UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

AVALIACAO DA TECNICA DE INSEMINACAO
ARTIFICIAL INTRAUTERINA EM FEMEAS CANINAS POR
VIDEOLAPAROSCOPIA COM SEMEN FRESCO E
DESCONGELADO

Aracélle Elisane Alves
Orientador: Prof. Dr.Wilter Ricardo Russiano Vicente

Tese de Doutorado apresentada a
Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias
para a obtencdo do titulo de Doutor em
Cirurgia Veterinaria.

JABOTICABAL- SAO PAULO - BRASIL
Julho/ 2009



Alves Aracélle Flisane

A474a Avaliagdo da técnica de inseminacao artificial intrauterina em fémeas
caninas por videolaparoscopia com sémen fresco e descongelado /
Aracélle Elisane Alves. -- Jaboticabal, 2009
vii, 72 f. :il. ; 28 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias, 2009

Orientador: Wilter Ricardo Russiano Vicente

Banca examinadora: Ana Paula Coelho Ribeiro, Maria Isabel de Mello
Martins, Maria Denise Lopes, Paulo Henrique Franceschini.

Bibliografia

1. Cadela — Inseminacgéao artificial intrauterina. 2. Cadela —
videolaparoscopia. 3. Cadela - sémen descongelado. I. Titulo. II.

Jaboticabal-
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias.

CDU 619:636.7:612.613

Ficha catalografica elaborada pela Se¢édo Técnica de Aquisi¢ao e Tratamento da Informacao.
Servico Técnico de Biblioteca e Documentagao - UNESP, Campus de Jaboticabal.



DADOS CURRICULARES DA AUTORA

ARACELLE ELISANE ALVES - Natural de Araxa - MG, nascida em 05 de
abril de 1978, ingressou no curso de Graduagdao em Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia- MG, em agosto de 1997, concluindo em
julho de 2002. Em fevereiro de 2004 iniciou curso de mestrado em Cirurgia
Veterinaria na Universidade do Estado de S&o Paulo — Unesp, campus de
Jaboticabal, concluindo-o em julho de 2005. Neste mesmo més, ingressou no
curso de Doutorado, pelo Programa de Pés Graduacdo em Cirurgia
Veterinaria, desta Universidade. Realizou doutorado sanduiche na “University
of Bristol” — Bristol (UK), desenvolvendo internato em cirurgia de pequenos
animais, sendo ainda membro do “Royal College Veterinary Surgeons” neste
periodo, e entdo retornou ao Brasil concluindo o curso de doutorado em julho
de 2009.



Dedico este estudo

aos meus pais Paulo e Lourdes
e a minha eterna

e amada cadelinha Deby.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por estar sempre ao meu lado, pela satide e forga.

Ao professor Dr. Wilter Ricardo Russiano Vicente, pela orientagao,
confianga, apoio, incentivo e amizade e por me adotar como mais uma filha

da Obstetricia, muito obrigada por tudo.

Aos meus pais Paulo e Lourdes, por me transformar em tudo que sou
hoje, por todo amor, confianga e sacrificios, sem vocés eu n&do chegaria ate

aqui, obrigada.
Ao meu irmao Wellington por todo incentivo, carinho e amizade.

A minha amiga Karina Curi por cada vez mais me ensinar o verdadeiro
significado da palavra amizade. Obrigada por tudo, por ser minha irma e estar
presente sempre que precisei durante todos esses anos, principalmente nas
infinitas horas de apoio via internet a distancia.

Ao meu querido Angelos Chrysopoulos; pelo amor, apoio e incentivo a

continuar sempre em frente, superando as dificuldades e a saudade de todos.
Aos integrantes do que denominamos “ Quarteto Fantastico” ...

- A Tathiana Fergus, meu “Chuchu”, obrigada por sua infinita ajuda,
por compartilhar comigo as aventuras de desvendar Jaboticabal a procura
dos proprietarios de cadela em cio, coletas e processamento do sémem, por
ser minha “camera qirl”, dentre outros inumeraveis momentos de desespero

vocé esteve sempre ao meu lado, obrigada!

- Ao meu amigo Giuliano Mostachio, por todo apoio, amizade e
realizacdo dos procedimentos de anestesia durante as inseminagoes.

il



- A minha amiga Maricy, ou minha Maericy nesses 4 anos de
convivéncia no nosso cantinho. Acho que agora vocé ja gosta de pao de
queijo, Chiclete com banana... obrigada por estar presente em tantos
momentos inesqueciveis, com certeza temos um bom livro de historias,
nacionais e internacionais a contar. Aproveito para agradecer também ao
meu amigo pequeno, mas gigante de coragdo, Rodrigo Sacani pela amizade
e carinho.

Juntos descobrimos o verdadeiro amor pela pesquisa e a capacidade
de trabalho em grupo em harmonia, descobrimos que numa equipe nao
existe “Eu”. Sem vocés nao teria conseguido terminar esse trabalho, nunca
vou me esquecer dos nossos preciosos momentos de trabalho, vocés foram

essencias, obrigada.

As minhas adoradas amigas, Ana Paula Coelho Ribeiro e Eliandra
Pires pela orientagdo durante elaboracéo deste projeto, e todo apoio durante
execucdo, e solidariedade na procura de cadelas em cio. Obrigada por me
trazer a tranquilidade nos momentos de desespero!

A Carla Gadelha e Gabriela Covizzi pelo carinho e apoio.

As residentes Fabiana e Michele pela paciéncia no recebimento de
ligacbes dos proprietarios, e aos amigos do departamento de Obstetricia,
envolvidos diretamente ou indiretamente com este trabalho, aos enfermeiros

Anésia e Arnildo, a Dona lzilda... muito obrigada!!

Aos amigos do laboratério de Reproducdo Animal, pela ajuda

essencial no conhecimento do mundo biotecnolégico.

A amiga Mabel de Freitas Cordeiro por compartilhar o desafio de
aprender e realizar procedimentos por videolaparoscopia, obrigada pelo

apoio, e amizade durante esses anos.

A amiga Nadia Delistoianov pelo carinho, amizade e por compartilhar

0s “apuros” da vida de pés- graduandas.

il



A amiga Paula di Filippo pelo companheirismo, apoio incondicional.

As amigas Poliana, Maristela e Hilka pelo carinho, amizade e
acolhimento na fase final desse trabalho.

Ao meu orientador durante “Doutorado Sanduiche” em Bristol, Alasdair
Hotston Moore por toda amizade e confianca. Hoje acredito que e possivel
ser profissional e crianca ao mesmo tempo! Obrigada por me acolher em seu
grupo, por contribuir tanto para meu conhecimento cirurgico e laparoscopico,

e da lingua estrangeira.
As enfermeiras Becky, Tracey, Rachel por todo carinho e amizade.

Aos meus amigos de hostel, sdo tantos mas em especial a llaria,
Backr e Sara. Impossivel descrever aqui o que vocés significam pra mim,
obrigada por fazer com que minha estadia em Langford fosse mais feliz,
vocés sdao amigos pra toda vida.

Ao meu amigo Mike pelas analises estatisticas.

Aos proprietarios dos animais que fizeram parte deste experimento,
pela confianga em mim depositada e por acreditarem nos bons propdsitos de

nossas pesquisas.

Aos animais, sem 0s quais, nada seria realidade em minha vida
profissional. Em especial as cadelas que participaram deste experimento e 0s
doadores de sémen: Robinho, Gordo, e em particular nosso querido Negéao
por tantos anos de contribuicdo a pesquisa.

Ao CNPQ pelo apoio financeiro.
A todos aqueles que contribuiram diretamente ou indiretamente para

este estudo, meus agradecimentos.

v



SUMARIO

CAPITULO 1: CONSIDERAGCOES GERAIS........cceeemrmrmeereeneensssssasssssseseeees 01
1.1 Escolha do animal e Coleta seminal..........ccocooimiiiiiiimmmniinncccsnne s 01
1.2 ANAliSe dO SEMEN........ccccccmerrrrrisinnmmer s ssssms e s rs s ssmmnr e e es s smmnn s enssssmnnns 03
1.3 Processamento dO SEMEN........cccccurrrrmmrrssssmnrssssmsssssssnssssssnsssssamssssssans 07
1.4 Monitoramento do ciclo estral da cadela ...........ccccrireemiiriinnniieennnnes 09
1.5 Inseminacao artificial ........ccccceiviimiiiiccsii i 09
1.6 Vias de inseminacao artificial .........cccccuiiremmiiiccmnniccnr s 10
1.7 Inseminacao artificial utilizando sémen congelado .........cccccccvrvuennnnes 12
1.8 Inseminacao artificial utilizando sémen fresco.......ccccccrrervcmceerrrnnnes 12
1.9 Coloracao de embIiOes.......cccuiemrriismennnssmn s 12

CAPITULO 2: AVALIACAO DE TRES DIFERENTES DILUENTES E
PROTOCOLOS PARA A CONGELACAO DE SEMEN A BASE DE TRIS.

RESUMO.........iiiiiriirnsie s s s sms s sms s sms s s s an s sssms e sme s ssms ssmssnsnnas 13
SUMMARY. .....oiiiitmnimrinsnssssnssssasssssssssssssssssssssssssssmsssssnssssssssasssssssnssssnsssssnns 15
I INTRODUGAGO .......coueueucrereeressssssssssesssssssssssssssssassssssenssssssssssssssssssssssnssses 16
Il OBUETIVOS.......cceiccerrserssmerssssesssmsssssmssssssssssmsssssssssssmssssssssssnssasssssssannens 16
2.1 Objetivo geral.........cccoimmmiiiiiieenr e 16
2.1.2 Objetivos eSpecCifiCOS.....ccccurmrmnirsnrrriesr s e 16
P 1 o Yo (=Y 17
ll. MATERIAL E METODO.... c.cooveeeccncsesesssssssssssssssssssssssssssssssssssasssasasanes 18
B R I Y 0Ty T T 18
3.2 Coleta e analise dO SEMEN.........cccerirmrriismmrmsssns s e 18
3.3 Analise dos ejaculados..........ccccevirirriiiiiiniissinnsss e ————— 18
3.4 Processo de Congelacao do Semen..........ccccvemmmnnisnnsssssessssssnsssssansens 20
3.4.1 Protocolo 1 ( TRIS + GLICEROL ) ......ccccuirmrinmnmssannssmsssssmssssessssennnas 20
3.4.2 Protocolo 2 (TRIS - ACIDO CITRICO - GLI 7% - OEP

MODIFICADO)......ciicerreemrrasmsrsssmssssmesssnssssmsssssmssssssssssnssssnsssssnsssssnssssnnssas 21
3.4.3 Protocolo 3 (TRIS +GLICEROL 8%)......ccceeeerrsumrrssmsrsssmnrssnsssssnssssannnas 22
3.4.4 ANALISE ESTATISTICA.......ooc et rsesssssss s s ssms s sss s ssmssnsanas 23
IV. RESULTADOS ......ccociiiumrinmsisssnssssssssssssssssssssss s sssssssssss snsssssssmsssssssssssnsnss 24
V. DISCUSSAOQ.......cceeueirererersrarassssesesesesssssssssassssssssssssssssssssassssssssesssssssssans 30



V2 o 0) X (o] I U L= Yo YRR 33
VI. REFERENCIAS .....eoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s eaaeesssssessssesasesmessnesssssmessnsesessnessneesnenn 35

CAPITULO 3: INSEMINACAO ARTIFICIAL INTRAUTERINA COM SEMEM
FRESCO E CONGELADO POR VIDEOLAPAROSCOPIA EM CADELAS.

RESUMO....... i sms s ssss s s sasn s s samn s s sam s e am s s e mmn s mmnn s 33
SUMMARY .....oiiiiiicmrnssssmsrssssmsssssssssssssssmssssssnsssssssmsssssssnsssasssnssesssnnsssssansesansn 34
I INTRODUGAD ....cereececrcreersssssssassssesssesesssssssssassessssssnssssssasasssssssnsssssnsssssnas 35
Il OBUETIVOS......ciiieeiisemn s nnsns s s s ssms s s san s e s samn s s mmna s 16
2.1 Objetivo geral.........coccomiiiiiiierr e 16
2.1.2 Objetivos eSPeCifiCOS.....ccccurremrrrrrsrrirrmrr e e 16
P2 1 o Yo (=Y 17
ll. MATERIAL E METODO........ccoeeeieereaesssssssssssassssssssssssssssssesssssessasasas saves 44
B R N 1 11T T 44
3.2 Citologia vaginal e dosagens de progesterona ..........cccccuvecenrrrrnnnnnns 44
3.3 Processamento dO SEMEN ......cccccceerriimnrisssmssssssss s s s sssmssssssmsnsas 45
3.3.1 Preparacao do SEMeN freSCO......cccuuirmmrrrirmmrinsimnnsssns s s smnnensans 45
3.3.2 Preparacao do sémen congelado .........ccccrrriiimmmmmninnnsssssssnnsssssssssnns 45
3.4 Inseminacao artificial intrauterina por videolaparoscopia................ 46
3.4.1 Medicacao Pré-Anestésica (MPA)........ccccccmmiriiinemmnnmnssssssmssnssssssnnnes 46
R 3.0 [ T 11 Tox= To =011 F= T TUT (= T Lo T 46
3.4.3 Procedimento CirlrgiCO......cccceamerrnrsmmmmsssmssnsssamnsssssnns s ssssms s snssmn s ssnsanes 47
3.4.4 Verificacao da taxa de fecundagao...........cccvrvrmrrrsisnmsnnssnsnssssannnnnnns 47
3.5 ANALISE ESTATISTICA......co e remsrssess s s ssmn s s snnsnns 50
IV. RESULTADOS........cciiiimmrrissmssssssmssssssmssssssmss s ssssmss snsssmsssssssnsssassmssssnsnns 51

4.1 Resultados obtidos apos inseminacoes utilizando sémen fresco... 51
4.2 Resultados obtidos apds inseminacoes utilizando sémen

descongelado........ccuiiiiiiiiiiiin e ——————————————————————— 55
V. DISCUSSAD......cciicminrcsnssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssassssssssansns 59
VI. CONCLUSAOD......cccetemrernerracesessssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasaes 64
VII. REFERENCIAS.......cooeetrurecuercsesesssssssssssasssessssssssssssasssssssssnssssssssasssaas 65
ANEXOS......comemimeeraiscscsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssssssssssssssssasans 71

vi



LISTA DE TABELAS

Capitulo I

Tabela 1: Curva de congelacao do sémen canino utilizada durante este
realizacdo do protocolo 2. Jaboticabal 2009..............ccooe i 22

Tabela 2: Tabela 2: Parametros seminais caninos determinados
imediatamente apds coleta (n=9) (Média +Desvios Padrao; p <0,05), FCAV-
Unesp Jaboticabal,

Tabela 3: Avaliacdo da motilidade espermatica nas amostras de sémen
canino; antes, no momento da descongelacédo e ap6s 15 e 30 minutos de
descongelacéo de acordo com os procolos 1, 2 e 3. Jaboticabal, 2009........ 25

Tabela 4: Vigor espermatico nas amostras de sémen canino; antes, no
momento da descongelacdo e ap6s 15 e 30 minutos de descongelacao de
acordo com os protocolos 1, 2 e 3. Jaboticabal, 2009........cccccceeeeeriiiiiiiiinnnns 27

Tabela 5: Porcentagem de espermatozoides vivos nas amostras de sémen
canino; antes, no momento da descongelacdo e ap6s 15 e 30 minutos de
descongelacéo de acordo com os protocolos 1, 2 e 3. Jaboticabal, 2009.....28

