UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
CAMPUS DE BOTUCATU

USO DE SEMEN LIOFILIZADO DE GATOS DOMESTICOS (Felis
silvestris catus) PARA A PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES
ATRAVES DA TECNICA DE INJECAO INTRACITOPLASMATICA
DE ESPERMATOZOIDE (ICSI)

LUIS CARLOS ONA MAGALHAES

Botucatu-SP

2013



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
CAMPUS DE BOTUCATU

USO DE SEMEN LIOFILIZADO DE GATOS DOMESTICOS (Felis
silvestris catus) PARA A PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES
ATRAVES DA TECNICA DE INJECAO INTRACITOPLASMATICA
DE ESPERMATOZOIDE (ICSI)

LUIS CARLOS ONA MAGALHAES

Tese apresentada junto ao Programa de
P6s-Graduagdo em Biotecnologia Animal
para obtencédo do titulo de Doutor.

Orientadora: Prof® Titular Maria Denise Lopes



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE - CRB 8/5651

Magalhaes, Luis Carlos Ofia.

Uso de sémen liofilizado de gatos domésticos (Felis silvestris catus) paraa
producéo in vitro de embrides através da técnica de injecéo intracitoplasmética de
espermatozoide (ICSI) / Luis Carlos Ofia Maga haes. - Botucatu, 2013

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia

Orientador: Maria Denise Lopes

Capes. 50504002

1. Felideo - Reprodugéo. 2. Tecnologias reprodutivas. 3. Fertilizag&o in vitro.
4. Sémen.

Palavras-chave: Felis silvestris catus; ICSI; PIV; Sémen liofilizado.




Nome do autor: Luis Carlos Ofia Magalhaes

Titulo: USO DE SEMEN LIOFILIZADO DE GATOS DOMESTICOS (Felis silvestris
catus) PARA A PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES ATRAVES DA
TECNICA DE INJECAO INTRACITOPLASMATICA DE ESPERMATOZOIDE
(ICSI)

COMISSAO EXAMINADORA

Prof® Titular Maria Denise Lopes

Presidente e Orientadora

Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria
FMVZ — UNESP — Botucatu

Prof? Titular Fernanda da Cruz Landim e Alvarenga

Membro

Departamento de Reproducédo Animal e Radiologia Veterinaria
FMVZ — UNESP - Botucatu

PhD Dra. Jussara Maria Tebet

Membro

Secretaria de Estado do Meio Ambiente (SMA)
Nucleo de Programas e Projetos de Bauru (NRPP6)

Profa Associada Maria Isabel Mello Martins
Membro

Departamento de Clinicas Veterinarias
Universidade Estadual de Londrina — PR.

PhD Dra. Camila de Paula Freitas DellAqua

Membro

Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria
FMVZ — UNESP — Botucatu

Data da Defesa: 02 de Dezembro de 2013



DEDICATORIA

A minha esposa e filho que sempre estiveram ao meu lado durante todo
0 periodo do doutorado.
Aos meus pais e irmao que fizeram parte de toda minha criacédo e que

fizeram de mim o que sou.



AGRADECIMENTOS

A todos que de uma forma ou de outra contribuiram para que a
elaboracao dessa tese se concretizasse.
A Deus que me deu forca quando eu mais precisei para executar esse

trabalho.

A minha esposa por ficar ao meu lado durante todos os momentos.

Ao meu filho por mostrar que as coisas simples da vida possuem o maior

valor do mundo.

A0S meus pais que me ensinaram virtudes que busco passar para todos

gue convivem comigo.

Ao meu irmao que em meio a suas dificuldades sempre acreditou em

mim.

Aos médicos da Faculdade de Medicina de Botucatu que nos deram
suporte com meu filho de forma a possibiltar minha paz de espirito para realizar

esse experimento.

A minha orientadora Profa. Maria Denise Lopes que em nenhum
momento deixou de acreditar em minha capacidade de cumprir as metas por ela

estabelecidas.

A Profa. Fernanda da Cruz Landim e Alvarenga que sempre ajudou nos

momentos em que tinhamos grandes empasses na execugdo do experimento.

Ao Prof. José Buratini Junior que gentilmente cedeu o espaco e o

micromanipulador para que parte do experimento fosse realizado.



Aos docentes do Departamento de Reproducdo Animal que me

ensinaram muito mais que valores didaticos, ensinaram valores humanos.

Aos funcionarios da Faculdade de Medicina Veterinaria de Botucatu que

me ajudaram nos cuidados com 0s animais, equipamentos e instalacoes.

Aos meus amigos e colegas de laboratorio que me deram apoio e

ajudaram neste experimento.

A FAPESP pelo apoio financeiro.



“A persisténcia € o menor caminho do éxito”

Charles Chaplin



TABELA 1

TABELA 2

TABELA 3

TABELA 4

LISTA DE TABELAS

Médias (x desvio padrdao) obtidas para as
caracteristicas espermaticas do sémen (fresco e

descongelado) de gato através do CASA ....................

Resultado da avaliacdo da integridade de DNA de
células espermaticas de gato provenientes de sémen
fresco, descongelado e liofilizado utilizando a sonda
fluorescente de Laranja de Acridina convencional,
ensaio do Cometa, Laranja de Acridina na citometria
de fluxo (IDF) @ TUNEL.........ccoiiiiiiiii s

Média e desvio padrdo do numero de Complexo
Cumulus Oophorus (CCOs) de grau | antes e apoés

expansao das células do cumulu.............c..cooeveiinennn.

Producdo de blastocistos utilizando sémen fresco,
descongelado e liofilizado apresentados em
porcentagem (%0).....c.vvuuee e

45

46

47

47



FIGURA 1

FIGURA 2

FIGURA 3

FIGURA 4

FIGURA 5

FIGURA 6

FIGURA 7

FIGURA 8

FIGURA 9

FIGURA 10

FIGURA 11

LISTA DE FIGURAS

Ovarios de gata submetida a OSH eletiva e transportados

em tubo de centrifugacao para o laboratério.....................

Técnica de slicing (fatiamento) para a recuperacao de

00CItOS de gata.......vvvi e e
Graus variados de CCOs degata ..........c.coevvvvevveiiinnnnnn.

CCOs de grau | de gata. (Microscopio de luz, aumento

CCO de grau | de gata. (Microscopio de luz, aumento 400x)

Placa do tipo four-well com 400uL de meio MIV para

maturacdo de odcitos de gata.........ccovvveiiiiieiie e,

CCOs de grau | de gata com expanséao de células do

Placa de petri com gotas de meio SOFaa cobertas com

oleo MiINeral.......c.ouiei i
Micromanipulador para realizar o procedimento de ICSI......
Micropipetas de retenGao € iNJEGAO.........cvvvuverineeeieninenn.

Momento de injecao de espermatozoéide de gato doméstico

NO O0IBMIAL. ..o e e e e e e e e e

36

37

37

37

37

38

39

40

41

41



LISTA DE ABREVIAQ()ES E SIGLAS
ML = microlitro
MM = micrémetro ou microns
°C = graus Célsius
BSA = albumina sérica bovina
Ca** = célcio
CASA = analise computadorizada do movimento espermatico
CCO = Complexo Cumulus-Oophorus
CO; = didxido de carbono
D =dia
DMSO = dimetilsulféxido
DNA = &cido desoxirribonucléico
DPBS = Dulbecco’s phosphate buffered saline
EDTA = &cido etileno diamino tetracético

EGTA = &cido etileno glicol tetracético

FIV = fertilizacao in vitro

HCI = cloreto de hidrogénio

IA = inseminacao artificial

ICSI = injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide

IDF = indice de fragmentacdo de DNA



LA = laranja de acridina

mA = miliampere

mg = miligrama

Mg?* = magnésio

MIl = metéafase I

MIV = maturacao in vitro

MJ/kg = megajaule por quilograma
mL = mililitro

mm = milimetro

mM = milimolar

N2 = nitrogénio

NaCl = cloreto de sodio

NaOH = hidroxido de sédio

O, = oxigénio

OSH = ovariosalpingohisterectomia
PBS = Phosphate Buffered Saline
pH = potencial de hidrogénio

PIV = produgdo in vitro

gsp = quantidade suficiente para
SCGE = Single-Cell Gel Eletrophoresis
SCSA = Sperm Chromatin Structure Assay
SFB = soro fetal bovino

SOF = Synthetic Oviductal Fluid

10



SOFaa = Synthetic Oviductal Fluid acrescido de aminoacidos
TALP = Tyrode albumin lactate pyruvate medium

TE = transferéncia de embrido

Tris = trishidroximetilaminometano

TUNEL = Terminal Uridine Nick End Labelling

Ul = unidade internacional

V = volts

VS = versus

11



Magalhdes, L.C.O.M. Uso de sémen liofilizado de gatos domésticos (Felis
silvestris catus) para a producédo in vitro de embrides através da técnica de
injecdo intracitoplasmatica de espermatozéide (ICSI). Botucatu, 2013. 107p.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A producdo de embrido in vitro (PIV) tem sido uma grande alternativa para 0s
programas de preservacdo de felideos selvagens ameacados de extincdo. No
entanto, a PIV necessariamente depende de outras técnicas de reproducéo
assistida como a maturacéo in vitro (MIV), fertilizacao in vitro (FIV), transferéncia de
embrido (TE), e criopreservacdo de gametas. Essas técnicas de reproducéo
assistida ja foram transferidas com sucesso do gato doméstico para seus parentes
selvagens. Ja o uso de sémen liofilizado também resultou em filhotes vivos de
diversas espécies de producédo, mas em gatos domeésticos isso ainda nao ocorreu.
O objetivo do presente estudo foi verificar a fragmentacdo do DNA do sémen
liofilizado e a viabilidade de seu uso através da utilizacdo da ICSI para a PIV de
embrides de gatos domésticos. Foram colhidas amostras de 3 gatos
normospérmicos que foram utilizadas a fresco, congeladas/descongeladas e
liofilizadas. Foram realizados testes para avaliacéo de integridade de DNA (Laranja
de Acridina Convencional, Ensaio do Cometa Alcalino, Laranja de Acridina na
citometria de fluxo, e TUNEL). O método de TUNEL mostrou ter maior sonsibilidade
para deteccéo de fragmentacdo de DNA e detectou grau elevado de lesdo de DNA
do sémen liofilizado em comparaco com o sémen fresco e
congelado/descongelado dos mesmos doadores. Nao foi possivel produzir embrido
de gato através da técnica de ICSI utilizando sémen que foi liofilizado em meio
SOF.

Palavras chave: PIV, Felis silvestris catus, sémen liofilizado, ICSI.
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Magalhées, L.C.O.M. Use of freeze-dried cat sperm for the in vitro production
of embryos by using intracytoplasmic sperm injection (ICSI). Botucatu, 2013.
107p. Thesis (Doctoral degree) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Botucatu Campus, Sao Paulo State University.

ABSTRACT

The in vitro production of embryos (IVP) has been a good alternative for
conservational programmes of wild felids threatened by extinction. However, IVP
depends upon several other assisted reproduction techniques such as in vitro
maturation (IVM), in vitro fertilization (IVF), embryo transfer (ET), gamete
cryopreservation. These techniques were already successfully employed in wild
felines. Freeze-dried sperm has also been used to produce live offspring of several
species, but in domestic cat this has not been reported yet. Hence, the objective of
the present study was to verify the sperm DNA fragmentation after the freeze-drying
process as well as the feasibility of using freeze-dried sperm together with ICSI to
produce cat IVP embryos. Fresh, frozen/thawed, freeze-dried sperm samples of 3
normospermic cats were used in this experiment. Sperm DNA integrity assessments
were performed (Conventional Acridine Orange, Alkaline Comet Assay, Acridine
Orange using flow cytometry, and TUNEL). TUNEL assessment showed higher
sensitivity to detect DNA fragmentation and it detected higher DNA fragmentation in
freeze-dried sperm when compared to frozen/thawes and fresh semen from the
same donors. It was not possible to produce IVP embryos making use of freeze-
dried sperm that used SOF as medium and ICSI.

Keywords: IVP, Felis silvestris catus, freeze-dried sperm, ICSI.
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1) Introducéo

A producdo de embrido in vitro (PIV) € uma alternativa para os programas
de preservacédo de felideos selvagens ameacgados de extingdo (LOSKUTOFF et al.,
1995), uma vez que para muitos desses animais, quando em cativeiro, a
reproducéo natural encontra barreiras devido a incompatibilidades comportamentais
e genéticas (MELLON, 1991). A PIV depende de outras técnicas de reproducao
assistida como a maturacéo in vitro (MIV), fertilizacao in vitro (FIV), transferéncia de
embrido (TE), e criopreservacdo de gametas e € nesse contexto que o gato

domeéstico (Felis silvestris catus) € utilizado como modelo experimental.

Exemplos do rapido progresso de técnicas de reproducdo assistida
(SOARES et al., 2002) no gato domeéstico incluem o nascimento de filhotes apos
transferéncia de embrides frescos produzidos por FIV em tubas uterinas
(GOODROWE et al.,, 1988) ou intrauterina (POPE et al., 1993), transferéncia
intrauterina de embrides produzidos in vivo (DRESSER et al., 1988) ou por FIV
(POPE et al., 1994a) apos criopreservacédo de sémen, e ainda a partir de embrides
produzidos por injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) de odcitos
vitrificados (POPE et al., 2012).

Essas técnicas de reproducdo assistida podem ser transferidas do gato
doméstico para seus parentes selvagens como ja foi descrito por Swanson (2012).
O nascimento de produtos de transferéncia interespécie de gato do deserto Indiano
(Felis silvestris ornata) para receptoras de gato domeéstico (POPE et al., 1993) e
transferéncia intraespécie de embrides de tigre (Panthera tigris) (DONOGHUE et
al., 1990) ja foram descritos também . Embries de outras espécies de felideos ja
foram produzidos in vitro, no entanto, a taxa de fertilizacdo e clivagem é geralmente
menor que a obtida em gatos domésticos (GOODROWE et al., 1989; MILLER et al.,
1990; DONOGHUE et al., 1992; POPE et al., 1993).

Falhas de fertilizacdo na espécie felina geralmente ocorrem devido a baixa
gualidade seminal (POPE et al. 1993). A baixa qualidade de sémen é uma
caracteristica particular de muitos felideos selvagens (WILDT et al., 1988; LUVONI,
2000; POPE, 2000) se constituindo em um fator limitante para o uso de técnicas
como a IA e FIV em programas de conservacao e gerenciamento de espécies
(WILDT et al.,, 1992; TSUITSUI et al.,, 2011). A fertilizacdo assistida por
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micromanipulacdo, especificamente pela ICSI revolucionou o tratamento de
pacientes inférteis que apresentavam a infertilidade masculina como principal
problema. Atualmente a ICSI tem sido utilizada como técnica padréo na maioria das
clinicas de fertiidade humana (BETTERIDGE e REIGER, 1993). A frequéncia de
fertilizacdo e clivagem apdés a ICSI é semelhante aquelas de pacientes submetidos
a FIV e que nao apresentam a infertilidade masculina como fator limitante (VAN
STEIRTEGHEM et al.,1993). No entanto, a baixa proporcédo de blastocistos obtida
através da FIV apds o cultivo de embrido é ainda inferior quando se realiza a ICSI
(PROBST e RATH, 2003). E importante lembrar que o procedimento de ICSI tem
sido utilizado na espécie felina com um protocolo j& bem definido (SWANSON,
2012).

A liofilizacdo é uma das técnicas mais recentes de conservacao de células
espermaticas, que visa o armazenamento de material genético por longos periodos
de tempo em temperatura ambiente ou a 4°C, sendo assim ndo ha necessidade do
uso de nitrogénio liquido. Aléem disso o sémen liofilizado facilita o transporte de
amostras de sémen uma vez que podem ser mantidas em pequenos frascos ou
mesmo em envelopes convencionais de correio. A producao de descendentes vivos
e sadios de algumas espécies ja foi descrita na literatura utilizando sémen liofilizado
(WAKAYAMA e YANAGIMACHI, 1998; HAMANO et al., 1999; KUSAKABE et al.,
2001; KANEKO et al., 2003; NAKAI et al.,, 2003; LIU et al., 2004; KAWASE e
SUZUKI, 2011).

