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Resumo

RESUMO

A inseminacdo artificial (IA) utilizando sémen congelado é uma ferramenta
importante na reproducdo de cdes, visa o melhoramento genético e melhor
aproveitamento do reprodutor. Além disso, a melhor metodologia para avaliar o
potencial fecundante de uma amostra de sémen é o teste in vivo. Por isso, os objetivos
deste trabalho foram determinar a taxa de gestacdo de cadelas, utilizando sémen
congelado em meio diluente TRIS/OEP/Frutose/8%Glicerol, e comparar duas técnicas
de IA: intra-uterina, por laparotomia e intravaginal. O sémen foi colhido de um unico
macho, por manipulagdo digital do pénis e analisado, imediatamente, apds a colheita e
apos a descongelacdo a 70°C, por 8 segundos. A cinética do movimento foi verificada
pelo CASA (Computer Assisted Semen Analyzer), e a integridade das membranas por:
sondas fluorescentes (iodeto de propidio e carboxifluoresceina), pelo teste supra vital
com a coloragdo de eosina, e pela associa¢cdo de sondas (iodeto de propidio, JC-1 e
FITC-PSA). A morfologia espermatica foi avaliada por meio de esfregacos corados com
Karras. A congelagao do sémen foi realizada pelo método descrito por Chirinéa et al.
(2006). As fémeas foram monitoradas desde o inicio da fase do proestro utilizando a
citologia vaginal seriada e a dosagem de progesterona sérica, a cada 48 horas. Para as
inseminacdes, as cadelas foram divididas em dois grupos: Grupo 1 (n=6) inseminadas
uma Unica vez, via intra-uterina, por laparotomia, com uma dose inseminante de 160 x
10° espermatozdides/2mL; e Grupo 2 (n=6) inseminadas duas vezes, via intravaginal
com uma dose inseminante de 160 x 10° espermatozdides/2 mL por inseminacgdo. Os
resultados das andlises do sémen pré e pds-descongelacdo nao apresentaram
diferencas significativas, com excecdo da morfologia espermatica e da associacdo de
sondas fluorescentes. A taxa de gestacdo foi de 66,6% (4/6) no Grupo 1 e 16,6% (1/6)
no Grupo 2. Em conclusdo, o sucesso da inseminacdo artificial com sémen congelado
depende ndo sé da qualidade do sémen pds-descongelagdao, mas também da técnica
de IA utilizada. No trabalho realizado, a técnica intra-uterina, por laparotomia, foi
superior a intravaginal.

Palavras chaves: inseminacdo artificial, sémen congelado, caes.



Abstract

ABSTRACT

Artificial insemination (Al) using frozen semen is an important tool on dog’s
reproduction, aiming to genetic improvement and better use of a stud. Besides, the
better way to evaluate the fecundate potential of a semen sample is an in vivo test.
That way, the aim of this work was to determine the pregnancy rate in bitches, using
TRIS/OEP/Fructose/8%Glycerol as the diluent medium, and to compare two Al
techniques: intrauterine and intravaginal. Semen was collected from one male only, by
digital manipulation. Semen was analyzed immediately after collection and after
thawed at 70°C for 8 seconds. Movement kinetics were analyzed by CASA (Computer
Assisted Semen Analyzer), membrane integrity using fluorescents probes (propidium
iodide and carboxyfluorescein), supravital test, eosin staining, integrity of plasmatic,
nuclear and mitochondrial membranes using the association of fluorescent probes
(FITC-PSA, propidium iodide and JC-1) and sperm morphology. Semen was frozen using
the method described by Chirinéa, 2006. Females were monitored since the beginning
of proestrus, using vaginal smear and progesterone measurement, each 48hours. To
inseminations, bitches were divided into two groups: Group 1, composed by 6 females,
which were inseminated just once via intrauterine, with an insemination dose of 160 x
10° spermatozoids/2mL and Group 2 constituted by 6 females, which were
inseminated twice, via intravaginal, using an insemination dose of 160 x 10°
spermatozoids/2 mL/insemination. Results from semen analyses made before and
after freezing did not show any difference, except for sperm morphology and
association of fluorescents probes. Pregnancy rate was 66,6% (4/6) on Group 1 and
16,6% (1/6) on Group 2. In conclusion, the success of artificial insemination depends
not only on semen quality after thawed, but also on the Al technique used. In our
work, intrauterine technique by laparotomy was better than intravaginal.

Key-words: artificial insemination, frozen semen, dogs.
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INTRODUCAO

Além de serem animais de companhia, os cdes tem um importante papel como
modelo experimental, permitindo o estudo e o aperfeicoamento de processos
biolégicos e reprodutivos que podem ser aplicados aos canideos selvagens; entretanto,
diferencas entre as diversas espécies sao vistas na biologia reprodutiva de canideos e
devem ser consideradas nas transferéncias de protocolos experimentais (SILVA et al.,
2003).

O interesse nas técnicas de preservacdo da célula espermatica e de
inseminacdo artificial (IA) em cdes estd crescendo muito e novas tecnologias estdo
sendo estudadas em todo mundo. A taxa de gestacdo, apds a IA, é considerada a
melhor avaliagdo in vivo para testar a sobrevivéncia dos espermatozdides; é o teste
mais definitivo da fungao espermatica (KIM et al., 2007).

A técnica de IA, em cédes, pode ser utilizada como um meio alternativo quando
da impossibilidade de realizacdo de cobertura natural, devido a problemas
anatémicos, comportamentais e sanitarios, ou ainda, quando da utilizacdo de sémen
refrigerado ou congelado. A IA com sémen congelado é a biotécnica de maior
relevancia, pois possibilita a manuten¢ao da capacidade fecundante em animais de
alto interesse zootécnico por tempo indeterminado, além de, minimizar o estresse
causado pelo transporte das fémeas para o acasalamento.

A IA com sémen fresco ou refrigerado tem sido utilizada com resultados
satisfatérios (FARSTAD, 1984; FARSTAD & BERG, 1989; LINDE-FORSBERG & FORSBERG,
1989; LINDE-FORSBERG & FORSBERG, 1993). Porém, os resultados de IA com sémen
congelado, ainda sdo bastante heterogéneos (LINDE-FORSBERG & FORSBERG, 1989;
SILVA, 1995; SANTOS, 2004). Esses resultados sdo devido a fatores relacionados, tantos
as fémeas, como aos machos. A variabilidade individual a criopreservacdo do sémen
em cdes é um fator importante e tem como conseqliéncia uma baixa taxa de
concepcao com o sémen descongelado. Ja nas fémeas um dos maiores problemas
relacionados a técnica de IA é a dificuldade na deteccdo do momento ideal para IA,

juntamente com a dificuldade na transposicao cervical.
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Outra importante particularidade da fisiologia da fémea canina que afeta a
fertilidade do sémen congelado é que as cadelas liberam ovdcitos imaturos, sendo
necessario dois ou trés dias para sua maturacdo completa e fecundacdo, criando
dificuldades para a identificacdo segura do momento da ovulagdo e da inseminacao
artificial, portanto, a sobrevida funcional das células espermaticas é um fator
importante.

Varios métodos de IA sdo disponiveis atualmente, incluindo a IA intra-uterina
por laparotomia, através do cateter noruegués ou por meio do endoscépio com fibra
Optica, e a IA intravaginal (FARSTAD, 1984; FARSTAD & BERG, 1989; NOTHLING et al.,
1995; TSUTSUI et al., 2000; KIM et al., 2007).
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OBIJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

1) Avaliar a fertilidade do sémen congelado de cdes, utilizando um meio
diluente a base de TRIS/Frutose/OEP/8%Glicerol e descongelado a 70° C por
8 segundos

2) Comparar as técnicas de IA intra-uterina, por laparotomia, e intravaginal,
utilizando sémen congelado, através das taxas de concepcdo.

3) Utilizar a associacdo de sondas fluorescentes (IP, JC-1 e FITC-PSA) na
espécie canina para avaliacdo da integridade das membranas espermaticas.

4) Utilizar os resultados obtidos no exame citolégico e na dosagem de

progesterona sérica para determinar o melhor protocolo de IA nas cadelas.

Para excluir as diferencas individuais, foi usado apenas um cdo como doador de

sémen apos testes realizados em estudos preliminares.
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REVISAO DA LITERATURA

Os estudos sobre inseminacdo artificial (IA) em cdes que descrevem resultados
de fertilidade sdo os de Seager et al. (1975) com 156 IA com sémen
congelado/descongelado utilizando a inseminagdo intravaginal; Linde-Forsberg &
Forsberg (1989 e 1993) com 470 e 527 |As respectivamente, usando sémen fresco,
resfriado e congelado/descongelado por via intravaginal ou intra-uterina; Linde-
Forsberg et al. (1999), com 327 IA com sémen congelado/descongelado, comparando a
IA intravaginal e intra-uterina; Linde-Forsberg (2000) relatou 2041 IA com sémen
fresco, resfriado, congelado/descongelado, usando IA intravaginal e intra-uterina; e
Thomassem et al. (2001) com 312 IA utilizando sémen congelado/descongelado
principalmente por via intra-uterina.

Um grande numero de fatores sdao importantes na determina¢do das taxas de
éxito de IA em cdes: a quantidade de vezes que a cadela foi inseminada durante a fase
folicular do ciclo estral, a qualidade e o manejo do sémen usado e a técnica de IA
utilizada.

Para uma melhor compreensao desse texto optou-se por dividir essa revisao de
literatura em trés segmentos:

1) Macho — onde serdo abordados aspectos da qualidade e dos procedimentos

de congelacdo e descongelacao do sémen.

2) Fémea — serdo incluidos estudos a respeito da fisiologia reprodutiva das

cadelas, momento ideal de IA

3) Inseminacdo Artificial — serdo discutidas pesquisas relacionadas as técnicas

de IA nas cadelas, taxas de gestacdo e prolificidade.

1)  MACHOS

Durante o procedimento de congelacdo, muitos fatores podem influenciar a

qualidade e a viabilidade do sémen, incluindo a técnica de colheita de sémen, o meio

diluente, a concentracdo final de espermatozdides, o processamento do sémen, a
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combinacdo do meio diluente e as curvas de congelacdo durante a criopreservacao, e o
método de descongelacdo (PLATZ & SEAGER, 1977; LINDE-FORSBERG, 1991; ROTA et
al., 1997, ROTA et al., 1998; LINDE FORSBERG et al., 1999; PENA & LINDE-FORSBERG,
2000; RIJSSELAERE et al, 2002, CUNHA e LOPES, 2005). Além disso, outro fator
importante é a variacdo individual observada entre os cdes e entre os ejaculados de
um mesmo animal, tornando-os mais, ou menos resistentes aos procedimentos de
congelacdo (HOLT, 2000; PENA et al., 2003).

Os principios bdsicos de criopreservacao celular incluem:

- ModificagGes fisicas que ocorrem na membrana celular durante a
refrigeracdo. Quando a célula espermatica é resfriada abaixo da temperatura de sua
fase de transicdao, a membrana plasmatica se modifica, de um estado liquido cristalino
para um estado de gel. Rearranjos nos lipidios e nas proteinas que fazem parte da
membrana durante essa fase de transicdo podem provocar o choque térmico
(HAMMERSTEDT et. al., 1990; AMANN, 1999).

- Alteragdes metabdlicas devido a temperatura. De forma geral, o metabolismo
celular é reduzido pela metade com uma queda de 10°C. Portanto, quando o
espermatozdéide tem sua temperatura reduzida de 39°C, temperatura corpérea, para
5°C, o metabolismo é reduzido para 10% do nivel original. Quando as células sdo
congeladas em temperaturas suficientemente baixas (-196°C) seu metabolismo cessa
(HAMMERSTEDT et al., 1990; AMANN, 1999).

- Crioprotetores adicionados ao meio diluente aumentam a sobrevivéncia
celular. Para proteger as células da crioinjuria, sao geralmente adicionados aos meios
diluentes, crioprotetores penetrantes, como o glicerol, que funciona ao mesmo tempo,
como solvente e como soluto no meio. Quando aderidos ou removidos, induzem a
alteragGes no volume celular, que podem romper as células (AMANN & PICKETT, 1987;
HAMMERSTEDT et al., 1990; AMANN, 1999).