Tabela 6: Valores médios obtidos durante analises de morfologia espermatica
nas amostras de sémen canino a fresco e ap6s processo de descongelacéo.
Jaboticabal, 2009.........cooiiiiiie s 29

Capitulo Il

Tabela 1: Idade, concentracbes séricas de progesterona, suposto dia de
Ovulacéo e IA, nas cadelas e numero de embrides encontrados nas cadelas
submetidas a inseminacdo artificial intrauterina por videolaparoscopia
utilizando sémen fresco. FCAV-Unesp Jaboticabal — 2009...............ccce......... 51

Tabela 2: Numero de corpos luteos e embrides; localizacdo e qualidade
embrionéria, localizagdo e quantidade oocitaria apds andlise do lavado de
tubas e cornos uterinos, de cadelas, 7 dias apds inseminacao artificial
intrauterina por videolaparoscopia com sémen fresco. FCAV-Unesp
Jaboticabal —20009.........coo e 53

Tabela 3: Idade, concentracbes séricas de progesterona, suposto dia de
Ovulacéo e IA, nas cadelas e nimero de embrides encontrados nas cadelas
submetidas a inseminacdo artificial intrauterina por videolaparoscopia
utilizando sémen descongelado. FCAV-Unesp / Jaboticabal — 2009............. 55

Tabela 4: Numero de corpos luteos e embrides; localizagcdo e qualidade
embrionéria, localizacdo e quantidade oocitaria apdés andlise do lavado de

vii



tubas e cornos uterinos, de cadelas, 7 dias apds inseminacao artificial
intrauterina por videolaparoscopia utilizando sémen descongelado. FCAV-
Unesp Jaboticabal — 2009.............ooiiii e 57

LISTA DE FIGURAS
Capitulo Il

Figura 01: Coleta de sémen por manipulacdo digital. Jaboticabal-

Figura 02: Amostra seminal em tubo plastico graduado durante avaliagéo de
(ool (o] £=Toz= o =AY o] [0] 1 4= T PP PPPT 19

Figura 03: Amostras espermaticas envasadas, em refrigerador a temperatura
de 5°C. Jaboticabal-2007............oeeiiiiiiieeeee e 21

Figura 04: Valores obtidos de motilidade espermética durante
descongelamento de acordo com momentos de andlise das amostras
submetidas aos 3 diferentes protocolos de congelacdo, sendo Prot.1:
Protocolo 1; Prot.2: Protocolo 2; Prot. 3: Protocolo 3.........ccoeceiiiiiiiiiiiiiieee. 26

Figura 05: Valores obtidos de vigor espermatico durante descongelamento de
acordo com momentos de analise das amostras submetidas aos 3 diferentes
protocolos de congelacao, sendo Prot.1: Protocolo 1; Prot.2: Protocolo 2;
Prot. 3: ProtoColo B..... oo 26

Capitulo i

Figura 01: A: Instalacdo do pneumoperitdnio, sob insercdo da agulha de
Veres (1). B: Trocarte, endoscoépio e fonte de luz (2) e canula de CO; (3);
Trocartes com pincas de manipulacao (4); C: Localizacao do terco cranial do
corno uterino e fixagao utilizando pinga de manipulagéo; D: Posicionamento
do corno uterino e insercdo do catéter pela parede abdominal; E: Imagem
interna do catéter inserido no Iimen uterino e injecao da amostra do sémen;
F: Imagem externa da inser¢do do catéter na parede abdominal, sendo este
acoplado a seringa contendo amostra do sémen. FCAV — Jaboticabal

Figura 02: Embrides e odcitos encontrados no lavado de tubas uterinas apos
7 dias de inseminagédo intrauterina utilizando sémen fresco. A: 1-embrides
normais; 2- embrido degenerado; B: embrido com 3 células; C: embrido com
4 células; D: Odcitos encontrados no lavado de tubas uterinas..................... 54

Figura 03: Coloragdo Hoescht em embrido com mais de 4 células no lavado

de tubas uterinas ap6s 7 dias de inseminacéao intrauterina utilizando sémen
FPES G0, it ————————————————————— 54

viii



Figura 04: Embrido e odcitos encontrados no lavado de tubas uterinas apés 7
dias de inseminacao intrauterina utilizando semen descongelado. A: Embriao
de 3 células (Coloracdo com iodeto de propidio); B: Embrido de 2 células; C:
Embrido de 4 células; D: Embrido com mais de 4 células; E: o6citos nao
fecundados; F: Coloragdo Hoescht em embrido com mais de 4 células.
FCAV- Jaboticabal (2009).........ccuuiiiieeieeiieie et 58

LISTA DE ABREVIATURAS

P4: progesterona

MIl: Metéafase I

IAIV: Inseminacao arificial intravaginal
IAIU: Inseminacao artificial intrauterina
TRIS: Tris-hidroximetil-aminometano

BSA: Bovine serum albumin (albumina sérica bovina)

X



CAPITULO 1. CONSIDERAGCOES GERAIS
1.1 Escolha do animal e coleta do sémen

A selegdo de reprodutores deve ser feita por meio de anamnese detalhada,
verificando-se o desempenho reprodutivo do macho e histérico do animal, exame
clinico geral, androlégico além de testes de sorologia para doencgas infecto contagiosas.
Assim, segue-se a coleta e avaliagdo do sémen e inspegdo do comportamento de
monta (libido), podendo ter continuidade com testes hormonais e andlises
cromossOmicas (CHRISTIANSEN, 1988; FELDMAN e NELSON, 1996).

Diversos métodos sao utilizados na coleta do sémen nesta espécie, tais como:
massagem digital, uso de vagina artificial, vibrador elétrico e eletroejaculacao
(HARROP, 1955; CHRISTIANSEN, 1988). Segundo Boucher et al., (1958), massagem
digital permite a obtencdo de sémen de qualidade superior aos outros métodos. A
coleta de sémen pode ser facilitada realizada em caes na presenca de cadela em estro,
particularmente no caso de caes inexperientes.

A coleta digital consiste em massagear o prepucio do cado na altura do bulbo
cavernoso, até que o animal atinja a erecao parcial. O prepucio € entao retraido até o
bulbo do pénis que deve ser levemente pressionado (SEAGER e FLETCHER, 1972;
CHRISTIANSEN, 1988).

1.2 Analise do sémen

A analise padrdao do sémen inclui observagcdo macroscoépica (volume, coloragao,
pH e osmolaridade) e microscopica (concentracdo, morfologia espermatica, motilidade e
vigor (JOHNSTON et al., 2001).

O ejaculado canino é naturalmente dividido em trés fracbes distintas (HARROP,
1955). A primeira fracdo consiste em um fluido claro originado na prostata e supde-se
ser responsavel pela limpeza do canal uretral (ENGLAND e ALLEN, 1992). A segunda
fracdo tem origem do epididimo, € rica em espermatozoides, tem volume variavel, com
aspecto turvo, leitoso e opalescente (CHRISTIANSEN, 1988). A terceira fragdo é

também fluido prostatico, claro e facilmente distinguivel da fracdo espermatica,



apresentando grande volume e serve como diluente natural (ENGLAND e ALLEN,
1992).

A motilidade espermética consiste na determinagdo da porcentagem de
espermatozéides mdveis na amostra avaliada imediatamente apds a coleta ou apds a
descongelagédo do sémen (SEAGER e FLETCHER, 1972). O estudo da motilidade ap6s
a criopreservacao tem como objetivo verificar a propor¢cdo de espermatozdides que
mantiveram a motilidade apds possiveis injirias causadas pelo processo (PENA, 2000).
A proporgdo de espermatozdides exibindo motilidade progressiva é estimada,
subjetivamente, no microscopio 6ptico de contraste de fase ou, de forma objetiva,
utilizando-se a anéalise computadorizada (PENA MARTINEZ, 2004).

O vigor espermatico define-se como a qualidade do movimento exibido pelos
espermatozéides méveis. Para tanto, faz-se uso de uma escala compreendida numa
faixa de 0 a 5, onde (0) Todos os espermatozéides sem movimento, (1) Movimentos
lentos latero-laterais, sem progressao, (2) Rapidos movimentos latero-laterais, sem
progressdo, (3) Rapidos movimentos latero-laterais, com ocasional progressao, (4)
Lenta e continua progresséao, (5) Rapida e continua progressao. Tal classificacdo pode
variar segundo os autores; Platz e Seager (1977); Christiansen (1988) e Johnston et al.,
(2001).

A morfologia espermatica é um importante parametro ligado a problemas de
fertilidade. Dentre os métodos desenvolvidos para avaliar a morfologia da célula
espermatica, sao confeccionados esfregacos Umidos de sémen a serem examinados
por microscopia de contraste de fase apds a fixacdo com glutaraldeido ou tampéao
salina formolizada afim de manter as caracteristicas célulares para futura observacao.
Outros métodos incluem o uso de corantes Wright, Rosa de Bengala (STROM et al.,
1997), Giemsa (CARDOSO et al., 2003), Hematoxilina-eosina (SILVA et al., 2003a) e
eosina-nigrosina (PENA, 2000). Existem dois principais métodos de classificacdo das
alteragcdes morfolégicas. Um deles é dividido em alteragGes primarias e secundarias
(JOHNSTON et al., 2001), e o segundo em defeitos maiores e menores (OETTLE,
1993). Segundo Cardoso (2007), uma outra classificacdo pode dividir os defeitos

maiores € menores quanto a regido do espermatozdéide em que estd situada a



alteracdo, ou seja, cabeca, peca intermediaria e cauda (CARDOSO et al., 2003) os
defeitos maiores sdo aqueles que podem ter um efeito negativo maior na fertilidade,
diferentemente dos menores (OETTLE e SOLEY, 1988). Oettlé (1993) descreve a unido
dessas duas ultimas categorias, na qual sdo em cada regido da célula espermatica.
Uma amostra de sémen de boa qualidade, deve exibir motilidade minima de 70%
(CHRISTIANSEN, 1988). O vigor espermatico (qualidade da motilidade exibida pelos
espermatozoéides) deve ser no minimo 3, observada em escala que varia de 0 a 5
(PLATZ e SEAGER, 1977). Oettlé (1993) demonstrou que a morfologia espermatica
normal em caes estaria melhor correlacionada com a fertilidade apds inseminacao
artificial (IA), do que a simples observagdo da motilidade espermatica, além disso
observou que a medida que se aumenta o percentual de espermatozoides anormais, a
fertilidade é reduzida, sendo observado que, quando a propor¢cao de espermatozéides
morfologicamente normais estava abaixo de 60%, a fertilidade foi adversamente

afetada.

1.3 Processamento do sémen

De acordo com Cardoso et al., (2003), o conceito de preservagdo da célula
espermatica, inequivocadamente, implica a preservacado de sua capacidade funcional,
isto é, a habilidade para produzir descendentes, 0 que, necessariamente, envolve a
manutencao da integridade célular espermatica, a habilidade em penetrar o oécito e a
competéncia para suportar o desenvolvimento embrionario.

O sémen fresco deve ser utilizado em um curto periodo apds sua coleta. A IA
com sémen fresco oferece taxas de gestacao similares as obtidas com a monta natural
(PEREIRA et al., 2001). E possivel realizar a expansdo da fragdo espermatica
destinada a |A, geralmente realizada adicionando-se o liquido prostatico autdlogo até
ser atingido o volume desejado (SILVA et al., 2002).

O sémen congelado oferece maior flexibilidade de uso, porém com mudangas
mais drasticas quanto a sua qualidade pés-descongelacdo, entretanto pode nao
permanecer fecundante quando utilizado em IA (CONCANNON e BATTISTA, 1989).



Com relagao a IA utilizando sémen congelado, England (1993), descreve que foi
SPALLANZANI, em 1776, o primeiro a relatar que a atividade metabdlica dos
espermatozdides era reduzida com a diminuicdo da temperatura. Desde o
descobrimento do glicerol por POLGE et al,, em 1949, varios estudos foram
realizados, mas 0 sucesso na criopreservagdo da célula espermética na espécie
canina, s6 ocorreu em 1954 por ROWSON. Sendo que a primeira gestacdo numa
cadela, a partir da IA com sémen congelado foi relatada por SEAGER (1969). Desde
entdo, pesquisas vem sendo desenvolvidas com o intuito de se encontrar os
componentes ideais para o maximo de preservacdo da célula espermatica apos
congelagéo.

Martins (2005) relata que os métodos de congelagdo tém sido baseados nas
cinco etapas descritas por HAMMERSTEDT et al., (1990): 1) diluicdo e refrigeragao; 2)
adicdo do crioprotetor e envasamento; 3) congelacdo; 4) armazenamento e 5)
descongelagao.

A composicdo dos diluentes utilizados geralmente incluem: crioprotetores
(glicerol, etilenoglicol e outros), nutrientes e tampdes.

Assim, durante o processo de criopreservacao do sémen canino € relatado o uso
de diluentes tais como a lactose (SEAGER, 1969); o Triladyl (NOTHLING et al., 1995), o
Biociphos W482 e o Laiciphos 478 (SILVA & VERSTEGEN, 1995); o leite desnatado e a
glicina-gema (CUNHA e LOPES, 1997), o Tris (UCHOA et al., 2001), o Tris-gema
(STORNELLI et al., 2001), a agua de coco (CARDOSO et al, 2003), e o leite desnatado
(YASUYUKI ABE et al ., 2008).

Melhores resultados de motilidade espermética tem sido obtidos utilizando TRIS
(Tris-hidroximetil-aminometano) usado como tampéao para neutralizar o pH acido do
meio diluente, e por possuir osmolaridade e concentracdo de eletrélitos fisiologicas,
como descrito por SANTOS et al., (1999) e SILVA et al., (2003a). Acredita-se que o
TRIS, também atue como substrato energético para as células espermaticas. Iguer-
Ouada (2001) obteve éxito ao prolongar a viabilidade do sémen canino por mais de 20

dias utilizando TRIS. A gema de ovo de galinha é adicionada ao Tris, geralmente na



proporcdo de 20% (SILVA et al., 2003b), por promover a protecdo da célula
espermatica contra o choque térmico (HAMMERSTEDT et al., 1990).

O sucesso da criopreservacao do sémen canino é afetado por muitas variaveis, e
o potencial toxico do agente crioprotetor particularmente em referéncia a concentragéo,
tempo e temperatura que o0 sémen € exposto ao crioprotetor.

Os crioprotetores tem a finalidade de reduzir os danos aos espermatozéides
resultantes da congelacdo e descongelacdo. Dentre os agentes crioprotetores
destacam-se o glicerol (POLGE et al., 1949), o dimetilsulfoxido (OLAR et al., 1989), o
metanol (KIM et al.,, 1994) e o etileno-glicol (BESSA, et al.,, 2006 ). Os crioprotetores,
causam inicialmente desidratagdo da célula por induzir a saida de agua (WATSON,
1995), reduzindo as injurias da criopreservacdo. O glicerol é o crioprotetor mais
empregado na congelacao de sémen canino em concentragdes variando entre 2 e 8%,
dependendo da composi¢cdo do diluente utilizado (RAVASZOVA et al., 1996). Os
métodos de congelagdo preconizam minimizar o dano causado ao espermatozdéide
durante o processamento, variando diluentes e agentes crioprotetores, e diferentes
velocidades de congelagdo (STROM et al., 1997).

Antibidticos como penicilina, estreptomicina, neomicina; tem sido utilizados para
prevenir a contaminagdo microbiana, que pode afetar a fertilidade, devido a presenca
de bactérias e toxinas geradas pela degradacao dos componentes de origem biologica
do meio ou pela utilizacdo de alguns substratos metabdlicos (WATSON, 1990).