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi verificar a possibilidade de
produzir embrides de gatos domésticos utilizando sémen liofilizado por meio da

técnica de ICSI.
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2) Reviséao de literatura

A producdo de embrides in vitro ganhou aliados para auxiliar no processo
de conservacdo de espécies: a utilizacdo da ICSI e a conservacdo de gametas
masculinos através da técnica de liofilizacdo. No entanto, poucas espécies até o
momento se beneficiaram com a associacdo destes dois procedimentos, sendo:
murino (WAKAYAMA e YANAGIMACHI, 1998), leporino (LIU et al., 2004), bovino
(HAMANO et al., 1999) e suino (NAKAI et al., 2003).

O gato domeéstico vem sendo utilizado como modelo experimental para a
reproducdo de outras espécies de felideos e para controle de inUmeras doencas
gue poderiam ser veiculadas através da monta natural uma vez que apresenta
protocolos de IA e ICSI bem estabelecidos (SWANSON, 2012).

A formacao de um banco de germoplasma € uma das principais estratégias
de conservacdo das espécies, por permitir o aumento da variabilidade genética.
Novas biotecnologias da reproducdo vém sendo aplicadas a espécie felina, e os
resultados tém servido como base para conservacao de felideos silvestres,
principalmente para aqueles ameacados de extingdo (LUVONI, 2000; NAGANO et
al., 2008); o desenvolvimento de técnicas cada vez menos invasivas tem auxiliado a
vencer os desafios relacionados a reproducdo assistida em felinos, assim como
diminuem o desconforto dos procedimentos visando o bem estar animal
(SWANSON, 2012).

Para a realizacao de PIV é preciso conduzir outras técnicas de reproducao
assistida como a colheita, classificacdo e selecdo de odcitos, colheita e
processamento de sémen, MIV, FIV e em alguns casos a ICSI. Sendo assim, é de
grande valia o estabelecimento de cada uma das etapas, jA que o insucesso de

gualquer uma delas resultaria na falha de producao de embrides.

Estudos recentes demonstram que inumeros fatores podem exercer
influéncia sobre a habilidade ou competéncia dos odécitos se desenvolverem in vitro:
a origem dos ovarios, a idade da doadora, a fase reprodutiva, 0 momento da
colheita dos oécitos (FARSTAD, 2000), a nutricdo da fémea, 0 estresse e a
composicdo do fluido folicular (KRISHER, 2013). A técnica mais utilizada para a
recuperacao de odcitos de gato domeéstico é o fatiamento (“slicing”) (TSUJIOKA et
al., 2008; COMIZZOLI et al., 2009; RASCADO, 2009), onde se utiliza uma lamina
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de bisturi para o isolamento dos complexos cumulus-oophorus (CCOs) em placa de
petri contendo meio de maturacdo (TSUJIOKA et al., 2008; RASCADO, 2009). Os
oocitos também podem ser obtidos através da aspiracdo utilizando agulha acoplada
a seringa e raspagem dos foliculos utilizando lamina de bisturi (MORO e
SALAMONE, 2010; HOBBS et al., 2012).

Os CCOs com formato esférico, contornos visiveis das células da
granulosa, citoplasma uniforme e fortemente pigmentado, zona pellcida intacta
(sem defeitos ou rupturas), envoltos por cinco ou mais camadas de células do
cumulus firmemente aderidas garantem o maior sucesso da maturacdo oocitaria
(POPE et al., 1997; GODARD et al., 2008; TSUJIOKA et al., 2008; COMIZZOLI et
al., 2009, RASCADO, 2009).

Diversos meios para maturacdo de odcitos sdo propostos, mas a eficiéncia
deles é avaliada pela competéncia em produzir embrides e a avaliacdo morfologica
dos embrides produzidos. Alguns dos métodos utilizados para a avaliacdo dos
meios sdo: propor¢cdo de oocitos maduros apés MIV, embrides produzidos apos
FIV, tempo de clivagem, porcentagem de blastocistos e nimero de blastémeros
(HRIBAL et al., 2013).

Na MIV de 6ocitos de gatos domésticos espera-se uma maior incidéncia de
metafase 1l (MIl) entre 40-48h do inicio do processo de maturacdo, que
corresponde ao periodo de tempo da cobertura até a ovulacdo na gata
(GOODROWE et al., 1989). No entanto, alguns estudos revelaram que a maioria
dos odcitos atingem MIl entre as primeiras 24h de MIV, e a inseminacdo as 40
horas ou ainda posterior a isso nao resulta no desenvolvimento até blastocisto
(LUVONI e OLIVA, 1993; WOLFE e WILDT, 1996).

O estagio do ciclo estral e a suplementagdo de meio de maturagcdo com
gonadotrofinas (GOODROWE et al., 1991, SCHRAMM e BAVISTER, 1995; WOOD
et al.,, 1995, POPE et al., 1997) e a qualidade do CCO (WOOD e WILDT, 1997)

influenciam o desenvolvimento in vitro.

A porcentagem de MIV é relativamente alta em odécitos de gatas (40—-60%)
dependendo da qualidade do odcito e tipo de suplementacdo hormonal. Os o6citos
obtidos durante fotoperiodo longo necessitam de uma quantidade menor de FSH

gue aqueles obtidos em fotoperiodo curto (HOBBS et al., 2012).

21



Lopes et al. (2004) avaliaram a MIV de gatas puberes e pré-puberes e
obtiveram taxas de MIV de 44,68 e 25,32% respectivamente para fémeas puberes e
pré-puberes, sendo um indicativo de que existe influéncia da puberdade na

capacitacao e desenvolvimento in vitro.

Para realizar a FIV é necessario a colheita de sémen que pode ser
realizada através da utilizacdo de vagina artificial (SOJKA et al., 1970;
VILLAVERDE, 2007) eletro-ejaculacgo (HOWARD et al.,, 1986) ou ainda a
castracdo (espermatozoides do epididimo) (FILLIERS et al., 2010). A penetracdo de
espermatozoide se inicia 30 minutos apos co-incubacéo e mais de 90% dos o0citos

séo penetrados de 30 minutos a 3 horas apés co-incubacéo (POPE et al., 1998).

Os primeiros blastocistos de gato originados de MIV/FIV foram obtidos de
odcitos fertilizados apds 24h de MIV (POPE et al., 1994b; WOLFE e WILDT, 1996;
WOOD e WILDT, 1997; POPE et al.,, 1997). No entanto, Wolfe e Wildt (1996)
verificaram que a FIV apd6s 32h de maturacdo obteve uma taxa maior de
blastocistos do que aquela realizada apos 24h (24% e 13%, respectivamente).

A taxa de FIV (clivagem) de odcitos nas gatas varia entre 40% e 50% em
odcitos maturados in vitro e 60-80% para maturados in vivo (POPE et al., 1999). A
FIV em gato doméstico vem apresentando sucesso na producao tanto de embrides,
como de filhotes (GOODROWE et al., 1989; HOFFERT et al.,, 1997; SWANSON,
2012). Em alguns felideos selvagens como o guepardo (Acinonyx jubatus) e o gato
do deserto indico (F. silvestris) a técnica de FIV mostrou ser capaz de produzir
embrides (POPE et al.,, 1989; DONOGUE et al., 1992, SWANSON, 2012), e no
caso do tigre (Panthera tigris) foi capaz de produzir filhotes (DONOGHUE et al.,
1990).

Uma grande porcentagem de embrides felinos produzidos in vitro apresenta
um blogueio de desenvolvimento no estagio entre mérula e blastocisto, periodo
mais tardio do que o bloqueio ocorrido em outros mamiferos (DONOGHUE et al.,
1990; JOHNSTON et al.,, 1991; ROTH et al., 1994; SWANSON et al.,, 1996;
HOFFERT et al., 1997). Uma diferenca no metabolismo da glicose foi demonstrada
entre 0s odécitos de gata maturados in vivo e in vitro, e isso pode explicar
parcialmente o bloqueio visto nos embrides (SPINDLER e WILDT, 1999).

Pope et al. (1999) observaram que tanto a suplementacdo de cisteina ao
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meio de maturagdo como a reducdo da atmosfera de O, melhoraram
significativamente o desenvolvimeto de embrides in vitro até o estagio de
blastocisto. Portanto, assim como na FIV de bovinos, os o6citos de gata maturados
in vitro ndo se desenvolvem até blastocistos tdo rapidamente como 0s o00citos
maturados in vivo, mas a diferenca € minima devido aos avanc¢os ocorridos nas
condicBes de cultivo (SWANSON, 2006).

A ICSI é uma das técnicas de reproducéo assistida mais caras, em razao
do uso do micromanipulador, mas € também a técnica que pode apresentar a maior
taxa de sucesso na concepcdo de embrides devido a precisdo com que a
fecundacdo € conduzida (SILVA, 2009). A ICSI consiste na injecdo de um
espermatozoide dentro de um odécito maduro. No momento da ICSI deve-se atentar
a posicao do corpusculo polar mantendo-o a posicao de “6” ou “12 horas”. A
agulha/pipeta de injecdo deve assumir a posicao de “3 horas” (BOGLIOLO et al.,
2001), e assim transpassar a zona pelUcida por compressdo mecanica ou com o
auxilio de pulsos elétricos (piezo) de intensidade 1 ou 2 (KIMURA e
YANAGIMASHI, 1995). A fecundacdo sera bem sucedida quando o DNA
espermatico estiver intacto e em uma forma condensada e estavel. Esta técnica se
aplica aos casos de espermatozoides imoveis, bem como de espermatozoides
oriundos do epididimo com baixa motilidade (SILVA et al., 2008) e liofilizados
(MAGALHAES, 2010).

De acordo com Pope et al. (1998) a ICSI possui resultados de fertilizacao
semelhantes aos da FIV (58,1% vs 67,9% respectivamente para ICSI e FIV ) e pode
ser utilizada na conservagdo das espécies em extingdo, especialmente nos casos
onde existe uma baixa qualidade espermatica excluindo a possibilidade da FIV
(GOMEZ et al., 2000). No entanto, possiveis diferencas de "competéncia” entre
o0citos maturados in vitro ou in vivo, pode afetar os resultados apos a injecdo do

espermatozoide.

O sucesso da ICSI com odécitos maturados in vitro pode ser afetada por
fatores como deficiéncia na sintese de proteinas e na sinalizacdo anormal do célcio
(PLACHOT, 1999), metabolismo retardado da glicélise (SPINDLER et al. 2000), ou
de diferencas bioguimicas (KHURANA e NIEMANN, 2000). Tais diferencas podem
se refletir em uma menor frequéncia na ativacdo dos odcitos, menor

descondensacédo da cromatina espermatica e pior desenvolvimento embrionario.
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Apoés a realizacdo da FIV ou ICSI, se faz necessério o cultivo dos embrides
in vitro para que eles se desenvolvam até o estadio de blastocisto expandido,
guando estardo prontos para serem transferidos para uma fémea receptora (POPE
et al., 2006).

No processo de fertilizacdo a interacdo entre o espermatozoide e o odécito
leva a uma série de transformacfes morfoldgicas e bioquimicas conhecidas por
ativacdo oocitaria, e o mecanismo chave € um sinal de célcio (GABRIEC et al.,
2007). Varios minutos apos a entrada do espermatozoéide no odcito uma rapida e
transitoria movimentacéo de calcio ocorre da sua reserva intracelular. Esse calcio é
coletado do reticulo endoplasmatico, mas o calcio extra-celular também pode ser
utilizado para suplementar a reserva, e portanto possibilitar a continuacao do sinal
de calcio (TOSTI et al., 2002). A ativacao leva a continuacédo da meiose e extrusao
do segundo corpusculo polar. Na fertilizacao in vitro, os pronucleos séo formados, a
sintese de acido desoxirribonucléico (DNA) se inicia e a clivagem do embrido é
iniciada por ativacdo artificial causada por estimulos externos, e os estimulos

podem ser fisicos, mecanicos ou quimicos (DU et al., 2002).

No entanto, é relevante salientar a possibilidade de formacéo de partenotos
gque sédo o0 resultado da produgcdo de embrido com ou sem eventual
desenvolvimento de um individuo, a partir de um gameta feminino na auséncia da

contribuicdo do gameta masculino (BEATTY et al., 1957).

Para o sucesso da PIV é fundamental a utilizacdo de meios de cultivo
adequados para que ocorra a clivagem, uma vez que os embrides apresentam
respostas especificas a diferentes carboidratos, a estadio de desenvolvimento e
também a aminoacidos essenciais presentes no meio. Sendo assim, ainda sao
necessérias pesquisas que permitam definir todos os componentes essenciais aos
meios de cultivo, de forma a maximizar a qualidade e producdo de embrides
(HERRICK et al., 2007).

Devemos lembrar que a criopreservacao representa um fator importante no
sucesso da FIV com milh6es de nascimentos tanto na medicina humana como na
medicina veterinaria (GOSDEN, 2011; GIANAROLI et al., 2012).
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A liofilizagdo, criosecagem ou criodesidratacdo (“freeze-drying”) € um
método que visa a preservacao celular através do processo de congelacdo de uma
substancia seguida pela reducdo de um dos solventes, geralmente a agua, por
sublimacdo e dessorcdo para niveis nos quais ndo é possivel nenhuma reacéao
guimica ou biologica. Para que isso ocorra, a temperatura e a pressao parcial de
vapor d'agua devem ser inferiores as do ponto triplo, ou seja, 273,16 kelvin
(0,01 °C) e a presséao de 611,73 pascal (cerca de 0,006 bar). Se nessas condi¢cdes
um calor latente de 2,84 MJ/kg for fornecido, o gelo transforma-se diretamente em
vapor (SHAHAM, 2005).

Uma vantagem do sémen liofilizado € o fato dele poder ser armazenado a
4°C e ser transportado e armazenado a temperatura ambiente, sem utilizar
nitrogénio liquido ou gelo seco como agente resfriador (WAKAYAMA e
YANAGIMACHI,1998; WARD et al., 2003; KANEKO e NAKAGATA, 2005).

Apesar de a liofilizagdo causar lise de membrana e cauda nos
espermatozoides, o processo parece nao causar danos ao material genético
(WAKAYAMA e YANAGINAMCHI, 1998).

Nenhum decréscimo na habilidade de gerar embrides a partir de sémen
liofilizado, mantido a 4°C por um periodo de até 5 anos, foi evidenciado por Kaneko
e Serikawa (2012). Nesse caso uma solugédo contendo 10mM Tris e 1mM EGTA
(acido etileno glicol tetracético) (Applied Biosystems/Ambion, Austin, TX, USA)
ajustado para o pH 8.0 foi utilizado para a liofilizacdo de sémen de camundongo e
rato (KANEKO et al., 2007). A analise da fragmentacdo de DNA e a fertilidade do
sémen puderam demonstrar a tolerancia a liofilizacdo e a qualidade do sémen
armazenado a 4°C (KANEKO e SERIKAWA, 2012).

O sémen liofilizado pode ser mantido por até 3 meses em temperatura
ambiente (24°C) com sua fertilidade preservada (KANEKO e NAKAGATA, 2005).
No entanto, € importante observar o pH do meio de conservacédo: se o pH for baixo,
ou se um agente quelante nao foi utilizado durante o processo de liofilizacao,
ocorrerd a fragmentacdo da cromatina. Para proteger o DNA espermatico da
atividade de nuclease enddgena durante o armazenamento é importante usar uma
pequena quantidade de EDTA (acido etileno diamino tetracético) e um pH=8.0
(KANEKO e NAKAGATA, 2005).
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Para averiguar a qualidade do sémen liofilizado, varios métodos para
avaliacdo de integridade de DNA s&o descritos: Halomax (Halotech DNA SL,
Madrid, Spain)(KANEKO e SERIKAWA, 2012), laranja de acridina associado a
citometria de fluxo (PRINOSILOVA et al., 2012) e o ensaio do Cometa (KAWASE e
SUZUKI, 2011).