- A criopreservacdo afeta as células. Com o inicio do processo de congelagao,
gue corresponde a uma fase de super resfriamento, a temperatura diminui para -5 a —
15°C. Esta fase se inicia com a formacgdo de cristais de gelo na solugao extracelular,

enquanto os  componentes intracelulares  permanecem  descongelados
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(HAMMERSTEDT et al., 1990). Com a continua diminui¢do da temperatura, a célula é
entdo exposta a uma condicdo hipertonica, desde que a agua extracelular ja se
encontra congelada, e existe uma alta concentracdo de sal extracelular, causando
ainda mais o efluxo de agua de dentro da célula. O efluxo de dgua para fora da célula
diminui a possibilidade de formacdo de cristais de gelo intracelular (HOLT, 2000). Com
uma congelagdo lenta, a célula fica exposta por mais tempo a condi¢do hiperosmética,
levando a danos irreparaveis. Essa condicdo hiperosmadtica é também chamada de
efeito soluto (HOLT, 2000).

- Remocdo dos crioprotetores penetrantes. Apdés a descongelacdo, a
osmolaridade da solucdo e o tamanho celular retornam ao normal (HAMMERSTEDT et
al., 1990). Os crioprotetores penetrantes possuem uma taxa de difusdo, através da
membrana, menor que a agua, e quando as células sao diluidas num fluido livre de
crioprotetor ou no fluido do trato reprodutivo da fémea se forma um gradiente
osmotico entre o interior da célula e o meio externo, induzindo a um aumento de
volume celular. A extensdao e a duragao desse aumento de volume celular sao
dependentes da quantidade e da taxa de difusdo desse crioprotetor (AMANN &
PICKETT, 1987; HAMMERSTEDT et al., 1990; AMANN, 1999).

Desde que Dott & Foster (1979), iniciaram a avaliacdo computadorizada de
espermatozdides em ejaculados de touros, garanhdes, varrdes, cobaias e carneiros ha
29 anos, muitos sistemas para andlise objetiva de espermatozdide canino tem sido
testados (PENA & LINDE-FORSBERG, 2000; IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001; PENA
et al., 2003). O sistema de analise computadorizada do sémen (CASA) permite uma
determinacdo objetiva da concentracdo de espermatozdides; uma variedade de
avaliacbes de parametros de motilidade; e andlise de alteracdes morfoldgicas.
Entretanto, cada sistema CASA necessita de uma padronizacao e validacdo relacionada
a preparacdo do sémen, a calibracdo e ajustes técnicos para fornecer resultados
seguros e com repetibilidade (SCHAFER-SOMI & AURICH, 2007).

Devido a alta concentracdo de espermatozdides do sémen canino in natura,
diluicdes da fracdo principal (22 fragcdo) geralmente sdo necessarias para analise no

CASA, entretanto, a diluicdo do sémen podem causar alteracdes nos parametros de
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motilidade e na integridade da membrana (SCHAFER-SOMI & AURICH, 2007). A
viscosidade e a composicdo i6nica dos meios diluentes, bem como as taxas de diluicdo
e a temperatura podem influenciar a motilidade espermadtica (IGUER-OUADA &
VERSTEGEN, 2001).

Muitos estudos demonstraram uma alta correlacdo entre a motilidade total,
motilidade progressiva e concentragao espermatica analisados pelo sistema CASA e a
avaliagdo convencional da motilidade, analisada pela microscopia de luz (GUMZEL-
APEL et al., 1993; IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001; RIJSSELAERE et al., 2003)

A integridade das membranas dos espermatozéides caninos pode ser avaliada
por diferentes métodos de coloracdo; entretanto, corantes fluorescentes tem se
tornado o método de escolha. A coloracdo dupla com Diacetato de 6-
Carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto de Propidio (IP) (HARRISON & VICKERS, 1990;
CUNHA e LOPES, 2005; SOUZA et al., 2007) bem como procedimentos de coloragao
tripla com SNARF, IP e FITC conjugado com PSA s3o métodos considerados
satisfatdrios. Avaliacdes de amostras coradas e analisadas por citometria de fluxo
resultou em melhores resultados (PENA & LINDE-FORSBERG, 2000; PENA et al., 2003).

A integridade da membrana plasmatica é essencial para a manutengdo da
capacidade fecundante dos espermatozdides. Até recentemente, a membrana
plasmatica do espermatozdide canino era rotineiramente avaliadas por corantes e
observadas em microscépio de luz. O problema maior dessa tecnologia é que alguns
espermatozdides podiam se corar apenas parcialmente, tornando dificil a
interpretacao dos resultados. Além disso, alguns componentes do meio diluente, como
o glicerol ou glébulos de gordura podiam interferir com essas coloragdes. Um método
indireto para avaliar a integridade da membrana é pela exposicdo do espermatozdide a
condicdes hipo-osmdtica, desde que um nimero de espermatozéides com cauda
enrolada/edemaciada mostrou ser inversamente proporcional ao numero de
espermatozéides com membranas rompidas (ENGLAND & PLUMMER, 1993; SCHAFER-
SOMI & AURICH, 2007; SOUZA et al., 2007).

Durante a ultima década, sondas fluorescentes foram usadas e validadas para

analise da integridade de membrana do espermatozéide de cdes: CFDA em
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combinacdo com IP (CUNHA et al., 1996; PENA et al., 1998b; CUNHA e LOPES, 2005;
SOUZA, et al., 2007); SYBR-14 em combinag¢do com IP; Carboxy-SNARF em combinacdo
com IP e HOECHST 33258. Tanto o CFDA como o SYBR-14 s3o corantes permedveis a
membrana, ndo fluorescentes, e s3dao rapidamente convertidos, por enzimas
intracelulares, em fluorocromos verdes, altamente fluorescentes e impermeadveis a
membrana. Essas sondas sdo entdo mantidas no interior das células por membranas
intactas (PENA et al., 1998b). Apds a morte da célula, os espermatozdides perdem sua
habilidade para resistir ao influxo do corante fluorescente vermelho, IP, o qual
substitui o CFDA ou SYBR-14. Membranas espermaticas viaveis ou intactas coram em
verde fluorescente (CFDA, SYBR-14) enquanto que as membranas espermaticas
rompidas coram as células em vermelho (IP) (PENA et al., 1998b; RIJSSELAERE et al.,
2005)

Rijsselaere et al., (2002) compararam o SYBR-14/IP com a coloracdo de
eosina/nigrosina e consideraram as sondas fluorescentes um método mais sensivel,
desde que porcentagens pequenas de membranas alteradas, causadas pela
centrifugacdo, puderam ser detectadas por essa técnica fluorescente, mas ndo com a
coloragdo convencional. Estudos prévios em bovinos, usando propor¢bes conhecidas
de espermatozdides vidveis e mortos, também confirmaram a eficiéncia da SYBR-14/IP
para detectar espermatozéides mortos (CHALAH & BRILLARD, 1998).

Ainda sdo restritas as informacgdes a respeito das relacdes existentes entre os
resultados da analise computadorizada e o indice de fertilidade do sémen analisado.
Embora, um avanco substancial tenha ocorrido nas analises de sémen de cao,
surpreendentemente, poucos parametros foram correlacionados com a fertilidade in
vivo (RIJSSELAERE et al., 2005).

O sémen diluido de forma apropriada pode ser congelado por um tempo
indeterminado, permanecendo potencialmente fecundante quando reaquecido e
utilizado em uma IA de forma adequada (SILVA, 2007). Um diluente de sémen deve
conter nutrientes, um sistema tampao para ajuste do pH, deve promover uma pressao
osmotica e manter uma concentragao de eletrdlitos dentro dos padrdes fisioldgicos. O

meio diluente deve proteger a célula contra o choque térmico e conter crioprotetores
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qgue reduzam os danos as células espermaticas durante a congelacdo e posterior
descongelacdo (CONCANNON & BATTISTA, 1989).

O glicerol (CH3HgO3) é um alcool polihidrico, altamente permeavel, com peso
molecular de 92,10, sendo o crioprotetor mais empregado na congelacdo de sémen
nas diferentes espécies. Esse crioprotetor penetra a membrana celular através da
difusdo passiva, permanecendo tanto na membrana quanto no citoplasma. Sua difusao
é de 30 a 60 vezes mais lenta que a dgua (SILVA, 2007).

A concentracdo ideal de glicerol no diluente é aquela em que hda uma
predominancia dos seus efeitos protetores sobre seus efeitos toxicos. Essa
concentracdo pode ser influenciada por outros componentes do diluente, pelo padrao
de resfriamento, pelos métodos de congelacdo e descongelacdo, e pelas caracteristicas
seminais de cada espécie (SILVA, 2007).

Nos trabalhos realizados por Battista et al., (1989), Olar et al., (1989), e Thomas
et al.,, (1993) o TRIS (Tris-hidroxymethyl-aminometano) foi o sistema tampdo que
melhor preservou melhor a motilidade espermatica pds-descongelagdao. O TRIS é uma
solucdo soluvel em dgua, disponivel comercialmente em um alto grau de pureza na
forma de cristais. Ele permanece estdvel em temperatura ambiente por diversos
meses, atuando com um tampdo i6nico bipolar em pH entre 7,0 e 9,0. O TRIS ndo
apenas apresenta atividade tamponante, mas também atua na redugdo do
metabolismo da frutose pela célula espermatica, contribuindo assim para preservacao
da sua energia (RODRIGUES, 1997; SILVA, 2007).

Alteracbes semelhantes a reacdo de capacitacdo resultam de eventos que
desestabilizam a membrana plasmatica dos espermatozdides e podem ser iniciados
pelos procedimentos da criopreservacdo. A ocorréncia desses eventos pode ser
prevenida ou minimizada pela inclusdo de mecanismos ou de substancia que
modifique a fluidez da membrana plasmatica e proteja o espermatozdide. Os efeitos
benéficos do detergente Dodecyl Sulfato de Sdédio (SDS) sozinho ou como um
componente do Equex STM Paste (Nova Chemical Sales) incluidos nos meios diluentes
de congelacdo de sémen de cdo tem sido demonstrados pelos trabalhos de Thomas et

al. (1992); Rota et al. (1997) e Pena et al. (1998a). Resultados dessas investigacGes
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sugerem que esse composto aumenta a capacidade do sémen descongelado de caes
para se ligar a zona pelucida de odcitos homadlogos.

A maioria dos meios diluidores utilizados na criopreservacao do sémen canino
contém glicose ou frutose (SILVA et al.,1996; HAY et al., 1997; ROTA, 1998; CHIRINEA
et al., 2003). InvestigacOes iniciais sobre o metabolismo energético do sémen fresco de
caes, incubados em glicose ou frutose, indicaram que a frutose é mais eficiente que a
glicose na obtencdo de niveis energéticos. Além disso, existem indicacGes que a
frutose possivelmente tenha uma func¢ao de fator ativador do espermatozdide apds a
ejaculacdo (RIGAU et al., 2000). Uma grande variedade na concentracdo de gema de
ovo é descrita na preservacdo do sémen canino. FOOTE & LEONARD (1964) reportaram
o uso de diluidores com 20% de gema de ovo, e essa porcentagem parece ser o padrao
usado por muitos autores (FONTBONNE & BADINAND; 1993, RODRIGUES-MARTINES et
al., 1993; NOTHLING et al., 1995; SILVA et al., 1996; SILVA, 2003).

A gema de ovo de galinha é adicionada aos diluentes de sémen por proteger a
membrana plasmadtica, restaurando os fosfolipidios perdidos durante o choque
térmico oriundo da mudanca de temperatura que ocorre durante o resfriamento inicial
do sémen (HAMMERSTEDT et al., 1990).

No estudo de Sanches et al. (2002) a motilidade espermatica do sémen a fresco
em cdes foi em média de 83,8%; quando congelado/descongelado com TRIS/Glicerol
(8%) esse parametro apresentou média de 47,9% (10-70%). Cardoso et al. (2002)
obtiveram com o diluente a base de agua de coco, acrescido de 20% de gema de ovo e
6% de glicerol, uma motilidade espermatica média pds-descongelagao de 56,7%. Silva
et al. (2003) obtiveram 55,0% de motilidade espermatica no sémen fresco e 54,6%
apos a descongelacdo; nesse trabalho ndo houve diferenca significativa entre a adicdo
de glicerol em uma ou em duas etapas. Chirinéa et al. (2006) comparando dois meios
diluentes de congelacdo, obtiveram resultados de motilidade de 67% em meio TRIS
8%Glicerol, com descongelagdo a 70°C por 8 segundos. Cardoso et al. (2006) utilizando
diluente a base de dgua de coco e 6% de glicerol, obtiveram motilidade pds

descongelagao de 51,67% com uma taxa de diluigao de 200 x 10° espermatozoéides/mL.
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2) FEMEAS

As cadelas sdo classificadas como espécie monoéstrica e possuem ovulacao
espontanea. A atividade sexual desses animais é controlada pelos hormonios protéicos
e esterdides, dividindo o ciclo estral em quatro fases. O anestro é referido como um
periodo em que ndo ha atividade ovariana. O proestro é caracterizado pelo alto nivel
de estrégeno e compreende o periodo em que a fémea apresenta sinais de atracao
para o macho; é o periodo no qual os foliculos ovarianos estdo em crescimento. O
estro compreende a fase na qual a fémea aceita o macho, hd aumento dos niveis
séricos de progesterona com a ocorréncia das ovulagdes, em geral, observada 24 a 72
horas apds o pico de horménio luteinizante (LH). No diestro hd o dominio da
progesterona e presenca de corpos luteos (CONCANNON et al.,1989).