Martins (2005) cita a adicdo de detergentes, como o SDS (dodecil sulfato de
sédio) como um dos componentes do Equex STM Paste (PONGLOWHAPAN &
CHATDARONG, 2008) e Orvus es Paste (TSUTSUI et al.,, 2000) no meio diluente
esses favorecem a acao dos fosfolipideos da gema de ovo e aumentando a proteg¢éao do
espermatozéide contra o choque térmico (PENA et al., 2003).

Também tem sido incluidos na composicao dos diluentes, nutrientes como uma
fonte de energia para o metabolismo espermatico (glicose, frutose, lactose).

WEISS et al., (2000) congelaram sémen canino diluido em meio Tris-glicose-
gema adicionado de 0,4% de Equex, com duas horas de equilibrio a 5°C e obtiveram

65% de motilidade progressiva e integridade acrossomal apds descongelacao.



SILVA et al., (2003a) avaliaram a qualidade do sémen apOs processo de
congelagéo realizando a adigdo de glicerol em um s6 momento ou fracionada, néo
obtendo diferenca significativa entre os processos.

OLIVEIRA et al., (1999) compararam diluente lactose-gema com Tris-gema e
testaram o tempo de equilibrio em 1, 2, 3 e 4 horas a 5°C e concluiram que ndo houve
diferenca estatistica entre os diluentes e tempos de equilibrio em relacdo as
percentagens de motilidade e vigor no sémen descongelado.

ROTA et al., (1999) congelaram sémen canino utilizando diluente Tris-glicose
citrato acrescido ou nao de 0,5% de “Equex STM Paste” com bons resultados na
descongelacao no que se refere a motilidade e vigor. Apds inseminacgdes intrauterina e
vaginal, obtiveram as seguintes proporcées de gestacbes em relacdo ao numero de
cadelas inseminadas, 4 de 5 e 3 de 5 respectivamente, e ndo observaram diferengca em
relacao a presenca ou nao do Equex.

SILVA et al., (2006) compararam a influéncia da temperatura ambiente durante a
adicao de glicerol as amostras de sémen canino. A adicao foi realizada a 27 °C e 4 °C,
sendo que nao foram observadas diferengcas entre as amostras seminais de acordo
com os parametros analisados.

SILVA et al., (2006) avaliaram também a agua de céco em pé reconstituida em
TRIS como diluentes na criopreservacdo do sémen canino; em ambos 0S grupos a
gema de ovo foi utilizada na proporcdo de 20%, e glicerol 6%. Nao foram observadas
diferencas significativas entre os dois diluentes no decorrer dos procedimentos de
criopreservagdo e descongelacdo e estes foram eficientes em conservar 50% dos
espermatozéides méveis e 70% dos espermatozéides morfologicamente normais apés
descongelacgao.

SANTOS (2004) avaliou o perfil “in vitro” e “in vivo” do sémen canino congelado
com diluente TRIS-BSA (albumina sérica bovina) e Tris-Gema, sendo que Tris-Gema
apresentou melhores resultados em motilidade, vigor (apds 2 horas de descongelacao
no teste de termoresisténcia), integridade acrossomal, indices de prenhez e nimero de
filhotes.

MARTINS (2005), avaliou os efeitos das modificagdes ambientais sobre a fungao



testicular, realizando as coletas de sémen quinzenalmente e avaliando imediatamente
apds coleta quanto a motilidade e vigor espermatico, pH, concentracdo e morfologia
dos espermatozdides. Os resultados na descongelagdo ndo variaram no decorrer do
periodo. Diante desses resultados, conclui-se que em regides tropicais a sazonalidade

apresenta uma pequena interferéncia na fungéo testicular dos caes.

1.4 Monitoramento do ciclo estral da cadela

O sucesso da IA em caes, estd diretamente ligado as dificuldades na
determinagcdo do momento ideal da realizagdo da coOpula ja que a espécie canina
possuir fisiologia reprodutiva particular. Para a realizagdo da IA, sugere-se a
observacdo das mudancas anatébmicas e comportamentais da cadela. O proestro
caracteriza-se por edemaciagao vulvar, associada a uma descarga serosanguinolenta
vaginal, devido as altas concentragdes de estrogeno, atracdo dos machos, mas nao
permite a cépula (JOHNSTON et al., 2001). Nesta fase os concentracOes séricas de
progesterona aumentam de 0,5 ng/mL (anestro) para 1 ng/mL, 24 a 48 horas antes da
onda pré-ovulatéria de LH, alcangando concentragdes de 2 a 4 ng/mL de progesterona
por ocasido da onda de LH, e a ovulagcédo inicia 2 dias mais tarde, quando a
concentragao de progesterona € de 4 a 10 ng/mL. A progesterona € secretada antes do
desenvolvimento dos corpos luteos (FELDMAN e NELSON, 1996).

A proxima fase denominada estro, caracteriza-se pela vulva aumentada,
diminuicdo das descargas vaginais e aceitacdo do acasalamento (ALLEN, 1992). No
inicio dessa fase, o0 estrégeno atinge concentragées maximos, iniciando seu declinio em
seguida. Esse pico de estrégeno promove o pico de LH, que por sua vez é responsavel
pelo desencadear da ovulagdo (CONCANNON et al., 1989).

Segundo Concannon et al., (1977) a ovulagao ocorre entre 36 € 50 horas apés o
pico de hormoénio luteinizante (LH). Os ovécitos liberados nao estariam ainda maduros,
encontrando-se no estado de vesicula germinativa. A maturacédo seria entdo concluida
depois de dois a trés dias com a emissao do segundo corpusculo polar (HOLST e
PHEMISTER, 1971; TSUTSUI, 1989). A partir desse momento o ovécito estaria pronto

para a maturagcdo, com sobrevivéncia de apenas 24 a 48 horas (CONCANNON e



BATTISTA, 1989). O limite maximo de fecundagao se encontraria em torno de 6,5 dias
depois do pico de LH (TSUTSUI, 1989).

O momento da inseminagdo é fator importante independentemente do uso de
sémen congelado ou fresco. Na utilizagdo do sémen fresco a primeira inseminagao
deve ser realizada o mais proximo possivel da maturacado dos oécitos, que na maioria
das cadelas ocorre a partir do quarto dia apdés o pico de LH (dia 0), quando os
concentragbdes de progesterona atingem entre 10 a 13 ng/mL, e a segunda
inseminagéo, quando os valores atingem entre 18 a 25 ng/mL, usualmente 24 a 36
horas mais tarde. Estes fatores sdo determinantes para o sucesso da inseminacao
artificial em cadelas com sémen criopreservado (ENGLAND e LOFSTED, 2000).

A citologia vaginal revela mudancas caracteristicas de acordo com as fases do
ciclo éstrico (SCHUTTE, 1967). Quando a fémea apresentar 70% de células epiteliais
superficiais e estiver receptiva ao macho podera ser inseminada (SILVA et al., 2002b).

Outra alternativa para a verificacdo da fase do ciclo estral na cadela é a
utilizagdo da vaginoscopia (LINDSAY, 1983). Nesse método, 0 momento ideal para a
realizacdo da IA seria quando a mucosa vaginal apresentar pregas fortemente
angulosas e de coloracao péalida (JOHNSTON et al., 2001).

O método mais eficiente para se determinar o momento étimo para a IA € por
meio da dosagem de progesterona plasmatica, uma vez que a cadela é a unica dentre
as fémeas domésticas que apresenta aumento de progesterona dois a trés dias antes
da ovulacdo (JOHNSTON et al., 2001). Os valores de progesterona sérica sao inferiores
a 1,0 ng/mL durante o anestro e a maior parte do proestro e rapidamente comegam a
aumentar préximo ao pico de LH (CONCANNON et al., 1989). Segundo Johnston et al.,
(2001), o momento ideal para a realizagdo da IA seria dois dias ap6s a progesterona ter
atingido concentracdes entre 4 e 10 ng/mL. Dosagens paralelas de progesterona e
horménio luteinizante (LH) mostraram que o inicio da elevagdo significativa da
progesterona corresponde ao pico do LH, o qual pode ser uma referéncia importante
para definir-se as datas da inseminacao, uma vez que a ovulagdo costuma ocorrer 48
horas ap6s o pico desse horménio (GUERIN, 1998).

A dosagem da progesterona pode ser feita com auxilio de kits semiquantitativos



comerciais do Enzime Linked Imunosorbent Assay (ELISA) ou por laboratérios
especializados que fornecem valores quantitativos obtidos por radioimunoensaio (RIA).

1.5 Histérico da Inseminacao artificial (1A)

A primeira |IA em cdes relatada cientificamente foi realizada em 1780 pelo monge
italiano Lazzaro Spallanzani que inseminou com auxilio de uma seringa uma cadela de
raca Bardoni com dezenove grdaos de esperma (1 grao=50mg) colhido de um céao da
mesma raga € como consequéncia, 62 dias apds, nasceram 3 filhotes sadios com
caracteristicas da referida raga (JOHNSTON et al., 2001). Em 1914, Giuseppe
Amantea, um fisiologista italiano, construiu a primeira vagina artificial, adaptavel ao cao
visando estudos sobre o0 sémen (MIES FILHO, 1987).

Harrop em 1954 realizou a primeira |A com sémen de cées refrigerado a 4 °C.
Apbs 15 anos, Seager (1969) obteve a primeira gestacao utilizando amostras de sémen
canino congelado, resultando no nascimento de dois filhotes, prosseguindo nos anos 80

com resultados se aproximando aos obtidos por monta natural.

1.6 Vias de inseminacao artificial

A inseminacao artificial intravaginal (1AlV), é amplamente utilizada por ser de facil
execucao e oferecer bons resultados. Para esta técnica pode-se utilizar pipetas rigidas
de vidro ou plastica (SEAGER e PLATZ,1977) ou a sonda de Osiris (MIALOT et al.,
1985). No protocolo classico de inseminacao intravaginal, recomenda-se a elevagao do
membros posteriores da cadela por 5 a 20 minutos, visando-se evitar o refluxo do
sémen (SEAGER, 1986).

A inseminacéao artificial intrauterina (IAIU), pode ser utilizada em casos onde a
via vaginal poderia comprometer os resultados da IA, como, por exemplo, na utilizacao
de um sémen congelado com baixa qualidade pds-descongelacdo (SILVA et al.,
1995a). Segundo Johnston et al., (2001), a IAIU pode ainda ser utilizada como uma
alternativa para melhorar as taxas de fertilidade de machos oligospérmicos. A IAIU pode

ser feita por via transcervical, ou por meio de procedimentos cirargicos transabdominais



como a laparotomia e laparoscopia. A IAIU por laparotomia tenta superar as
dificuldades da inseminacao transcervical. A IAIU por laparoscopia, apesar de ser uma
técnica cirurgica, é pouco invasiva, de rapida execuc¢do, necessitando de menor tempo
de anestesia, pois esta em longa prazo pode interferir na motilidade uterina e na
migragao oocitaria (TSUTSUI et al., 1989).

Os resultados obtidos com esta técnica, tanto com sémen fresco ou congelado,
tém sido satisfatorios (SILVA et al., 1995b). Boas taxas de fertilidade ja foram obtidas
com doses inseminantes de 35 x 10° espermatozéides méveis apds IAIU e de 50 x 10°
espermatozoéides méveis apds IAIV (WILSON, 1993).

Segundo Wilson (1993), esse método proporcionaria taxas de concepgdo em

torno de 80%, mesmo com a utilizagdo do sémen congelado.

1.7 Inseminacao artificial utilizando sémen congelado

O sucesso da inseminagdo com sémen congelado é dependente do local de
deposi¢do e do momento de ovulacao (JEFFCOATE e LINDSAY, 1989). Os melhores
resultados de fertilidade utilizando sémen congelado sao obtidos quando é realizada
inseminagao intrauterina (LINDE FORSBERG, 1991). No uso do sémen refrigerado,
Pinto et al., (1999) obtiveram 90% e 100% de fertilidade em cadelas submetidas a IAIV
com sémen refrigerado por 24 e 48 horas, respectivamente. Mas, segundo Guérin
(1998), os resultados sdo geralmente inferiores aqueles obtidos com o sémen fresco,
sendo obtida uma taxa de fertilidade em torno de 70%.

Cremonesi et al., (2005) realizaram uma Unica inseminac¢ao transcervical por
endoscopia utilizando sémen congelado. As amostras de sémen continham 50-95% de
espermatozoéides moveis, motilidade progressiva 4-5 (0 - sem motilidade; 5 - motilidade
maxima), e anomalias espermaticas menores que 30%. O volume da dose variou de 1,5
a 3 mL até que a concentracdao atingisse 100 milhdes de espermatozdides por palheta
apds a descongelacdo. A monitoracao do ciclo estral foi feita a partir do quinto dia de
proestro, por meio de citologia vaginal e dosagens de progesterona. As inseminagdes
foram realizadas quando a citologia vaginal mostrava 90% de células cornificadas, e 48

horas apds os concentragdes plasmaticos de progesterona atingirem valores acima de
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6,5 ng/mL. A canulagao intrauterina foi realizada utlizando endoscopio rigido, apos
sedacdo do animal. Os autores obtiveram 71% de prenhez, sendo o numero médio de
filhotes 5,5.

Silva et al., (1995a) realizaram inseminacao intrauterina por videolaparoscopia
em cadelas, com dois procedimentos nos dias 3 e 5 apds estimado o pico de LH,
utilizando sémen congelado em trés extensores diferentes (Laiciphos, Tes/Tris e
Biociphos). As fémeas foram inseminadas com 1,0 mL de sémen com 200 x 10°
espermatozéides/mL diluidos em 1mL de extensor. A taxa de gestacao foi de 60% nos
animais inseminados com sémen contendo Laiciphos e Tes/Tris, e 100% nas cadelas
inseminadas com sémen extendido com Biociphos. Fémeas inseminadas com
Laiciphos, Tes/Tris e Biociphos tiveram ninhadas com 5%2,6; 3,0+1,0 e 3,4 £1,3 filhotes,
respectivamente.

Thomassen et al., (2006) realizaram um levantamento das inseminagoes
artificiais realizadas no periodo de 1994 a 2003. As inseminagdes foram feitas em 685
cadelas, utilizando sémen congelado em fémeas em estro natural, pequeno, médio, e
grande portes. O tempo de ovulacdo foi baseado na avaliagcdo clinica e laboratorial,
incluindo secrecao vaginal, e concentracdes de progesterona. Duas inseminacoes
foram feitas, 2° e 3°dias apds estimada ovulagao.

Apbs coleta por manipulagdo digital, as amostras seminais foram avaliadas
quanto a motilidade e anomalias espermaticas, e diluida em Tris-frutose-acido citrico
(35-37°C), contendo 8% de glicerol e 20% de gema de ovo, alcancando uma
concentracdo de 1,0x10® espermatozéides/mL. Seguido o processo de congelagao,
novas avaliagdes foram realizadas ap6s descongelagdo, e um volume de 2-2,5 mL da
amostra foi utilizado. O procedimento de inseminacao foi feito utilizando catéter
transcervical, sendo inseminagao intrauterina em 665 e intravaginal em 20 cadelas. A
taxa de prenhez foi de 73,1% e a média do numero de filhotes foi 5,7+ 0,1. Houve 75%
de concepgao nos animais provenientes de inseminagao intrauterina, somente 10% nas
fémeas de inseminagdo intravaginal.

