidos. No primeiro experimento estabelecemos a dose
de 50 x 10° sptz por representar uma reduzida concentracdo espermatica
quando leva-se em consideragao a utilizagdo de sémen congelado na espécie
ovina (EVANS e MAXWELL 1987). Os autores recomendaram como limite
minimo a concentracdo de 20 x 10° sptz viaveis na dose inseminante, para que
taxas maximas de fertilidade pudessem ser alcancadas. Sabe-se que ao
descongelamento a perda média da viabilidade espermatica fica em torno dos
50%, 0 que nos permitiu uma margem de garantia de mais ou menos 5 x 10°
sptz em relagéo ao proposto pelos autores acima, pois a descongelagédo dos 50
x 10° sptz proporcionou uma dose inseminante com 25 x 10° sptz viaveis. O
anexo 08 mostra taxas de fecundagao obtidas em diferentes experimentos e
com diferentes concentragbes espermaticas. Deve-se ressaltar as taxas de
prenhez obtidas no experimento 1 revelaram uma maior habilidade (48,39% -
15/31) dos espermatozdides previamente capacitados em fecundar os odcitos
em relagdo aos nao capacitados (25% - 9/36). Esta observagcdo nos permitiu
desenhar o experimento 2 em que as taxas de prenhez observadas na IA com
espermatozoides capacitados foi comparada aos resultados de fertilidade
obtidos com doses inseminantes recomendadas para a rotina da |A por
laparoscopia. A analise dos dados de prenhez da tabela 4 mostra de forma

cristalina que tanto a IA uterina com auxilio do laparoscopio com 100 x 10° sptz
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frescos (60,90% - 25/41), como com 100 x 10° congelados (56,70% - 17/30)
sptz, proporcionaram taxas de prenhez semelhantes as obtidas com 50 x 10°
sptz (44,90% 13/29) crioconservados e previamente capacitados in vitro. Os
espermatozoides previamente capacitados comprovaram a sua viabilidade
através da habilidade em fecundar os odécitos com a mesma eficiéncia que o
obtido nos outros grupos experimentais, onde foram empregadas
concentracdes espermaticas recomendadas comercialmente para a rotina de
programas de |A por laparoscopia. Esta observagao contraria o argumento que
a inducdo da capacitacdo precoce seria deletérea a viabilidade dos
espermatozoides reduzindo o periodo de tempo que estaria apto a fecundar o
oocito. A literatura consultada ndo contempla observagdes sobre a fertilidade de
espermatozoides previamente capacitados empregados na IA por laparoscopia

na espécie ovina.

CONCLUSAO

As taxas de prenhez obtidas nos experimentos realizados mostraram a
viabilidade do emprego na espécie ovina da |IA por laparoscopia utilizando

50x10° espermatozoides descongelados e capacitados in vitro.
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4 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Levando-se em consideragdo as limitagbes do uso de sémen congelado
na |IA na espécie ovina, torna-se necessaria a implementacdo de novas
técnicas que viabilizem a utilizagdo de doses com concentragdes espermaticas
reduzidas. Neste sentido, a capacitagao espermatica in vitro a partir de sémen
congelado tem se mostrado como alternativa viavel para a obtencao de taxas
de prenhez satisfatérias. Faz-se necessario a realizacido de novas pesquisas
sobre o assunto na busca de um melhor entendimento sobre a utilizacdo de
espermatozoides capacitados in vitro.

Para futuros experimentos € interessante testar a utilizacdo de
espermatozoides descongelados capacitados in vitro, com reduzidas
concentragcdes espermaticas, menores que a utilizada neste experimento, como
por exemplo: 5, 10 e 20x10° sptz por dose inseminante na IA intra-uterina por
laparoscopia. Outro aspecto a ser considerado é a possibilidade de realizar a
deposicdo dos espermatozéides capacitados proximo ao oviduto, diferente do
que é utilizado nas rotinas de |IA por laparoscopia, nas quais a deposi¢ao dos
espermatozoides ocorre no terco médio de cada corno uterino, desta forma
diminuindo o trajeto a ser percorrido pelos espermatozoides no trato
reprodutivo das ovelhas. Por outro lado, para realmente tornar possivel o uso
de reduzidas concentragcdes espermaticas € de fundamental importancia
estimar o momento da ovulacdo. E necessario testar diferentes periodos de
tempo entre a retirada da progesterona e aplicagdo do eCG e o momento da
IA, como por exemplo, 60, 64 e 68 horas.

A A por laparoscopia de ovelhas submetidas a superovulagao € outra
possibilidade do emprego de espermatozoides previamente capacitados. Este
procedimento podera contribuir para que as barreiras de transporte e da
capacitagcao espermatica possam ser removidas de forma definitiva.