A determinag¢ao da ovulagdo permite um melhor controle reprodutivo da
fémea, porém, a correlacdo entre as modificacbes fisicas e as mudancas
comportamentais entre o estro e tempo de ovulagdo nao é precisa nas cadelas (GIER,
2006).

O uso de dosagens hormonais para reconhecimento da ovulagdo é bastante
discutido. A onda pré-ovulatéria do LH e a secrecdo do FSH estdo intimamente
relacionadas a ocorréncia da ovulacdo, porém, a correlacdo entre essas gonadotrofinas
é complexa, ja que ocorre uma regulacao diferencial da secrecdo de FSH e LH nas
cadelas (REYNAUD et al., 2005).

Na cadela os ovdcitos liberados medem 82,4 £ 0,6 um e apresentam-se em um
estado imaturo, no inicio da primeira divisdo meidtica, ainda em estado de vesicula
germinativa (VG), sendo também denominados de ovécitos primarios, ndo podendo
ser fecundados imediatamente apds a sua liberacdo (ENGLAND & CONCANNON, 2002).

Ovdcitos em estagio de VG estdo presentes nas tubas uterinas, 44 horas apds a
ovulacdo, ou 2 dias apds a onda pré-ovulatéria de LH. A fase de metafase | ocorre
dentro de 44 a 48 horas da ovulacdo, sendo caracterizada pela extrusdo do primeiro
corpusculo polar. Na metéfase Il, ha a formag¢do completa do segundo corpusculo

polar, observada 54 horas apds a ovulacdo (LUVONI et al., 2006). A maturacdo nuclear
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nas cadelas esta completa apds 48 a 72 horas das ovulagdes, na presenca de elevados
niveis de progesterona (CONCANNON et al., 1989; REYNAUD et al., 2005), quando os
ovécitos atingem a por¢cdao média das tubas uterinas.

Concannom & Verstegen (2005) descreveram a maturagdo ovocitaria completa;
nesse estudo a ocorréncia das ovulacdes foi observada apds 60 horas do surgimento
da onda pré-ovulatéria de LH, ou seja, no final da fase do proestro até a metade do
estro. Houve uma correlacdo entre a ocorréncia da ovulacdo e as alteracdes de
comportamento, entretanto, a duracdo do proestro e do estro pode ser diferente
entre os individuos o que dificulta a aplicacdo deste conceito. O processo da ovulagdo
na maioria das cadelas completa-se com 24 horas, podendo em algumas fémeas se
completar em apenas 12 horas (FONTBONNE & MALANDAIN, 2006).

A detecgdo segura da ovulagdo é considerada por muitos autores, como um dos
fatores mais importantes para determinacdo do momento ideal da IA nas cadelas. Isto
é essencialmente importante quando se utiliza sémen congelado, devido ao periodo
relativamente curto de longevidade do sémen descongelado no trato genital feminino,
apds a IA (LEVY & FONTBONNE, 2007).

Nenhuma das avaliagGes clinicas, como o edema de vulva, a quantidade e o
aspecto da secrecdo vaginal, o sinal de “Amantea”, ou a aceitacdo de monta pelo
macho, sdo critérios suficientemente precisos para detectar a ocorréncia e o dia da
ovulagdo (ENGLAND & CONCANNON, 2002).

N3do existe repetibilidade no dia da ovulacdo dentro do periodo de estro e
conseqlientemente em protocolos de cobertura pré-determinados; algumas cadelas
podem ovular tao cedo como no 52 dia do inicio do cio, e outras ao contrario, tao tarde
como 30 apds o inicio do cio. A mesma fémea pode apresentar variagoes significativas
no dia da ovulacio em periodos de estro sucessivos (LEVY & FONTBONNE, 2007).

E recomendado o uso de exames clinicos complementares para determinar
com seguranc¢a, o momento da ovulagdo. A citologia vaginal ndo pode ser usada para
detectar a ovulacdo prospectivamente. O exame citolégico ele identifica com
seguranca o inicio da fase do diestro — diestro citolégico; neste caso ocorre um

aumento abrupto na porcentagem de células intermediarias e basais. Essa modificacdo
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na aparéncia das células ocorre ao redor do 52 dia apds a ovulacdo; mas esse critério
pode ser usado para identificar a ovulacdo retrospectivamente. A endoscopia vaginal é
realizada para determinar o periodo fértil, mas esse método requer um equipamento
caro e também ndo identifica com seguranca o dia da ovulacdo (ENGLAND &
CONCANNON, 2002; SILVA et al., 2003; LEVY & FONTBONNE, 2007)

Ensaios de LH seriam idéias em teoria, mas a determinacdo da onda pré
ovulatdria de LH (DO) requerem no minimo duas amostras de sangue por dia, por
muitos dias, além disso, muitos paises ainda ndo dispdem de técnicas comerciais para
dosagem do LH (ENGLAND & CONCANNON, 2002; SILVA et al., 2003; LEVY &
FONTBONNE, 2007).

A dosagem de LH nas cadelas ndo é realizada rotineiramente, é dispendiosa e
consume tempo, o que explica o fato de muitos pesquisadores optarem pela
mensuracao da progesterona sérica, para estimativa da ovulagdo. Uma concentragao
plasmatica de progesterona de 2 ng/ml (16 nmol/ L) corresponde ao dia 0 do ciclo
estral e a onda pré- ovulatéria de LH (KUSTRITZ, 2001; LOFSTEDT, 2004; REYNAUD et
al., 2005; GIER, 2006).

A realizacdo de exames citoldgicos seriados, desde o inicio do proestro, pode
facilitar a determinacdo da onda pré-ovulatdria de LH, segundo Feldman & Nelson
(2004); uma contagem de 80% de células superficiais determina a concentragao
maxima de estréogeno (dia -2, da onda pré-ovulatéria de LH). A mudancga abrupta dos
tipos celulares para parabasais e intermediarias indica o primeiro dia do diestro,
correspondente ao dia +7 da onda pré-ovulatéria de LH. O exame citoldgico é de facil
realizacdo, porém, ndao determina com acurdacia o dia da ovula¢do. A combinac¢do das
concentracOes de progesterona, do LH, analise das células do epitélio vaginal e
endoscopia vaginal sdo essenciais para facilitar a determinacdo da ovulagdo de uma
forma mais confidvel (ENGLAND & CONCANNON, 2002).

A dosagem de progesterona é uma pratica rotineira que pode ser realizada com
auxilio de kits semiquantitativos comerciais (ELISA) ou por laboratdrios especializados
que fornecem valores quantitativos obtidos por radioimunoensaio (RIA). Dosagens

paralelas de progesterona e LH mostraram que o inicio da elevacao significativa da
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progesteronemia corresponde a onda pré ovulatéria de LH, que pode ser uma
referéncia importante para definirem-se as datas da IA, uma vez que a ovulagdo
costuma ocorrer 48 horas apds a onda de LH (SILVA et al., 2003).

Tem sido sugerido por England & Concannon (2002) que para estimar o dia de
aparecimento da onda pré ovulatéria de LH, devem-se utilizar as concentracdes séricas
de progesterona e de acordo com esses autores quando a progesterona excede 2,0
ng/mL (6,5 nmol/L) corresponde a onda pré ovulatdria de LH, ou o dia seguinte.

Marseloo et al. (2004) demonstraram que os niveis plasmaticos de
progesterona no momento da ovulacdo na maioria das ragas é praticamente
constante; portanto, as mensuracdes de progesterona é uma das técnicas mais

eficientes para identificar as ovula¢des nas cadelas.

3) INSEMINACAO ARTIFICIAL

A primeira IA notificada cientificamente foi realizada no final do século XVIII por
Spallanzani, que utilizou sémen fresco obtido da vagina de uma cadela, naturalmente
acasalada, e depositou-o na vagina de outra cadela, utilizando uma seringa. Esse
procedimento resultou no nascimento de trés filhotes, apds 62 dias (JOHNSTON et al.,
2001; SILVA et al., 2003).

Somente em 1954, foi descrita por Harrop a primeira IA com sémen canino
refrigerado a 4°C. Seager (1969) obteve a primeira gestacdo utilizando sémen canino
congelado, resultando no nascimento de dois filhotes.

Na atualidade, a |IA nos caes pode ser realizada com sémen fresco, refrigerado
ou congelado; cada tipo de sémen apresenta possibilidades distintas de aplicacdo,
assim como também exige um manejo de complexidade diferente. A IA com sémen
congelado requer o desenvolvimento de metodologia adequada de congelacdo de
sémen. Sem duvida, pesquisas realizadas nessa area indicam que em um futuro
proximo estard disponivel bancos de sémen congelado (STORNELLI et al., 2001)

A |IA pode ser realizada basicamente por duas técnicas: intravaginal e intra-

uterina. A IA intravaginal consiste na deposicdo do sémen na vagina da cadela e
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apresenta-se como a via de escolha na maioria dos casos, por ser de facil execucdo e
por oferecer bons resultados. Neste caso pode se utilizar uma pipeta rigida,
geralmente utilizada para IA em bovinos, ou a sonda de Osiris (SILVA et al., 2003).

A |A por via intra-uterina consiste na deposicao do sémen diretamente no
interior do utero. Varias abordagens tém sido realizadas com o intuito de se
desenvolver técnicas na qual a deposicao do sémen é realizada diretamente dentro do
utero da fémea, por via transcervical ou através de procedimentos cirurgicos
transabdominais, como a laparotomia e a laparoscopia (LINDE-FORSBERG, 2002; SILVA
et al., 2003; WILSON, 2003).

A maioria dos autores tem obtido melhores resultados utilizando IA intra-
uterina (mediante laparotomia, laparoscopia ou cateterismo cervical) com o uso de
sémen congelado. As porcentagens de prenhez obtidas com o uso de IA intra-uterina
variam de 60 a 90% (WILSON, 1993; NOTHLING & VOLKMAN, 1993; SILVA et al., 1996;
TSUTSUI et al., 2000; LINDE-FORSBERG, 2002; KIM et al., 2007). Os resultados obtidos
por esses autores sdao muito varidveis e essa variagao pode ser explicada pela utilizagao
de diferentes meios diluentes, métodos de congelacdo, descongelacdo e envasamento
utilizados.

Tsutsui et al. (2000), reportaram que o uso de IA intravaginal com sémen
congelado requer no minimo 20 x 10® espermatozéides mdveis para que a fertilidade
possa ser comparada com a obtida em acasalamento natural. J& com sémen
descongelado e depositado no Uutero, a dose inseminante sugerida, foi de
aproximadamente 1,5a 2 x 108 espermatozéides méveis e a taxa de gestacao nesse
estudo, variou de 20 a 90%.

Linde-Forsberg et al. (1999), obtiveram uma taxa de gestacdo de 57,9% usando
IA intra-uterina com 100 a 400 x 10° espermatozéides. Tsutsui et al. (2000) realizaram
IA intra-uterina com 100 x 10° espermatozdides em 10 fémeas, resultando em uma
taxa de gestacao de 90%. Kim et al. (2007) demonstraram uma taxa de gestacdo de
100% apds IA intra-uterina com baixo nimero de espermatozéides, 50 x 10°
espermatozéides méveis e de 80% com 5x10° espermatozéides méveis, e 0% com

5x10° espermatozdides moveis.
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Taxas de concepc¢do usando sémen congelado tém sido obtidas por algumas
instituicbes de pesquisa usando como meios diluentes, o TRIS/gema de
ovo/frutose/citrato (ANDERSEN, 1972; FONTBONNE & BADINAND, 1993; SILVA et al.,
1996; ROTA et al.,, 1999), o Triladyl (NOTHLING et al., 1995), Laiciphos (SILVA &
VERSTEGEN, 1995) e CLONE (STRON et al.,, 1997). A composi¢cdo de alguns desses
meios nao sao reveladas. Com relacao ao local de inseminag¢dao, ambos intravaginal e
intra-uterina sdo realizadas e uma alta taxa de concepc¢ao tem sido relatada em alguns
desses trabalhos, entretanto, é reconhecido que a congelacdo do sémen de cdo nao é
uma pratica rotineira.

Procedimentos adequados de congelacdo e descongelagdao para o sémen de
cdo poderiam resultar em um numero grande de doses inseminantes, de um
ejaculado, mas o numero minimo de espermatozdides normais necessarios para uma
otima taxa de fertilidade ndo tem sido estudadas nos cdes (KIM, et al., 2007).