Fontbonne & Badinand (1993), encontraram taxa de fertilidade de 52,6% a partir

de IAIV com a sonda de Osiris e 73,6% em IAIU transcervical por cateterismo, nao
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sendo evidenciadas diferencas estatisticas entre os dois métodos.

1.8 Inseminacao artificial utilizando sémen fresco

A IA com sémen canino fresco, proporciona resultados de fertilidade similares
aqueles obtidos pela monta natural (PEREIRA et al., 2001), a qual, segundo Daurio et
al., (1987), apresenta eficiéncia em torno de 85% nesta espécie.

Silva et al., (1995b) avaliaram inseminagdo intrauterina por laparoscopia em
cadelas em cio natural utilizando sémen fresco e outro grupo com monta natural. Duas
inseminagdes foram realizadas com 48 horas de intervalo nos dias 3 e 5 ou 4 e 6, apds
aumento de progesterona plasmatica considerada indicativo de pré-ovulacao e pico de
LH. A inseminagdo por laparoscopia foi realizada utilizando férceps para fixacdo do
Utero e catéter 18G para deposicdo do 1mL de sémen fresco (250 & 480 x 10°
espermatozéides /mL) no lumen uterino. Todas as inseminagbes resultaram em
gestacdo, o tamanho da ninhada foi similar nos animais inseminados e de monta
natural (5 = 1,8 e 4 = 1,6 filhotes/fémea respectivamente). O tempo de gestacdo nos
animais inseminados foi 65,2 £ 0,8 dias e monta natural 65,4 = 0,5 apés o pico de LH.

Tsutsui et al., (2003) realizaram inseminacao intratubdria em cadelas utilizando
sémen fresco em diferentes concentragcdes (0,5 x 10°% 2,0 x 10° 4,0 x 10°
espermatozdides em cada tuba uterina. O periodo de ovulagdo foi determinado por
mensuracoes de P4, considerando o dia da ovulagdo quando os concentragdes se
encontravam em 2 ng/mL. As fémeas foram inseminadas 3 - 5 dias apds a ovulagéao,
por laparotomia, depositando o sémen na ampola tubarica. Nenhuma concepc¢ao foi
verificada nos animais inseminados com 0,5 x 10°, entretanto a concepgao ocorreu em
75% e 37,5% das fémeas inseminadas com 2,0 x 10° 4,0 x 10° espermatozdides,

respectivamente.
1.9 Coloracao dos embrides

O corante Hoescht cora o DNA nuclear e tem sido largamente empregado em

citologia com a finalidade de corar cromossomos. Com a utilizagdo desse corante,
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avalia-se também a integridade da membrana célular (Saha et al., 2000) e dos
componentes nucleares (Jewgenow, 1998).

O iodeto de propidio também €& um agente que penetra na molécula de DNA
(corante de acidos nucléicos) e emite uma fluorescéncia amarela e vermelha. O iodeto
de propidio ndo penetra na membrana de células viaveis. A exclusdo do iodeto de
propidio € assim um método eficiente para deteccéo da integridade de membrana (Silva
et al., 2001).
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CAPITULO 2 : AVALIACAO DE TRES DIFERENTES DILUENTES E PROTOCOLOS
PARA A CONGELACAO DE SEMEN A BASE DE TRIS

RESUMO

O objetivo com este estudo foi comparar os resultados provenientes de trés
diferentes protocolos de congelacédo de sémen canino, sendo o Protocolo 1 (TRIS +
GLICEROL 6%), 2 TRIS - ACIDO CITRICO- GLI 7% - OEP MODIFICADO, 3 (TRIS
+GLICEROL 8%). Como doadores das amostras seminais foram utilizados 3 caes, com
idade entre 1 e 6 anos, considerados higidos apds exame fisico e clinico. Para cada
protocolo, foram colhidas 3 amostras de cada cédo (um total de 9 ejaculados), sendo o
sémen colhido por meio de de manipulacdo digital, procedendo-se as analises de
volume, motilidade, vigor, concentracdo e morfologia espermaticas. Apds analises as
amostras seguiram para os processos de congelacado. Apdés uma semana as amostras
foram descongeladas, e realizou-se novas andlises de morfologia espermatica,
motilidade, vigor e porcentagem de espermatozoides vivos, sendo estes trés ultimos
parametros reavaliados apés 15 e 30 minutos de descongelagdo. Analisando os
resultados obtidos ap6s descongelagéo, o protocolo 2 apresentou melhores resultados
imediatamente apds descongelacdo, e apdés 15 e 30 minutos no que se refere a
motilidade. Este também revelou melhor qualidade de vigor espermético, entretando
nao houve diferenca significativa entre eles. Maior niumero de espermatozdides vivos foi
encontrado nas amostras submetidas ao protocolo 2, bem como maior porcentagem de
espermatozdides com morfologia normal ap6s descongelacdo, apresentando diferenca
significativa entre os protocolos. Concluiu-se que o protocolo 2 parece oferecer melhor
capacidade de manutencdo das caracteristicas da célula espermatica, reduzindo os

danos provocados pelo processo de congelagao.
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SUMMARY

The objective of this study was to compare the results among three different
canine semen freezing protocols: Protocol 1 (TRIS + GLYCEROL 6%), 2 TRIS -
ACIDO CITRICO- GLI 7% - OEP MODIFICADO), 3 (TRIS + GLYCEROL 8%). Three
dogs were selected as donors with age between 1 and 6 years old, considered healthy
after physical and clinical evaluation. For each protocol, 3 ejaculates were collected from
each dog (total of 9 ejaculates/ protocol), being the semen collected by digital
manipulation, followed by analyses of volume, maotility, vigor, sperm morphology and
concentration. After that the samples were submitted to a freezing process. One week
later, the samples were unfrozen and the same analyses of morphology, motility, vigor,
and percentage of living spermatozoa were done, being these last three parameters re-
evaluated after 15 and 30 minutes from thawing. Analyzing the results obtained after
thawing process, the protocol 2 showed better results immediately and at 15 and 30
minutes after this process, in what refers to motility. The protocol 2 also showed better
vigor quality, however did not exist significant difference between 1 and 3. The highest
number of living spermatozoa was noticed in samples submitted to protocol 2, as also
higher percentage of spermatozoa with normal morphology after thawing process,
showing significant difference among the protocols 1 and 3. In conclusion the protocol 2
seems to offer better maintenance capacity of the sperm cells characteristics,
decreasing damages as the resulted from the freezing process.
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I. INTRODUGCAO

O grande numero de animais em risco de extingdo tem feito emergir a
necessidade do aprimoramento de biotécnicas reprodutivas, com o intuito de
preservacdo destas espécies. Além disso o aumento no interesse por parte dos
criadores em incrementar a eficiéncia reprodutiva dos seus animais tem levado a um
maior desenvolvimento da criacdo de cées. Neste sentido, a preservacdo de gametas
masculinos é valioso método, uma vez que a congelacao possibilita 0 armazenamento
de material genético por um periodo de tempo ilimitado, preservando caracteristicas de
animais de alto valor genético por meio de geragdes e mesmo apos a morte do animal.
O uso do sémen congelado também inclui a possibilidade de transporte do sémen para
qualquer lugar e a qualguer momento, e até mesmo o0 uso de animais que ndo estejam
aptos a realizar a monta natural.

O conceito de criopreservacdao do espermatozéide, implica na preservagao de
sua capacidade funcional, ou seja, a habilidade para produzir descendentes, o que
necessariamente, envolve a manutencdo da integridade célular, a habilidade em
penetrar o 00cito e a competéncia para suportar o desenvolvimento embrionario.
Entretando os processos de congelagdo e descongelagdo, causam diminuicdo na
qualidade espermatica e precisam ser otimizados, com a finalidade de maximizar a
viabilidade do sémen apds este processo.

Com este estudo objetivou-se comparar a capacidade de manutencdo da
integridade do espermatozéide submetidos a trés metodologias de congelacao.

Il. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral:
Estudar a influéncia de trés diferentes diluentes contendo TRIS e protocolos de

congelacao na viabilidade espermatica pds descongelacao do sémen canino.
2. 1. 2 Objetivos Especificos:

Apoés a congelagéo do sémen canino em trés diferentes diluentes: TRIS+GLI 6%;
TRIS+ACIDO CITRICO+GLI 7%; TRIS+GLI 8%, objetivou-se avaliar motilidade, o vigor,
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a percentagem de espermatozdides vivos e a morfologia espermatica antes e
imediatamente ap6s descongelagao.

- Estimar a motilidade, vigor e percentual de espermatozoides vivos aos 15 e 30
minutos apds descongelagéo.

2.2 HIPOTESE
O diluente a base de TRIS utilizado durante o processo de congelagédo promove
resultados satisfatérios no que se refere ao comprometimento da qualidade das células

espermaticas e ainda que estes protocolos e diluentes sejam adequado a nossa
realidade financeira.
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ll. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 3 cées para a coleta de amostras de sémen; dois deles sem
raca definida (com 3 e 6 anos de idade, 6 e 12 kg de peso corpdreo), e um da raga Bull
Dog Inglés (1 ano de idade e 8kg de peso corpdreo). Os animais, provenientes da rotina
de atendimento do setor de Obstetricia Veterinaria, do Hospital Veterinario Governador
Laudo Natel - Unesp, campus de FCAV-UNESP Jaboticabal, foram considerados
higidos apds exame clinico e laboratorial (hemograma e bioquimico). Previamente ao
experimento, os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo a coleta de

sémen por manipulacao digital, e exame androlégico completo.

3.2 Coleta e analise do sémen

Para cada protocolo (TRIS + GLICEROL 6% ), (TRIS - ACIDO CITRICO- GLI 7%
- OEP MODIFICADOQO), (TRIS +GLICEROL 8%), foram colhidas 3 amostras de cada cao
(num total de 9 ejaculados), com intervalo de uma semana entre coletas. Foi realizada
uma higienizagdo do pénis e prepucio com solugéao salina NaCl (0,9%) préviamente a
coleta. O sémen foi colhido por massagem digital do pénis. Foram colhidas a segunda e
parte da terceira fragdo espermaticas, utilizando tubos Falcons de 15 mL (Figura 01).

3.3 Analise dos ejaculados

Apés coleta, o ejaculado foi mantido em temperatura ambiente, para analises
macroscopica e microscoépica.

A mensuragdo de volume e coloracdo do ejaculado foram realizadas
imediatamente apos coleta do sémen (Figura 02).
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Figura 01: Coleta de sémen por Figura 02: Amostra do sémen em tubo

compressao digital do bulbo. FCAV-Unesp plastico graduado durante avaliagdo de

Jaboticabal-2009 coloraggdo e volume. FCAV-Unesp
Jaboticabal-2009

As avaliagbes microscépicas foram realizadas utilizando microscopio Optico de
luz (Nikon Eclipse E200®). Primeiramente realizou-se a avaliacido da motilidade e vigor
espermatico por meio de de uma gota de sémen fresco sob lamina, coberta com
laminula, previamente aquecidas em placa térmica (Eletrovet®) a 37°C. A motilidade
espermdtica foi avaliada sob aumento de 10x e de forma subjetiva (porcentagem de
espermatozdides moéveis), sendo que 0 era equivalente a nenhum espermatozéide
mével e 100; todos os espermatozdides com movimento progressivo. A determinagao
do vigor espermatico foi realizada de acordo com a qualidade do movimento dos
espermatozéides e classificado de acordo com a escala descrita no anexo 01. A
concentracdo espermatica foi realizada em camara hematimétrica de Neubauer apés
diluicdo do sémen na propor¢cdo de 1:20 (50uL de ejaculado e 950uL de agua
destilada). A contagem foi realizada em microscoépio de contraste de fase, em aumento
de 40x.

A deteccéao de eventuais defeitos na morfologia espermatica, foi feita por meio de
de um esfregaco de sémen em lamina de vidro, seguido da fixacdo em formol salina
durante 10 minutos em banho maria, a 37°C, posteriormente secos em temperatura
ambiente. Ato continuo as laminas foram coradas pelo método de Karras modificado
por Papa et al., (1988). Foi realizada a contagem de 100 células em microscépio de
contraste de fase, com objetiva de imersdao (100x). Os defeitos de morfologia
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espermatica foram classificados em defeitos maiores e menores segundo o Manual
para Exame Androlégico e Avaliagcdo do Sémen de Animal do Colégio Brasileiro de
Reprodugéo Animal (1998).

Padronizamos as amostras a serem utilizadas em nosso de congelagdo de
sémen somente aquelas que exibiram motilidade minima de 70%, vigor superior a 3, e

anormalidades morfologicas espermaticas inferiores a 30%.

3.4 Processo de Congelacao do Sémen
Cada céao forneceu 3 ejaculados, com intervalo de uma semana entre as coletas;
num total de 9 ejaculados para a realizagdo de cada protocolo de congelagao.

3.4.1 Protocolo 1 ( TRIS + GLICEROL 6%)

Para a realizacdo do protocolo 1, utilizou-se método descrito por Silva et al.,
(2006) modificado pois realizamos Unica adigéo de glicerol durante o processo. A base
do tampéao TRIS esta descrita no anexo 02. Apds a preparacao foi adicionado 6% de
glicerol.

As amostras foram mantidas a temperatura de 27°C, por 10 minutos e em
seguida as aliquotas de sémen foram diluidas em TRIS na mesma temperatura. As
amostras foram colocadas em caixas de isopor contendo gelo reciclavel por 40 minutos,
onde atingiram a temperatura de 15°C, e logo levadas a um refrigerador de bancada a
temperatura de 4°C por mais 30 minutos. Seguido este processo as amostras foram
envasadas em palhetas de 0,5 mL, lacradas com alcool polivinilico, sendo a
concentragdo espermatica final de 80x10° espermatozdides/mL. As palhetas foram
expostas durante 5 minutos ao vapor de nitrogénio, em suporte de metal, posicionado a
5 cm de distancia do nivel de nitrogénio liquido. Logo, as palhetas foram mergulhadas
em nitrogénio liquido e acondicionadas em botijao criobiol6gico a -196°C durante uma
semana. Apds este periodo procedeu-se a descongelacado das amostras, com imersao
das palhetas em banho-maria a 38°C por 1 minuto. Foram realizadas as avaliagdes de
motilidade e vigor espermaticos, e confeccdo de laminas para futura avaliacdo da
morfologia espermatica, no momento do descongelacdo, 15 e 30 minutos apos
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descongelacao.
A metodologia empregada nestas avaliages foi a mesma descrita anteriormente

para a avaliacao destes parametros nas amostras de sémen a fresco.

3.4.2 Protocolo 2 (TRIS - ACIDO CITRICO- GLI 7% - OEP MODIFICADO))

O protocolo 2 foi realizado de acordo com o processo de congelagdo descrito
por Pefia (2000) modificado por Martins (2005). Apds andlises, o ejaculado foi
centrifugado a 800 g por 10 minutos (Centrifuga TDL80-2B®). O “pellet’ obtido foi
ressuspendido em meio diluente utilizado por PENA & LINDE-FORSBERG (2000) e
modificado por Martins (2005) e descrito no anexo 03, sendo a concentracao final de
80x10° espermatozoides/mL.

Apoés diluicdo, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,5 mL, lacradas
com alcool polivinilico e levada a um refrigerador, com temperatura constante de 5°C,
por um periodo de uma hora. As palhetas foram expostas ao vapor de nitrogénio, em
suporte de metal, posicionada a 6,0 cm do nivel de nitrogénio liquido, durante 20
minutos. Apés esse periodo, as palhetas foram mergulhadas em nitrogenio liquido e

armazenadas em botijao criogénico.