Kaneko e Serikawa (2012) demonstraram ser possivel a producdo de
filhotes viaveis de camundongo utilizando a combinacéo das técnicas de liofilizacdo
de sémen e ICSI com indices de sucesso (11%) semelhantes aos dos resultados
usando sémen descongelado ou mesmo a fresco, portanto, ha indicios que isso

também possa ocorrer com sémen liofilizado de gato.
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3) Objetivo
3.1 Objetivo geral:

Produzir embrides de gatos domésticos (Felis silvestris catus) in vitro

utilizando sémen liofilizado por meio da técnica de ICSI.

3.2 Objetivos especificos:

A) Observar a taxa de expansédo das células do cumulus em odcitos de

gatas domésticas.

B) Realizar a avaliacdo comparativa da fragmentacdo de DNA do sémen

liofilizado, congelado e fresco de gato doméstico.
C) Avaliar a taxa de clivagem e formacéo de blastocisto.

D) Avaliar a possibilidade de producdo de embribes in vitro de gato

domeéstico utilizando sémen liofilizado.
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4) Material e Métodos
4.1 Local

O experimento foi realizado no Laboratorio de Reproducdo de Pequenos
Animais e Silvestres (REPAS), e no Centro de Biotecnologia e Diagndstico em
Reproducdo Animal (CERAN), ambos pertencentes ao Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria (DRARV) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ). Além de ter sido realizadas algumas etapas no
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias de
Botucatu (IBB). Todos os laboratoérios pertencem a UNESP, Campus de Botucatu,

Botucatu, SP, Brasil.

4.2 Comité de Etica

Esse projeto esta de acordo com os Principios Eticos de Experimentac&o
Animal e foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, Botucatu, SP, Brasil, protocolo n°
148/2010-CEUA.

4.3 Animais

Foram utilizados 3 (trés) gatos adultos, com idade variando entre 2 e 6
anos, como doadores de sémen; duas gatas adultas castradas foram utilizadas
como manequim para auxiliar na colheita de sémen com vagina artificial. Os

animais foram alimentados com racao seca e agua ad libitum.

11 (onze) gatas com idade superior a um ano foram submetidas a jejum
alimentar de doze horas e jejum hidrico de duas horas para a realizacdo de
ovariosalpingohisterectomia (OSH) eletiva para obtencéo de ovarios entre os meses

de Agosto e Novembro.
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4.4 Colheita e manipulacdo do sémen

As amostras de sémen dos gatos foram colhidas utilizando-se uma vagina
artificial, a qual foi confeccionada a partir de tetinas de borracha cortadas e
adaptadas a tubos plasticos tipo Eppendorf® de 1,5 mL (SOJKA et al., 1970). As
vaginas artificiais foram mantidas a 38°C até o momento da colheita (VILLAVERDE,
2007). Para a colheita de sémen, foram utilizadas como manequim duas gatas
adultas castradas. Estimulada a cobertura, a vagina artificial era posicionada de
forma a se encaixar no pénis. Cada gato foi submetido a duas colheitas de sémen
consecutivas, com intervalos de 5 a 10 minutos. As colheitas foram realizadas com
intervalos de no minimo dois dias e foram realizadas as seguintes analises

funcionais: concentracdo espermatica e movimento espermatico.

4.4.1 Concentracao espermatica

Foi determinada pela contagem das células espermaticas em camara
hematimétrica de Neubauer. Dois (2) yL de sémen foram adicionados a 98 pL de
agua destilada (diluicdo 1:50). Uma aliquota de 10 yL foi depositada em cada lado
da camara. Utilizando microscépio de luz com contraste de fase e aumento de 40x,
realizou-se a contagem do numero de espermatozoides em cinco quadrantes de
cada lado da camara. O calculo da concentracdo espermatica foi realizado através

da formula expressa abaixo.
C=Nx25x10°
C = concentracao de espermatozodides por mL

N = média do numero total de células espermaticas contadas em cada lado da

camara de Neubauer.

4.4.2 Avaliacdo computadorizada da cinética espermatica

O sémen foi avaliado utilizando o sistema HTR-IVOS-12 (Hamilton Thorn
Research — Animal Version 12,0 L, Beverly, MA, EUA) previamente ajustado para o
sémen de gato (VILLAVERDE et al., 2009) (Anexo 1). Para esta avaliagdo, uma
gota de sémen foi colocada em camara de Makler (HTMA) aquecida e analisada a

temperatura de 38°C. Para cada amostra de sémen, trés gotas foram avaliadas e a
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média dos trés melhores campos foi anotada. Durante esta avaliagdo foram levados

em consideragao os seguintes parametros da cinética de movimento:

MT (%) - motilidade total

MP (%) - motilidade progressiva

VAP (um/s) - velocidade espermatica ao longo de uma trajetoria média
VSL (um/s) - velocidade espermatica ao longo de uma linha reta

RAP (%) — rapidos, apresentando VAP > 70 um/s

4.5 Liofilizacdo do sémen

Apobs a colheita, as amostras de sémen foram centrifugadas a 250xg por 8
minutos, o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em meio SOF
(Fluido Sintético de Oviduto ou Synthetic Oviductal Fluid) e ajustados numa
concentracdo final de 1 x 10° espermatozéides/mL. Em seguida as amostras foram
acondicionadas em criotubos de 2,0 mL com um volume total de 1,0 mL para
facilitar o processo de liofilizagcdo e a individualizacdo das células esperméticas
apos a ressuspensao da amostra liofilizada.

As amostras foram levadas ao liofilizador (Edwards do Brasil) onde
permaneceram sob a temperatura de -40°C por 72 horas (tempo que o aparelho
levou para finalizar o processo de liofilizagcdo para amostras de 1mL). Esse tempo
foi o suficiente para obter uma amostra estavel com 1% de umidade final (pré-
determinada pelo liofilizador em questao).

4.6 Laranja de Acridina

O sémen liofilizado foi ressuspendido em 1 mL de SOF e uma gota foi
colocada sobre uma lamina, e realizado esfregaco. Para o sémen fresco e o sémen
descongelado foi coletado uma gota de cada um deles e realizado o esfregaco
também. O esfregaco foi fixado em Solucdo Carnoy (etanol-acido acético 3:1) por 1
minuto, lavado em etanol 70% por 3 minutos e colocado 4mL da solucdo corante

(Anexo 2). Passados 5 minutos a lamina foi lavada em agua destilada e aguardou-
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se total secagem da lamina (NAVES et al., 2004). Essa técnica foi utilizada por ser
mais rapida e pratica apesar de ter menor acuracia se comparada com as demais
técnicas a serem descritas (MAGALHAES, 2010).

O esfregaco foi analisado em microscopio de epifluorescéncia (NIKON —
Episcopic Fluorescence Attchment “EFA” HalogenLamp Set) contando 100 células
utilizando objetiva de 100x, sendo que as células consideradas normais (cromatina
integra) foram aquelas que emitiram fluorescéncia verde. Ja as células que
emitiram fluorescéncia vermelha, laranja e/ou amarela distribuidas no interior da
cabeca do espermatozoide foram consideradas anormais com desnaturacdo total

ou parcial da cromatina.

4.7 Ensaio do cometa alcalino

O Teste do Cometa foi realizado para verificar a ocorréncia de dano ao
DNA, mas também para validar e/ou parear o resultado com aquele obtido pelo
teste de Laranja de Acridina (LA). Foi empregada a metodologia descrita por Singh
et al. (1988) com modificacbes. Todas as etapas foram realizadas ao abrigo da luz
e sob condic¢des alcalinas.

Os espermatozoides liofilizados foram ressuspendidos em meio SOF, o
sémen fresco foi utilizado in natura, e o sémen congelado foi descongelado
segundo Villaverde et al. (2009). Ap6s homogeneizacdo, 5ul dessas amostras
foram misturados a 100ul de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) e distribuidos sobre laminas de microscopia pré-revestidas
com agarose 1,5% de ponto de fusdo normal (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),

cobrindo-as com uma laminula de 24x60mm.

Depois de 5 minutos a 4°C ocorreu a solidificacdo da agarose, e removeu-
se as laminulas. As laminas foram imersas em solucéo de lise [2,5 M NaCl (Merck,
Darmstadt, Germany), 100 mM EDTA (Merck, Darmstadt, Germany), 10 mM Tris
(Amresco, Solon, Ohio), 1% N-Lauroyl Sarcosine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), pH 10,0; adicionada de 1% de Triton X — 100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), 10% de DMSO (Merck, Darmstadt, Germany), e Proteinase K (Merck,
Darmstadt, Germany)] , a 4°C por 24 horas, para que se destituissem os

componentes de membrana das células.
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Ap6s a lise, as laminas foram lavadas por 5 minutos com PBS livre de Ca*
e Mg?* (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), e levadas para cuba de eletroforese,
imersas em solucao eletroforética [400 mM NaOH (Merck, Darmstadt, Germany) e 1
mM EDTA (Merck, Darmstadt, Germany), pH 10,0] e deixadas em repouso por 30
minutos para desnaturacdo do DNA. A fonte de eletroforese foi ajustada para
voltagem 25V, 300mA e tempo de corrida de 30 minutos. Iniciada a corrida a
miliamperagem foi rigorosamente controlada adicionando ou removendo o tampao

de eletroforese da cuba.

As laminas foram neutralizadas com solucédo 0,4M Tris (Amresco, Solon,
Ohio), pH 7,5 por 15 minutos, imersas em etanol 95% (Merck, Darmstadt, Germany)

para fixacdo em uma cuba de vidro.

Quando secas as laminas foram armazenadas em caixas plasticas e
mantidas sobre refrigeracdo a 4°C. As amostras foram coradas com 50 ulL de
brometo de etidio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluido (20ug/mL) e a analise
foi feita em microscopio de fluorescéncia (Axioplan Il-Zeiss, Woliville, N.S.,
Canadd) a um aumento de 400x em analisador de imagens (Comet Assay Il —

Perceptive Instruments, Sulfolk, Inglaterra).

Para cada grupo, as amostras foram avaliadas em duplicata e contadas 50
células, utilizando os parametros de tail intensity (intensidade do DNA contido na

cauda do cometa).

Para avaliar a corrida eletroforética foram realizados controles positivos
para cada cuba com peroxido de hidrogénio (H.O2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) 100uM a 4°C, para inducdo de dano ao DNA. O material controle era sangue
de céo sadio, colhido com anticoagulante, acondicionado em gelo e ao abrigo da
luz. Os controles foram processados e lidos da mesma maneira descrita para as

células espermaticas.

4.8 Teste de avaliacdo da integridade da cromatina espermatica realizada por

citometria de fluxo

As analise de citometria de fluxo foram realizadas no equipamento BD

LSRFortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers:
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azul 488-nm, 100mW, vermelho 640-nm, 40mW e violeta 405-nm, 100mW. Apés a
analise, os dados foram arquivados para posterior avaliacdo através do software
FACSDiva™ software V6,2 e WinList 6.0 (Verify software house).

4.8.1 Avaliacao da sucetibilidade a fragmentacdo de DNA utilizando Laranja de

Acridina na citometria de fluxo:

Uma amostra de 100uL de sémen liofilizado foi diluida, em solucéo tampéo
(0,186g de EDTA dissddico, 0,790g de Tris-HCI, 4,380g NaCl em 500mL agua
deionizada, pH 7.4) na concentracdo de 1x10° espermatozoides/mL. Foi adicionado
400uL de solucao detergente acida (2,19g NaCl, HCI 1,0mL de 2N solucéo, 0,25mL
Triton-X, em gsp. 250mL de agua deionizada, pH1,8). A mesma foi incubada por 30
segundos e entdo acrescido 1mL de solucdo corante de laranja de acridina (AO;
3,88699 de acido citrico mono-hidratado, 8,9429g Na,HPO,, 4,3850g NacCl, 0,1700g
de EDTA dissadico, 4pg/mL de solugéo laranja de acridina — 1 mg/mL, em gsp.
500mL de agua, pH6,0), a qual foi incubada por mais 30 segundo ao abrigo da luz.
O indice de fragmentacdo de DNA (IDF) foi gerado a partir da andlise de 10.000
células marcadas com laranja de acridina. Os dados gerados foram analisados pelo
software WinList 6.0 (Verify software house). O IDF é a propor¢cdo expressa em
porcentagem do DNA do espermatozoide, do DNA fragmentado (fluorescéncia
vermelha) dividida pela fluorescéncia total, ou seja, a soma do DNA fragmentado
(fluorescéncia vermelha) com o DNA nao fragmentado (fluorescéncia verde). O
mesmo procedimento foi realizado para o0 sémen fresco e para 0 Ssémen

descongelado.

4.8.2 TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)- mediated dUTP

nick end labeling):

Um total de 200uL de sémen (1-2x10° cels/ml) (liofilizado, descongelado e
fresco) foi adicionado a 200uL de paraformaldeido a 4% em PBS, em um pH7,4 e
incubado por 1 hora em temperatura ambiente. Os espermatozoides foram
centrifugados a 300xg por 5 minutos e lavados duas vezes em 200uL de PBS. Os
espermatozoides fixados foram entdo permeabilizados com 0,1 % triton X-100 em

0,1% citrato de sédio (100uL) e colocados em gelo por 2 minutos. Apds duas
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lavagens as células foram novamente incubadas por 1 hora a 37°C com mistura de
reacdo para TUNEL (50uL) que continha a reacéo de marcacdo (AlexaFlour488) e
enzima desoxinucleotidil transferase terminal (TdT) no escuro. A mistura para
reacdo de TUNEL (APO-BrdUTM TUNEL Assay Kit - A23210, Molecular Probes) foi
preparada imediatamente e mantida em gelo até o uso. Finalmente, as amostras
foram lavadas duas vezes, resuspendidas em 500uL PBS e analisadas por

citometria de fluxo.

4.9 Obtencéao e transporte de ovarios

Um total de 11 (onze) gatas adultas foram submetidas a OSH eletiva. Os
ovarios foram transportados ao Laboratério Reproducdo Avancada e Terapia
Celular (LANCA) em tubos de polipropileno do tipo FALCON para centrifugacéo
graduado com fundo conico (Techno Plastic Product®, Suica) em 10mL de
Dulbecco’'s phosphate buffered saline (DPBS, Nutricell®, Brasil) a 4°C,
suplementado com 100mg/mL de estreptomicina e 100UI/mL de penicilina (GIBCO,
15140-122) (JOHNSTON et al.,, 1989). Os materiais foram identificados com os
nameros dos respectivos animais castrados para posterior compara¢do de niumero
total de odcitos obtidos por individuo, e foram processados dentro de no maximo 3
horas apds a remocéo (figura 1).

FIGURA 1. Ovarios de gata submetida a OSH
eletiva e transportados em tubo de centrifugacéo

para o laboratorio. Botucatu, 2013.
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4.10 Recuperacdao e selecdo de od6citos

Os ovarios foram isolados, dissecados e liberados de tecido adiposo e
vasos adjacentes. A recuperacdo dos CCOs foi realizada em placas de Petri de
plastico, com dimensdes de 60x15mm (Ingamed®, Brasil), contendo 8mL de DPBS
suplementado com 100mg/mL de estreptomicina e 100UI/mL de penicilina (GIBCO,
15140-122) aquecidos a 38°C. Cada ovario foi submetido a técnica de slicing
(fatiamento), utilizando-se uma lamina de bisturi e pinca anatdmica pequena
(Figura 2).