Processo adequado de diluicdo, escolha correta de um meio diluente e de
crioprotetores, tempo suficiente de equilibrio, curva de congelagdo/descongelagdo
apropriadas, com certeza, resultardo em uma porcentagem reduzida de
espermatozdides com membrana espermdtica rompida e uma maior sobrevida das
células espermaticas no trato genital feminino. A manutencdo da integridade
estrutural e a fisiologia espermatica constituem em fatores importantes que permitem
a obtencdo de altas taxas de gestacao e ninhadas.

Com o desenvolvimento de métodos adequados para a criopreservacdo de
sémen, juntamente com a determinacdao do momento exato, de maior fertilidade do
ciclo estral da fémea e com o uso de uma técnica adequada de IA, essa biotécnica

apresentara excelentes resultados no futuro (STORNELLI et al., 2001).
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TABELA 1: Taxas de gestagao em cadelas submetidas a IA intravaginal ou intra-uterina,

com sémen congelado.

Taxa de gestacao (%)

Autor
Intravaginal Intra-uterina

Fastard (1984) - 64 a 69
Fontbonne e Badinand (1993) 52,6 73,6
Wilson (1993) - 80
Linde-Forsberg (1995) 40a 80 83a91
Silva et al. (1996) -- 60
Tsutsui et al. (2000) 0 90
Linde-Forsberg (2001) 34,6 52

Kim et al. (2007) -- 100
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MATERIAL E METODOS

LOCAL
O experimento foi realizado no Canil de Pesquisa da FMVZ e no Laboratério de
Reproducdo de Pequenos Animais e Silvestres (REPAS) do Departamento de

Reproduc¢ao Animal e Radiologia Veterinaria, FMVZ, UNESP, Botucatu.

ANIMAIS
Foram utilizados treze (13) animais, sendo:

= Um (1) macho, adulto (4 anos), da raca Boxer, com peso de 30Kg, proveniente
de criatério particular, com paternidade recente comprovada, utilizado como doador
de sémen. O animal foi mantido em perfeitas condicdes de manejo higiénico-dietético
e fora do alcance das fémeas.

e Doze (12) fémeas, adultas (2 a 5 anos), SRD, na fase folicular do ciclo estral,
com peso variando entre 8 e 25Kg, provenientes de criatérios particulares. As fémeas
foram selecionadas entre aquelas, cujos proprietdrios, procuraram o Setor de
Reprodugdo de Pequenos Animais do Hospital Veterindrio da FMVZ/UNESP/Botucatu
para obtencdo de informacdes sobre o procedimento de ovariohisterectomia. Os
animais triados foram mantidos em perfeitas condi¢des de manejo higiénico-dietético.
Durante o inicio da fase de proestro, periodo experimental da pesquisa,
permaneceram no canil e foram alimentadas com racao seca peletizada e dgua ad

libitum.

MACHO

COLHEITA DO SEMEN:

O sémen foi colhido por estimulagdo manual do pénis, na auséncia de uma
fémea no estro. Foram colhidos seis (6) ejaculados do animal, com intervalo semanal,
em funil plastico, acoplado a um tudo plastico graduado, aquecido (+ 35°C) e protegido

da luz. Todo equipamento de colheita foi previamente limpo e esterilizado. A primeira
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fracdo do sémen foi desprezada, a segunda e parte da terceira fragdes foram utilizadas

para as analises macroscopicas, microscopicas e processamento do sémen.

ANALISES DO SEMEN:

Imediatamente apds a colheita, o sémen foi mantido em banho-Maria seco a

37°C e analisado.

ANALISES MACROCOPICAS

s Volume:

Mensurado através da graduacdo do tubo utilizado na colheita em mL.

* Cor:
Determinada pela visualizacdo direta, considerando a cor branca opalescente como

normal.

ANALISES MICROCOPICAS

* ANALISE DO MOVIMENTO ESPERMATICO:

Foram avaliados por meio do CASA (Computer-Assisted Semen Analyzer, HTR-
IVOS 10 Analyzer, Hamilthon Thorne Research — Animal Version 12,0 L, Beverly, MA,
USA), previamente ajustado para o sémen de cdo (ANEXO 1). Foram avaliados os
seguintes parametros da cinética de movimento: motilidade total (MT), motilidade
progressiva total (MP), padrao médio de velocidade espermatica (VAP), velocidade de
deslocamento em linha reta (VSL), porcentagem de espermatozdides rapidos (RAP)
(IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001). Para as avaliacbes, uma gota de sémen foi
colocada em camera de Makler (HTMA) aquecida e analisada a temperatura de 38°C.
Para cada amostra de sémen, trés gotas foram avaliadas, e a média de trés campos foi

anotada.
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e CONCENTRACAO ESPERMATICA:

Determinada através da contagem das células espermaticas em camara
hematimétrica de “Neubauer”, apés diluicdo do sémen total em agua destilada (1:20).
O numero de espermatozdides expresso em mL foi multiplicado pelo volume do
ejaculado, para determinacao da concentracao dos espermatozdides totais, e ainda

multiplicado pela motilidade para determinacdo de espermatozdides totais e mdveis.

e AVALIACAO DA INTEGRIDADE DE MEMBRANA PLASMATICA POR DUAS SONDAS
FLUORESCENTES:

A coloracdo fluorescente foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Harrison & Vickers (1990), e adaptada ao cdo por Cunha et al. (1996). As solugdes
estoques de diacetato de 6-carboxifluoresceina, iodeto de propidio, formaldeido e
citrato de sdédio a 3% foram preparadas (ANEXO 2). Uma aliquota de 10 pl de sémen
foi diluida em 40ul da solucdo de trabalho (20 ul da solugao estoque de diacetato de
6-carboxifluoresceina, 10 pl da solugdo estoque de iodeto de propidio, 10 ul de
solugdo estoque de formaldeido e 960 ul de citrato a 3%), preparada no momento do
uso. Apds 10 minutos da diluicdo, uma gota do material foi depositada entre [amina e
laminula e analisada em microscépio de epifluorescéncia (NIKON — Episcopic
Fluorescence Attchment “EFA” HalogenLamp Set) com objetiva de 40x. Foram
contadas 100 células e classificadas como:

» Células com membrana integra: células coradas em verde fluorescente.
» Células com membrana lesada: células coradas em vermelho ou em verde

fluorescente e vermelho.

e« MORFOLOGIA ESPERMATICA:

Foram confeccionados esfregacos do sémen em laminas, fixadas em Formol
salino a 37°C por 10 minutos, apds secagem, coradas pelo método de Karras
modificado (PAPA et al., 1986). Foram avaliadas 100 células de cada esfregaco e as
alteragOes espermaticas classificadas de acordo com Mies Filho (1987). Os resultados

foram expressos em porcentagem de células normais.



Material e Métodos 39

e AVALIACAO DA INTEGRIDADE DAS MEMBRANAS PLASMATICA, ACROSSOMAL, E
FUNCAO MITOCONDRIAL POR TRES SONDAS FLUORESCENTES:

Para as avaliagbes da integridade das membranas foram utilizadas, em
associacdo, trés sondas fluorescentes, sendo elas: lodeto de Propidio (IP), FITC-PSA
(glutinina de Pisum sativum conjugada a isotiocianato de fluoresceina) e JC-1 (lodeto
de 5,5’, 6,6’-tetracloro-1,1,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) como descrito
por Celeghini (2005). A preparacdo das solucbes de estoque e de trabalho para cada
sonda fluorescente se encontra no ANEXO 3.

A preparacao das amostras para avaliacdao simultanea foi realizada em tubo
plastico de 1,5 mL, onde uma aliquota de 50 uL de sémen foi diluida em 100 pL de
solucdo preparada (10 mL de solugdo fisiolégica + 100 pL de piruvato e pH=6,8),
incubada a 37°C por 10minutos, logo apds, foram adicionados a solugdo 1,5 ulL de
lodeto de Propidio, 1,0 uL de JC-1 e, apds 8 minutos de incubagdo a 37°C, 25 uL de
FITC-PSA. Uma gota da amostra foi depositada entre lamina e laminula, previamente
aquecidas a 37°C, e analisada em microscépio de epifluorescéncia (NIKON — Episcopic
Fluorescence Attchment “EFA” HalogenLamp Set) utilizando objetiva de 100x. Foram
avaliadas 100 células e as alteragGes espermaticas classificadas de acordo com a Figura

1.

FIGURA 1: Classificacdo dos espermatozdides de acordo com a coloracdo das
estruturas. Cabeca (verde = membrana plasmatica integra; vermelha = membrana
plasmatica lesada); pe¢a intermedidria (verde = baixo potencial de membrana
mitocondrial; vermelha = alto potencial de membrana mitocondrial); e acrossomo
(branco/incolor = acrossomo intacto sem reagdo acrossomal; verde = acrossomo

lesado com reacdo acrossomal). Botucatu, 2008.
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e TESTE SUPRA VITAL:

A preparacdo foi realizada com uma gota de sémen e uma gota de eosina (1 g
de Eosina em 100 mL de Solugdo de Citrato de Sédio a 2,95%), homogeneizadas e
confeccionado esfregaco. A leitura foi realizada em microscépio de luz (400x). Os
espermatozédides que se apresentavam corados de vermelho foram considerados com
membrana lesada e mortos, j& os que ndao se coraram foram considerados com
membrana integra e vivos. O resultado foi expresso em porcentagem de vivos.

Foram realizadas duas avaliagbes das amostras de sémen: apds a colheita (M1)

e apos descongelacdo (M2) para todas as varidveis descritas.

CRIOPRESERVACAO DO SEMEN:

O sémen foi criopreservado de acordo com a técnica descrita por Chirinéa et al.
(2006): apds as analises iniciais (M1), o sémen foi centrifugado a 800xg por 10 minutos,
o pellet diluido com o meio TRIS/OEP/Frutose/8%Glicerol (ANEXO 4), e imediatamente
envasado em palhetas francesas de 0,5 mL, com concentracdo de 40x10°
espermatozdides moveis por palheta. As palhetas foram entdo, transferidas para um
refrigerador programado a 5°C (MINITUB®) por 60 minutos. Transcorrido o periodo de
equilibrio, as palhetas foram transferidas para o vapor de nitrogénio liquido por 20
minutos, e entdo mergulhadas e armazenadas.

Apds o procedimento de congelagdo, o sémen foi armazenado em botijao
criogénico, até a selecdo, monitoracdo e caracterizacio do momento ideal de
inseminacado artificial das fémeas.

O sémen foi descongelado a 70°C por 8 segundos (PENA & LINDE-FORSBERG,
2000) e as amostras foram avaliadas in vitro e in vivo. Apenas uma palheta de cada

partida foi descongelada para avaliagdo do sémen (M2).
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AVALIACAO IN VITRO: motilidade e vigor espermdtico (CASA), concentragdo
espermatica, morfologia espermatica, integridade das membranas espermatica por
meio do teste supra vital e sondas fluorescentes.

AVALIACAO IN VIVO: foi realizada por meio da IA - intra-uterina e intravaginal -
em fémeas previamente selecionadas e monitoradas para identificagdo do melhor

momento para a IA.

FEMEAS

Foram monitoradas diariamente a partir do momento em que se identificaram
os primeiros sinais de inicio da fase folicular do ciclo estral, edema de vulva, secrecado
sanguinolenta e atracao pelo macho. A partir do inicio do proestro, foram realizados
exames citoldgicos e colheitas de sangue para dosagem de progesterona, a cada 48

horas, até o inicio da fase de diestro.

* CITOLOGIA VAGINAL:

As fémeas foram contidas convenientemente e apds limpeza da regiao vulvar
foi introduzido um espéculo vaginal; em seguida, foi utilizada uma escova ginecolodgica
— citobrush — introduzida o mais profundamente possivel na vagina e rotacionada,
facilitando dessa forma a coleta do material. A escova foi retirada e o material
imediatamente transferido para uma l|amina histoldgica, previamente limpa e
identificada. O material foi corado com Pandtico. (Hematocor®). A identificacdo dos
tipos celulares foi baseada nos critérios adotados por Johnston et al. (2001), ou seja,
avaliada baseando-se na porcentagem de células superficiais sob microscopia de luz
(aumento de 200x).