O esclarecimento dos fendmenos reprodutivos da espécie ovina ainda é
um desafio para os fisiologistas da reproducdo. Experimentos que procurem
elucidar a relacdo do espermatozdide com o odcito devem ter estimulada sua
realizagao, proporcionando nao s6 a busca do conhecimento, mas também, a

formagao de recursos humanos especializados.
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ANEXO 1

CERTIFICADO DE EXAME ANDROLOGICO

N 20/2005

40

Nome: Dedo Verde 01-2/088.
Data do Nasc: 26/08/2001.
Proprietario: Paulo Aguinsky.

Raca: Lacaune Lait.
FBB: 0000802.
Municipio: Viamao

Tatuagem: 01-2/088.
Cabanha: Dedo Verde.

Anamnese: Animal ja foi utlizado na

EXAME FUNCIONAL DO SEMEN

Conclusdo: O animal no momento do
exame androlégico encontra-se apto a
reproducao.

reproducao.
Método de Coleta................. Vagina Atrtificial.
Libido/Salto:........ccccviiieiiiiiiieeee, Bom.
Volume (ML) 1,2.
, ASPECIO:....uvviiiiiieieeee e Cremoso.
EXAME CLINICO GERAL Turbilionamento (18 5):....ccccovvveeeeeeenne. 4.
Motilidade(%)/ Vigor (0 @5):.........c.ueee... 80/3.
Arcada Dentaria S | Concentragao..........39 bilnges spizimL.
APFUMOS: ... S.A.
Articulagdes:.........oooiiiii s S.A. ESPERMOGRAMA
107 1Yo o 1SR STV IV 1= €o Yo [o F C. Fase.
Defeitos Maiores
EXAME CLINICO ESPECIAL Formas teratolégicas..........cccceevriiieeinnnne. %
Subdesenvolvido..........ccccciiiiiiie %
Prepl’JCiO: ............................................... S.A. Formas Dup|as ___________________________________________ %
PeNIS: .. e S.A. Defeitos de ACroSSOMA. ...one el %
ESCrotO:. oo S.A Defeito em diadema........coooeeeiiiiil %
Perimetro Escotral:........................... 33cm. | Cabeca piriforme.........cocovevevevevveeerrenn. 2%
Cabeca estreita base..........c.ccocceeeeenne. 1%
Testiculos: Direito Esquerdo | Cabeca com contorno anormai.................. %
- Dimensoes S.A S.A Cabeca pequena anormai....................... 1%
- Consisténcia E E Cabeca solta anormal.............c.cccoceuvenne... %
- Mobilidade SIM SIM Corkscrew defect..........cccoveveveueeecererenennne %
- Sensibilidade NAO NAO Def. peca intermediaria.............c.c..cocoevnn.... %
- Simetria S S Gota Prot. Proximal............cccccevvevenne... 2%
Cauda fortemente dobrada....................... %
Epididimo: Direito Esquerdo
- Cabecga S.A S.A Total de Defeitos Maiores..................... 6 %
- Corpo S.A S.A Defeitos Menores
- Cauda S.A S.A i
- Consisténcia E E Cabega estreita......c..coocvvevieviciiiie i %
- Sensibilidade NAO NAO Cabeca pequena normal.........coocevvveeeeenn. 1%
Cabeca gigante, curta e larga..................... %
Cordao Espermatico S.A SA Cabeca sczlta normal............: ................... 2%
Implantacao abaxial, retroaxial................... %
_ Gota prot. Distal.........cccooieiieiiiiiiiee, %
Observagoes: Cauda simplesmente dobrada................. 2%
Cauda enrolada na porgéo terminal............ %
OULIOS. e %
Total de Defeitos Menores.................... 5%
Total de Formas Anormais.................. 11 %

Data do Exame: 18/12/2005.




ANEXO 2

CERTIFICADO DE EXAME ANDROLOGICO

N 21/2005

41

Nome: Dedo Verde 01-2/026.
Data do Nasc: 21/04/2001.
Proprietario: Paulo Aguinsky.

Raca: Lacaune Lait.
FBB: 0000748.
Municipio: Viamao

Tatuagem: 01-2/026.
Cabanha: Dedo Verde.