Nessa mesma placa, sob lupa estereomicroscopica (MZ 125, Leica®,
Alemanha) procedeu-se a classificacdo dos CCOs (Figura 3). Foram utilizados

apenas CCOs que apresentavam citoplasma uniforme e fortemente pigmentado,

envoltos por duas ou mais camadas de células da granulosa firmemente aderidas
(CCOs de grau I) (JOHNSTON et al., 1989; FREISTEDT et al., 2001; MURAKAMI et
al., 2002)(Figuras 4 e 5).

FIGURA 2. Técnica de slicing FIGURA 3. Graus variados
(fatiamento) para a recuperacéo de CCOs de gata.
de odcitos de gata.

FIGURA 4. CCOs de grau | de gata. FIGURA 5. CCO de grau | de
(Microscopio de luz, aumento 400x) gata. (Microscépio de luz,

aumento 400x) 37



4.11 Maturagdo in vitro de o6citos

Os CCOs de grau | foram agrupados em grupos de 10 e foram lavados por
cinco vezes em gotas de MEM-hepes (Gibco, 12360-038) acrescido de 4mg/mL de
BSA (Sigma A4503), 1mM de piruvato de sodio (Sigma, P2256), 0,13mM de
cisteina (Sigma, C1276), 100mg/mL de estreptomicina e 100UI/mL de penicilina.
Foram obtidos, em média, 19 CCOs de grau | por gata castrada. Em seguida, os
CCOs foram lavados em cinco gotas de meio SOF (Fluido Sintético de Oviduto)

acrescido de 100mg/mL de estreptomicina e 100UI/mL de penicilina.

A maturacdo oocitaria in vitro foi realizada em placas do tipo four-well
(Nunc®, Dinamarca). Em cada poco foram colocados 400uL de meio SOF e 20
CCOs de grau | e o periodo de maturacao foi de 30 horas em atmosfera Umida de
5%0,, 5%C0O, e 90% N, (Figura 6).

FIGURA 6. Placa do tipo four-well com 400uL de
meio MIV para maturacdo de odcitos de gata.

4.12 Fertilizag&o in vitro

Ao final do periodo de maturacdo os odcitos apresentaram expansao das
células do cumulus (Figura 7) e foram distribuidos aleatoriamente em grupos para

fertilizac&o in vitro da seguinte maneira:
Grupo |: odécitos nao fertilizados.
Grupo Il: odcitos fertilizados com sémen fresco
Grupo llI: oécitos fertilizados com sémen descongelado

Grupo IV: odcitos fertilizados com sémen liofilizado

38



-«

o

FIGURA 7. CCOs de grau | de gata com
expanséo de células do cumulus.

Os grupos | e Il seguiram o seguinte protocolo:

Grupos de 10 odcitos foram transferidos para gotas de 90uL de meio TALP-
FIV (Anexo 3) suplementado com 20ug/mL de Heparina (Sigma H-3149), 6 mg/mL
de BSA, 1mM de piruvato, 100mg/mL de estreptomicina e 100 Ul/mL de penicilina e
cobertas por 6leo mineral (Sigma, M8410).

O grupo | permaneceu por 20 horas no meio TALP-FIV para verificagao de

possivel clivagem.

No grupo Il o sémen foi diluido na proporcdo 1:4 em meio TALP-sémen
(Anexo 4) adicionado de 6mg/mL de BSA, 1mM de piruvato, 100mg/mL de
estreptomicina e 100UIl/mL de penicilina e centrifugado a 250xg durante 8 minutos.
Apos, o sobrenadante foi descartado e o pellet diluido em 30uL de meio TALP-FIV.
A motilidade espermatica foi avaliada. A concentragéo foi determinada em camara
de Neubauer apos a diluicdo do sémen em agua destilada (1:50), conforme descrito

anteriormente.

O volume de meio TALP-FIV que foi adicionado ao sedimento (pellet +
30uL TALP-FIV) para que se obtivesse uma concentracdo final de 1x10’

espermatozoides/mL foi calculado utilizando a formula expressa a seguir:
Vtot=motxvsedx0,5xn

V tot = volume total
mot = motilidade

v sed = volume do sedimento
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n = numero de espermatozéides contados na camara de Neubauer

0,5 = fator de correcao.

(resultado = 100.000 espermatozoéides méveis/10 uL volume total)

Posteriormente, 10uL de sémen diluido foram adicionados as gotas
contendo 10 odcitos, obtendo-se uma concentracéo final de 1x10° espermatozoéides
moveis/gota e prosseguiram por 18 horas de co-cultivo a temperatura de 38°C e

atmosfera imida de 5%CO, em ar.

Para os grupos lll e IV foram preparadas placas de Petri com dimensdes de
60x15mm onde foram colocadas 12 gotas de 8uL (Figura 8) de SOFaa (Anexo 5)
cobertas por 6leo mineral. Em cada gota foi colocado um unico oécito selecionado
dentre um grupo de 10 odcitos previamente maturados in vitro, apds terem sido
denudados por meio da passagem pelo limen estreito de pipeta de vidro. Duas
gotas de 50pL foram utilizadas para a limpeza da micropipeta de injegéo.

FIGURA 8. Placa de petri com
gotas de meio SOFaa cobertas
com oleo mineral.

No grupo lll, foi utilizado sémen descongelado (meio Tris e gema de ovo,
suplementado com 4% de glicerol). O sémen foi descongelado a 46°C por 12
segundos (VILLAVERDE, 2007) e os espermatozoéides foram selecionados pelo
método de gradiente Percoll (Nutricell®) e novamente centrifugado a 250xg durante
8 minutos com SOFaa para lavagem dos residuos de Percoll e foi resuspenso em
meio SOFaa a uma concentracao final de 1x10°. Logo em seguida uma gota de 6L
de sémen foi utilizada para selecionar um Unico espermatozoide que foi aspirado

pela cauda utilizando a micropipeta de injecdo do micromanipulador (Figuras 9 e
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10). Este espermatozéide foi injetado no oolema conforme descreveremos a seguir

(item 4.13). Foi utilizado o micromanipulador com as seguintes configuragdes:
a) microcopio invertido ECLIPSE TS-100 (Nikon)

b) “joystick” transferMan NK2 (Eppendorf)

c) cellTram oil (Eppendorf)

FIGURA 9. Micromanipulador FIGURA 10. Micropipetas de
para realizar o procedimento de retencao e injecao.
ICSI.

No grupo IV foi utilizado o sémen
liofilizado em meio SOF. O sémen foi ressuspendido em 1 mL de meio SOFaa e
homogeneizado. Uma gota de 6uL do sémen resuspendido foi utilizada para
selecionar um Unico espermatozéide para ser injetado dentro do oolema. Para a
selecdo do espermatozoide foi preciso afastar os residuos de sais do meio SOF
liofilizado.

4.13 Injecdo intracitoplasmatica de espermatozéide

Para a injecao intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) realizada nos
grupos lll e 1V, foi utilizado uma placa de Petri de plastico contendo gotas de 8uL de
meio SOFaa cobertas por 6leo mineral. Em cada uma dessas gotas foi depositado
um odcito maturado in vitro. Para cada procedimento foi utilizado uma micropipeta

de injecdo com bizel e diametro interno de 6um para a aspiracao e injecdo do

4



espermatozoide, e uma micropipeta de retencdo (holding) de diametro interno de

20um para manter o odcito na posi¢cao desejada durante o procedimento.

Duas gotas de 50uL de meio SOFaa foi utilizada para limpar a micropipeta
de injecdo apOs cada procedimento de forma a evitar o contato de oleo mineral com

ambos o espermatozdide e o0 odcito.

A micropipeta de inje¢cdo ndo possuia inclinacdo e portanto o braco direito
do micromanipulador foi ajustado para uma inclinacédo de cerca de 35° de modo a

facilitar o procedimento de injecdo de espermatozoide.

A micropipeta de retencdo foi mantida em posicdo estavel segurando o
o0cito para que fosse possivel transpassar a zona peldcida com a micropipeta de

injecdo e assim depositar 0 espermatozoéide dentro do oolema (Figura 11).

FIGURA 11. Momento de injecao de espermatozoide
de gato doméstico no oolema.

4.14 Cultivo in vitro (CIV) de embrides

Decorridos 18 horas da FIV no grupo Il e o “feeding” (reposi¢cédo de meio) do
grupo | os possiveis zigotos/partenotos foram desnudados. Estes provaveis
zigotos/partenotos foram lavados em 3 gotas de 90 yL de meio SOF para remogao
de espermatozoides e restos celulares e transferidos em grupos de 10 para gotas
de 90uL de meio SOFaa acrescido de 6 mg/mL de BSA, 1mM de piruvato, 1mM de
glutamina, 2,7mM de mioinositol (Sigma, 15125), 100mg/mL de estreptomicina e
100UI/mL de penicilina.

A taxa de clivagem foi avaliada aproximadamente 72 horas apos a

fecundacédo. Somente os embrides clivados foram transferidos para gotas de 50uL
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(10 odcitos/gota) do mesmo meio em que estavam sendo cultivados substituindo-se
BSA por 5% SFB no inicio do dia 4 (D4), o meio SOFaa foi também suplementado
com 1,5 mM de glicose. Por 4 dias consecutivos de cultivo, os embrides foram

incubados a 38°C em atmosfera Umida de 5% O,, 5% CO, e 90% N..

No sétimo dia apo6s a fecundacdo in vitro (D7) foi avaliada a taxa de

desenvolvimento até o estadio de blastocisto.

No caso dos grupos lll e IV, 15 horas ap6s o procedimento de ICSI os
odcitos foram examinados para visualizacdo da formacao de dois pronucleos e do
segundo corpusculo polar. Os embrides (de ICSI) foram acompanhados
diariamente para verificar a evolucdo do embrido e o meio das gotas foi trocado a

cada 48 horas até o D7.

4.15 Andalise estatistica

A analise estatistica foi realizada no software SAS (SAS Ins. Inc., Cary,
NC). Os dados foram analisados quanto a normalidade através do teste de Shapiro-
Wilk, guando necessério os dados foram transformados por arcosseno. Foi utilizado
0 Proc GLM para os dados do ensaio Cometa e as médias foram separadas
utilizando o LSD com nivel de significancia de 5% (P<0,05). Os resultados estdo
apresentados nao transformados em forma de média dos quadrados minimos +/-
erro padrdo. J4 para os dados de integridade de membrana acrossomal foi utilizado
o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Foi utilizado o
teste do Qui Quadrado para comparar a propor¢cdo de embrides clivados entre
grupos de tratamento, observando que a clivagem nao foi homogénea (P<0,0001).
Para comparar a porcentagem dos embrides formados entre os grupos foi utilizado

o teste de Fisher.
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5) Resultados

Sémen com resultado acima de 85% de integridade de membrana,
motilidade total (MT) acima de 84%, e motilidade progressiva acima de 65%

(CASA) determinou os animais que fariam parte do experimento
5.1 Avaliacdo computadorizada da cinética espermaética

Trés aliquotas de cada uma das amostras de sémen fresco utilizadas para
a liofilizac&o provindas de cada um dos gatos foram testadas através do CASA para
verificar a qualidade do sémen antes do processo e apos descongelacdo de forma
a verificar a qualidade do sémen ap0s criopreservacao convencional. Nao houve

diferenca estatistica entre o sémen fresco e descongelado (Tabela 1).

TABELA 1: Médias (x desvio padrao) obtidas para as caracteristicas espermaticas
do sémen de gato (fresco e descongelado) através do CASA (Computer-Assisted
Sperm Analyzer, HTR-IVOS-10, Hamilton Thorne Research — Animal Version 12,0
L, Beverly, MA, EUA). Botucatu, 2013

Sémen fresco Sémen

descongelado

VARIAVEL MEDIA + DESVIO  MEDIA + DESVIO
PADRAO PADRAO
MT 88,1+1,5 85,4+1,2
MP 68,2+2,5 66,1+1,1
VAP 140,5+3,0 131,5+2,5
VSL 122,3+3,1 109,3+2,1
RAP 84,1425 78,2+2.8

* MT (motilidade total); MP (motilidade progressiva); VAP (velocidade espermética ao longo

de uma trajet6ria média); VSL (velocidade ao longo de uma linha reta); RAP (r4pidos).
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5.2 Avaliacdo da fragmentacdo de DNA realizada por Teste de Laranja de

Acridina Convencional, Ensaio do Cometa, e citometria de fluxo

Para cada avaliacdo foram utilizadas as aliquotas exigidas para satisfazer
0s protocolos dos respectivos testes utilizando sémen fresco, descongelado,

liofilizado confrome descrito no item 4 (Material e métodos).

TABELA 2: Resultado da avaliacéo da integridade de DNA de células esperméticas
de gato provenientes de sémen fresco, descongelado e liofilizado utilizando a sonda
fluorescente de Laranja de Acridina convencional, ensaio do Cometa, Laranja de
Acridina na citometria de fluxo (IDF) e TUNEL. Botucatu, 2013.

Avaliacéo de lesédo fresco descongelado liofilizado
de DNA

Laranja de Acridina 1,5+0,8? 6,7+0,8° 24,8+0,8°

Ensaio do cometa 0,340.4% 1,84+0.4° 5,21+0.4°

IDF 2,5+0,5° 6,3+0,5° 37,60,5°

TUNEL 2,3+1,0% 8,1+1,0° 92,1+1,0°

* Médias seguidas de letras diferentes numa mesma linha diferem entre si (p<0,05).

Houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) no que diz respeito a
integridade de DNA espermatico entre as amostras de sémen fresco, sémen
descongeladas e diluido quando avaliadas através do teste de Laranja de Acridina
convencional (utilizando microscopia de epifluorescéncia) (Tabela 2).

O Ensaio do Cometa confirmou que as células esperméaticas de gato
submetidas ao processo de liofilizacdo e ressuspendidas em meio SOF,
apresentaram um grau de lesdo de DNA maior quando comparada com sémen

fresco e descongelado (p<0,05) (Tabela 2).

Tanto a avaliacdo da sucetibilidade a fragmentacdo de DNA utilizando
Laranja de Acridina na citometria de fluxo, quanto o TUNEL mostraram que o
sémen liofilizado possui um grau superior de lesdo de DNA gquando comparado com

0 sémen fresco e descongelado (p<0,05)(Tabela 2).
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5.3 Maturacgao oocitaria in vitro

TABELA 3: Média e desvio padrdo do numero de Complexo Cumulus Oophorus

(CCOs) de grau | antes e apds expansao das células do cumulus.

nuamero de gatas CCO l/animal CCO | (cumulus expandido)

11 19,2+4,0° 18,2+4,0°

* Médias seguidas de letras diferentes numa mesma linha diferem entre si (P<0,05).

A taxa de expanséao de células do cumulus foi da ordem de 94,3% provando
gue o meio de maturacdo foi eficiente e adequado. Somente os CCOs que
apresentaram expansao das células do cumulus foram utilizados para a fertilizacao.
N&do houve diferenca estatistica entre o niumero de CCOs | selecionados e o

namero de CCOs | resgatados com expancéao das células do cumulus (Tabela 3).

5.4 Producao de embrides in vitro

TABELA 4: Producgdo de blastocistos utilizando sémen fresco, descongelado e
liofilizado apresentados em porcentagem (%). Grupo controle n&o utilizou sémen.
Botucatu, 2013.

Grupo Controle fresco descongelado liofilizado

Formacéo blastocisto 0,02 88,0° 80,0" 6,0°

* Para 0 sémen descongelado e liofilizado foi utilizado a técnica de ICSI para fertilizacao.
** Médias seguidas de letras diferentes numa mesma linha diferem entre si (P<0,05).
*** Para cada grupo foram utilizados 50 odcitos.