Foram contadas 100 células e quando quantificadas 80% de células
superficiais/escamas foi considerado o dia -2 do ciclo estral, ou seja, quando as
concentragdes de estrégeno atingiram os niveis mais elevadas na circulacdo (FELDMAN

& NELSON, 1996).
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¢ DOSAGEM DE PROGESTERONA:

As amostras de sangue foram colhidas através de venopuncdo da veia jugular
em tubos, sem anticoagulante, a cada 48 horas. Foram retirados 5,0 mL de sangue com
seringas de 10,0 mL e agulhas 30 x 08. O sangue foi centrifugado (centrifuga Excelsa
Baby — 206R — FANEM®) por 4 minutos, para obtencdo do soro. O soro foi dividido em
duas aliquotas: uma foi imediatamente enviada, via SEDEX, para dosagem de
progesterona por quimioluminescéncia para o Laboratdrio CAD (Centro Avancado em
Diagndstico, Londrina, PR), e a segunda foi armazenada em freezer a - 20°C, para
posterior dosagem de progesterona em radioimunoensaio (RIA), no Laboratério de
Endocrinologia da Reproducao, no Departamento de Reprodugdo Animal da FMVZ —
Unesp/Botucatu, utilizando kit comercial (Diagnostics Procedure Corporation —
progesterone Coat - a — Count, Los Angeles, USA) em fase sélida, sem extracdo quimica
ou processo de purificacdo, validado para plasma canino (SRIKANDAKUMAR et al.,
1986). As dosagens foram realizadas de acordo com a recomendacdo do fabricante. A
cada 10 tubos de amostra e no final de cada ensaio foi utilizado um tubo controle, em
duplicata, com os internos de 0,5 ng/mL e 20 ng/mL, para célculo dos coeficientes de
variacdo intra-ensaio (2,83%). As contagens foram realizadas em Contador Gamma.
Todas as amostras foram mensuradas em duplicadas.

Para correlacdo das concentracbes de progesterona sérica com os eventos

reprodutivos da cadela foi usado o esquema proposto por Kustritz, (2001) (Quadro 1).
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QUADRO 1: Correlagdo das concentracbGes de progesterona sérica com eventos

reprodutivos da cadela. A margem de erro estimada foi aproximadamente + 1 dia.

Kustritz (2001).

Evento Progesterona Sérica (ng/mL)
Anestro/proestro <1,0
Ovulagdao menos 3 dias 1,0a1,9
Ovulagdo menos 2 dias 2,0a29
Ovulagdo menos 1 dia 3,0a3,9
Dia da ovulagao 4,0a10,0

Ovulagao mais 2 dias — dia 6timo para

cobertura

Ovulag¢do mais 1 a 5 dias > 10,0 / epitélio vaginal cornificado

As dosagens de progesterona sérica foram usadas em conjunto com a citologia
vaginal para determinagao do momento mais adequado para a realizagdao da IA. O dia
0 do ciclo estral (DO) foi considerado quando a concentracdo de progesterona variou

entre 2,0 a 2,9 ng/mL.

INSEMINAGAO ARTIFICIAL

Foram considerados 2 grupos:

GRUPO 1: Inseminacao artificial intra-uterina, apdés laparotomia.

Apds os procedimentos adequados de anestesia (via intramuscular =
0,05mg/Kg de Acepromazina + 0,5mg/Kg de Morfina, apés 10 minutos via
intravenosa = 5mg/kg Quetamina + 0,25mg/kg de Diazepan, e manutencio em
Halotano), as cadelas, desse grupo, foram submetidas a técnica de laparotomia e

exposicdao dos cornos uterinos. A amostra de sémen, previamente descongelada, apds
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analise espermatica, foi dividida em duas partes e depositada por meio de seringa,
acoplada a um cateter n°18, nos dois cornos uterinos. Apds, a regidao do corpo de utero
foi comprimida com auxilio dos dedos, por cerca de 5 minutos, para impedir o refluxo.
Nesse grupo foi realizada apenas uma (1) inseminagao artificial, nos dias D3, D5, D6 ou
D7 do ciclo estral. A dose inseminante total utilizada foi de 160x10° espermatozdides,

em dois (2)mL - (4 palhetas).

GRUPO 2: Inseminacao artificial intravaginal.

O sémen foi depositado na vagina cranial, com auxilio de uma pipeta rigida para
IA (Provar®). Apds os procedimentos adequados de limpeza da regido vulvar, foi
introduzida uma pipeta rigida, o mais profundamente na vagina, com movimentos
cuidadosos, até ser encontrada uma resisténcia. Em seguida, o sémen foi depositado
no fundo da vagina com a pipeta acoplada a uma seringa de vidro, contendo a amostra
de sémen descongelada.

Apds a inseminagdo artificial, a fémea permaneceu com o0s membros
posteriores elevados por 10 minutos para facilitar a introdugao do sémen no utero.
Nesse grupo foram realizadas duas (2) inseminacgées, com intervalo de 48 horas cada.
As inseminacgOes foram realizadas entre os dias D4 e D8 do ciclo estral. A dose
inseminante foi de 160x10° espermatozédides por inseminacdo, com um volume de
dois (2)mL, totalizando 320x 10° espermatozéides em quatro (4)mL, nas 2
inseminagoes.

Apds 30 dias das inseminagdes artificiais, foi realizado exame de ultra-som
(Logic 3, com transdutor linear 10 MHz) para diagndstico de gestacdo. Em seguida, as
fémeas foram submetidas a ovariohisterectomia (OSH). Apenas uma (1) fémea com
prenhez positiva foi acompanhada durante toda a gestacdo, parto, lactacdo e

crescimento do filhote.
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ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada analise de varidncia para o modelo de medidas repetidas,
complementada com o Teste de Comparacdao Multipla de Bonferroni (ZAR, 1999).
Todas as discussdes dos resultados foram realizadas no nivel de 5% de significancia.

Para a compara¢ao dos momentos M1 - apds a colheita de sémen e M2 - apds a
descongelacdo foi realizado o Teste T pareado, expressos pelos limites de 95 % de
confianca. O Teste de Goodman para contrastes entre e dentro de populagdes
multinomiais (GOODMAN, 1964, 1965) foi utilizado para a obtenc¢do dos resultados de
distribuicdo das respostas a associacdo de sondas fluorescentes.

O estudo da associagdo linear entre as variaveis que avaliaram a integridade da
membrana plasmatica foi realizado utilizando-se o coeficiente de correlagao linear de

Pearson (NORMAN & STREINER, 1994).
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RESULTADOS

MACHOS

Foram congeladas 90 palhetas de 0,5 mL, contendo 40x10° espermatozéides
moveis, em cada uma. O sémen foi analisado imediatamente apds a colheita (M1 -

Tabela 2) e apds o procedimento de congelacdo/descongelagdo (M2 - Tabela 3).

TABELA 2: Resultados das porcentagens das varidaveis de motilidade total (MT),
motilidade progressiva (MP), porcentagens de espermatozdides vivos (VIVOS),
integridade de membrana (FLUO), padrdao médio de velocidade espermatica (VAP),
velocidade de deslocamento em linha reta (VSL), porcentagem de espermatozdides
rapidos (RAP), e porcentagem de espermatozdides morfologicamente normais
(MORFO), no momento pds-colheita (M1) de 6 ejaculados de um mesmo animal.

Botucatu, 2008.

EJACULADO MT (%) MP (%) VIVOS (%)  FLUO (%) VAP VsL RAP MORFO (%)
1 84 81 93 90 129,9 114 83 95
2 84 80 100 73 148,2 132,5 82 97
3 89 83 92 88 127,1 108,8 85 93
4 88 85 61 77 162,6 150,1 86 91
5 91 86 90 90 134,2 116,9 88 94
6 89 82 72 9 160,8 1455 89 94
Média 88 83 85 85 144 128 86 2
DP 2,9 2,3 15 8,3 16 17 2,7 2
% CV 33 2,8 18 9,8 11 14 3,2 2,1
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TABELA 3: Resultados das porcentagens das variaveis de motilidade total (MT),

motilidade progressiva (MP),

porcentagens de espermatozdides vivos (VIVOS),

integridade de membrana (FLUO), padrdao médio de velocidade espermatica (VAP),

velocidade de deslocamento em linha reta (VSL), porcentagem de espermatozdides

rapidos (RAP), e porcentagem de espermatozéides morfologicamente normais

(MORFQ), no momento pds-descongelacdo (M2) de 6 ejaculados de um mesmo

animal. Botucatu, 2008.

EJACULADO MT (%) MP (%) VIVOS (%)  FLUO (%) VAP VsL RAP MORFO(%)
1 80 61,5 74 72 129,9 79,8 74 63
2 82 78 80 58 93,4 83,3 79 40
3 76 67 73 70 81,8 73,2 67 34
4 74 66 48 61 84,8 74,9 68 62
5 79 73 72 72 92,2 81,3 74 55
6 78 69 57 75 96,4 78,5 72 60
Média 78 69 67 68 9% 79 72 52
DP 2,9 5,8 12 6,8 17 3,8 4,4 12
% CV 3,7 8,3 18 10 18 4,9 6,1 24

Os resultados de coeficiente de variacdo (%CV), das varidveis estudadas, entre

0 sémen analisado apods a colheita (M1) e descongelado (M2) estdo descritos na Tabela

4.

Comparando-se os valores das variaveis estudadas nos 2 momentos (M1 e M2),

foi observado uma reducdo significativa (P<0,05) apenas na porcentagem da

morfologia espermatica (Tabela 4).
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TABELA 4: Coeficiente de variacdo (%) e limites de confianca das varidveis estudadas,

de acordo com o momento de analise (M1 e M2). Botucatu, 2008.

MOMENTO 1 MOMENTO 2
VARIAVEL ov (%) L. INF LSUPE | | o0 L. INF L.supg | P=Valor
(95%) (95%) (95%) (95%)

MT (%) 3,29 0,86 5,73 3,66 0,95 6,36 p>0,05
MP (%) 2,80 0,73 4,87 8,35 2,17 14,52 p>0,05
VIVOS (%) 17,58 4,57 30,58 18,06 4,70 31,42 p>0,05
FLUO (%) 9,77 2,54 16,99 10,06 2,62 17,51 p>0,05
VAP 10,89 2,83 18,95 17,94 4,67 31,22 p>0,05
vsL 13,55 3,52 23,57 4,89 1,27 8,51 p>0,05
RAP 3,20 0,83 5,57 6,10 1,59 10,61 p>0,05
MORFO (%) 2,13 0,55 3,70 23,58" 6,13 41,03 p<0,05

Limites de 95% de confianga para o coeficiente de variagdo, expresso em porcentagem (ZAR, 1999)
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FIGURA 1: Classificacdo dos espermatozdides de acordo com a coloracdo das
estruturas. Cabeg¢a (verde = membrana plasmatica integra; vermelha = membrana
plasmatica lesada); pe¢a intermediaria (verde = baixo potencial de membrana
mitocondrial; vermelha = alto potencial de membrana mitocondrial); e acrossomo
(branco/incolor = acrossomo intacto sem reac¢do acrossomal; verde = acrossomo

lesado com reagdo acrossomal). Botucatu, 2008.

TABELA 5: Resultado da avaliacdo da integridade das membranas plasmatica,
acrossomal e mitocondrial dos espermatozdides com a associacdo de sondas
fluorescentes (IP, JC-1 e FITC-PSA), no momento pods-colheita (M1-1 a 8), de 6

ejaculados de um mesmo animal, de acordo com a classificagdo da Figura 1. Botucatu,

2008.
CLASSIFICACAO DOS ESPERMATOZOIDES QUANTO A ASSOCIAGAO DE SONDAS
EJACULADO ! ? 2 ’ 3 .’? 4 .’? > T ® ! A 5 A
R B
1 80 3 0 5 0 6 0 6
2 79 8 1 0 0 0 0 12
3 81 0 0] 1 2 2 3 11
4 73 0 0 18 0 0 1 8
5 84 6 0 3 0 3 0 4
6 80 2 0 6 0 3 0 9
Média 80 3,2 0,2 5,5 0,3 2,3 0,7 8,3
DP 3,6 3,3 0,4 6,5 0,8 2,3 1,2 3
% CV 4,6 103 245 119 245 96 182 36




Resultados 50

TABELA 6: Resultado da avaliacdo da integridade das membranas plasmatica,
acrossomal e mitocondrial dos espermatozdides com a associacdo de sondas
fluorescentes (IP, JC-1 e FITC-PSA), no momento pds-descongelacdo (M2-1 a 8), de 6

ejaculados de um mesmo animal, de acordo com a classificacdo da Figura 1. Botucatu,

2008.
CLASSIFICAGAO DOS ESPERMATOZOIDES QUANTO A ASSOCIACAO DE SONDAS
EJACULADO 1 ? 2 t 3 ? 4 .’? 5 ? 6 T 7 ? 8 f?‘
1 12 0 2 18 2 11 10 45
2 9 0 0 15 0 24 0 52
3 20 15 0 3 0 23 0 39
4 0 0 4 18 5 9 6 58
5 15 2 0 16 6 9 2 50
6 13 0 1 13 8 12 1 52
Média 12 2,8 1,2 14 3,5 15 3,2 49
DP 6,7 6 1,6 5,6 3,3 6,9 4 6,6
% CV 58 212 137 41 95 47 127 13

TABELA 7: Distribuicdo (%) dos resultados da classificagdo dos espermatozdides
guanto a associacdo de sondas fluorescentes (JC-1, IP e FITC-PSA), obtidos nos

momento 1 (M1 — pds-colheita) e momento 2 (M2 — pds-descongelagdo) . Botucatu,

2008.
CLASSIFICACAO DOS ESPERMATOZOIDES QUANTO A ASSOCIACAO DE SONDAS
o ? 2 t 3 ? 4 ? 5 ? 6 ? 7 ? 8 ?
ML 477 19 1 33 2 14 4 50
(79,50*®  (3,17*®*  (0,27** (5,50  (0,33)** (2,33**® (0,67)** (8,33)*C
M2 69 17 7 83 21 88 19 295
(11,50  (2,38**  (1,17)** (13,83)*® (3,50)* (14,67)*® (3,17)** (49,33)*C

Letras minusculas: comparagdo de momentos, fixados a classificagdo dos espermatozdides (coluna). p<0,05
Letras maiusculas: comparagdo da classificagdo dos espermatozdides, dentro do mesmo momento (linha). p<0,05
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Em relacdo aos resultados obtidos com o uso da associacdo das trés sondas
fluorescentes, entre os momentos M1 e M2, observou-se um diferenga significativa

(p<0,05) entre os espermatozdides classificadoscom 1,4, 5,6, 7 e 8.