Figura 03: Amostras espermaticas envasadas, em
refrigerador a temperatura de 5°C. FCAV-Unesp
Jaboticabal-2009.

O processo de descongelacao foi realizado mergulhando as palhetas em banho-
maria a 72°C por 8 segundos, utilizando termb6metro para o controle exato da

temperatura da agua no interior do recipiente do banho-maria. Imediatamente apés a
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descongelagcédo, o sémen da palheta foi diluido em 0,5 mL do meio utilizado (TRIS -
acido citrico - OEP modificado, sem glicerol). As amostras foram colocadas em tubos
plasticos de 1,5 mL, e mantidas em placa térmica a 37°C durante as analises pos-
descongelagdo. Foram realizadas as avaliacdes de motilidade e vigor espermatico, e
confecgéo de laminas para futura avaliagdo da morfologia espermatica, no momento da
descongelagdo, 15 e 30 minutos apds descongelacdo. A metodologia empregada
nestas avaliagbes foi a mesma descrita anteriormente para a avaliagdo destes

parametros nas amostras de sémen a fresco.

3.4.3 Protocolo 3 (TRIS +GLICEROL 8%)

Foi utilizado o protocolo de congelacdo descrito por SANTOS (1998) onde o
glicerol adicionado como diluente, em concentracao de 8%, e como protetor a gema de
ovo a 20%.

Apoés diluicdo as amostras foram envasadas em palhetas de 0,5 mL sendo a
concentracdo espermatica em cada palheta de 80 x 10° espermatozéides/mL.

Primeiramente as palhetas foram levadas a refrigerador a 4°C por 30 minutos.
Em seguida foram expostas ao vapor de nitrogénio, colocadas sobre suporte de metal,
a 5 cm do nivel de nitrogénio liquido dentro da maquina de congelacdo (xxx),
obedecendo a curva de congelacdo descrita na Tabela abaixo, sendo a temperatura
monitorada por termdmetro digital.

Tabela 1: Curva de congelagao do sémen canino utilizada durante a
realizagéo do protocolo 2. FCAV-Unesp Jaboticabal 2009.

Temperatura Resfriamento

+4°C a-20°C 6°C/min

-20°C 2 -80°C 15°C/min

-80°C a-100°C 8°C/min

-100°C a-115°C 5°C/min

-115°C 2 -196°C Palhetas mergulhadas no nitrogénio
liquido

Ato continuo as palhetas foram levadas ao botijao criobioldgico, permanencendo
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congeladas por uma semana

O processo de descongelacao foi realizado mergulhando as palhetas em banho-
maria a 37°C, durante 30 segundos (Farstad,1996). As amostras foram colocadas em
tubos plésticos de 0,5 mL e mantidas em placa térmica a 37°C durante as analises pds-
descongelagcdo. Foram realizadas as avaliacées de motilidade e vigor espermatico, e
confecgéo de laminas para futura avaliagdo da morfologia espermatica, no momento da
descongelagdo, 15 e 30 minutos apds descongelacdo. A metodologia empregada
nestas avaliagbes foi a mesma descrita anteriormente para a avaliagdo destes

parametros nas amostras de sémen a fresco.

3.4.4 ANALISE ESTATISTICA

Cada momento de analise das amostras de sémen (fresco, 0, 15, 30 minutos) em
cada parametro (motilidade, vigor, morfologia espermatica e porcentagem de
espermatozéides vivos) foram analisados separadamente, num total de 16 analises.

Todas as analises foram realizadas utilizando o programa SAS'. Cada parametro
foi examinado quanto a normalidade de distribuicdo. Sendo esta normal, o teste
ANOVA foi aplicado afim de se encontrar supostas diferengas significativas entre os
diferentes momentos dentro de cada protocolo, e PDIFF foi usado como “post-hoc test”
para determinar as diferencas entre os tratamentos. Quando os resultados nédo foram
considerados em distribuicdo normal, o teste Kruskal-Wallis foi aplicado afim de se
encontrar supostas diferengas significativas entre os diferentes momentos dentro de
cada protocolo e 0 “post-hoc test” para determinar as diferencas entre os tratamentos.

Diferencga significativa foi considerada quando p<0,05.

! SAS: Statystical Analysis System (Inst. Inc., Cary, NC)
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IV. RESULTADOS

Todas as amostras de sémen a fresco apresentaram coloragao caracteristica. Os

valores de parametros espermaticos como volume da segunda fragdo, concentragao,

motilidade, vigor e morfologia estao representados na Tabela 2.

Tabela 2: Parametros seminais caninos determinados imediatamente apds coleta (n=9)
(Média +Desvios Padrao; p <0,05), FCAV-Unesp Jaboticabal, 2009.

Cao Volume (mL) Concentracao Motilidade Vigor Morfologicamente
(x10° sptz/mL) (%) (0-5) normais
(%)
A 2,20+0,8™ 713,0+215,0™ 91,6450  5,040,0™ 86,93+10,9 "
B 2,26+0,5" 774,0£189,2" 93,348,2"  5,0+0,0" 86,86+12,4 "
c 2,23+0,3" 665,0£210,6 " 90,047,1%  5,040,0" 85,80+8,7 *
MédiatDV  2,23+0,5" 717.3+204,9" 91.646,7*  5,040,0" 86.53+10,6

Valores seguidos de letras mailsculas indicam diferengas entre colunas e letras mindsculas indicam diferengas entre linhas. Sptz=

espermatozéides, DV= Desvio padréo.

Os parametros seminais foram considerados normais para a espécie canina e

nao houve diferencas significativas. Em todos os animais os valores observados apoés

descongelagao foram inferiores comparados com parametros a fresco.

A Tabela 3 contém os valores de motilidade do sémen fresco e descongelado

em diferentes tempos apds o processo de descongelacdo para cada um dos trés

protocolos utilizados, e a Figura 4 ilustra o declinio da motilidade espermatica apoés

processo de congelacao.
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Tabela 3: Avaliacao da motilidade espermatica nas amostras de sémen canino; antes,
no momento da descongelagédo 0 min e apds 15 e 30 minutos de descongelagédo de
acordo com os procolos 1, 2 e 3. FCAV-Unesp Jaboticabal, 2009.

Avaliagbes Motilidade espermatica
Protocolos
1 2 3
Fresco 92,4442 5" 92,77+2,6™ 91,66+3,7"
0 minutos 47,22+3,752 57,88+6,4% 52,55+6,5%
15 minutos 27,4444, 3% 37,0+4,3%2 29,77+6,1°2
30 minutos 20,00+4,3% 22,27+5,6°2 19,22+6,3%2

Valores seguidos de letras diferentes maidsculas indicam diferengas entre linhas e letras mintsculas indicam diferengas entre colunas.

Analisando cada protocolo separadamente, de acordo com cada momento das
analises, observa-se uma diminuigdo significativa (p=0.03) nos valores médios da
motilidade para as amostras a fresco e no momento da descongelacao (0), bem como
entre 15 e 30 minutos apds descongelacdo (p=0.005). Apenas no protocolo 3 houve
diferenca significativa ap6s 30 minutos de descongelacao (p=0.007) comparado com os
valores obtidos em 15 minutos.

Nao houve diferenca significativa entre os valores de motilidade esperméatica
obtidos com a utilizacdo de cada protocolo, ao compara-los dentro de cada periodo
analisado.
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Figura 04: Valores obtidos de motilidade espermética durante a
descongelagdo de acordo com momentos avaliados, sendo Prot.1:
Protocolo 1; Prot.2: Protocolo 2; Prot. 3: Protocolo 3.

Quanto ao vigor espermatico ndo foi observada diferenga significativa na
comparagcao entre os protocolos dentro de cada momento analisado individualmente
(Figura 5, Tabela 4).

\‘\ —e— Prot.1
—a—Prot.2
\\ —a— Prot.3
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Vigor espermatico
w

Fresco 0 15 30

Analises

Figura 05: Valores obtidos de vigor espermatico durante a descongelacao de
acordo com momentos de analise das amostras submetidas aos 3 diferentes
protocolos de congelagédo, sendo Prot.1: Protocolo 1; Prot.2: Protocolo 2;
Prot. 3: Protocolo 3.
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Tabela 4: Vigor espermatico nas amostras de sémen canino; antes, no momento da
descongelagéo e apds 15 e 30 minutos de descongelacao de acordo com os protocolos
1, 2 e 3. FCAV-Unesp Jaboticabal, 2009.

AvaliagGes Vigor espermatico
Protocolos
1 2 3
Fresco 4.8+0.3" 4.2+0.3% 5.0+0.0%
0 minutos 3.6+0.5%° 3.6+0.5%° 3.6+0.7%°
15 minutos 2.3+0.5%° 2.5+0.7%° 2.3+0.4%°
30 minutos 1.1£0.3%° 1.7£0.4%° 1.5+0.5%°

Valores seguidos de letras diferentes maitsculas indicam diferencas entre linhas e letras minudsculas indicam diferengas entre colunas.

Entretando foi possivel observar um declinio em todos os protocolos, no vigor
espermatico das amostras entre as andlises das amostras a fresco e imediatamente
apdés descongelacdo, sendo a média dos valores do protocolo 2 diferentes
estatisticamente daquelas referentes ao protocolo 1 (p=0.002) e 3 (p=0.01), embora os
protocolos 1 e 3 sem diferenca significativa entre eles (p=0.07), quando comparou-se as
amostras a fresco e em 0 minutos ap6s a descongelacdo. Os valores apds 15 e 30
minutos de descongelagédo foram superiores no protocolo 2, entretando esses valores
nao foram significativos. A Figura 05 ilustra esse declinio do vigor esperméatico durante
0 processo de descongelacéao.

Analisando os resultados no que se refere a porcentagem de espermatozdides
vivos apds descongelacao, foram observados 69,4; 71,1 e 42,2% dos espermatozoides
vivos imediatamente apds descongelagao respectivamente das amostras provenientes
dos protocolos 1, 2 e 3; havendo diferenca significativa entre esses valores apés
descongelagédo sendo a porcentagem de espermatozéides vivos verificada no protocolo

1 superior ao 3 (p=0,0097), mas ndo houve diferenca significativa na comparacao entre
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os protocolos 1 e 2 apesar deste ultimo ser superior. Nas avaliagbes apos 15 minutos
de descongelacdo houve diferenca significativa entre os valores, sendo a porcentagem
de espermatozoides vivos apds protocolo 2 superiores ao 3 (p=0,002), mas ndao houve
diferenca significativa quando comparamos os protocolos 1 e 3.

Ao se verificar os resultados obtidos individualmente de cada protocolo em cada
momento analisado, todos os protocolos apresentaram diminuigdo significativa
imediatamente, apds 15 e 30 minutos da descongelacdo, os valores estdo descritos na
tabela 5.

Tabela 5: Porcentagem de espermatozéides vivos nas amostras de sémen canino;
antes, no momento da descongelacdo e apés 15 e 30 minutos de descongelacédo de
acordo com os protocolos 1, 2 e 3. FCAV-Unesp Jaboticabal, 2009.

Avaliagbes Espermatozdides vivos
Protocolos
1 2 3
Fresco 92,5+2,6™ 95,0+0,0" 93,842,252
0 minutos 69,4+4,6° 71,1+16,9%° 42,2+18,5°°
15 minutos 33,345,0™° 47,77+2,65 20,0+4,3™
30 minutos 12,743,6™ 20,0+3,5™ 11,1+2,2"

Valores seguidos de letras maidsculas indicam diferencas entre linhas e letras mindsculas indicam diferencas entre colunas.

Os resultados obtidos durante a avaliacdo de morfologia espermatica estéao
representados na Tabela 6. Uma redugao significativa (p=0,02), foi observada no
numero de espermatozoéides morfologicamente normais, ao se comparar os valores nas
amostras a fresco e descongeladas, em todos os protocolos realizados.

Verificou-se que o protocolo 2 obteve média superior de espermatozoides
normais apos descongelacao (88,21%), representando diferenca significativa ao se
comparar com os protocolos 1 e 3, sendo p=0,009 e p=0,006 respectivamente para

estes. Entretando estes ndo diferiram entre si. Além disso o protocolo 2 resultou em
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menor numero de espermatozéides com defeitos maiores e maior nimero de defeitos

menores, sendo significativamente diferente dos protocolos 1 e 3, (p=0,004).

Tabela 6: Valores médios obtidos durante analises de morfologia espermatica nas
amostras de sémen canino a fresco e apds processo de descongelacdo. FCAV-Unesp
Jaboticabal, 2009.

Morfologia Protocolos
1 2 3

Fresco 5,7+0,1"2 4,2+0,3" 7,1+0,2"2
(% anormais)

Descongelado 13,86+2,15° 11,79+1,4%¢ 14,66+1,3%°
(% anormais)

Defeitos Maiores 0,80+0,022 0,53+0,1° 0,76+0,052
Defeitos Menores 13,06+0,92 11,26+1,5° 13,9+0,72
% Total de normais 86,13+2,9% 88,21+5,6° 85,33+3,22

apos descongelacao

Valores seguidos de letras maitisculas indicam diferengas entre linhas e letras mintsculas indicam diferengas entre colunas.
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V. DISCUSSAO

O tampao TRIS contendo gema de ovo foi escolhido como constituinte na base
dos trés protocolos de congelacdo avaliados, devido aos bons resultados obtidos apo6s
este processo, além de satisfatérias taxas de fertilidade relatados por WEISS et al.,
(2000). Segundo Silva et al., (2002) o TRIS € um tampdo que preserva a energia do
espermatozdide por meio da reducdo do indice de frutdlise celular e sua atividade
tamponante promove a remogao de ions hidrogénio produzidos pelo metabolismo da
célula.

Rotineiramente tem sido utilizada a associacado do TRIS com a gema de ovo na
constituicdo do meio diluente, por proteger o espermatozoéide do choque térmico e agir
na superficie da membrana plasmatica, prevenindo lesdo da mesma conforme relatado
por SILVA (1999).

Na avaliacdo seminal apdés descongelacdo, utilizando trés diluentes e trés
protocolos verificamos importante comprometimento de todos os parametros
analisados, quando comparados aos do sémen fresco. Esta observacao esta de acordo
com as descricdes realizadas por Oliveira (1999), Pefna e Martinez (2000), Silva (2006);
que nao utilizaram os mesmos métodos de congelacao deste estudo, o que nos faculta
dizer que o ato de congelar € o aspecto que causa maior agressao aos
espermatozdides (SILVA et al., 2003b).

Neste estudo foram observados no protocolo 1, 47,22%; 27,44% e 20,0% dos
espermatozdides mdveis; imediatamente apds processo de descongelagao, e apos 15 e
30 minutos deste respectivamente. Esses valores foram inferiores aos observados por
Silva et al., (2006) que observaram 56,5%; 43,6% € 28;6% nos mesmos intervalos de
avaliagao, utilizando o mesmo meio diluente. No entanto Silva et al., (2006) realizaram a
adicao fracionada de glicerol até atingir concentracao de 6%, enquanto neste estudo a
adicao de glicerol foi realizada em uma Unica vez, fato este que pode ter sido
responsavel por tal diferenca entre resultados. No que se refere ao protocolo 2, nossos
resultados (57,8%), se mostraram homogéneos comparados com o0s valores
encontrados por Martins (2005) na qual observou uma grande variabilidade entre 88% a

24% de motilidade espermatica apds descongelagao utilizando mesmo processo de
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congelacdo. Uma motilidade espermatica inferior foi observada ao se comparar os
resultados imediatamente apds descongelagao provenientes do protocolo 3 (52,55%)
enquanto e Santos (2004) refere taxas de 58,0% utilizando o mesmo protocolo. E
importante ressaltar que os resultados referentes a este protocolo foram inferiores,
provavelmente este ter curva de congelacdo mais rapida quando comparado aos outros
protocolos, e este fato causa importantes alteragdes a célula espermatica tornando
relativamente impermeavel a agua, o fluido intracelular ndo consegue sair da célula tao
rapidamente ocorrendo a formacao de cristais de gelo em seu interior causando ruptura
da membrana e consequentemente morte do espermatozdide, assim relatado por
England (1993). Acredita-se que variagdes individuais na qualidade espermética entre
os doadores podem ser atribuidas aos resultados, pois o sémen congelado nao foi
constituido de “pools” de amostra seminal dos caes.