As fertilizagdes in vitro (FIV) utilizando sémen fresco e sémen
descongelado resultaram na producdo de blastocistos (Taxa de formacdo de

blastocisto da ordem de 88% e 80%, respectivamente) (Tabela 4).
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6) Discusséao

A inseminacgdo artificial (IA) € uma técnica amplamente utilizada para
superar certas barreiras biologicas visando a reproducdo de diversas espécies, e a
FIV também pode auxiliar nesse processo, e € nesse contexto que a utilizacao de
sémen liofilizado pode trazer grandes beneficios para a conservagdo de espécies
(WAKAYAMA e YANAGIMACHI, 1998; MARTINS, 2006). O uso de sémen
liofilizado pode contribuir para a formacédo de bancos genéticos, mas também para
simplificar a producéo de animais geneticamente modificados, e isso sugere gue no
futuro ndo sera mais necessario o uso de nitrogénio liquido para preservar célula
espermatica (KANEKO, 2012), desde que o DNA se mantenha integro ap6s o

processo de liofilizagao.

Em nosso experimento vimos que para obter espermatozoides com DNA
integro ha necessidade da adicdo de algum crioprotetor para que as células
resistam ao processo de liofilizagdo, como demonstrado por Czarny et al. (2009), e
gue o simples fato das células espermaticas ficarem firmemente aderidas durante a
liofilizacdo (MAGALHAES, 2010) ndo é suficiente para preservar a cromatina

espermatica.

Em trabalho anterior vimos a possibilidade de utilizar um meio
guimicamente definido e de uso pratico para liofilizacdo de sémen de gato
doméstico de forma a poder viabilizar essa técnica de preservacdo para felideos
selvagens. No entanto, as células esperméticas de gato doméstico que foram
liofilizadas com meio SOF mostraram-se completamente imoveis apds sua
ressuspensdo (MAGALHAES, 2010) e, portanto, precisaram do auxilio ta técnica de

ICSI para sua utilizagéo na FIV.

Apesar da facilidade de se trabalhar com o meio SOF, esse meio ndo
conferiu protecdo suficiente para o DNA espermatico durante o processo de
liofilizacdo conforme demonstrado na Tabela 2. Nosso intuito foi avaliar a
possibilidade de utilizar um meio prético para se trabalhar com liofilizacdo de

células espermaticas de animais selvagens.

O sémen utilizado no processo de liofilizacdo deste trabalho foi 0 mesmo
utilizado no processo de congelacdo/descongelacédo e de acordo com os resultados

obtidos podemos afirmar que o meio SOF nao fornece protecéo suficiente para o
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DNA espermético durante a liofilizacdo. O sémen congelado/descongelado com
crioprotetor apresentou niveis menores de fragmentacdo de DNA. Uma solucéo
para evitar a fragmentacdo do DNA da célula espermatica durante o processo de
liofilizacdo seria o uso de um meio contendo acido etileno glicol tetracético (EGTA)
e solucdo tampao Tris-HCI (ETBS) como ja utilizado em outras espécies (KANEKO
et al., 2003; WARD et al., 2003; KUSAKABE et al., 2008). Além disso, h& relatos
gue o ETBS assegura estabilidade gendmica por duas geracdes subsequentes (LI
et al., 2009). Possivelmente esses meios teriam protegido o DNA espermatico do
sémen de gato, mas néo seria pratico para ser utilizado com animais silvestres a
campo, como tinhamos em mente na escolha do meio SOF. Ainda ndo héa trabalho
publicado com liofilizacdo de sémen de gato utilizando tais meios e portanto esse

sera o proximo caminho para nosso estudo.

Para que as amostras de sémen liofilizado permanecam estaveis €
necessario o controle da umidade presente no momento final da liofilizacao
(KAWASE et al.,, 2005). Como nossas amostras continham 1% de umidade final
total pré-determinada pelo liofilizador utilizado, optou-se por manté-las a 4°C onde
entdo evitariamos atividade bioldgica.

Estudos tém demonstrado que a organizagcdo anormal da cromatina
espermatica € frequente em machos subferteis e inférteis (DONNELLY et al., 2001),
e alteracbes na organizacdo do material genémico do espermatozoide podem ter
um sério impacto na fertilidade, pois, ainda que com seu material genético
fragmentado, o espermatozdide pode fecundar o odcito podendo causar problemas
na prole ou mesmo em geragoes futuras (HAINES, 2001).

Janny e Menezo (1994) reportaram que o desenvolvimento embrionario até
o estadio de blastocisto esta relacionado com a qualidade espermatica e relataram
gque um aumento na fragmentacdo de DNA reduz significativamente o
desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto, e uma fragmentacao da
ordem de 92,1% (Tabela 2) justificaria entdo a auséncia de formacdo de

blastocistos com o sémen liofilizado.

Dentre os testes utilizados para avaliagdo da fragmentacdo do DNA da
célula espermatica, alguns testes sdo os mais escolhidos pela comunidade
cientifica: o TUNEL (Terminal Uridine Nick End Labelling) , o SCSA (Sperm
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Chromatin Structure Assay), o SCGE (Single-Cell Gel Eletrophoresis), o Ensaio
Cometa (EVENSON e WIXON, 2006), e o Laranja de Acridina (LA)(NAVES et al.,

2004), e isso justifica a escolha dos testes utilizados em nosso experimento.

Vérias condicBes relacionadas com o processo de liofilizacdo precisam ser
melhor investigadas como por exemplo as solucdes destinadas a liofilizacéo, e a
pressdo de secagem primaria na camara de liofilizacdo. Além disso a analise de
cromossomos apos a realizacdo da ICSI também precisa ser melhor estudada, para
assegurar que o processo de ICSI tenha sucesso (KAWASE e SUZUKI, 2011).

E essencial que se avalie o nivel de fragmentacdo de DNA do sémen
liofilizado antes de seu uso. A andalise da cromatina espermatica fornece
informacdes sobre a capacidade fertilizante do sémen (KAWASE e SUZUKI, 2011);
€ uma variavel independente da qualidade do sémen, além disso, para a producéo
de embrides in vitro, utilizando sémen liofilizado, ha necessidade de se avaliar a
perda da viabilidade da célula espermatica apdés sua rehidratacdo (GOSDEN,
2011), pois conforme vimos na Tabela 2 o processo de liofilizacdo causa grande

alteracdo na integridade da cromatina espermatica..

Nesse estudo optou-se inicialmente pelo teste mais simples, rapido e
menos oneroso mas confidvel e efetivo, por isso utilizamos o LA. No entanto,
verificou-se que apesar do LA identificar as amostras com maior grau de lesdo de
DNA, ndo consegue quantificar com precisdo o grau de fragmentacdo de DNA.
Nesse estudo o teste que mostrou maior acuracia no que diz respeito a perda de
integridade de DNA espermatico foi o TUNEL (Tabela 2). Kawase et al. (2009),
também observou uma detec¢do mais apurada do TUNEL em relagdo ao Ensaio do

Cometa Alcalino para avaliagdo da cromatina espermatica.

O Ensaio do Cometa também foi utilizado nessa avaliagdo e é uma técnica
utilizada como padrédo ouro para detecdo de fragmentacdo de DNA. No entanto,
deve-se recorrer ao Ensaio do Cometa Alcalino ao invés do Ensio do Cometa
Neutro, pois o primeiro pode detectar sitios alcali-labeis, quebras de fita Gnica de
DNA e quebras de fita dupla, e o segundo geralmente revela apenas quebras de fita
dupla de DNA (BAUMGARTNER, 2009), mesmo assim verificamos maior
sensibilidade do TUNEL em relacéo a este teste conforme demonstrado na Tabela
2.
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Sendo assim, a producado in vitro de embrides utilizando amostras de
sémen liofilizado de gato doméstico foi considerado um teste final da viabilidade do
uso do meio SOF para liofilizagcdo de células espermaticas. Assim como Liu et al.
(2004), nossas amostras apresentaram células esperméaticas completamente
imoveis, apos serem ressuspendidas, necessitando portanto de técnicas especiais

(ICSI) para realizar o processo de fertilizacéo.

Ha indicios de que um nucleo espermatico intacto € a Unica condicéo
necessaria para o desenvolvimento embrionario, mesmo quando a motilidade e
integridade de membrana dos espermatozoides estdo comprometidas (KUSAKABE
et al., 2001). Também ha relatos de que apesar de imoOveis 0s espermatozoéides
liofilizados e ressuspendidos tem grande resisténcia a fatores ambientais e
irradiacdo gama (KUSAKABE et al., 2004), portanto mesmo imdveis resistem a
certos estresses ambientais, o fato deles estarem intimamente ligados uns aos
outros apos o processo de liofilizagdo conforme demonstrado por Magalhdes (2010)
atraveés da microscopia eletronica de varredura também pode contribuir na protecéo

da cromatina das células espermaticas.

Sabe-se que mesmo utilizando um espermatozoide com DNA fragmentado,
a fertlizacdo pode ocorrer, pois existe uma troca de cromatides que segue um
padrao espécie-especifico (odcito-especifico) dependendo do sistema de reparo
nos odcitos fertilizados com espermatozéide (TATENO et al., 1996). No entanto, tal
reparo pode levar a incidéncia de aberrac6es cromossémicas (KAMIGUCHI et al.,
1995) e isso pode ter contribuido com a grande reducdo de formacdo de
blastocistos demonstrado na Tabela 4.

Em experimento anterior Magalhdes, (2010) submeteu o sémen a
congelacdo antes das amostras serem liofilizadas, o que resultou num periodo de
48 horas para a liofilizacdo das amostras. No entanto, apds a ressuspensao das
amostras, as membranas espermaticas foram rompidas e a cromatina espermatica
apesar de ainda condensada, se encontrava livre no meio diluidor. Ja no
experimento atual optou-se por ndo congelar previamente as amostras e conduzi-
las diretamente ao liofilizador, o que resultou em um tempo maior de liofilizagao (3
dias), mas as membranas celulares foram conservadas e foi possivel a realizacéo
da ICSI.
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A utilizacdo de sémen fresco para a realizagcédo da FIV e a obtenc&o de uma
taxa de formacé&o de blastocisto da ordem de 88% nos assegurou sobre a qualidade
do sémen. A ICSI com o uso de sémen descongelado apresentou um indice de
80%, porcentagem semelhante ao obtido por outros autores (KARJA et al., 2002;
NAGANO et al., 2008).

Van Steirtegehn et al. (1993) relatou que as taxas de fertilizacdo apos ICSI
foram semelhantes aquelas na FIV, demonstrando que a primeira técnica € viavel
para a producdo de embrides e portanto pode ser utilizada com seguranca para a

producdo de embrides com sémen liofilizado.

O meio utilizado para a producédo de blastocisto em nosso experimento foi o
meio SOFaa, ja que Freisted et al. (2001) relataram uma taxa de 30,9% de
blastocisto quando utilizaram esse meio. Além disso, esse meio mostrou ser capaz
de produzir um numero maior de blastocistos se comparado com o TCM 199
(BOGLIOLO et al., 2001).

Observamos que a simples introducéo e cultivo dos CCOs em meio SOFaa
foi capaz de ativar os odécitos de forma a produzir partenotos, uma vez que 0s
CCOs do grupo controle ndo foram inseminados e mesmo assim apresentaram
clivagem (8%). Nagano et al. (2008) obtiveram porcentagem semelhante de
partenotos (10%) com o meio TCM199. Isso pode ocorrer devido aos cations

presentes nos meios.

Apo6s microinjecdo de espermatozoéide no oolema (ICSI) do grupo lll, os
oocitos foram mantidos em SOFaa e observou-se a formagdo de blastocistos
(40%). Probst e Rath (2003) demonstraram que o CaCl, presente no meio é capaz
de ativar odcitos in vitro, e essa ativacdo oocitaria se faz necessaria para que o
procedimento de ICSI tenha sucesso. No entanto, a ICSI do grupo IV nao foi capaz
de produzir blastocisto, 0 que deve ser resultado de falhas muito mais relacionadas

com o espermatozodide do que com o odcito.

Apesar da ICSI com sémen liofilizado ndo ter produzido blastocistos, os
procedimentos do grupo IV levaram a clivagem de CCOs, o que provavelmente foi
resultado de ativacdo partenogénica uma vez que eles ndo se desenvolveram até o
D7 como os CCOs fertilizados com sémen descongelado. A combinacdo de agente

guimico (meio de cultivo) e agente fisico (microinjecédo) podem ter colaborado com
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nossa taxa de partenogénese (4%), o que também foi demonstrado por Gabriec et
al. (2007).

Para que ocorra 0 desenvolvimento embrionario € necessario a ativagdo do
odcito, e Hoshi et al. (1994) sugeriram a adicdo de calcio ionéforo no meio de
cultivo ap6s a ICSI, para auxiliar nesse processo. E provavel que alguns CCOs n&o
tenham sido ativados pela simples lavagem em meio SOFaa, conforme relatado por
Heindryckx et al. (2005), e nem pela manipulacdo (microinjecdo), o que resultou no

insucesso da producéo de blastocisto.

A taxa de producéo de blastocisto utilizando sémen descongelado e ICSI
(24%) foi significativamente menor (p<0,05) que aquela de blastocistos produzidos
utilizando FIV e sémen fresco (38%) isso também foi demonstrado por Van
Steriteghem et al. (1993) e Dumoulin et al. (2000).

O espermatozoide pode ser submetido a liofilizagdo sem perder sua
viabilidade apOs ressuspenséo; sua cromatina é altamente condensada, o0 que
protege seu material genético conservando-o para seu papel na fertilizacdo
(GOSDEN, 2011). No entanto a necessidade da ICSI juntamente com a liofilizacédo
acrescenta fatores prejudiciais que podem levar ao insucesso da producdo de
embrides. A diferenca no tempo de clivagem também pode explicar a falha no
desenvolvimento de blastocistos. CCOs que tiveram a primeira clivagem antes de
decorridas 27 horas da fertilizacdo conseguiram atingir o estadio de blastocisto. Em
contrapartida, os embrides que apresentaram a primeira clivagem entre 27 e 42
horas apos a fertilizagdo ndo atingiram o estagio de blastocisto. Isso foi
demonstrado por Klincumhom et al. (2012).

O procedimento de ICSI deve ser realizado no periodo de tempo o mais
curto possivel para ndo expor as células principalmente a diferencas de
temperatura e por isso pode ter ocorrido a selecdo de espermatozéides com ma-
formagbes sutis, uma vez que estes foram selecionados em microscopia
convencional (BARTOOV e HEMED, 2003). Essa selecdo de espermatozoéide pode
influenciar negativamente na producdo de blastocistos e isso justificaria os

resultados obtidos na Tabela 4.

Além disso, ha evidéncias que apenas a avaliacao da morfologia dos CCOs

antes da MIV e o estagio de maturacdo dos odcitos apds MIV sejam avaliacdes
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inadequados para prever a possibilidade de sucesso em produzir embrides. Dessa
forma h& necessidade de desenvolver ensaios que avaliem a maturacdo oocitéria
completa - nuclear e citoplasmatica - e que ndo sejam invasivos (SPINDLER et al.,

2000) para que se garanta um indice mais elevado de producéo de blastocistos.

Durante o processo de ICSI o espermatozoide é injetado com acrossoma,
membrana acrossomal e membranas espermaticas dentro do oolema o que pode
ser prejudicial ao processo de desenvolvimento embrionéario, pois podem levar a
deformacéo e lise do odcito (NAKAI et al.,, 2011). No caso dos espermatozoéides
liofilizados, com a perda e rompimento das membranas espermaticas devido a
liofilizacdo acreditavamos que a descondensacédo e a fusdo dos gametas poderia
ser facilidada. No entanto, os ensaios para verificacdo de fragmentacdo de DNA
mostraram a ocorréncia de lises consideraveis no DNA espermatico, o que justifica

a ndo formacéao de blastocistos.