TABELA 8: Porcentagem de perdas das variaveis de motilidade total (MT), motilidade
progressiva (MP), porcentagens de espermatozodides vivos (VIVOS), integridade de
membrana (FLUO), padrdo médio de velocidade espermatica (VAP), velocidade de
deslocamento em linha reta (VSL), porcentagem de espermatozdides rapidos (RAP), e
porcentagem de espermatozéides morfologicamente normais (MORFO) durante o
processo de congelacdo/descongelacdo do sémen, entre o momento 1 (pds-colheita) e

2 (pbs-descongelacdo). Botucatu, 2008.

VARIAVEIS MOMENTO 1 MOMENTO 2 % PERDA

MT (%) 88 78 11,37
MP (%) 83 69 16,90
VIVOS (%) 85 67 21,18
FLUO (%) 85 68 20,00
VAP 144 9% 33,33
vsL 128 79 38,29
RAP 86 72 16,28
MORFO (%) 94 52 44,68
%perda= —=ML_ 1000

M2



Resultados 52

TABELA 9: Medidas de associacdo linear entre as varidveis de porcentagens de
espermatozéides vivos (VIVOS), integridade de membrana (FLUO), e classificacdo 1 e 8
dos espermatozdides quanto a associacdo de sondas fluorescentes (JC-1, IP e FITC-
PSA), segundo os momento 1 (M1 — pds-colheita) e momento 2 (M2 — pods-

descongelacdo), e total dos 6 ejaculados. Botucatu, 2008.

~ MOMENTO
ASSOCIACAO (%) TOTAL
M1 M2
VIVOS X FLUO -0,030 (p>0,05) | -0,017 (p>0,05) 0,434 (p>0,05)
VIVOS X CLASSIF. 1 0,665 (p>0,05) 0,595 (p>0,05) 0,634 (p<0,05)
VIVOS X CLASSIF. 8 0,146 (p>0,05) - 0,616 (p>0,05) | - 0,614 (p<0,05)
FLUO X CLASSIF. 1 0,610 (p>0,05) 0,649 (p>0,05) 0,824 (p<0,001)
FLUO X CLASSIF. 8 -0,483 (p>0,05) | -0,463 (p>0,05) | -0,820 (p<0,001)
CLASSIF.1 X CLASSIF. 8 | -0,294 (p>0,05) | -0,862 (p>0,05) | - 0,989 (p<0,001)

Coeficiente de Correlagdo de Pearson (p — valor)



Resultados

53

TABELA 10: Andlise descritiva dos resultados da andlise do sémen pés-descongelacao

(M2), concentracdo de progesterona e porcentagem de células superficiais, utilizados

na |A intra-uterina, e resultados de gestacdo das fémeas inseminadas. Botucatu, 2008.

INSEMINAGAO INTRA-UTERINA

GESTACAO POSITIVA GESTACAO NEGATIVA
VARIAVEL
1 2 3 4 1 2
Lessie Pit Pantera Paloma Neguinha Estrela

MOTILIDADE TOTAL (%) 79 79 79 76 74 78
VIVOS (%) 72 72 72 73 48 57
FLUORESCENCIA (%) 72 72 72 70 61 75
CLASSIFICACAO 1 (%)

15 15 15 20 0 13
(1P, JC-1 e FITC-PSA)
CLASSIFICACAO 8 (%)

50 50 50 39 58 52
(1P, JC-1 e FITC-PSA)
PROGESTERONA (ng/mL) 20,00 21,39 27,70 19,81 19,35 7,53
CELULAS SUPERFICIAIS (%) 83 94 95 100 55 98
DIADAIA (DO = pico de LH) D5 D6 D5 D6 D7 D3
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TABELA 11: Analise descritiva dos resultados da andlise do sémen pds-descongelacgao,

concentracdo de progesterona e porcentagem de células superficiais, utilizados na IA

intravaginal e resultados de gestacdo das fémeas inseminadas. Botucatu, 2008.

INSEMINAGAO INTRAVAGINAL

GESTACAO GESTACAO NEGATIVA
VARIAVEL POSITIVA
1 1 2 3 a4 5
Branca KuKa" Bella’ Meg Ozama’ Pithy*
MOTILIDADE TOTAL (%) 78 81 78 76 77,2 81
VIVOS (%) 57 77 76,5 73 66,7 77
FLUORESCENCIA (%) 75 65 64 70 68,7 65
CLASSIFICACAO 1 (%)
13 10,5 14,5 20 11,7 10,5
(IP, JC-1 e FITC-PSA)
CLASSIFICAGCAO 8 (%)
52 48,5 45,5 39 48 48,5
(IP, JC-1 e FITC-PSA)
29,69 31,60 19,59 20,67 16,90 13,49
PROGESTERONA (ng/mL) 12 IAIV
29,80 34,51 33,28 31,12 20,77 33,15
PROGESTERONA (ng/mL) 22 IAIV
CELULAS SUPERFICIAIS (%) 12 IAIV 100 90 % 98 67 90
CELULAS SUPERFICIAIS (%) 22 IAIV 86 90 95 76 67 80
DIA 12 IAIV (DO = pico de LH) D5 D6 D5 D5 D4 D5
DIA 22 IAIV (DO = pico de LH) D7 D8 D7 D7 D6 D8

*Representa valores médios das variaveis do sémen descongelado utilizado nas duas IA realizadas
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FEMEAS

Os resultados referentes as dosagens de progesterona e citologia vaginal para a

determinacdo do momento adequado da inseminagao artificial encontram-se nas

Tabelas 12, 13 e 14.

TABELA 12: Resultados referentes as dosagens de progesterona (RIA — ng/mL) e dos

exames citoldgicos (% de células superficiais), diagndstico de gestagao (positivo + ou

negativo -) e nimero de filhotes de 6 fémeas nos dias das duas inseminacgdes artificiais,

intravaginal (A e B). Botucatu, 2008.

CADELAS P4 CITOLOGIA VAGINAL GESTACAO N2 FILHOTES

1A 13,49 90

- 0
1B 33,15 80
2A 31,60 90

- 0
2B 34,51 90
3A 19,57 95

- 0
3B 33,28 95
aA 20,67 98

- 0
4B 31,12 76
5A 16,90 67

- 0
5B 20,77 67
6A 29,69 100

+ 5
6B 29,80 86

A=12 |AIV e B=22|AIV
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TABELA 13: Resultados referentes as dosagens de progesterona (RIA — ng/mL) e dos

exames citologicos (% de células superficiais), diagndstico de gestacdo (positivo + ou

negativo -) e numero de filhotes de 6 fémeas no dia da inseminacdo artificial intra-

uterina. Botucatu, 2008.

CADELAS P4 CITOLOGIA VAGINAL GESTAGAO N2 FILHOTES
1 19,35 55 - 0
2 21,39 94 + 4
3 20,00 83 + 1
4 19,81 100 + 1
5 27,70 95 + 8
6 7,53 98 - 0

TABELA 14: Medidas descritivas das varidveis de progesterona sérica (P4) dosadas por

radioimunoensaio (RIA) e citologia vaginal (porcentagem de células superficiais), nos

grupos 1 (IA intra-uterina) e 2 (lA intravaginal). Botucatu, 2008.

GRUPO DE INSEMINACAO RESULTADO DO
VARIAVEL MEDIDA TESTE
DESCRITIVA INTRAVAGINAL | INTRAVAGINAL .
INTRA-UTERINA (121A) (221A) ESTATISTICO
VALOR MINIMO 7,53 13,49 20,77
MEDIANA 19,91 20,12 32,14
VALOR 27,70 31,60 34,51
P4 (ng/mL) MAXIMO p=0,021
MEDIA 19,30°" 21,99*" 30,44°
DESVIO 6,55 7,18 5,03
PADRAO
VALOR MINIMO 55,00 67,00 67,00
MEDIANA 94,50 92,50 83,00
CITOLOGIA “;/2;&20 100,00 100,00 95,00 ocos
VAGINAL (%) P=0
MEDIA 87,50 90,00 82,33
DESVIO 16,98 11,98 10,13
PADRAO

(1) Duas médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si (P>0,05)
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TABELA 15: Taxas de gestacdo obtidas em 12 fémeas utilizando sémen
congelado/descongelado e duas técnicas de inseminacdo artificial, intra-uterina e

intravaginal. Botucatu, 2008.

RESULTADO DO TESTE ESTATISTICO
p = VALOR

TECNICA DE INSEMINAGAO (IA) TAXA DE GESTAGAO (%)

66,67 (4/6)
IA INTRA-UTERINA
p =0,0207

IA INTRAVAGINAL 16,67 (1/6)

Foi evidenciada uma diferenca significativa (p<0,05) entre a deposicdo de

sémen descongelado intra-uterina e intravaginal.
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DISCUSSAO

A possibilidade da utilizacdo do sémen canino criopreservado abriu novas
fronteiras para criacdo de cdes, permitindo a troca de material genético de alto valor
zootécnico entre localidades distantes e o armazenamento desse material por
periodos indefinidos (STORNELLI et al.,, 2001; SILVA et al., 2003; LINDE-FORSBERG,
2001).

Os espermatozdides dos caes respondem a criopreservacao de forma diferente
gue aqueles de outras espécies domésticas, freqlientemente, com baixas taxas de
concepcgdo e alta variabilidade individual (ENGLAND, 1993; YU et al., 2002). Muitos
estudos tém sido realizados com o intuito de otimizar diferentes aspectos da
criopreservacao do sémen canino, incluindo variagdes nos meios diluentes, tipo de
crioprotetores, concentracdo espermatica, métodos de congelacdo (FOOT, 1964;
BATTISTA et al., 1989; OLAR et al.,, 1989; ROTA et al., 1997). Além disso, muitos
protocolos empregados em cdes foram desenvolvidos de forma empirica ou
modificados de métodos utilizados em outras espécies.

Atualmente, a maioria dos métodos de congelagdao de sémen canino segue o
procedimento descrito por Andersen (1975); nesse método a diluicio do sémen é
realizada a 37°C, com meio diluente a base de TRIS, gema de ovo e glicerol, envasado
em palhetas plasticas, submetidas a temperatura de refrigeracdo por 3 horas e em
seguida, expostas aos vapores de nitrogénio para congelacdo. A metodologia de
congelacdo de sémen utilizada nesse trabalho seguiu a descrita por Chirinéa et al.
(2006), onde a diluicdo do sémen foi realizada a temperatura ambiente, com o meio
diluente a base de TRIS, gema de ovo, frutose, OEP e 8% de glicerol. O envase foi
realizado em palhetas de 0,5 mL, contendo uma concentracdo de 40x10°
espermatozdides modveis. As amostras foram submetidas a uma temperatura de 5°C
por 60 minutos, expostas ao vapor de nitrogénio liquido por 20 minutos, e em seguida,

mergulhadas em nitrogénio.
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A metodologia de congelacdo de sémen descrita por Chirinéa et al. (2006)
mostrou resultados satisfatérios de avaliagdes in vitro, estimulando o uso desse
método para testes de avaliacdo in vivo.