Anamnese: Animal ja foi utlizado na

EXAME FUNCIONAL DO SEMEN

Conclusdo: O animal no momento do
exame androlégico encontra-se apto a
reproducao.

reproducao.
Método de Coleta................. Vagina Atrtificial.
Libido/Salto:........ccccviiieiiiiiiieeee, Bom.
Volume (ML) 1,0.
, ASPECIO:....uvviiiiiieieeee e Cremoso.
EXAME CLINICO GERAL Turbilionamento (18 5):....ccccovvveeeeeeenne. 4.
Motilidade(%)/ Vigor (0 @5):.........c.ueee... 80/3.
Arcada Dentaria S | CONGonlragae:..........35 bilnges spizimL.
APFUMOS: ... S.A.
Articulagdes:.........oooiiiii s S.A ESPERMOGRAMA
107 1Yo o 1SR STV IV 1= €o Yo [o F C. Fase.
Defeitos Maiores
EXAME CLINICO ESPECIAL Formas teratolégicas..........cccceevriiieeinnnne. %
Subdesenvolvido..........ccccciiiiiiie %
Prepl’JCiO: ............................................... S.A. Formas Dup|as ___________________________________________ %
PeNIS: .. e S.A. Defeitos de ACroSSOMA. ...one el %
ESCrotO:. oo S.A Defeito em diadema........coooeeeiiiiil %
Perimetro Escotral:........................... 35¢Cm. | Cabeca piriforme.........cocovevevevevererrenn. 2%
Cabeca estreita base..........cccccoevieeieinnnne. %
Testiculos: Direito Esquerdo | Cabeca com contorno anormai.................. %
- Dimensoes S.A S.A Cabeca pequena anormal.......................... %
- Consisténcia E E Cabeca solta anormal.............c.cccccceueeene... %
- Mobilidade SIM SIM Corkscrew defect..........cccoveveveueeecererenennne %
- Sensibilidade NAO NAO Def. peca intermediaria.............c.c..cocoevnn.... %
- Simetria S S Gota Prot. Proximal............cccccevvevenne... 3%
Cauda fortemente dobrada...................... 2%
Epididimo: Direito Esquerdo
- Cabecga S.A S.A Total de Defeitos Maiores..................... 7%
- Corpo S.A S.A Defeitos Menores
- Cauda S.A S.A i
- Consisténcia E E Cabega estreita......c..coocvvevieviciiiie i %
- Sensibilidade NAO NAO Cabeca pequena normal.........coocevvveeeeenn. 3%
Cabeca gigante, curta e larga..................... %
Cordao Espermatico S.A SA Cabeca sczlta normal............: ...................... %
Implantacao abaxial, retroaxial................... %
_ Gota prot. Distal.........cccooieiieiiiiiiiee, %
Observagoes: Cauda simplesmente dobrada................. 1%
Cauda enrolada na porgéo terminal......... 2%
OULIOS. e %
Total de Defeitos Menores.................... 6 %
Total de Formas Anormais.................. 13 %

Data do Exame: 18/12/2005.
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ANEXO 3
Sperm-TALP
Reagente Catélogo mM 100 mL 50 mL
NaCl S5886 113,93 665,8 mg 332,9 mg
KCI P5405 3,10 23,1 mg 11,6 mg
%’_ NaH2PO4 S5010 29 3,5 mg 1,8 mg
ko] CaCl,.2H,0 C7902 2,00 29,4 mg 14,7 mg
M MgCl,.6H,0 M2393 0,40 8,1 mg 4,1 mg
.8 Vermelho de Fenol | P5530 0,03 1,0 mg 0,5 mg
= | Lactato de Sddio L1375 21,69 308 pL 154 pL
HEPES H6147 20,00 476,8 mg 238,4 mg
NaHCO; S5761 25 21,0 mg 10,5 mg
Gentamicina G1264 50 ug/mL 5,0 mg 2,5 mg
Piruvato de Saodio P4562 1,00 11,0 mg 5,5 mg
BSA 0,60% 6 mg/mL

Preparo do Meio Estoque

a

f) Medir a osmolaridade (280-300);
g) Filtrar e armazenar a 4°C.

Para o Uso.
a) Pesar 60mg de BSA em um Becker de 10mL;

b) Adicionar 10mL de meio estoque (Sperm-TALP);
c) Adicionar as aliquotas de gentamicina e piruvato;
d) Equilibrar em Banho Maria por 1 hora.

) Pesar os componentes do meio estoque separadamente;

) Diluir um a um em Becker, deixando o NaHCO3 por ultimo;
) Acertar o volume do baldo volumétrico;

) Deixar agitando no baldo volumétrico durante 1hora;