O fato do processo de liofiizacdo causar lesbes de membranas
espermaticas pode ter favorecido a fragmentacdo do DNA espermatico pois as
nucleases enddgenas dos espermatozoéides sdo liberadas apds as lises dessas
membranas e sdo ativadas por cations bivalentes como o Mg* e o Ca*
(SOTOLONGO et al.,, 2005) que se encontram presentes no meio SOFaa. A
suplementacdo com EGTA, que é um agente quelante de cétions, poderia ter
evitado a fragmentacdo do DNA durante a liofilizagdo e assim melhorado o
desenvolvimento embrionario apés a ICSI (NAKAI et al., 2007).

No caso dos espermatozéides descongelados, durante o processo de
selecéo e imobilizacdo (succéo e ejecédo) para a realizacéo de ICSI (POPE et al.,
1998) podem ter ocorrido rupturas nas membranas espermaéticas, facilitando o
desenvolvimento embrionario, as rupturas de membrana durante o processo de
liofilizagcdo no entanto podem ser prejudiciais por favorecer a fragmentacao de DNA.
Outro fator que pode ter colaborado com o desenvolvimento embrionario foi a
pressao exercida sobre a cauda do espermatozdéide contra a placa de petri para sua
decaptacédo pois isso permitiu 0 acesso de fatores descondensadores do odcito ao
nacleo espermatico (DOZORTSEYV et al., 1995).

A lise da membrana plasmatica do espermatozéide é um processo

importante porque a ativacdo do odcito também depende do fator espermatico
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ativador de odcito (SOAF)(SHIRAZI et al.,, 2009). Além disso, 0 centrosoma
provindo do espermatozdlide parece ser o0 Unico centrosoma ativo durante os

estagios iniciais da embriogénese (LOUTRADI et al., 2006).

Deve-se lembrar que o préprio procedimento de ICSI pode levar a padrdes
anormais de lise no oolema durante a penetracdo da micropipeta de injecdo de

espermatozoide (PALERMO et al., 1996), e isso pode influenciar nos resultados.

O uso do “piezo-drive” solucionaria duas problematicas, a de vencer a
barreira da zona pelacida tornando mais rapido o processo de injecdo de
espermatozoide, e a de garantir a ativacdo do odcito através dos pulsos piezo-
elétricos (LAZZARI et al., 2002; YOSHIDA e PERRY, 2007). Desta forma o fator de
ativacao oocitaria seria descartado das possiveis causas do insucesso na producao

de blastocistos.

O emprego de ICSI com sémen descongelado se faz relevante pelo simples
fato que muitas vezes ao descongelar as amostras de sémen a quantidade de
espermatozoides moveis é tdo baixa para a FIV, que somente com o0 emprego da
ICSI essas amostras resultariam na formagéo do zigoto (SZCZYGIEL et al., 2002).
Nesse contexto, a utilizagdo de ICSI é de grande valia ndo somente para assegurar
a producdo de embrides de gatos ndo-domésticos, cujo sémen descongelado
apresenta baixa motilidade, mas também com sémen liofilizado j& que os
espermatozoides se apresentam imoéveis apos ressuspensdo. Sendo assim,
maiores estudos sdo necessarios para confirmar a viabilidade do sémen liofilizado

de gato doméstico para a producdo de embrides in vitro.
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Conclusao



7) Concluséao

1. O sémen liofilizado chegou a apresentar alto indice de fragmentacéao
de DNA

2. A taxa de expansdo de células do cumulus em Oocitos de gatas

domésticas foi satisfatoria.

3. A taxa de clivagem para sémen fresco e descongelado foram

semelhantes a de outros autores, assim como a taxa de formacéo de blastocisto.

4. N&o foi possivel produzir embrides de gatos domeésticos utilizando

sémen liofilizado em meio SOF por meio da técnica de ICSI.
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Preservation of wild feline semen by freeze-drying: experimental model
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Abstract

According 1o the Convention on International
Trade in Endangered Species, 36 wild feline species are
threatened by extinction or severely endangered, and 1w
save them is the target of several conservation
programs. This study aimed to assess the viability of the
frecze-drying technique for domestic cat sperm cells,
with the ultimate goal of transferning this technology 1o
the wild feline species. The domestic cat is an excellemt
experimental model for wild felids. It is in this scenario
that the freeze-drying process (low-lemperature vacuum
dehydration) of sperm cells shows its value i presenving
male cats’ germplasm, Results from membrane and DNA
integrity analysis are promising and validates the use of
frozen-dried sperm samples in intracytoplasmic - sperm
inpections (1CS1s). Further studies are stll necessary o
evaluate the ICS] embryo production using domestic cat
frozen-dried sperm and the possibility of using such
technology with wild felines.

Keywords: cat, DNA integrity, frrogen-dried sperm,
wild felines,

Introduction

For decades, major imvestments have been
made in biotechnology to preserve sperm cells in order
to perpetuate and multiply important genetic material.
The most widespresd technology to preserve sperm
cells is the freexing process using liquid nitrogen fo
form a germplasm bank and preserve genetic material.

Assisted reproduction biotechnologies had 2
leaping development in species of economic interest. In
camivores such progress in biotechnologies ocourmed
only when bonds between humans and domestic
animals were strengthened (Soares ef af,, 2002),

As for the domestic cat, there has been an
increasing inferest i the collection, evaluation and
cryvopreservation of its semen, The ability of collecting
and preserving feline semen in low  lemperatures
provides mot only an exchange of genctic diversity
among domestic cat breeds (Felis sifvestris cans), but
also an extensive use of sperm of high-genetic-valued
tomeats, It also reduces the transmission of infectious
diseases (Siemieniuch and Dubiel, 2007) and may help
the conservation of wild felids (e.g. Leopardus poardulis,
Leopardus  tigeinus, and Leopardus  geoffrovl), The
domestic cat s considered an excellent research model
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for wild felids, Thinty-six wild felid species are
threatened by extinction or  severely  endangered
{Convention on  Intermational Trade n Endangered
Species of Wild Flora and Fauna - CITES, 1973) and 1o
save them is the target of several conservation programs
{Siemienicuh and Dubiel, 2007),

It is in this scenario that the freeze-drying
process  (low-temperature  vacuum  dehydration)  of
sperm cells shows its wvalue in preserving male
germplasm with several advantages (Martins, 2006),

The freeze-dryving technique is wseful because
of the following reasons: 1) transportation becomwes
casy, thus facilitating the import andor export of
important gene pools; 2) it reduces storage costs, since
there is no need to refill liquid nitrogen containers; 3} it
helps assisted reproduction in animals and humans; 4) it
preserves genetic lines of various specics, rare breeds
and transgenic lineages; 5) it facilitntes the study of
species and breeds chamacterization by using genetic
markers (Martins, 2006,

Therefore, developing a technigue that is not
only cheaper, but also more practical to preserve and
store wild felid sperm cells is a must. Our interest in
frecpe-drying domestic cat sperm s based in the
possibility of using such technology with wild felids,
especially the ones that are on the verge of extinction.
The objective of our study was 1o evaluate the
feasibility of such technigque for domestic cat sperm.

Cryopreservation

There are at least two stress moments that the
sperm cells undergo during the freezing and thawing
processes, The first one is related to the effects of
temperature change, and the second is the formation and
dissolution of ice crystals,

Cold shock refers to the peculiar sensitivity of
spermatozoa to the refrigeration process (Watson, 1981
Watson and Mormis, 1987; White, 1993),

Sperm cells show membrane integrity loss and
cell dysfunction when they are fast cooled in the
interval between 20 and 0°C, The severity of this effect
depends on the cooling rate, temperature interval, and
femperature amplitude. In general, it 15 more sevene in
the 12 1o 2°C amplitude (Watson, 1981), It remains
unclear the reason for this phenomenon, but it is
probably correlated with the transitional phases of
membrane lipids that lose their selective permenbility
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afier going through changes {(Watson and Morris, 1987),

However, after 60 vr of semen cryopreservation
research, many aspects of the process are still unknown
(Saragusty er al., 2009a), and much of the progress in
thiz field is empirical in nature (eg. Samgusty o al,
2009b). Different species may present spermatozoa of
different shapes, sizes, membrane composition, csmotic
pressure, sensitivity to chilling, and pH a5 well as other
differences. Such mems need 1o be charmcterized in
order o0 design the most suituble cryopreservation
protocol for each species.

There is evidence that frosen/thawed cells
suffer injuries during thawing and this occurs due (o the
re-crystallization of microscopic ice crystals (Fiser and
Fairfull, 1986},

Frecee-drying

MNowadays, the most common method to store
mammal sperm cells for long pertods of time is in liquid
nitrogen (M=) The period of tme that these cells can be
stored under this condition depends on storage costs,
since the constant need of N, refilling may be costly,
Thus, it is necessary to provide a storage technigue for
sperm cells that has low costs and that may be wed in
both in vitre and in vive fertilization (Cabrera ef al.,
1995),

The frecze-dryving process is o technigue that
amms to preserve cells through the freesing of one
substance followed by the reduction of one of the
solvents, usually water, via sublimation and desorption
o levels in which there is no chemical or biological
reaction, The temperature and water vapor pressure
must be lower than the triple point, which means te have
273,16 kelvin (0.00°C) and 611,73 pascal (20,006 bar).
Under these conditions and with a 2.84 MIkg latem
heat, ice tums directly into vapor,

The advantage of the frecze-drving process 1s
the fact that spermatozoa may be stored ot room
temperature for long periods and then be recovered with
marphologically intact heads, containing normal DINA,
and intact tails (Cabrera e al., 1998).

After frecze-drying, the connection between
spermatozoa head and tail becomes Tragile and simple
pipetting  may  casily disconnect hesd and il
Moreover, many spermatoron have their acrosome
detached after rehydration (Magalhfies, 2000). Despite
all these physical changes in the sperm strecture, the
frecee-dried  spermatozoa nucleus seems o be
cytogenetically intact (Magalhdes, 20010), producing
normal  offspring  of murine  (Wakavama  and
Yanagimachs, 1998), leporine (Liu e al., 2004), bovine
(Hamano et al, 1999), and swine (MNakai e al, 2003)
species,

It s worth noting thm all offspring were
produced using Intracvtoplasmic Sperm Injection (1CS1)
because the freeze-drying process makes the sperm cells
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immotile and incapable of fertilizing oocytes hoth i
wiver and dr vitre (Liw et al., 2004).

Sperm quality evaluation

The objective of the sperm evalumtion i3 o
investigate the sperm fecundating capocity in relation to
the number of cells of normal structure and function
(Watson, 1990}, Currently, there is no isolated test or
assessment that may predict the fecundating capacity of
cjaculates (Magalhies, 2010; Pefia, 1997),

Sperm membranes

The following sperm membranes are affected
by  cryopreservation: plasma  membrane,  outer
acrosomal membrane, and mitochondrial membranes,
The plasma  membrane  sumrounds  the  whole
spermatozoon amd the evaluation of sperm membrane
integrity is an important marker for the seccess of
cTvoprescrvation, since membranes are  extremely
sensitive Lo cryoinjuries,

Under eryopreservalion stress, membranes may
reorganize themselves thus allowing the formation of
vilnerable sites leading to excessive permeability or
even membrane collapse. In the sperm membrane such
stress is related to the hipid transitional phase changes,
in which the functional state of the membrane s altered
(Holt er af., 1992),

Fluorescent probes

To asscss the membrane integrity, several
stwining methods have been developed. Staiming with
propidium  fodide (PI) became a popular method
because it is technically simple, stuble and efficient in
assessing  plasma membrane  integrity, oalone or in
associgtion with other probes (Amuda e af,, 2007). PI
specifically binds to DNA, but it docs not cross the
intict plasma membrane. Thus, the nucleus of ruptured
plasma membrane cells present red color whereas intact
membrane presents fluorescent green color (Gamer ef
al., 1986; Celeghing et al., 2004},

Pisum sativem agglutinin (PSA) specifically
binds 1o the manosidase (Cross ef af., 1986), and when
used together with fluorescein isotiocianate (FITC) it
stains  acrosome-reacted  sperm in yellowish-green
(Ciraham et al., 1990; Celeghini ef al., 2004).

It is important fo assess structural integrity of
the sperm cell because the functionality of gametes is
directly related 1o the plasma membrane integrity, which
memns that for every structural injury there s a
cormesponding functional change { Zuccari, 1998).

Mucleic  proteins  associsted with  DMNA
constitute the sperm chromatin, which is more compact
than the chromatin of somatic cells (Evenson o al,
19%0), The high condensation of sperm chromatin helps
mamtaining DNA  integnty and protection  against
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mutation or environmental stress, thus enabling normal
oocyle  fertilization and chromatin  decondensation.
Chromatin alterations may affect the decondensation
rate, which scems to be a species-specific phenomenon
and may be refated 1o the kind of protamin present and
the extension of disulphide links (Perreault eral,, 1988),

Staining with the Acnidine Orange probe (AQ)
allows the differentiation between double-stranded and
single-stranded DNA (Ichimure, 1975). AQ molecules
permeate intact DNA (vellowish-green staining) or bind
to denatured DMNA  phosphate  groups (orangey-red
staining: Mello, 1982). An important limitation of this
techmique 15 the subjectivity of the intepretation of
results. Nevertheless, AQ 15 recommended due to its
practicality.

Comet assay

Another DNA analysis test is the Comet Assay
{CA) In this technique a single cell is analyzed and
DMA damapge detected and quantified. The CA uses
nucleus embedded in agarose and exposed o an electne
field (Ostling and Johanson, 1984). Singh ef af. (1988)
formulated its alkaline version to detect single-stranded
DMA breaks. This version is being used 1o evaluate
sperm cells  that  underwent  cryopreservation
(Magalhies, 2010).

The electric current pulls the DNA out of the
nucleus so that damaged or loose DNA fragments
migrate more than intact ones, Resulting images
resemble the shape of a comet and their assessment
cnables the measurement of the extension of DNA
damage (Fairbaim ef af,, 1995),

Together  with  other  DNA integrity
assessments, the Comet Assay may help predict whether
a freeze-dried sample shall be used for the embryo
prosduction.

Conclusion

Taking imo consideration the fact that the
cryoinjuries that occur durning the frecre-drving process
do not cause damage to sperm DMNA, domestic cat
freere-dried sperm samples might be used in the IVP of
embryos.  Mevertheless, there 158 a mneed for
Intracytoplasmic  Sperm Injection  (1CS1)  since
spermatozoa are immaotile afier freeze-drying. The 1051
is already common practice in feline embryo production
and thus can be recommended for wild felines.
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VIABILIDADE DO SEMEN DE GATO DOMESTICO LIOFILIZADO EM MEIO
SOF
VIABILITY OF CAT SPERM FREEZE-DRIED IN SYNTHETIC OVIDUCTAL
FLUID
VIABILIDAD DEL SEMEN DE GATO DOMESTICO LIOFILIZADO EN MEDIO
S0F

RESUMO

Este estudo teve como objetive avaliar a viabilidade sémen de gato doméstico (Felis
silvestris catus) apos a liofilizagio para a produgio de embrides in vitro, de forma a
disponibilizar seu uso para a conservagio de células espermaticas de gato doméstico por
longos periodos. As amostras de sémen foram colhidas utilizando vagina artificial O
sémen foi avaliado para motilidade (CASA), vigor, ¢ integridade de DNA. Apos a
diluigio com SOF, o sémen foi envasado em criotubos de 2,0ml, comtendo 1 x 10°
espermatozdides/ml.. As amostras foram liofilizadas a -40°C durante 72 horas ¢
apresentaram 1% de umidade apds o final do processo. O armazenamento dos criotubos
foi feito a 4°C. As amostras foram ressuspendidas em meio SOF para realizar a andlise de
integridade de DNA. O teste de Laranja de Acridina, ensaio do Cometa, o Teste de
avaliagiio da integridade da cromatina espermatica ¢ o TUNEL mostraram que o meio
SOF nio conferiu protegio adequada contra os danos causadoes d integndade do DNA
espermatico durante o processe de liofilizagio (P<0,05). Em conclusio, o meio SOF,
apesar de sua facilidade em manipulagiio, se mostrou inadequado para a liofilizagio de
sémen felino ao preservar o material nuclear da célula espermatica. Portanto, maiores
estudos sdo necessdrios para averiguar a eficiéncia da liofilizagio de espermatozdides de

gato doméstico para a produgio de embrides.