Devido ao fato do cdo apresentar uma grande variacao individual relacionada a
qgualidade seminal e a uma resposta também individual ao processo de
criopreservacao, optou-se nesse estudo, pelo uso de apenas um macho, como doador
de sémen. Essa escolha permitiu que os resultados de IA fossem analisados sem a
influéncia do macho.

Além da variabilidade individual, existe uma variacdo na qualidade do sémen
entre ejaculados; em vista disso, optou-se por analisar o coeficiente de variagdo (%CV)
dos seis ejaculados utilizados nesse experimento. Os resultados estatisticos mostraram
um CV de 2,1 a 18% no sémen pds-colheita (M1) e de 3,7 a 24% no sémen pods-
descongelagdo (M2). Na dependéncia das condi¢des experimentais um CV de até 30%
é considerado aceitdvel, portanto, as varidveis do experimento responderam dentro
dos valores desejados e caracterizaram, portanto, uma amostra homogénea (Tabelas 2
e 3).

Os resultados obtidos de congelagdo de sémen do cdo escolhido como doador
foram satisfatérios, desde que as diferencas observadas entre os momentos de pds-
colheita (M1) e pds-descongelacdo (M2) foram apenas significativas para a morfologia
espermatica (94% vs 52%). Em relagao as demais perdas resultantes do processo de
congelacdo/descongelacdo (Tabela 8) foram demonstradas uma perda de 11,3% de
motilidade total, 20,0% de integridade de membranas avaliadas por CFDA e IP, e 44,6%
de morfologia espermatica.

Chirinéa et al. (2006) descreveram resultados de perdas de motilidade total ao
redor de 25,1% e de integridade de membrana plasmatica de 59,7%, entre o sémen
fresco e descongelado, utilizando as mesmas sondas fluorescentes e trabalhando com
10 caes.

A técnica de congelacdo de sémen utilizado nesse experimento foram os
mesmos de Chirinéa et al. (2006), portanto as diferencas de perdas observadas nos

dois trabalhos isenta a metodologia como responsdvel pelos resultados,
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demonstrando claramente a influéncia da variacdo individual dos cdes na qualidade e
na sensibilidade a criopreservacdo. Este resultado reforca nossa decisdao em trabalhar
com apenas um animal como doador de sémen, que além de mostrar uma boa
qualidade seminal, demonstrou ser um animal cujas células espermaticas
apresentaram uma boa resposta ao processo de congelacdo/descongelagio.

Outro fator importante que explica a obtencdo de resultados diferentes de
perdas no trabalho de Chirinéa et al. (2006) foi a utilizacdo de técnicas de avaliacdo de
motilidade espermatica total. Em nossa pesquisa, as amostras de sémen foram
avaliadas por um sistema computadorizado “Hamilton Thorn” (CASA) ajustado para a
espécie canina. A possibilidade de avaliar o sémen com técnicas objetivas aumenta a
efetividade e a seguranca dos resultados, pois um numero maior de células sdo
analisadas e essa analise ndo depende apenas da experiéncia do profissional (PENA &
LINDE-FORSBERG, 2000; IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001; PENA et al.,, 2003;
SCHAFER-SOMI & AURICH, 2007).

Confrontando os resultados de motilidade espermatica total apds o processo
de congelacdo/descongelacdo de sémen obtidos nesse trabalho com os resultados de
diversos autores observou-se uma superioridade dos nossos resultados: Pena & Linde-
Forsberg (2000) 65%; Weiss et al., (2000) 65%; Cunha e Lopes, (2001) mediana de 40%;
Sanches et al. (2002) 47,9%; Cardoso et al. (2002) 56,7%; Silva et al. (2003) 54,6%;
Martins (2004) 54,9 + 14,2 durante a estacdo do verdo; Cunha e Lopes (2005) 40%;
Cardoso et al. (2006) 51,67%; Chirinéa et al. (2006) 67%; Kim et al. (2007) 64,9%;
Michael et al. (2007) 49,75%; e Pinto & Kozink (2008) 28%.

Essas diferencas de motilidade espermdtica total observada pods-
descongelacdo, sdo devidas a métodos de congelacdo e meios diluentes diferentes;
inclusdo ou nao de antioxidantes nos meios diluentes; curvas de congelagao diversas;
diferentes crioprotetores empregados; diversas concentracdes de espermatozdides
nas palhetas e também pelo fato de nossos resultados representarem apenas
ejaculados de um mesmo doador.

Os resultados de morfologia espermdtica mostraram uma diferenca

significativa entre os dois momentos avaliados, M1 e M2. E reconhecido que o
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processo de criopreservacao causa alteracdes na morfologia dos espermatozdides, e
nesse trabalho houve uma diferenca entre o sémen pds-colheita e pds-descongelacdo
de 44,68%; essas alteragdes ocorreram principalmente na porcentagem de defeitos
maiores, relacionados ao acrossomo. Esses mesmo resultados foram obtidos por
Rijsselaere et al (2005). Alguns defeitos na regido da cabeca do espermatozdide podem
afetar a fertilidade, e alguns desses defeitos, entretanto, podem ser compensados com
o0 aumento na concentracdo espermatica durante a IA; ao contrario, outros defeitos
ndo sdo compensados com o aumento na concentracdo espermatica (MOCE &
GRAHAM, 2008).

A integridade da membrana plasmadtica é essencial para a capacidade
fertilizante do espermatozdide. Até recentemente, a membrana plasmatica dos
espermatozdides era rotineiramente avaliada por microscopia de luz, usando corantes
supra vitais, como eosina/negrosina. Além da dificuldade na interpretacdo dos
resultados a adicao de meios diluentes interferiam na coloragdo e prejudicavam a
leitura.

Embora a membrana plasmatica dos espermatozdides envolva toda a célula,
ela recobre trés compartimentos distintos: a membrana acrossomal externa, a porgao
pods-acrossomal da cabeca espermatica, e a peca intermediaria e principal (MOCE &
GRAHAM, 2008). A maioria dos métodos que analisa a integridade da membrana avalia
apenas se a membrana é intacta ou lesada. Por isso, atualmente a integridade da
membrana plasmatica é avaliada com uma associa¢do de corantes fluorescentes, onde
é possivel se diferenciar sub-populacdes espermaticas, com diferentes caracteristicas
funcionais (vivos, lesados, semi-lesados).

Nossos resultados de integridade de membrana, utilizando a associacdo de
sondas fluorescentes (CELEGHINI, 2005), demonstraram que o sémen pos-colheita era
constituido por uma populacdo espermatica de 80% de espermatozdides integros
(acrossomo intacto/ndo reagido, membrana plasmatica integra e alto potencial
mitocondrial — classificacdo 1), apds o processo de congelacdo essa populacdo foi

reduzida para apenas 12 %.
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Ao contrario, no sémen pods-colheita 8,3% representavam as células
espermaticas lesadas (acrossomo lesado/reagido, membrana plasmatica lesada e baixo
potencial mitocondrial — classificacdo 8); no sémen pds-descongelacdo essa populacao
passou para 49%, representando um aumento importante na porcentagem de células
espermaticas lesadas.

Ja a integridade de membrana quando avaliada pelas sondas CFDA e IP (CUNHA
et al., 1996), mostrou resultados bastante proximos entre os dois momentos avaliados
M1 e M2 (85% vs 68%). Esses resultados contradizem as avaliagdes pds-descongelagdo
realizadas com a associacdo das trés sondas fluorescentes, onde apenas 12% das
células se mantiveram integras, contra 68% observadas nas sondas CFDA e IP.
Alteracbes na funcdo e na estrutura da membrana espermadtica, durante a
congelacdo/descongelacdo resultam em uma reduzida populacdo de espermatozdides
vidveis, méveis e morfologicamente normais, capaz de efetivamente se ligar e penetrar
a zona pelucida.

A avaliagdo da associagao linear entre todos os testes realizados para andlise da
integridade da membrana espermatica (Tabela 9) ndo apresentou uma associacdo
entre as diversas varidveis quando se considerou o sémen pds-colheita (M1) e o sémen
pos-descongelacdo (M2), entretanto, quando se verificou o total das amostras, ou seja,
a somatdria dos momentos, foi evidenciado uma associacdo positiva e significativa
entre as porcentagens de vivos e a classificacdo 1 da associacdo das sondas; uma
associacao negativa e significativa entre as porcentagens de vivos e a classificacdo 8 da
associacdo das sondas; uma associacdo positiva, expressiva e significativa entre a
sonda CFDA/IP e a classificagdo 1 da associagdo das sondas; uma associa¢cdo negativa,
expressiva e significativa entre a sonda CFDA/IP e a classificacdo 8 da associa¢do das
sondas; e uma associacdo negativa, expressiva e significativa entre as classificacbes 1 e
8 da associacdo das sondas.

Provavelmente, a ndo existéncia de associacao entre os momentos estudados
M1 e M2 se deve ao numero pequeno de amostras de cada momento (n=6); ja com a
somatéria dos momentos, ficou evidente a associacdo entre os testes, reforcando a

sensibilidade e a confiabilidade dessas analises. A associacdo negativa, mais expressiva
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foi entre a classificacdo 1 e 8 da associacdo de sondas, o que seria o esperado, uma vez
gue se trata de células espermaticas integras e lesadas. Outras associacdes expressivas
foram entre a sonda CFDA/IP e a classificacdo 1 e 8 da associacdo das sondas; uma
associacdo positiva com a classificacdo 1 e negativa com a classificacdo 8, também
conforme o esperado. As associa¢des entre o teste vivo e morto, usando o corante
Eosina, apresentou uma associacdo com as demais sondas, mas uma associacao nao
expressiva, indicando a inferioridade dessa técnica quando comparada com as demais.

Poucos estudos nos cdes tém correlacionado caracteristicas espermaticas com
a fertilidade in vivo. A fecundagcdo é o resultado de varias reacbes, e testes
laboratoriais que avaliam uma unica funcao espermatica, sdo improvaveis de predizer
com seguranga o potencial de fertilidade de um animal; ja, uma combinagao de testes
sobre a qualidade espermatica, provavelmente apresentara uma maior correlagdao com
a fertilidade in vivo. A dificuldade no estabelecimento de correlagdes entre testes
laboratoriais e fertilidade in vivo nos cdes é devido ao numero limitado de coberturas
por cdo, em comparagdo com outras espécies, e a uma alta incidéncia de falha na
concepcao, devido a protocolos errados de cobertura.

Os cdes domésticos sdao conhecidos como uma espécie fértil, com uma taxa de
gestacdo maior ou igual a 85% sob condicdo de cobertura natural e controlada. A
contribuicdo do macho para estudos de fecundidade se relaciona com uma
sobrevivéncia espermatica por longos periodos no trato reprodutivo da fémea, apds
cobertura natural. Entretanto, quando métodos de |A sdo usados, essa contribuicdo é
drasticamente reduzida com uma longevidade espermatica menor que 24 horas.

Outra problematica na obtencdo de sucesso da IA na espécie canina estd
diretamente ligada as dificuldades concernentes a determinacdao do momento ideal
para IA nessa espécie de fisiologia reprodutiva particular (SILVA et al., 2003; LEVY &
FONTBONNE, 2007).

Uma determinagdo segura da ovulagao nas cadelas é complexa e deve-se, em
parte, a dificuldade na identificacdo da onda pré-ovulatéria de LH, considerado o
marco zero do ciclo estral. Todos os eventos comportamentais, fisicos e hormonais,

vistos na fase folicular do ciclo estral, dependem e mantém uma relacdo fechada com
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a onda pré-ovulatéria de LH (REYNAUD et al.,, 2005; FONTBONNE & MALANDAIN,
2006).

As ovulagbes nas cadelas ocorrem de dois a trés dias apds o inicio do estro e
nesse momento a progesterona sérica apresenta uma concentracdo de 4 a 10ng/mL, e
de 10 a 25ng/mL dois dias apds a ovulagdo, quando os odcitos atingem sua maturidade
na ampola das tubas uterinas e estdo aptos a serem fecundados (KUSTRITZ, 2001;
ROMAGNOLI, 2002), portanto, o conhecimento das concentra¢cbes de progesterona
assumem um papel preponderante no manejo de coberturas naturais controladas ou
nas lAs.

Os protocolos de |As realizados neste experimento dependeram basicamente
de exames citoldgicos seriados e dosagens séricas de progesterona. Como as cadelas
pertenciam a proprietdrios, que na maioria das vezes, ndao conheciam o histérico
reprodutivo anterior de suas fémeas, no momento em que esses animais eram
trazidos para o Hospital Veterindrio, era realizado uma citologia vaginal e a partir dos
resultados obtidos, o animal era internado e seguia-se com exames, de citologia
vaginal e dosagem de progesterona sérica.