De forma geral, o declinio na motilidade espermética € devido as injurias sofridas
durante o processo de congelacdo, decorrentes das alteracdes fisico-quimicas que
levam a ruptura da membrana plasmatica e a consequente perda de proteinas desta;
alteragcdes na estrutura lipidica da camada lipoprotéica; alteragcdes osmoéticas e
rearranjos idnicos oriundos da adicao do crioprotetor (HOLT, 2000).

Observou-se que os valores de vigor espermatico referentes ao protocolo 1
declinaram significativamente em relacdo as amostras a fresco e imediatamente apds
descongelagdo. Entretanto ao avaliarmos os trés momentos pés descongelacao (0, 15
e 30 minutos) os valores continuaram a decrescer, mas sem diferenca significativa entre
eles. Estes resultados diferem dos encontrados por Silva et al., (2006) os quais
verificaram a manutencdo destes por até 15 minutos apds descongelacdo, mas
diminuiram significativamente ap6s 30 minutos utilizando o mesmo diluente.

A longevidade espermatica apds descongelacao tem sido conservada por alguns
autores por até oito horas, através da adicao de produtos derivados de Dodecil Sulfato
de Sédio (SDS), como pastas Equex STM e Orvus (PENA & LINDE-FORSBERG, 2000;
ROTA et al.,, 1997). Tsutsui et al., (1989) relataram que o espermatozéide canino é
capaz de alcancar a tuba uterina em até trés minutos apds sua deposigéo intravaginal.

Além disso foi sugerido por Strom et al., (1997) que a baixa longevidade espermatica
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nao esta necessariamente associada a baixa fertilidade. Estes autores obtiveram 74%
de espermatozdides movéis logo apds descongelacado, declinando para 20% apds 60
minutos a 37°C, e ainda assim obtiveram 85% de fertilidade no uso desse sémen apos
deposigao intrauterina.

Com relacdo a morfologia espermatica, todos os protocolos permitiram uma boa
conservagdo da mesma, ja que apresentaram valores maiores que 80% de
espermatozéides normais apds descongelagdo, achados que encontram similaridade
nas descricoes de Christiansen et al., (1988) para sémen de boa qualidade.

O protocolo 2 foi superior aos demais apds descongelacdo no que se refere a
este parametro, apresentando um menor percentual de alteragdes, que podem ter sido
ocasionadas pelos procedimentos de congelacdo e descongelacdo, choques térmicos
0s quais 0 espermatozoéide é submetido (FARSTARD, 1996). O fenémeno biol6gico da
diminuicdo em torno de 7,5% do numero de espermatozdides integros apos
descongelagcado encontrados em nossas amostras diluidas em TRIS-citrato-glucose esta
de acordo com o relato de Terhaer (1993), onde informou sobre uma diminuicao de até
30%.

Apés avaliarmos todos os parametros seminais nos periodos de pds congelagcéao
de modo comparativo podemos comentar que o protocolo 2 foi melhor do que os
demais, ainda que nao tenha havido sob a luz da avaliagdo estatistica algum tipo de
diferenca. Complementarmente acreditamos ser importante frisar uma vez mais ter sido
o protocolo de numero 2 superior, fato que verificamos pelos dados biolégicos obtidos
em motilidade, vigor e morfologia espermatica, apds descongelacéo.

Entretanto, esse grupo ndo diferiu significativamente dos demais quanto a
motilidade, vigor espermatico e porcentagem de espermatozdides vivos apos
descongelacdo. A motilidade p6s-descongelagao obtida no protocolo 1 (47,22 £ 3,7%)
nao esta na faixa ideal (50-65%) para realizacao de inseminacao artificial com sémen
congelado relatada por Concannon & Batista (1989). Os melhores resultados
provenientes do protocolo 2, foram provavelmente devido a uma associacdo dos efeitos
crioprotetores da gema de ovo, glicerol e Orvus es Paste modificado, protocolo descrito
por Martins (2005).
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A adicao de detergentes, como o SDS (dodecil sulfato de sédio) como um dos
componentes do Equex STM Paste® (Nova Chemical Sales, Scituate Inc., M.A., EUA) e
Orvus es Paste® (Proctor & Gamble, Cincinatti, OH, EUA) no meio diluente tem sido
preconizada, pelos seus beneficios, favorecendo a acao dos fosfolipideos da gema de
ovo e aumentando a protegdo do espermatozéide contra o choque térmico, também
relatado por PENA et al., (2003), e Martins (2005).

Apesar de o espermatozodide canino ser considerado relativamente resistente as
crioinjurias, OLAR (1984) observou que a congelacdo deste na auséncia de um
crioprotetor, assim como em outras espécies, resulta em uma alta redu¢cao no niamero
de espermatozoides moéveis apds a descongelacdo. Esse efeito protetor do glicerol
deve-se ao fato do mesmo permear a membrana celular, permitindo a desidratacao da
célula através da saida de agua por osmose de acordo com Hammerstedt et al., 1990),
evitando a formacao de cristais de gelo que poderdo promover a ruptura da membrana
plasmatica do espermatozéide. Conforme Oliveira et al.,(1999), o glicerol a 6%
adicionado a diluentes TRIS-gema proporcionou queda significativa na motilidade e
vigor dos espermatozéides descongelados, assemelhando-se aos resultados obtidos
neste trabalho apos protocolo 3 e por Santos (2004). Por outro lado Weiss et al., (2000)
relataram que melhores resultados, 65% de motilidade foram obtidos com TRIS-gema
acrescido de 6% de glicerol, divergindo dos resultados acima descritos. Esta variagao
pode ser atribuida a adicdo de Equex ao diluente e pelas concentragcées dos outros
componentes utilizados na formulacédo do diluente preconizado pelos referidos autores.
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VI. CONCLUSAO

- O protocolo de congelacdo TRIS+ACIDO CITRICO+GLI 7%, apesar de nédo
revelar diferenga estatistica, ofereceu melhores condi¢des bioldgicas de manutencao da
integridade das células esperméaticas apos processo de congelagéao.

- Foi possivel observar um descréscimo nos valores referentes a todos os
parametros espermaticos analisados apos descongelagéo.

- As amostras submetidas ao protocolo 2 apresentaram resultados superiores de
motilidade, vigor, porcentagem de espermatozdides vivos imediatamente apos
descongelagao.

Os diluentes a base de TRIS ofereceram boas condi¢des da qualidade do sémen

apoés processo de descongelacao.
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CAPITULO 3: Inseminacdo artificial intrauterina com sémem fresco e
descongelado por videolaparoscopia em cadelas.
RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a taxa de concepcdo em cadelas apés
inseminagao artificial intrauterina por videolaparoscopia. Um total de 20 cadelas foram
inseminadas, sendo 10 com sémen fresco e 10 com sémen congelado. Os animais se
encontravam em estro natural e sob acompanhamento da citologia vaginal. Quando
aproximadamente 90% das células se apresentaram cornificadas, foram realizadas
dosagens séricas de progesterona afim de se determinar o momento exato da
inseminagdo. Trés machos foram utilizados como doadores de sémen e as coletas
foram realizadas por manipulacédo digital. Apds coleta o ejaculados foram analisados
quanto ao volume, motilidade, vigor e concentragdo esperméatica. Para a inseminacoes
utilizando sémen fresco, a coleta foi realizada momentos antes do procedimento, e 0
sémen acondicionados em banho—maria a 37°C até o momento da inseminagao.
Amostras destinadas a inseminagdo com sémen descongelado, obtiveram mesmo
processo de andlises apds coleta, seguindo para o processo de congelacao,
permanecendo congeladas por no minimo uma semana, e entdo descongeladas
momentos antes do procedimento. De acordo com os concentracbes seéricas de
progesterona, as inseminacdes intrauterinas por videolaparoscopia foram realizadas,
sendo cada corno uterino inseminado com 1mL de sémen, em concentragdo de
250x10° espermatozéides/mL nas cadelas inseminadas com sémen fresco e 80x10°
espermatozdides/mL naquelas inseminadas com sémen congelado. Apos 7 dias as
cadelas foram ovariosalpingohisterectomizadas, sendo o lumen das tubas e cornos
uterinos lavados com solucdo de PBS. Embrides foram encontrados nos lavados de 7
cadelas inseminadas com sémen fresco, e em 5 inseminadas com sémen
descongelado. Concluiu-se que o procedimento de inseminacgao artificial intrauterina por
videolaparoscopia revelou ser alternativa interessante como biotécnica reprodutiva

principalmente no uso de sémen descongelado.

PALAVRAS CHAVE: inseminagéo artificial, cadelas, videolaparoscopia
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SUMMARY

The objective of this study was to evaluate the fertility in bitches after intrauterine
artificial insemination by videolaparoscopy. A total of 20 bitches were inseminated, being
10 with fresh semen and 10 with frozen. The animals were in natural oestrus, and their
vaginal cytology was followed. When approximately 90% of the cells were cornificated,
evaluation of serum levels of progesterone was performed, with the objective to
determinate the exact moment of the artificial insemination. Three males were used as
donors, and the samples collection was performed by digital manipulation. After
collection the ejaculates were analysed considering volume, motility, vigor and sperm
concentration. For the inseminations using fresh semen the collection was performed
minutes before the process, and the semen sample was maintained at 37°C. Samples
destined to inseminations using frozen semen were submitted to the same analysis
process after collection, followed by the freezing process, being frozen during a
minimum period of one week, and thawing moments before the procedure.

According to the serum levels of progesterone, the intrauterine inseminations by
videolaparoscopy were performed, being each uterine corn inseminated with 1 mL of
semen, with 250x10° espermatozoa/mL in bitches with fresh semen and 80x10°
espermatozoa/mL in bitches with frozen semen.

After 7 days the bitches were ovariohysterectomized, and the lumen of the uterine
tube and corns were flushed with PBS solution. Embryos were found in 7 bitches
inseminated with fresh semen, and in 5 inseminated with frozen semen. It was
concluded that the intrauterine artificial insemination by videolaparoscopy seems to be
an interesting reproductive biotechnology method, especially in what refers to the use of
frozen semen.

KEY WORDS: artificial insemination, bitches, videolaparoscopy
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I. INTRODUGCAO

A utilizacdo da inseminacao artificial (IA) na espécie canina, tem sido bastante
utilizada na atualidade, contudo s&o necessarios maiores conhecimentos e controle dos
fatores que podem influenciar seu sucesso. Assim, diversos estudos sdo conduzidos
visando encontrar metodologias de preservagdo de gametas, que permitam uma perda
minima da qualidade do sémen, maior eficacia na determinagdo do momento ideal para
a inseminacgao e utilizagdo de uma via eficiente que n&o traga riscos ao animal.

A |A em caes seria apenas 0 comeco de uma nova era para a reproducao e
otimizacdo do material genético de canideos domésticos e selvagens, uma vez que as
biotecnologias estabelecidas para esta espécie poderiam servir como base para
estudos que visem a preservacao e difusdo do material genético oriundo de canideos
selvagens ameacados de extincdo (WAYNE e VILA, 2001). Sendo assim essa técnica
pode ser utilizada ainda como alternativa na impossibilidade de monta natural e ainda, a
utilizacdo de sémen congelado, o que possibilita a manutengcdo da capacidade
fecundante em animais de alto interesse zootécnico por tempo indeterminado, além de
evitar o estresse causado pelo transporte para fins de acasalamento (GUERIN, 1998).

Porém, os resultados obtidos por meio da IA com sémen canino congelado séao
ainda bastante heterogéneos (LINDE-FORSBERG, 1989; SILVA et al., 1995).

Nesse sentido, com o presente estudo objetivou-se a avaliacdo da fertilidade, por
meio da inseminagao artificial intrauterina por videolaparoscopia, utilizando sémen

fresco e descongelado.
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Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:
Observar em cadelas a taxa de concepgao apés IAIU por videolaparoscopia com

a utilizagéo de sémen fresco e descongelado.

2.1.2 Objetivos Especificos:

- Verificar no 7° dia apds a IA o numero de embrides e o6citos nas tubas e cornos
uterinos.

- Correlacionar o numero de corpos luteos ovarianos com o nimero de embrides e
odcitos obtidos.

- Analisar a localizagdo do maior numero de embrides apds 7 dias de inseminacao
artificial.

- Verificar se 0 método de lavagem é eficiente na recuperacdo de embrides.

- Verificar se a concentracdo sérica de progesterona associada a colpocitologia

contribuiu no diagndéstico do correto periodo de ovulagéao.

2.2 HIPOTESE

A IAIU por videolaparoscopia pode ser um método de eleicdo para o uso em
espécies de canideos com interesse de preservacao.
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ll. MATERIAL E METODO

3.1 Animais

Foram utilizadas 20 fémeas caninas, sem raca definida, com idade entre 1 € 6
anos, consideradas higidas apds exame fisico e laboratorial, provenientes do
atendimento do setor de Obstetricia Veterinaria, do Hospital Veterinario Governador
Laudo Natel - Unesp, campus de FCAV-Unesp Jaboticabal.

As cadelas necessariamente se encontravam em estro natural, comprovado por
citologia vaginal e dosagens séricas de progesterona.

Trés machos da espécie canina, com idade entre 1 e 5 anos de idade,
considerado higidos apds exames fisico, laboratorial e androldégico, foram utilizados
para a coleta de sémen.

3.2 Citologia vaginal e dosagens de progesterona

A partir da observagdo dos primeiros sinais de proestro, tais como secrecao
vaginal sanguinolenta e edema de vulva , realizou-se a andlise da citologia vaginal
para se detectar as mudancgas no perfil citolégico, de acordo com a fase do ciclo estral.

Amostras sanguineas foram colhidas no momento em que aproximadamente
90% das células do epitélio vaginal se apresentavam cornificadas.

As fémeas que apresentavam concentracdes de progesterona inferiores a 2,0
ng/mL, eram submetidas a novas dosagens a cada 24h, até que as concentragdes se
apresentassem entre 2,0 e 10 ng/mL. As cadelas eram entdo inseminadas de acordo
com o tempo estimado de ovulagdo e maturagdo dos odcitos citado por Johnston et al.,
(2001): onde as concentragdes de progesterona entre 1,0 e 1,9 ng/mL, tem momento
de ovulagdo estimado em até 48 horas apds a coleta sanguinea para a andlise,
concentragdes de progesterona entre 2,0 e 3,9 ng/mL, tem momento de ovulacéao
estimado em até 24 horas e finalmente concentra¢des de progesterona entre 4,0 e 10,0
ng/mL indicam que a cadela ja ovulou ou estd ovulando. As inseminagbes foram
realizadas em média 48 horas ap0s suposta ovulagédo, a qual foi estimada de acordo

com Johnston et al., (2001).
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As dosagens de progesterona foram realizadas utilizando metodologia de
radioimunoinsaio, pelo laboratério “Endomed” em Jaboticabal.