Palavras chaves: gato, sémen, ofilizagio, SOF.

ABSTRACT
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The obective of the present study was to evaluate the viability of freeze-dried domestic
cat (Felis silvestris catus) sperm to produce in vitro embryos. This would make the
freeze-drying technique available for the long-term preservation of domestic cat
spermatozoa. Sperm samples were collected using an artificial vagina and assessed for
motility (CASA), vigor, and DNA fragmentation, After adding SOF medium, sperm
samples were loaded into 2.0mL cryotubes containing | x 10’ spermatozoa/mL. Sperm
samples were freeze-dried at -40°C for 72 hours and presented 1% moisture at the end of
the freeze-drying process. Cryotubes were stocked at 4°C. Samples were rehvdrated in
SOF medium to perform DNA integrity analysis. Acridine Orange, Comet Assay, Sperm
Chromatin Integrity Assessment, and TUNEL revealed that the SOF medium did not
provide adequate protection against sperm DNA fragmentation during the freeze-drying
process (P<0,05). In conclusion, even though SOF medium is easy to handle, it showed
inefficient protection during the freeze-drying process of feline sperm, and did not
preserve the sperm cell DNA. Hence, further studies are necessary in order to assess the

efficiency of freeze-drying cat sperm to produce embryos.

Keywaords: cat, sperm, freeze-dried, SOF

RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la viabilidad del semen de gato doméstico (Felis
sifvestris catus) después de la liofilizacion para producir embriones in vitro, con el fin de
proporcionar su uso para la conservacion de los espermatozoides de el gato doméstico
durante periodos prolongados. Se recogicron muestras de semen uiilizando una vagina
artificial, Se evalud la motilidad { CASA) , el vigor y la integridad del ADN. Después de
la dilucién con SOF, el semen se envasa en viales de 2,0 ml que contenia 1 x 10°
espermatozoides/mL. Se liofilizaron las muestras a -40 ° C durante 72 horas v tenian 1 %
de humedad al final del proceso. El almacenamiento de los viales se realizd a 4 °C. Las
muestras se resuspendieron en SOF para llevar a cabo el andlisis de la integridad del ADN
. La prueba de naranja de acridina , el ensayo de cometa , la prucba para la evaluacion de

la integridad de la cromatina de esperma y TUNEL mostraran que SOF no confirio
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proteccion contra el dafo a la integridad de ADN de esperma durante el proceso de
liofilizacion (P < 0,05). En conclusidn , el SOF | a pesar de su facilidad de manipulacion,
resultd inadecuado para liofilizar esperma felino para preservar el material nuclear de la
célula de esperma . Por lo tanto, se necesitan mas estudios para determinar la eficacia de

la liofilizacion del esperma gato doméstico para producir embriones.

Palabras clave: gato, semen, liofilizacion, SOF

INTRODUCAO

Ha décadas, investimentos tém sido feitos em biotecnologias para a conservagio
de células espermiticas de modo a possibilitar a perpetuagio e multiplicagio de um valor
genético desejado. Uma das téonicas mais disseminadas de conservagio de sémen ¢ a
congelagio em nitrogénio ligudo para a formagio de um banco de germoplasma ¢
conservagio de material genético,

As biotécnicas de reprodugdo assistida se desenvolveram mais rapidamente nas
espécics de interesse ccondmico, sendo que nos camivoros, 50 adquiriram maior
expressio com o crescimento da relagdo sentimental entre o homem ¢ o animal. Nesse
contexto, a criopreservagio de células espermdticas pode vir a ajudar a produgio de
embrido in virre (PIV) que ¢ uma alternativa para os programas de preservagio de
felideos selvagens ameagados de extingiio (1),

Virios grupos de pesquisa véem buscando aliernativas mais econdmicas e simples
que permitam a presevagio do genoma animal na sua integridade e que facilitem o
armazenamento ¢m lemperatura ambiente.

Inserindo-se neste propasito, o processo de lofilizagio espermitica (desidratagio
a vicuo em baixas temperaturas) tem sido o principal objeto de estudo para a conservagiio
do germoplasma masculine, uma vez que apresenta muitos beneficios (2) e € capaz de
manter o espermatozdide vidvel apds ressuspensdodhidratagio porque seu micleo €
extremamente condensade para exercer seu papel na fertilizacio (3).

O objetivo desta investigagiio foi verificar a viabilidade da téenica de liofilizagio

das células espermiticas dos gatos domésticos através do uso de Laranja de Acriding,
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Ensaio do Cometa, Teste de avaliagio da integndade da cromatina espermatica ¢ o
TUNEL. Sendo confimada @ viabilidade de tais amostras  possibilitard  seu

armazenamento i temperatura ambiente, por longo periodo,

MATERIAL E METODOS

Local

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Reprodugio de Pequenos Animais
¢ Silvestres (REPAS), ¢ no Centro de Biotecnologia e Diagnostico em Reprodugio
Animal (CERAN), ambos pertencentes ao Departamento de Reproducio Animal e
Radiplogia Veterindria (DRARV) da Faculdade de Medicina Veterindrin ¢ Zootecnia
{FMVZ). Além de ter sido realizadas algumas etapas no Departamento de Microbiologia
¢ Imunologia, ¢ no Depatamento de Fisiologia, ambos do Instiuto de Biociéncias de
Botcatu (IBB), Todos os laboratdrios pertencem d UNESP, Campus de Botucatu,
Botucatu, 5P, Brasil,

Animais

Foram utilzados 3 (irés) gatos adultos, com idade vanando entre 2 ¢ 6 anos de
idade, como doadores de sémen; Duas gatas adultas castradas foram wtilizadas como
manequim para auxiliar na colheita de sémen com  vagina artificial. Os animais foram

alimentados com ragio seca e dgua ad libitum.

Caolheita do sémen

As amostras de sémen dos gatos foram colhidas utilizando-se uma vagina
artificial, a qual foi confeccionada a partir de tetinas de borracha cortadas ¢ adaptadas a
tubos plisticos tipo Eppendorf® de 1.5 mL (4). As vaginas artificiais foram mantidas 4
38" C aré o momento da colheita (5). Para a colheita de sémen, foram utilizadas duas
patas adultas castradas. Estimulada a cobertura, a vagina artificial era posicionada de
forma a se encaixar no pénis. Cada gato foi submetido a duas colheitas de sémen
consecutivas, com intervalos de 5 a 10 minutos, utilizando-se tubos diferentes para cada

ejaculado. As colhieitas foram realizadas com intervalos de no minimo dois dias ¢ foram
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realizadas as seguintes snalises funcionais: concentragio cspermatica ¢ movimento

espermiatico,

Concentragio Espermitica:

Foi determinada pela contagem das células espermaticas em cimara hematimétrica
de Meubaver. Dois (2) pL de sémen foram adicionados a 98 pl de dgua destilada
{diluigio 1:50). Uma aliquota de 10 pL foi depositada em cada ladoe da camara. Utilizando
microscopio de luz com contraste de fase e aumento de 40x, realizou-se & contagem do
niimero de espermatozdides em cinco quadrantes de cada lado da cimara, O caleulo da

concentragdo espermatica foi realizado através da formula expressa abaixo,

C=Nx25x 10"

C = concentragiio de espermatozdides por mL

N = média do nimero total de células espermiticas contadas em cada lado da cimara de
MNeubauer,

Movimento espermitico

O sémen foi avaliado uiilzando o sistema HTR-IVOS-12 (Hamilton Thom Research —
Animal Version 12,0 L, Beverly, MA, EUA) (6). Para esta avaliagio, uma gota de sémen
foi colocada em camara de Makler (HTMA) aquecida ¢ analisada i temperatura de 38°C.
Para cada amostra de sémen, trés gotas foram avaliadas ¢ a média dos trés melhores
campos for anotada. Durante csta avaliagio foram observados os seguintes parimetros da

cinética de movimento:

MT (%) - motilidade total

MP (%5} - motilidade progressiva

VCL {um/s) - velocidade espermatica ao longo da trajetoria real

VAP (pm/s) - velocidade espermitica ao longo de uma trajetdria média
V5L (pum/'s) - velocidade espermitica ao longo de uma linha reta

LIMN (%) — linearidade, dada pela formula VSL/VCL

STR (%] - indice retifineo, dado pela formula VSL/VAP
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ALH (pm) - deslocamento lateral da cabega
BCF (Hz) - fregiiéncia de batimento flagelar
R (%) — rdpidos, apresentando VAP > 70 pm/s

Liofilizagio

Apds a colheita, as amostras de sémen foram centrifugadas a 250xg por 8 minutos,
o sobrenadante foi desprezado ¢ o peller ressuspendido em meio SOF (Fluido Sinético de
Oviduto ou Syatheric Ovidiuetal Fluid) e ajustados numa concentragiio final de 1 x 107
espermatozdides’ mL . Em seguida as amostras foram acondicionadas em crivtubos de 2,0
mL com um volume total de 1,0 mL para facilitar o processo de liofilizagio ¢ a
individualizagio das célules espermiticas apis a ressuspensio da amostra liofilizada.

As amostras  foram  levadas a0 liofilizador (Edwards do  Brasil) onde
permaneceram sob a temperatura de -40°C por 72 horas, periodo suficiente para obter
uma amostra estdvel com 1% de umidade.

Laranja de Acridina

O sémen liofilizado foi ressuspendido em 1 mL de SOF ¢ uma gota  foi colocada
sobre uma laming, ¢ realicado esfregago, Parm o sémen fresco fon coletado uma gota ¢
realizado o esfregago também. O esfregago foi fixado cm Solugdo Camoy (etanol-dcido
acético 3:1) por 1 minute, lavado em etanol 70% por 3 minutos ¢ colocado 4ml da
solugiio corante. Passados 5 minutos a lamina foi lavada em dgua destilada ¢ aguardou-se
total secagem da lamina (7).

0 esfregago foi analisade em microscopio de epifluorescéneia (NIKON -
Episcopic Fluorescence Attchment “EFA" HalogenLamp Set) utilizando objetiva de
100x, sendo que as células consideradas normais (cromatina integra) foram aquelas que
emitiram fluorescéncia verde. Ji as células que emitiram fluorescéneia vermelha, laranja
e/ou amarcla distribuidas no imerior da cabega do espermatozdide foram consideradas

anormais com desnaturagdo total ou parcial da cromatina.

Ensaio do cometa
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0O Teste do Cometa foi realizado para verificar a ocorréncia de dano ao DNA, mas
também para validar e/ou parear o resultado com aquele obtido pelo teste de Laranja de
Acndina (LA). Foi empregada a metodologia descrita por Singh et al. (%) com
modificagbes. Todas as ctapas foram realizadas ao abrigo da luz e sob condigdes
alcalinas.

Os espermatozdides liofilizados foram ressospendidos em seu meio original, ¢ o
sémen fresco foi utilizado in satra. Apds homogeneizagio, Sul dessas amostras foram
misturados a 100pl de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) e distribuidos sobre laminas de microscopia pré-revestidas com agarose 1,5%
de ponto de fusho normal (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), cobrindo-as com uma
laminula de 24x60mm.

Depois de 5 minuios a 4'C peorreu a solidificagio da agarose, € removeu-se as
luminulas, As lminas foram imersas em solugio de lise [2,.5 M NaCl (Merck, Darmstadt,
Germany), 100 mM EDTA (Merck, Darmstadi, Germany), 10 mM Tris { Amresco, Solon,
Chio). 1% N-Lawroyl Sarcosine (Sigma-Aldrich, 5t Louis, MO, USA), pH 10,0;
adicionada de 1% de Triton X — 100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 10% de
DMS0 (Merck, Darmstad, Germany), ¢ Proteinase K (Merck, Darmstadt, Germany)] , a
4'c por 24 horas, para que se destituissem os componentes de membrana dos células,

Apos a lise, as liminas foram lavadas por 5 minutos com PBS livre de Ca™ ¢
Mg®" (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), ¢ levadas para cuba de eletroforese, imersas
em solugio cletroforética [400 mM NaOH (Merck, Darmstadt, Germany) ¢ 1 mM EDTA
(Merck, Darmstadt, Germany), pH 10,0] ¢ deixadas em repouse por 30 minutos para
desnaturagio do DNA. A fonte de eletroforese foi ajustada para voltagem 25 V, 300mA e
tempo de corrida de 30 minutos. Iniciada a corrida a miliamperagem foi ngorosamente
controlada adicionando ou removendo o tampéo de eletroforese da cuba.

Az laminas foram neutralizadas com solugio 0,4 M Tris (Amresco, Solon, Chio),
pH 7.5 por 15 minutos, imersas em etanol 95% (Merck, Darmstadt, Germany) para
fixacio em uma cuba de vidro.

Quando secas as liminas foram armazenadas em caixas plasticas ¢ mantidas sobre
refrigeragio 4 4°C. As amostras foram coradas com 50 pl de brometo de etidio (Sigma-
Aldrich, 8t Lows, MO, USA) diluido {20pg/mi) ¢ a analise foi feita em microscdpio de
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fluorescéncia (Axioplan 1-Zess, Wolfville, N.5., Canadd) a um aumento de 400x em
analisador de imagens (Comet Assay 11 — Perceptive Instruments, Sulfolk, Inglaterra).

Para eada grupo. as amostras foram avaliadas em duplicata e contadas 50 células,
utilizando os parimetros de fail imtensine (intensidade do DNA contido na cauda do
cometa).

Para avaliar a corrida eletroforética foram realizados controles positivos para cada
cuba com perdxido de hidrogénio (H202) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 100 uM
a 4°C, para indugdo de dano a0 DNA. O material controle era sangue de cio sadio,
colhido com anticoagulante, acondicionado em gelo e ao abrigo da luz. Ambos os
controles foram processados e lidos da mesma maneira descrita para as células

espermaticas.

Teste de avaliagio da integridade da cromatina espermatica

Uma amostra de 100 pl de sémen liofilizado foi diluida, em solugio tampdo
(0,186g de EDTA dissddico, 0,790g de Tris-HCI, 4,380g MNaCl em 500 mL dgua
deionizada, pH 7.4) na concentragio de 1 x 10" espermatozoides/mL. Foi adicionado 400
pl. de solugdo detergente acida (2,19 g NaCl, HCI 1.0 mL de 2N solugdo, 0,25 mL
Trton-X, em gsp. 250 mL de dgua deionizada, pH 1.8). A mesma foi incubada por 30
segundos ¢ entdo acrescido Iml de solugiio corante de laranja de acridina (AO; 38869 g
de dcido citrico mono-hidratado, 85,9429 g NaHPO,, 43830z NaCl, 0,1700g de EDTA
dissodico, 4 pg/mL de solugio laranja de acridina — 1 mg/ml., em gsp. 500 mL de dgua,
pH 6,0}, a qual foi incubada por mais 30 segundo ao abrigo da luz, O indice de
fragmentaciio de DNA (IDF) foi gerado a partic da andlise de 10,000 células marcadas
com laranja de acridina. Os dados gerados foram analisados pelo software WinList 6.0
{(Venfy software house). O IDF ¢ a proporgio expressa em porcentagem do DNA do
espermatozoide, do DNA  fragmentado  (fluorescéncia  vermelha) dividida pela
fluorescéneia total, ou seja, a soma do DNA fragmentado (fluoreseéncia vermelha) com o
DMNA nido fragmentado (fluorescéncia verde). O mesmo procedimento foi realizado para o

sémen fresco.
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TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)- mediated dUTP nick end
labeling)

Um total de 200 pL de sémen (1-2 x 10" cels/ml) (liofilizado ¢ fresco) foi
adicionado a 200 pl de paraformaldeido a 4% em PBS, em um pH 7.4 e incubado por |
hora em temperatura ambiente. Os espermatozoides foram centrifugados a 300 x g por 5
minutos ¢ lavados duas vezes em 200 pL de PBS. Os espermatozoides fixados foram
entiio permeabilizados com 0,1 % triton X- 100 em 0.1 % citrato de sodio (100 pl) e
colocados em gelo por 2 minutos. Apds duas lavagens as células foram novamente
incubadas por 1 hora 4 37'C com mistura de reagiio para TUNEL (50 pl/pogo) que
continha a reagio de marcagio (AlexaFlourd&8%) e enzima desoxinucleotidil transferase
terminal {TdT) no escuro, A mistura para reagdo de TUNEL { APO-BrdUTM TUMEL
Assay Kit - A23210, Molecular Probes) foi preparada imediatamente e mantida em gelo
até o uso, Finalmente, as amostras foram lavadas duas vezes, resuspendidas em 500 pl
PBS ¢ analisadas por citometria de fluxo,

Amnilise estatistica

Para a andlise estatistica, os dados foram submetidos a ANOVA atilizando-se o
PROC GLM do SAS (SAS, Inst. Inc., Cary, NC, EUA). Fontes de vanagio no modelo
incluindo tratamento ¢ animal foram considerados como efeitos fixo e aleatdnio,
respectivamente. Se a ANOVA foi significativa as médias foram separadas utilizando o
Least Square Difference. Os dados sdo apresentados como média dos quadrados minimos
¢ erro padrio. Para todas ss andlises foi adotado o nivel de significineia menor ou igual a
%.