Quando a citologia vaginal apresentava 80% de células superficiais era realizada
a dosagem de progesterona sérica. Quando os niveis de progesterona atingiam
10,00ng/mL ou valores préximos, a IA intra-uterina era realizada 72 horas apds. No
caso das IAs intravaginais, as inseminacdes eram realizadas apds 48 horas e 96 horas.

Quando consideramos apenas as fémeas inseminadas, por via intra-uterina, e
que se tornaram prenhes, a média da concentracdo de progesterona foi de
22,22ng/mL (média do grupo foi de 19,30ng/mL) e a média na contagem de células
superficiais foi 93% (média do grupo foi de 87,50%), Tabelas 13. Levando em
consideracao as particularidades reprodutivas da espécie objeto desse estudo como,
luteinizacdo precoce dos foliculos pré-ovulatérios, ovulacdo de ovécitos primarios,
desenvolvimento final dos ovécitos nas tubas uterinas, o protocolo utilizado foi
adequado para IA intra-uterina.

Quando analisamos os resultados individualmente, a cadela Estrela, do grupo 1,

IA intra-uterina, a concentracdo de progesterona foi de 7,53ng/mL, muito inferior a
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média apresentada pelas cadelas do mesmo grupo, mas que se tornaram gestantes.
Neste caso, muito provavelmente a IA foi realizada muito cedo em relagdo a ovulagao,
muito embora, a qualidade da amostra de sémen utilizada era inferior as amostras
usadas nas cadelas gestantes. Segundo Lévy & Fontbonne (2007), a concentra¢do de
progesterona no momento da ovulagdo é praticamente constante e por volta de 6,25 +
1,55ng/mL; isso significa que no caso, dessa cadela, com progesterona de 7,53ng/mL, a
IA pode ter sido realizada no dia da ovulacdo e ndo 72 horas apds como o protocolo
utilizado nesse experimento.

Outra cadela desse mesmo grupo, Neguinha, apresentou progesterona de
19,35ng/mL e citologia vaginal de 55% de células superficiais e permaneceu vazia.
Mesmo com uma concentragdo de progesterona compativel com ovulagdao, a amostra
de sémen utilizado nesta cadela, apresentou qualidade inferior, principalmente no
tocante a integridade de membranas (associagdo de sondas: classificagdo 1 = 0%,
classificacdo 8 = 58%; CDFA/IP = 61%; e vivos = 48%). A citologia vaginal, embora com
resultados abaixo do esperado para a fase de estro, ndo se constitui em um método
eficiente para determinacao da ovulacao.

Em relagdo aos resultados obtidos no grupo de fémeas inseminadas, por via
intravaginal, a Unica cadela gestante, apresentou uma média de progesterona de
29,75ng/mL (29,69ng/mL e 29,80ng/mL), citologia vaginal de 93% (100% e 86%); as
demais fémeas, desse grupo, apresentaram média de progesterona de 26,21ng/mL
com citologia vaginal de 86,16%, Tabelas 12.

Do grupo 2, IA intravaginal, 05 das 06 fémeas permaneceram vazias, mesmo
gue monitoradas da mesma maneira que as cadelas do grupo 1; as 05 fémeas vazias
apresentaram progesterona compativel com ovulagdo (= 10,00ng/mL) e citologia
vaginal caracteristica de estimulacdo estrogénica, com excec¢do da cadela Ozama. Da
mesma forma, as amostras de sémen utilizadas nesse grupo foram consideradas de
qualidade, semelhantes as usadas nas fémeas do grupo 1, que se tornaram prenhes.
Isto posta, a provavel justificativa para os resultados negativos desse grupo, que se

deve a técnica de deposi¢cdo do sémen no interior do trato reprodutivo das fémeas.
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A longevidade da célula espermatica dos cdes, no trato genital das fémeas, é
uma caracteristica da espécie e compensa de certa forma, as particularidades
reprodutivas das fémeas caninas. A maturacdo nuclear nas cadelas esta completa apds
48 a 72 horas das ovulacGes, na presenca de elevados niveis de progesterona
(CONCANNON et al., 1989; REYNAUD et al., 2005), quando os ovdcitos atingem a
porcao média das tubas uterinas.

O processo de congelacdo/descongelacdo do sémen altera ou reduz
drasticamente a sobrevida espermadtica, diminuindo sua longevidade para apenas 24
horas apds a descongelacdo. Este fato determina um sincronismo muito grande entre
o periodo de fertilidade dos ovécitos e dos espermatozdides, necessitando de
protocolos mais rigorosos para determinacdo do momento da IA com sémen
congelado.

No caso das IAs intravaginais, além da manutenc¢do da qualidade seminal pds-
descongelacdo, ha necessidade de uma maior resisténcia e/ou longevidade do sémen
para alcangar o local de fertilizagdo em condi¢cdes de se ligar e penetrar a zona
peldcida.

A dificuldade de acessar o Utero através da cérvix é um grande empecilho para
obtencdo de taxas de concepc¢do satisfatérias com o uso de sémen descongelado. A
possibilidade de se introduzir o sémen diretamente no corpo do utero facilitaria e
viabilizaria a técnica de IA nos cdes. O fato de a laparotomia ser um procedimento
custoso e de risco, torna a técnica de IA pouco requisitada pelos proprietarios e
criadores, desestimulando até certo ponto a pesquisa nessa area. Hoje com
possibilidade de usar equipamentos mais sofisticados, como os endoscépios rigidos
acoplados a uma fonte de luz, o procedimento de IA intra-uterina pode se tornar uma
técnica mais segura, menos invasiva, mais econdémica, e com resultados satisfatérios
(WILSON, 2003).

Além de resultados de taxas de concepg¢ao superiores da IA intra-uterina, tanto
a concentracdo de sémen, como o volume inseminante, podem ser inferiores quando

comparada com a IA intravaginal. Isto é particularmente importante quando se



Discussdo 67

trabalha com sémen pouco concentrado, com animais idosos, com animais portadores
de doengas crbnicas, mas detentores de caracteristicas zootécnicas importantes.

O fato importante e que deve ser considerado nos procedimentos de IA é a
concentracdo espermatica por palheta. Nesse experimento, foi utilizada uma dose
inseminante de aproximadamente 150/160x10° espermatozdides, ou seja, 4 palhetas,
pois cada uma das palhetas continham 40x10° espermatozdides, o que resultou num
volume inseminante de 2 mL. Em trabalhos futuros com IA intra-uterina, talvez fosse
interessante aumentar a concentracdo espermatica para 80 ou 100x10°
espermatozdides por palheta, pois dessa forma, poder-se-ia trabalhar com um volume
inseminante menor.

As taxas de gestagdao de IA intra-uterina verificadas nesse trabalho foi de
66,67%, resultados semelhantes foram obtidos por Farstad (1989) e Silva et al. (1996);
superiores ao de Linde-Forsberg (2001); e inferiores a Fontbonne & Badinand (1993),
Tsutsui et al. (2000), Linde-Forsberg (2001), e Kim et al. (2007).

Os resultados obtidos no grupo 1, IA intra-uterina, permitem sugerir que o
protocolo utilizado, citologia vaginal seriada até a obtencdo de 80% de células
superficiais e a partir dai andlises das concentracdes de progesterona, se constitui num
esquema de IA adequado.

A |A intravaginal, a despeito de ser uma técnica de execug¢do mais facil, menos
custosa, apresenta resultados de taxas de concepcao inferiores a técnica intra-uterina.
Além da necessidade de se monitorar a fase de proestro e estro das cadelas, é preciso
repetir o procedimento da IA, no minimo duas vezes e a amostra do sémen
descongelado deve ser de dtima qualidade, e apresentar uma resisténcia e/ou
longevidade para atingir o local de fertilizacdo com capacidade de se ligar e penetrar
0s ovocitos.

A despeito de ter utilizado duas IAs intravaginal, e portanto, o dobro da dose
inseminante, nossos resultados foram insatisfatorios; talvez uma maior concentragao
espermatica em cada inseminacdo poderia resultar em maiores taxas de concepgao.
Outro aspecto a ser considerado seria o tempo de sobrevida do sémen utilizado, esse

parametro poderia ser conseguido através de testes de termo resisténcia; talvez as
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amostras de sémen usadas apresentassem uma resisténcia muito baixa, a ponto das
células ndo sobreviverem ou perderem sua capacidade fecundante antes de atingirem
o local de fertilizacao.

A taxa de gestagdo da IA intravaginal evidenciada nessa pesquisa foi de 16,67%.
Esse resultado foi inferior aos publicados por Fontbonne & Badinand (1993) — 52,6%,
por Linde-Forsberg (1995) — 40 a 80%, e por de Linde-Forsberg (2001) — 34,6%; e
superior a Tsutsui et al. (2000) que conseguiram 0%.

O sucesso da técnica de IA com sémen congelado/descongelado nos cdes
depende de inumeros fatores, entre eles, o acompanhamento rigoroso da fase
folicular do ciclo estral das cadelas; dos diversos critérios descritos para a
determinacdo do momento ideal da IA, a dosagem de progesterona é a mais indicada,
havendo uma correspondéncia segura entre a ovulagdo e as concentragbes de
progesterona. Por outro lado, a qualidade do sémen descongelado responde por uma
grande parcela desse sucesso, havendo necessidade de se trabalhar com ejaculados
que resistam bem ao procedimento de congelagdo. S6 assim, com um controle e
conhecimento da fisiologia reprodutiva das fémeas associado a manipulacdo adequada
e métodos de criopreservagao de sémen eficientes pode-se esperar bons resultados da

IA com sémen congelado na espécie canina.
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CONCLUSOES

Em vista dos resultados obtidos, conclui-se que:

1) O sémen submetido ao processo de congelacio e descongelacdo

proposto, e avaliado in vitro e in vivo, apresentou capacidade fecundante.

2) A taxa de gestacdo de fémeas submetidas a técnica de IA intra-uterina,
por laparotomia, foi superior a taxa de concepc¢ao de fémeas submetidas a técnica de

IA intravaginal.

3) A associacdo de sondas fluorescentes (IP, JC-1 E FITC-PSA) na espécie
canina para avaliagdo da integridade das membranas espermadticas demonstrou ser

eficiente e sensivel.

4) O exame citoldgico e a dosagem de progesterona sérica podem ser

utilizados para identificar o melhor momento de IA nas cadelas.
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Anexos

ANEXO 1

Valores do “setup” estabelecido para avaliacdo do sémen de cdo no sistema CASA

(Computer-Assisted Semen Analyzer, HTR-IVOS 10 Analyzer, Hamilthon Thorne

Research, Beverly, MA, USA).

VARIAVEL VALOR

Frames por segundo 60 Hz
Numero de frames 50
Contraste minimo 40
Minimo tamanho celular 4 pixel

Tamanho celular 5 pixel
Default

Intensidade celular 45

VAP 60 um/s
Células progressivas

STR 70%

VAP - Cutoff 30 um/s
Células lentas

VSL — Cutoff 20 um/s
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ANEXO 2

Preparo das solugGes das sondas fluorescentes de Diacetato de 6- carboxifluoresceina

e lodeto de Propidio.

Solugdo Estoque de Diacetato de 6- carboxifluoresceina

Diacetato de 6- carboxifluoresceina

9,2 mg

DMSO

20 mL

Solugdo Estoque de lodeto de

lodeto de Propidio

Propidio (P-4170, SIGMA)

10 mg

Solugdo Fisiolégica

20 mL

Solugdo de Formaldeido

Formalina

1:80

Solugao Fisiolégica

40%

Solugao de Citrato de Sédio a 3%

Citrato de Soédio

3lO g

Solugao Fisiolégica

100 mL
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ANEXO 3

Preparo das solucdes de estoque e trabalho da associacdo de sondas fluorescentes

FITC-PSA, IP e JC-1.

FITC-PSA (L-0770, SIGMA)

Diluicdo 1 — Solugao de Azida de Na

Azida de Na

200 mg

PBS

20 mL

Dilui¢do 2 — Solugdo Trabalho (100pug/mL)

Solugdo de Azida de Na

20 mL

FITC-PSA

2mg

Estocar em geladeira

lodeto de Propidio (P-4170, SIGMA)

Solugdo Trabalho (500ug/mL)

lodeto de Propidio

5mg

PBS

10 mL

Estocar em freezer

JC-1 (T3168, Molecular Probes)

Diluigao 1 - Solugao Estoque (7650 pum)

JC-1

5mg

DMSO

1mL

Diluigdo 2 - Solugao Trabalho (76,5 pM)

Solugdo Estoque

50 pL

DMSO

4950 pL

Estocar no freezer
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ANEXO 4
Preparacdo do meio diluente TRIS/OEP/Frutose/8%Glicerol utilizado no processo de

congelacdo do sémen canino.

pH=16,8
Osmolaridade = + 300 mOsmol
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