) Corrigir o pH em 7,36 (NaOH 1N);
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ANEXO 4
Fert-TALP
Reagentes Catalogo mM 100 ml 50 mL
NaCl S5886 113,93 665,8 mg 332,9 mg
KCI P5405 3,21 23,9 mg 12,0 mg
o NaH,PO4 S5010 29 3,5 mg 1,8 mg
§ CaCl,.2H,0 C7902 2,00 29,4 mg 14,7 mg
% MgCl,.6H,0 M2393 0,78 15,8 mg 7,9 mg
'" | Lactato de Sodio L1375 10,00 142 uL 71 L
‘© | Vermelho de Fenol P5530 0,03 1,0 mg 0,5 mg
= Penicilamina P5125 3 mg/mL 0,30 mg 0,15 mg
NaHCO; S5761 2,5 21,0 mg 10,5 mg
HEPES H6147 20,00 476,8 mg 238,4 mg
Piruvato de Sodio | P4562 0,25 2,8 mg 1,4 mg
Gentamicina G1264 50 ug/mL 5,0 mg 2,5 mg
Ll Heparina H3149 1,0 Ul/mL 5,76 ug/mL
% Hipotaurina H1384 10 uM 1,1 ug/mL
Epinefrina E4250 1 uM 0,183 ug/mL
BSA 6 mg/mL

Preparo do Meio Estoque

a

g) Filtrar e armazenar a 4°C.

Para o Uso.
a) Pesar 60mg de BSA em um Becker de 10mL;

b

) Pesar os componentes do meio estoque separadamente;

) Diluir um a um em Becker, deixando o NaHCO3 por ultimo;
) Acertar o volume do baldo volumeétrico;

) Deixar agitando no baldo volumétrico durante 1hora;

) Corrigir o pH em 7,36 (HCI 1N);
) Medir a osmolaridade (280-300);

Adicionar 10mL de meio estoque (Fert-TALP);

Adicionar as aliquotas de gentamicina e piruvato;

f) Equilibrar em Banho Maria por 1 hora.

)
c)
d) Esperar o BSA dissolver, pode colocar em Banho Maria;
e) Utilizar 2mL este meio para diluir o HHE;




44

ANEXO 5

Coloracdo CTC + Hoechst

1- Aquecer 5mL da solugao tampao-CTC a 37°C;

2- Preparar a solugdo de CTC (pH=7,8): diluir 2mg de ctc + 4,4mg de
cisteina em 5mL de tampao ctc - (240mg de TRIS + 760mg NaCl em 100mL
de agua destilada. Filtrar e guardar a 4°C;

3- Aliquotar 45uL da solugdo de CTC, 10uL de hoechst, 2mL de PVP em
PBS, 8 uL de PFM cada um em eppendorf e colocar na estufa a 37°C;

4
5- Retirar 190uL da suspensado com espermatozoides e misturar com 10uL
da solugao de hoechst a 10ug/mL (40ug em 60mL de PBS);

6
7
8

9- Remover o sobrenadante;

Fazer Swim-up conforme protocolo do laboratdrio;

Incubar por 2 minutos;
Adicionar 2mL de solug¢ao de PVP a 2% em PBS;

Centrifugar amostra a 2330rpm por 5 minutos;

10-Ressuspender o pellet em 45uL do meio de capacitacéo;

11-Adicionar 45uL da solugao de CTC fresco, preparado no dia;

12-Apds 20 segundos adicionar 8uL de uma solugao de PFM a 12,5% em
0,5M de TRIS (pH=7,4);

13- Colocar uma gota de 10uL da amostra corada entre lamina e laminula;
14-Pressionar para remover 0 excesso;

15- Selar com esmalte incolor;

16- Ler em epifluorescéncia com filtro de 355-425nm na linha de excitagao

com emissao de fluorescéncia em filtro de RKP 455.
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ANEXO 6

Localizagdo Anatdmica do Posicionamento dos Trocateres
para IA por Laparoscopia.

Trocater
Guia para X
Laparoscoépio

Trocater
Guia para
ASPIC




ANEXO 7

Padrdes de Coloracao Fluorescente com Clortetraciclina.

Legenda:

F: Espermatozéide Nao Capacitado;

B: Espermatozoide Capacitado sem reagdo acrossomica,;
AR: Espermatozéide Capacitado com reagado acrossomica.

Fonte: Curry (2000).
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ANEXO 8

Avaliacdo das taxas de fertilidade com diferentes concentracdes
espermaticas utilizando sémen congelado em diferentes racas ovinas.

Concentracéao
Espermética/ Raca Fertilidade Autores
Inseminacéo %
50x10° sptz méveis Merino 49 Eppleston e Roberts (1986)
50x10° sptz méveis Merino 60 Rival et al (1984)
50x10° sptz méveis Merino 62 Maxwell (1986)
100x10° sptz Suffolk 72.7 Armstrong e Evans (1984)
100x10° sptz Merino 56 Maxwell (1986)
100x10° sptz Rouge de 71 Vallet et al (1992)
l'ouest
100x10° sptz moveis Merino 55 Jabbour e Evans (1991)
200x10° sptz méveis Belclare 75 Fair et al (2005)
200x10° sptz méveis Suffolk 58 Fair et al (2005)
250x10° sptz moveis Merino 54 Perkins; Hill e Pedrana
(1996)
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