Resultados
TABELA 1: Resultado da avaliagio da integridade de DNA de células espermiticas de
gato provenientes de sémen fresco ¢ liofilizado utilizando a sonda fluorescente de Laranja

de Acridina. Botucatu, 2013,

fresco liofilizado

lesiio de DNA 1.5:0.8° 24.8+0,8"

* Médias seguidas de letras diferentes numa mesma linha diferem entre si (P<0,05).
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TABELA 2: Resultado da avabagio da integnidade de DNA de células espermiticas de
gato considerando sémen fresco ¢ pos-liofilizagio utilizando o Ensaio do Cometa,
Botucatu, 2013,

fresco liofilizado

lesiio de DNA 0,3420.4° 5.21:+0.4"

* Médias seguidas de letras diferentes numa mesma linha diferem entre si (P<0,05).

TABELA 3: Resultado di avaliagio realizada pelo teste de avaliagio da integridade da
cromatina espermitica e TUNEL para amostras de sémen fresco e liofilizado, Botucatu,
2013,

fresco liofilizado
%aGate 2.5:0.5" 37.6+0,5°
TUNEL 23100 92,1+1.0F

* Médias seguidas de letras diferentes numa mesma linha diferem entre si (P<0,05),

Todas as provas de avaliagio de fragmentagiio de DNA identificaram diferenca
significativa (P<0,05) entre as lesdes de DNA das amostras de sémen fresco ¢ de sémen
hofilizado. O sémen liofilizado apresentou maior fragmentagio de DNA,

O TUNEL foi capaz de identificar maior lesiio de DNA que os demais testes.

Discussio

Os programas de conservagio in sify ¢ ex sifu para essas espécies podem ser
beneficiadas com a utilizagio das técnicas de reprodugio  assistida,  incluindo;
inseminagdo artificial (LA), transferéncia de embrido (TE), fertilizagio in witre (FIV),
micromanipulagio de gamztas/ embrides, sexagem espermatica e clonagem (9).

Mais recentemente utilizando sémen liofilizado (10, 11) pode vir a ser mais um
auxilio para os veterindrios ¢ criadores que busquem o melhoramento genético de seus
animais.

A liofilizaglio apatece como um recurse para eliminar a necessidade do uso de
nitrogénio liquido tanto para o transporte gquanto para 0 armazenamento de amostras de

sémen. Acaba também com a necessidade de reposicio de nitrogénio liguido nos botijdes

10
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criohiologicos uma vez que o sémen liofilizado pode ser armazenado tanto em
refrigerador convencional (4°C) como em lemperatura ambiente (12) em frascos de 2,5
mL {eriotubos) ou em ampolas de vidro (13). Como as amostras deste expenmento
apresentavam 1% de umidade total optou-se por manté-las em refrigerador convencional
(4 °C) de forma a manté-las estiveis,

O meio SOF foi testado nesse experimento como meio diluidor para a liofilizagio
de células espermaticas de gato doméstico por ser um meio guimicamente definido (14)
sendo assim facilitaria o posterior trimite comercial internacional do produto final, ji que
o sémen liofilizado ndo necessita de nitrogénio liguido nem gelo seco para seu ransporte,
podendo ser transportado ¢m temperatura ambiente em curto periodo de tempo (15),

O meio analisado neste experimento nio havia side testado como diluidor de
sémen para ser utilizado em téenicas de eriopreservagio por niio ter qualquer componente
crioprotetor anteriormente estudado (como por exemplo, glicerol, etileno glicol, gema de
ovo, ou leite desnatado). Como alguns estudos mostram que hd indicios de que um nicleo
espermitioo intacto possa ser a Gnica condigdo necessdria para um desenvolvimento
embriondrio bem sucedido, mesmo apos a motilidade ¢ integridade de membrana dos
espermatozdides  estarem comprometidas (16} optou-se  por  utilizar um  meio
quimicamente definido ¢ analisar se os danos causados durante o processo de liofilizagio
chegariam a desestabilizor @ cromating espermatica, Ha entio a necessidade ainda de
identificar os componentes criticos que estio envolvidos na estabilizagio do nicleo do
espermatozdide (17).

O tempe de liofilizagio pode ter sido uma das causas para o grande indice de
fragmentagio de DNA, ji que as membranas espermaticas foram lesadas durante o
processo (18) ¢ as nucleases enddgenas dos espermatozoides podem ter sido liberadas e
ativadas por cations bivalentes como o Mg™* e 0 Ca®* presentes no meio em questio (19),
¢ a5 amostras s0 s¢ encontram estiaveis no final da liofilizagdo.

Liv er al. (20) relataram que cerca de 16% dos espermatozdides apresentaram
caudas quebradas ou descoladas da cabeca {espermatozdides decapitados). Em nosso
estudo, a decapitagio apenas foi observada numa porcentagem baixa (3%).

Os espermatozdides, devido as diversas alteragdes causadas durante o processo de

liofilizagdo incluindo ds membranas plasmiticas e acrossomais, s¢ tomam imdveis
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necessitando o wso de 1CS] para que ocorra a fecundagio ¢ promovam o desenvolvimento
embriondrio (12). Neste experimento isso nio foi diferente, uma vez que observou-se a
imebilidade de 100% das eélulas espermaticas estudadas. Sendo assim, ndo foi wtilizado o
método CASA pos-liofilizagio para andlise das amostras (para 0 método CASA hd a
necessidade de células espermiticas com movimento de cawda). Mesmo assim, nio foi
descartade o uso de tal método para a analise do sémen antes da liofilizagio de forma a
padronizar a qualidade do sémen da espécie em estudo ¢ apenas incluir sémen de boa
qualidade em nosso experimento.

A despeito dos espermatozéides se apresentarem imdveis apds a liofilizagio,
acredita-se que seja possivel a utilizagio desse material para a produgio de embrides uma
vez que ji foi provado que ndo hi necessidade que os espermatozdides estejam vivos no
sentido convencional par que proporcionem um desenvolvimento embrionirio normal
(12, 21). O fato dos espermatozdides estarem imévers pode ainda aumentar o indice de
sucesso das 1CSIs, Isso ecorre provavelmente devido a desintegragdo mais ripida da
membrana plasmitica e, portanto uma unido mais precoce do niicleo do espermatozdide
com o citoplasma do odciio (11). Como os espermatozdides ndo apresentam motilidade,
nio conseguem realizar o modelo clissico de fertilizagiio ¢ entdo a ICSI se torma um fator
liminante para o sucesso da producio de embnides de sémen liofilizado,

A concentragiio espermidtica normalmente utilizada para a hofilizagio ndo difere
daguela recomendada pana a congelagio, ou seja, de 15 a 200x10° espermatozoides/mL
dependendo da espécie trabalhada (12, 22, 23, 24).

Neste experimento optou-se pela concentragio final de 1x10° espermatozdides/mlL
uma vez que os espermatozoides seriam utilizados para 1CS1 onde apenas um
espermatozdide ¢ utilizado por procedimento ¢ uma concentragio muito elevada de
células somente atrapalharia 2 manipulagio. Além disso, verificou-se que uma
concentragio = 2x10° espermatozdides'mL  resultou em  aglutinagio de células
espermaticas impossibilitando o isolamento de células ¢, portanto, a sua utilizagio.

A concentragio de 1x10 espermatozdides/mL ainda apresentou cena aglutinagio
de células, aglutinagio esta que foi facilmente desfeita com a pipetagem da amostra apos
suspensio utilizando pipeta do tipo Pasteur.
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Apesar de alguns autores (25, 26) mencionarem o fato de alpumas células
espermiticas conseguirem resistir s baixas temperaturas de gases na forma liquida sem
qualguer pré-tratamento com melo protetor, as tentativas de descongelagio dessas oflulas
para possivel fertilizagiio ndo obtiveram grande sucesso (27), talvez porque na época
ainda nio se possuin coniecimento e tecnologia suficiente para realizar a 1CS] destas
amostras. Em nosso expenmento os espermatozoides imersos em SOF nido apresentaram
qualguer possibilidade de escaparem ilesos apds o processo de lofilizagdo das amostras,
Katayose ef al. (2%) demonstrou que espermatozdides de camundongo imersos em
nitrogénio liquide sem o uso de crioprotetores conseguiram levar ao desenvolvimento
normal de embrides apds ICSI de suas cabegas, sendo assim podemos especular que as
células espermiticas liofilizadas em nosso experimento podem levar a produgio de
embrides, desde que a fragmentagio de DNA presente nfio cause um blogueio no
desenvolvimento embrionario,

Sabe-se que mesmo ocorrendo fragmentagio do DNA do espermatozdide, na
fertilizagdo ocorre uma troca de cromdtides que segue um padidio espécie-especifico
{oocito-especifico) dependendo do sistema de reparo nos obcitos fertilizados com
espermatozdide (29). Mo entanto, tal reparo pode levar & incidéncia de aberragdes
cromossdmicas (30),

Uma quantidade pequena de quebras de uma fita do DNA pode ser reparada pelo
oobcite, mas as quebras de dupla fita de DNA sdo irreversivers (31).

E importanie verificar os possiveis danos causados ao DNA ji que estes estio
associados a um desenvolvimento embriondrio ruim ¢ baixos indices de prenhez através
de fertilizagdo in vitro (FIV)(32). A cromating espermitica ¢ extremamente compactada
devido a associagbes entre o DNA ¢ as proteinas nucleares do espermatozdide,
predominantemente protaminas (33). Qualquer deficiéncia em protaminas (absoluta ou
relativa) pode levar a uma compactagio irregular da cromatina ¢ entdo levar a uma
suseetibilidade maior de danos ao DNA (34),

Virias téenicas tém sido empregadas para avaliar a integridade do DNA de eélulas
espermiticas apds a utilizagio de técnicas de criopreservagio. Optou-se primeiramente

por usar o teste de Laranjade Acridina (LA) por ser simples e riapido de ser realizado.
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O teste de LA ja foi comparado a outros testes para a detecgiio de lesio de DNA
por outros autores (35, 36) ¢ todos foram uniinimes em afirmar que a sensibilidade do
teste & infenor aos demais, mas 1550 ndo tira seu ménito devido a sua praticidade,

O LA confirmou a fragmentagio de DNA das células espermiticas apds o
processo de liofilizagio. Apesar de sua facilidade em realizagio, o teste de LA apresenta
falhas devido 4 sua subjetividade de leitura, desvanecimento rapide da fluorescéncia ¢ a
montagem de liminas heterogéneas (37). Martins (2) também observou discrepdncia de
resultados ao comparar o teste de LA com, mostrando que o LA ndo é tio preciso na a
andlise de cromatina espermatiea.

Com gestagdes levadas a termo obtidas pelo método de 1CSI (21, 38), mostrou-se
ser possivel o uso de espermatozoides imoveis para a produgio in vitre (PIV) de embrides
de gatos domésticos. No enlanto, serfio necessirios maiores estudos abordando as
alteragdes causadas ds células espermdticas durante a liofilizagio, pois pode ter ocorrido
alteragdo no fator de ativagio de odcito proveniente do espermatozdide (SOAF)(39) ¢
assim comprometer os indices de produgio de embrides,

Conclusies

Com base nos resultados, ¢ possivel sugenr que;

1. o meio SOF foi ndo eficiente no que diz respeito a conservagio do material no nicleo
espermitico durante o processo de liofilizagio.

2. estudos ainda slio necessarios para avaliar se os resultados obtidos nos testes de
detecgiio de fragmentagio de DNA interferirio na produgio embriondria 4 partir de
espermatogdides liofilizados.
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Anexo 1. Valores do ajuste estabelecido para a avaliacdo do sémen de gato no
sistema CASA (Computer-Assisted Semen Analyzer, HTR-IVOS 10 Analyzer,
Hamilton Thorne Research, Beverly, MA, USA).

VARIAVEL VALOR
Quadros por segundo 60 Hz
Numero de quadros 30
Contraste minimo 40
Tamanho celular minimo 4 pixels
Tamanho celular 5 pixels
Default
Intensidade celular 100
Células VAP 70 um/s
progressivas STR 80%
) VAP - Cutoff 30 pm/s
Células lentas
VSL - Cutoff 20 pm/s
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Anexo 2. Preparo das solugdes para o teste de Laranja de Acridina (AO)

Solucéo estoque
1g de AO diluido em 1000mL de agua destilada

Solucdo corante

10mL da solucéo estoque

40mL de &cido citrico a 0,1M

2,5mL de Na2HPO4.7H20 a 0,3M

pH final = 2,5 concentracdo de 0,19mg/mL
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Anexo 3. Composi¢cédo do meio TALP-FIV

REAGENTES CODIGO CONCENTRAGAO
NacCl Sigma S5886 114mM

KCI Sigma P5405 3mM
NaHCOs3; Sigma S5761 25mM
MgCl,x6H,0 Sigma M2393 0,5mM
CaClyx2H,0 Sigma C4901 2mM
NaH,PO,4 Sigma S5011 0,3mM
CH3CH(OH)COONa Sigma L4263 12mM
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Anexo 4. Composi¢cédo do meio TALP-sémen

REAGENTES CODIGO CONCENTRAGAO
NacCl Sigma S5886 114mM

KCI Sigma P5405 3mM
NaHCOs3; Sigma S5761 25mM
MgCl,x6H,0 Sigma M2393 0,5mM
CaClyx2H,0 Sigma C4901 2mM
NaH,PO,4 Sigma S5011 0,3mM
CH3CH(OH)COONa Sigma L4263 12mM
CgH1sN204S Sigma H6147 10mM
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Anexo 5. Composi¢cédo do meio SOFaa

REAGENTES CODIGO CONCENTRAGAO
NacCl Sigma S5886 107,6mM

KCI Sigma P5405 7,16mM
NaHCO3; Sigma S5761 25mM
MgSO4x7H,0 Sigma M1880 0,74mM
CaClyx2H,0 Sigma C7902 1,78mM
KH2PO, Sigma P5655 1,2mM
HOC(COONa)(CH,COONa)x2H,0 Sigma S4641 0,34mM
CH3CH(OH)COONa Sigma L4263 4,2mM
Aminoécidos Essenciais Sigma B6766 1%

Aminoacidos Nao Essenciais

Gibco 11140-050

1%
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