3.3 Processamento do sémen

3.3.1 Preparacao do sémen fresco

Foram utilizados trés caes machos como doadores de sémen, sendo que para
cada inseminacao foram utilizadas amostras seminais de cada macho alternativamente.
Apébs coleta os ejaculados foram avaliados quanto ao volume, coloracdo, motilidade e
vigor. As amostras permaneceram em banho maria, até que os calculos de
concentragdo espermatica fossem realizados. O estudo da concentragdo foi feito
utilizando a férmula matematica descrita no anexo 04. Uma determinada quantidade da
terceira fragdo foi usada como diluente até que a amostra final fosse aproximadamente
250x10° espermatozéides/mL (SILVA et al., 1995). A coleta de sémen foi realizada
simultaneamente ao inicio do procedimento cirurgico. A amostra foi colocada em
seringas estéreis de 1mL em numero de duas e levadas rapidamente ao centro
cirurgico, minutos antes da inseminacao intrauterina, quando o Utero ja estava fixado
pelo cirurgido. Até o momento exato da inseminacdo as seringas contendo amostras

seminais foram mantidas em banho-maria a 37°C.
3.3.2 Preparacao do sémen congelado

Ap6s estudo de trés protocolos de congelacdo, o protocolo 2, descrito por
Martins (2005) foi escolhido por revelar melhores resultados ap6s criopreservacao das
células espermaticas. Apos anadlises, o ejaculado foi centrifugado a 800 g por 10
minutos (Centrifuga TDL80-2B®). O “pellet” obtido foi ressuspendido em meio diluente
utilizado por PENA & LINDE-FORSBERG (2000) e modificado (descrito no anexo 03),
sendo a concentracéo final de 80x10° espermatozéides/mL.

Apoés diluicdo, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,5 mL, lacradas

com alcool polivinilico e levada a um refrigerador, com temperatura constante de 5°C,
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por um periodo de uma hora. As palhetas foram expostas ao vapor de nitrogénio, em
suporte de metal, posicionada a 6,0 cm do nivel de nitrogénio liquido, durante 20
minutos. Apés esse periodo, as palhetas foram mergulhadas em nitrogenio liquido e
armazenadas em botijao criogénico.

O processo de descongelacao foi realizado mergulhando as palhetas em banho-
maria a 72°C por 8 segundos, utilizando termdmetro para o controle exato da
temperatura da agua no interior do recipiente do banho-maria. Imediatamente apds a
descongelagédo, o sémen da palheta foi diluido em 0,5 mL do meio utilizado (TRIS -
acido citrico - OEP modificado, sem glicerol). As amostras foram colocadas em tubos
plasticos de 0,5 mL, e mantidas em placa térmica a 37°C durante as analises pos-
descongelacdo. Apbs descongelacdo as amostras de sémen de cada palheta foram
diluidas em 0,5 mL do meio utilizado TRIS - &cido citrico sem glicerol, e foram
preparadas duas seringas contendo 1 mL de amostra cada, e mantidas em placa

térmica a 37°C .

3.4 Inseminacao artificial intrauterina por videolaparoscopia
3.4.1 Medicacao Pré-Anestésica (MPA):

Como medicacgao pré-anestésica utilizou-se 2mg/kg de peso corporeo de tramadol e
1 mg/kg de levopromazina, ambos por via intramuscular, numa mesma seringa, 15

minutos antes da indugao.
3.4.2 Inducao e Manutencao:

As cadelas foram induzidas a anestesia geral pela administracdo intravenosa de
propofol na dose necessaria para a perda do reflexo laringotraqueal em média 5mg/Kg
de peso corpéreo. A intubagdo destes animais foi realizada com sonda de diametro
adequado ao porte do cao, a qual foi conectada ao circuito anestésico com reinalacao
parcial de gases. A manutengdo anestésica foi realizada utilizando gas isofluorano a
concentragdo cam 2,5% diluido em O.a 100%.
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3.4.3 Fluidoterapia:

Durante todo o procedimento operatério, o animal recebeu fluidoterapia por via

intravenosa, utilizando solugao de Ringer Lactato (10mL/kg/h).
3.4.4 Procedimento cirurgico:

Os animais foram posicionados em decubito dorsal, em cefalodeclive, para o
deslocamento das visceras em favor da gravidade.

Foi realizada uma primeira pungdo abdominal na linha alba, aproximadamente 5
cm caudalmente a cicatriz umbilical, utilizando a agulha de Veres para insuflacao
abdominal com COg, até que a pressao interna atinja entre 8 e 10 mmHg. (Figura 1A).
Em seguida, a agulha de Veres foi retirada e nesta mesma punc¢ao um trocarter de 7
mm, foi posicionado para passagem do endoscépio, acoplado a fonte de luz.
Paralelamente a esta puncéo, aproximadamente a 3cm, foram realizadas tanto no lado
esquerdo quanto direito, uma segunda e terceira pungdo, seguindo 0 mesmo
quadrante. Estes portais foram destinados a passagem de pingas de manipulagéo e
fixacao uterina (Figura 1B).

Apb6s posicionamento dos instrumentos, seguiu-se a inspecdo da cavidade
abdominal e localizag@o dos cornos e corpo uterino (Figura 1C).

Os cornos uterinos foram apreendidos separadamente, e posicionados 0 mais
préximo possivel ao teto abdominal, logo um catéter com 22 gauges de diametro
positionados externamente foi inserido exatamente no ponto onde o corno uterino
estava suspenso (terco cranial dos cornos uterinos). Ato continuo, o cateter foi
introduzido no lumen dos cornos uterinos, para a injecao da amostra de sémen (Figura
1D e 1E).

Apds confirmagao do posicionamento do catéter no limen uterino, seguiu-se a
conexao deste a seringa contendo 1mL de amostra do sémen, o processo foi repetido

no outro corno uterino (Figura 1F).
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Figura 01: A: Instalagdo do pneumoperitdnio, sob inser¢cdo da agulha de Veres (1). B: Trocarte,
endoscoépio e fonte de luz (2) e canula de CO, (3); Trocartes com pingas de manipulagao (4); C:
Localizacdo do tergo cranial do corno uterino e fixacdo utilizando pinga de manipulagédo; D:
Posicionamento do corno uterino e insergdo do catéter pela parede abdominal; E: Imagem interna do
catéter inserido no limen uterino e injecdo da amostra do sémen; F: Imagem externa da insergao do
catéter na parede abdominal, sendo este acoplado a seringa contendo amostra do sémen. FCAV —
Jaboticabal 2009.

48



Realizada as inseminagdes, seguiu-se a retirada de pinga de manipulacao,
endoscopio e trocartes, densinflagdo do abdome e sintese dos locais de pungéo, com
pontos simples separados e fio de nylon 2-0. Como medicagbdes pds-operatorias foram
realizadas uma unica aplicagdo de penicilina benzatina na dose de 40.000 Ul/Kg, por
via intramuscular; e morfina na dose de 0,05 mg/Kg por via subcutanea. Rifamicina foi

aplicada sobre a ferida cirargica duas vezes ao dia, durante 7 dias.

3.4.4 Verificacao da taxa de fecundacao

Apbés 7 dias de inseminacdo, as fémeas foram submetidas a
ovariosalpingohisterectomia pela técnica convencional, descrita por Fossum et al.
(1997).

O utero, ovarios e tubas uterinas foram armazenados em reservatério contendo
solugdo de NaCl 0,9%, em 37°C até o transporte ao laboratorio de Biotecnologia da
Reproducdao da FCAV-Unesp/Jaboticabal. Seguiu-se o posicionamento do material
sobre placa de Petri, sendo as tubas uterinas dissecadas da bolsa ovariana e
seccionadas da porcao uterina. Os cornos uterinos foram mantidos solucdo de PBS a
37°C. Procedeu-se a lavagem do lumen das tubas uterinas, pela insercdo de um catéter
18g, acoplados a uma seringa contendo solucao de PBS também a 37°C. Procederam-
se repetidas injegdes, sob placa de Petri. O mesmo processo foi realizado para a
lavagem do lumen dos cornos uterinos.

Procedeu-se o exame da solugédo obtida na placa de Petri, sob lupa (LEICA
WILD M48% em fluxo de ar, para a verificagdo da presenca dos embrides e
confirmacao da fecundagéo.

O embrides encontrados foram classificados de acordo com critérios relatados
por Karja et al., (2002), sendo considerados embrides excelentes aqueles com simetria
perfeita ou ligeiramente assimétricos; bons, os esféricos e com nucleo uniformemente
enegrecido; como regulares ou ruins, aqueles totalmente ou parcialmente degenerados,

com coloracao clara ou contendo blastémeros rompidos.
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Devido a dificuldade de visualizagéo de estruturas intracélulares sob microscopia
Optica comum nesta espécie, os embrides foram tratados com Hoescht (anexo 5)
conforme descrito por Goodrowe et al., (1988) e iodeto de propidio. Apds corados os
embrides foram transferidos para laminas, cobertos com laminulas e analisados em
microscopio de fluorescéncia, com filtro apropriado e aumento de 100x e 400x para
contagem do numero total de células, que apresentavam o nucleo em fluorescéncia de

cor azul.
3.5 ANALISE ESTATISTICA
A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o sistema SAS. Para

analises e comparacdes das concentragdes séricas de progesterona, o teste “t-student”

foi aplicado, e os resultados foram considerados significantes quando p< 0,05.
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IV. RESULTADOS

4.1 Resultados obtidos apés inseminacoes utilizando sémen fresco

A idade das cadelas apresentou média de 2,85 + 1,05 anos (1,5 — 5,0 anos). Os
resultados obtidos ap6s inseminagdes utilizando sémen fresco, bem como numero de
embrides encontrados, concentracdes de progesterona, estao listados na Tabela 7. A
concepcgao foi obtida em 7 de 10 cadelas inseminadas (70%).

Tabela 1: Idade, concentragbes séricas de progesterona, suposto dia de Ovulagéo e IA,
nas cadelas e numero de embrides encontrados nas cadelas submetidas a inseminagao

artificial intrauterina por videolaparoscopia utilizando sémen fresco. FCAV-Unesp
Jaboticabal — 2009

Cadelas Idade P4 (ng/mL)/DA Suposto Dia da Numero de

(anos) DO 1A embriGes
1 2 4,6/5° 5° 7 2
2 3 1,4/5° 7 9 0
3 3 4,1/6° 6 8’ 0
4 3 1,1/4° 8’ 10° 1
5 4 2,2/7° 8’ 10° 1
6 3 1,5/4° 6 8 6
7 2 3,0/8° 9° 11° 1
8 5 3,0/7° 8 10° 3
9 1.5 6,6/5 4 6 5
10 2.0 3,4/6° 7 9 1

Sendo DA: Dia da andlise; DO: Dia da ovulagdo; P4: Progesterona; IA: Inseminacgao artificial. FCAV-Unesp
Jaboticabal- 2009

As caracteristicas do sémen utilizado nesse grupo revelaram 90% das células
esperméticas méveis, vigor 5,0 e concentracdo 283,6 x 10°+44,9 espermatozéides/mL.
O momento para a coleta sanguinea para andlise de concentracoes séricas de

progesterona foi determinado pelo acompanhamento da citologia vaginal, ou seja
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quando 90% das células do epitélio eram células superficiais.

Os valores obtidos para as concentragbes séricas de progesterona estédo
descritos na Tabela 7.

Os concentragdes de progesterona variaram entre 1,1 e 6,6 ng/mL, sendo média
3,09+1,69. Para os concentragbes de progesterona inferiores a 2,0 ng/mL novas
coletas foram realizadas apds 24h, até que os concentragcbes se apresentassem entre
2,0 e 10 ng/mL, e entdo o0 momento da inseminag¢ao pudesse ser planejado.

A taxa de concepcdo nas cadelas submetidas a este processo foi de 70%. A
concentracdo maxima de progesterona foi apresentada pela cadela de numero 9 (6.6
ng/mL), sendo inseminada 24 horas apds coleta sanguinea, resultando em prenhez.
Nao houve correlacdo significativa com o intervalos entre dias apds ovulagdo com a
prenhez das cadelas.

O numero de ovulacdes (corpos luteos) variou entre 14 e 5 ( média 11,2+3,11).
Foram encontrados um total de 20 embrides e os valores oscilaram entre 0 e 6, sendo
média de 2+2.05 por cadela. Quanto a localizagdo embrionaria, 90% dos embrides,
foram encontrados no lavado da tuba uterina e 10% no de lumen uterino. Os numeros,
a localizagéo e qualidade dos embrides de acordo com os lavados de tubas e cornos
uterinos, bem como o numero e localizacdo de odcitos e corpos luteos na superficie
ovariana estdo descritos na Tabela 8. O numero de embrides encontrados néao
ultrapassou o numero de corpos luteos e supostas ovulagdes verificadas pela analise
da superficie ovariana. Além disso o ovario que apresentou maior nimero de corpos
luteos, ndo correlacionou-se as suas respectivas tuba e corno uterino no que se refere

a recuperacao de maior numero de embrides.
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Tabela 2: Numero de corpos luteos e embrides; localizagdo e qualidade embrionéria,
localizagdo e quantidade oocitaria apds andlise do lavado de tubas e cornos uterinos,
de cadelas, 7 dias apds inseminagédo artificial intrauterina por videolaparoscopia com
sémen fresco. FCAV-Unesp Jaboticabal — 2009.

Cadelas N.CL N. Emb. Emb. N.Cel. Emb. Emb. Ooc. Ooc.
Embr. T.U C.U N/D T.U C.U
Totais
1 8D 6E 2 1D 1E - 4 - 4D OE 0D 2E
2 7D 5E 0 - - - - 1D 1E 0D OE
3 5D 7E 0 - - - - 0D 3E 0D OE
4 9D 5E 1 1D OE - 4 1/0 - -
5 8D 6E 1 0D 1E - +4 1/0 - -
6 5D 3E 6 4D 2E - 8 4/2 - -
7 2D 3E 1 - 1E 3 1/0 - -
5D 5E 3 2D 1E - 4 3/0 - -
9 8D 6E 5 2D 3E - +4 41 - -
10 5D 4E 1 - 1E 4 1/0 - -

N. CL= Numero de Corpos Luteos, sendo E= lado esquerdo e D= lado direito; N. Embr.= Numero de Embrides; Embr. T.U= Embrides
nas Tubas Uterinas; Embr. C.U= Embrides nos Cornos Uterinos; N. Cel. Emb.= Numero de Células Embrionarias; Emb. N/D=
Embrides Normais/ Degenerados; Ooc. T. U= Odcitos na Tuba Uterina; Ooc. C.U= Odcitos no Cornos Uterinos.

A maioria dos embrides foram classificados como excelentes, apresentando
morfologia normal, e se encontravam no inicio da divisao célular apresentando 2, 4 ou 8
células (Figura 2).

A coloracdo de Hoescht nado possibilitou a contagem exata do numero de
células. Somente 3 embrides se encontravam em estado de degeneracédo com defeitos

na zona pelucida (Figura 3).
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Figura 02: Embrides e odécitos encontrados no lavado de tubas uterinas apos 7 dias de inseminagao
intrauterina utilizando sémen fresco. A: 1-embrides normais; 2- embrido degenerado; B: embrido com
3 células; C: embrido com 4 células; D: Odcitos encontrados no lavado de tubas uterinas.

Figura 03: Coloragédo Hoescht em embriao
com mais de 4 células no lavado de tubas
uterinas apd6s 7 dias de inseminagao
intrauterina utilizando sémen fresco.
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4.2 Resultados obtidos apds inseminacées utilizando sémen descongelado

A idade das cadelas apresentou média de 2,5 £ 1,49 anos (0,5 - 5 anos). Os
resultados obtidos apds inseminacdes utilizando sémen descongelado, bem como
idade, concentracdes séricas de progesterona, suposto dia de ovulagado, |IA e niumero
de embrides, estdo descritos na Tabela 9. A concepc¢ao foi obtida em 5 de 10 cadelas
inseminadas (50%).

Tabela 3: Idade, concentracdes séricas de progesterona, suposto dia de Ovulacao e IA,
nas cadelas e numero de embrides encontrados nas cadelas submetidas a inseminacao

artificial intrauterina por videolaparoscopia utilizando sémen descongelado. FCAV-
Unesp / Jaboticabal — 2009.

Cadelas Idade P4 (ng/mL)/DA Suposto Dia da Numero de

(anos) DO 1A embrides
1 0,5 1,0/6° 8’ 10° 0
2 2 1,5/5° 7 1
3 4 2,4/8° 9° 11° 0
4 1 3,3/4° 5° 7 2
5 4 4,5/5° 5° 7 1
6 2 2,8/5° 6 8’ 0
7 2,5 3,1/6° 7 9° 2
8 3 3,9/4° 5 7 0
9 4,6/5° 5° 7 4
10 1 1,8/4° 6 8’ 0

Sendo DA: Dia da analise; DO: Dia da ovulagao; P4: Progesterona; IA: Inseminacao artificial. FCAV-
UNESP Jaboticabal — 2009.

As avaliacdes de citologia vaginal nas cadelas a serem inseminadas com sémen
descongelado seguiram as mesmas observacbes obtidas no grupo de cadelas
inseminadas com sémen fresco, sendo a primeira coleta sanguinea para andlise das
concentracdes séricas de progesterona realizada quando 90% das células do epitélio
apresentaram-se superficiais anucleadas.

As inseminacdes foram realizadas em média 48 horas apds ovulacao, estimada
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de acordo com as concentragdes séricas de progesterona, conforme Johnston et al.
(2001), descrito anteriormente.

Os concentragdes de progesterona variaram entre 1,0 e 4,6 ng/mL, sendo média
2,8911,23 ng/mL. Para os concentragdes de progesterona inferiores a 2,0 ng/mL novas
observacdes foram realizadas apds 48h, até que os concentragdes se apresentassem
entre 2,0 e 10 ng/mL, e entdo as inseminagdes foram realizadas de acordo com
estimado tempo de ovulacdo e maturacao dos oécitos citado por Johnston (2001).

A taxa de concepcdo nas cadelas submetidas a este processo foi de 50%.
Nenhuma cadela apresentou concentragdes superiores a 4,6 ng/mL. Nao houve
correlacdo significativa com o intervalos entre dia apds ovulacdo e prenhez das
cadelas.

O numero de ovulagdes variou entre 14 e 5 (média 9,3%2,4) e foram encontrados
um total de 10 embrides, com numeros variando entre 0 e 4, sendo média de 2+2,05
por cadela. Sendo 90% dos embrides, encontrados no lavado da tuba uterina e 10%
no do limen uterino e os numeros, a localizagdo e qualidade dos embrides de acordo
com os lavados de tubas e cornos uterinos, bem como o numero e localizacdo de

odcitos, corpos luteos na superficie ovariana encontrados estao descritos na Tabela 10.
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Tabela 4: Numero de corpos Iuteos e embrides; localizacdo e qualidade embrionaria,
localizagdo e quantidade oocitaria apds andlise do lavado de tubas e cornos uterinos,
de cadelas, 7 dias apds inseminacdo artificial intrauterina por videolaparoscopia
utilizando sémen descongelado. FCAV-Unesp Jaboticabal — 2009.

Cadelas N. CL N. Emb.T.U Emb. N.Cel.Emb. Emb. Ooc. Ooc.
Embr. Cc.U N/D T.U C.U
Totais
1 7D 3E 0 - - - - 4D OE 0D 2E
2 5D 5E 1 1D OE - 4 1/0
3 4D 3E 0 - - - - 2DOE OD1E
4 7D 4E 2 1D 1E - 4 2/0 - -
5 6D 4E 1 0D 1E - 2 1/0
6 6D 3E 0 - - - - OD3E -
7 2D 3E 2 2D OE - 4 2/0
5D 3E 0 - - - - 2D1E 1DOE
9 9D 5E 4 2D 1E 1D 4 3/1
10 5D 4E 0 - - - - 1DOE -

N. CL= Numero de Corpos Luteos, sendo E= lado esquerdo e D= lado direito; N. Embr.= Ndmero de Embrides; Embr. T.U=
Embrides nas Tubas Uterinas; Embr. C.U= Embrides nos Cornos Uterinos; N. Cel. Emb.= Numero de Células Embrionarias; Emb.
N/D= Embrides Normais/ Degenerados; Ooc. T. U= Oécitos na Tuba Uterina; Ooc. C.U= Odécitos no Cornos Uterinos.

O numero de embriées encontrados n&o ultrapassou o numero de corpos luteos
e supostas ovulagdes verificadas na superficie ovariana, e o ovario que apresentou
maior numero de corpos luteos, ndo apresentou correlacdo significativa com a
respectiva tuba e corno uterino onde foram encontrados maior nimero de embrides.

Os embrides foram classificados como excelentes e estes se encontravam em
divisdo célular apresentando 2, 4 ou 8 células, conforme Figura 4B, 4C, 4D, 4E. A
coloracao de Hoescht e iodeto de propidio aplicada aos embrides provenientes deste

grupo também nédo possibilitou a contagem exata do numero de células, Figuras 4A e
4F.
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Figura 04: Embrido e o6citos encontrados no lavado de tubas uterinas apds 7 dias de inseminagao
intrauterina utilizando semen descongelado. A: Embriao de 3 células (Coloragdo com iodeto de
propidio); B: Embrido de 2 células; C: Embrido de 4 células; D: Embrido com mais de 4 células; E:
oécitos nao fecundados; F: Coloracdo Hoescht em embrido com mais de 4 células. FCAV-

Jaboticabal (2009).
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V. DISCUSSAO

As concentracdes séricas de progesterona aliadas as informagdes obtidas pelos
esfregacos vaginais, nos permitiram estimar o periodo provavel da ovulagdo em todos
0s animais, procedimentos também referidos por Tsutsui et al., (2000); Thomassen &
Farstad (2009). Particularmente no que diz respeito aos valores da progesterona por
nés obtidos, pudemos verificar que eles estavam de acordo com Concannon et al.,
(1989), o que nos permite inferir ser este parametro, concentragao de P4 o melhor e
mais seguro método indireto de estimativa do fenémeno biolégico de ovulacdo na
espécie canina. Entretanto nos parece importante destacar que existe uma grande
variabilidade individual dos animais relatada por Silva (1995), o que pode levar a um
comprometimento em se estimar o momento ideal da ovulagdo e muito provavelmente
em decorréncia desta particularidade tenhamos tido 30% e 50% de fémeas que nao
conceberam, respectivamente, no grupo fresco e congelado.

Devemos considerar ainda, as metodologias utilizadas para a mensuragcédo das
concentragdes séricas de progesterona comO radioimunoensaio ou Enzyme linked
Imunosorbent (ELISA) relatados por Johnston et al., (2001), podem resultar em
diferentes valores e interpretacdes de acordo com o tipo de kit utilizado, além do que
diversos autores consultados omitem o procedimento utilizado para identificar as
concentragdes deste horménio.

De outra parte, existe grande numero de variaveis que devem ser consideradas e
dentre estas se faz prudente destacar o momento ideal da inseminacao a ser estimada,
considerando a viabilidade dos espermatozéides no trato reprodutivo da fémea. Neste
local, eles sofrem capacitacdo para apds estarem aptos a fertilizar o odcito
(PETRUNKINA et al., 2003). Este tempo pode obter variagdes principalmente no caso
da IAIU com sémen descongelado. Cormier e Bailey (2003) relatam o termo
criocapacitacao, explicando o fato de que procedimentos de criopreserva¢ao induzem
alteragdes no espermatozoide, similares a da capacitacao.

Porém cabe destacar que o sémen utilizado sempre se enquadrou dentro dos

parametros recomendados para a |IA e acreditamos que esse tenha sido um dos fatores
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responsavel por indices de fertilizagdo dentro daqueles relatados por Theret et al.,
(1987) e Tsutsui et al., (1988) entre 25-89%.

Sobre 0 uso da técnica de videolaparoscopia para a IAIU em caes, sabe-se que
ainda é bastante restrita, citada apenas por Silva et al.,, (1995b); sendo que a
laparotomia convencional tem sido método de elei¢cao para IAIU como descreveu Hori et
al., (2005). Observou-se no presente estudo a facilidade em visualizar a bolsa ovariana
e cornos uterinos, esse fato favoreceu o posicionamento angular do corno contra a
parede abdominal, e a introducao do catéter em seu terco proximal. Ademais, por ser
procedimento cirdrgico pouco invasivo 0s animais apresentaram rapida recuperacao
pds cirurgica, discreta e fulgaz manifestacao de incémodo abdominal, periodo de pés
operatério sem nenhum tipo de intercorréncia. Os efeitos benéficos da laparoscopia
foram também descritos por Alves (2005) e Malm (2003) e nos permitem recomendar
que este procedimento seja utilizado em espécies de canideos com interesse de
preservacao.

Com relagao as taxas de fecundacao para sémen fresco e congelado, obtivemos
valores de 70% e 50% respectivamente, e com base na literatura consultada esta
informagdo € a primeira obtida com inseminagao artificial intrauterina realizada por
laparoscopia em um trabalho desenvolvido em nosso pais; todas as demais resultam de
pesquisas realizadas no exterior ainda que tenha havido a participagdo de
pesquisadores brasileiros.

Nossos dados de fecundagéao estao proximos do intervalo citado nas descricoes
feitas tanto para IA com sémen fresco, sendo a taxa entre 25-89%, descrito por Theret
et al., (1987) e descongelado, entre 60-100% de acordo com Silva e Verstegen (1995) e
Tsutsui et al (2000), independente dos métodos utilizados. Contudo, se faz fundamental
e de grande importadncia considerar alguns aspectos que provavelmente interferiram
nas diferencas encontradas por n6s quando comparadas as descritas na literatura.

Assim, um aspecto que nos parece de absoluta relevancia € a variabilidade
bioldgica individual, especialmente a atividade hormonal fator que em nossa opinido

interferiu de modo determinante na ovulagdo e na identificacdo deste fen6meno,
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comprometendo as taxas de fecundacao por nos obtidas. Esta condicdo também foi
abordada por Guérin (1998). Complementarmente ha de se mencionar, nesta espécie,
outra condicao bastante peculiar que é o periodo de maturagéo dos odcitos o qual pode
ocorrer entre 36 e 50 horas apo6s ovulagdo segundo Concannon et al., (1977), 48 e 72
horas (TSUTSUI & SHIMIZU, 1975). Ja Reynaud et al., (2005) relatam odécitos maturos
(MIl) apds 54 horas. Observando portanto esta variabilidade citada podemos inferir que
este intervalo de tempo pode interferiu na taxa de fecundagao do presente estudo.

Quanto ao local de depdsito seminal a utilizagdo da IAIU bilateral e foi opcao
feita, objetivando a diminuicdo de odcitos ndo fecundados, especialmente no grupo
utilizando sémen descongelado. Essa metodologia foi preconizada mesmo em se tendo
conhecimento da migracdo de espermatozdides depositados unicamente em um dos
cornos para o adjacente (Tsutsui et al., 1989a). Optou-se também pelo uso da
inseminacao Unica como recomendada por Linde-Forsberg et al., (1999) apds prévia
investigacdo da concentracao sérica de P4. Portanto, nés julgamos que os dois fatores
supracitados: local de deposi¢cdo e numero de inseminagdes, correlacionam-se as taxas
de fecundacgao.

Optamos para realizar a deposicdo do sémen intrauterinamente no terco
proximal dos cornos uterinos, pela maior proximidade do local de fertilizacdo, em
especial por estarmos utilizando em um dos grupos experimentais sémen descongelado
que normalmente possui qualidade inferior ao fresco. Esta opcédo € corroborada pelo
trabalho de Oettlé (1993) onde comentou ser a morfologia espermatica diretamente
relacionadas as taxas de fertilizacdo, e que a integridade acrossomal é fundamental
neste processo, pois pode ser alterada durante a congelagao e descongelagéao.

No que se refere ao procedimento cirargico € factivél, ainda que nao tenhamos
delineado esta investigacdo, que a instalacdo do pneumoperitbnio com COa,
procedimento obrigatério neste tipo de intervencado, pode ter interferido na dinamica
circulatéria uterina, uma vez que é relatado a alteragcdo hemogasométrica (Lloréns et
al.,, 2009). Este fato poderia corroborar indiretamente com as baixas taxas de

concepgao, porém ndo ha na literatura referéncia a este tipo de avaliagao.
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Aduzindo aos comentarios prévios com relacdo ao sémen descongelado
podemos comentar ainda outras condi¢des interessantes as quais em nossa opiniao
sdo merecedoras de destaque.

De acordo com Kim et al., (2007), o contato do oécito com o meio diluente
utilizado na congelacdo do sémen, pode provocar a morte celular e inviabilizar a
fecundacdo. E embora ncdo se tenha preconizado aqui esta investigacdo, pode-se
inferir que tal processo ocorreu; ainda que se tenha utilizadoo diluente TRIS+ACIDO
CITRICO+ OEP MODIFICADO, que promove boas condicbes aos espermatozoéides
apos descongelacéo.

Conforme mencionado, a taxa de concep¢ao de 50%, com dose inseminante de
80x10° espermatozoides/mL, foi semelhante ao descrito por Linde-Forsberg et al.,
(1991). Estes obtiveram gestacao em 57,9% das cadelas, utilizando uma concentragao
de 100-400 x 10° espermatozéides apds descongelacdo. Maiores taxas estdo descritas
na literatura sendo que Tsutsui et al., (2000) observaram 90% de taxa de concepg¢ao ao
realizarem IAIU com 100 x 10° espermatozéides em 10 cdes. Sendo 71% (Cremonesi et
al., 2005), 60% nos animais inseminados com sémen contendo Laiciphos e Tes/Tris, e
100% com sémen extendido com Biociphos (SILVA & VERSTEGEN, 1995a) e 75% por
Thomassen et al., (2006).

Kim et al., (2007) realizaram IAIU em cadelas, no terceiro dia estimado apos
ovulacéo, utilizando sémen descongelado, obtendo 100% de prenhez, utilizando sémen
em concentracdo de 5 x 10’ espermatozéides, 80% com 5 x 10° espermatozdides e
0% com 5 x 10° espermatozdides. Estes resultados revelaram alta taxa de concepgéo
com menor numero de espermatozdides em comparagcdo com o protocolo por nds
utilizado e acreditamos ser uma provavel explicacdo para este fato que a inseminacao
dos animais no segundo dia pds ovulacdo estimada, reduziu a possibilidade dos
espermatozéides fecundarem odécitos maturados apds esse periodo.

O numero total de corpos luteos ndo correspondeu a somatéria de embrides e
odcitos encontrados, tendo havido uma perda de 83% e 90% respectivamente para o
grupo de sémen fresco e descongelado. Acreditamos que isto tenha ocorrido pelo

processos de manipulagdo para dissecacdo e lavagem destas estruturas. A
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possibilidade de absor¢cdo embrionaria na tuba e Utero descrita por Allen (1992), nao foi
levada em considerac¢ao devido ao periodo precoce de avaliagao.

A possibilidade de deixar as cadelas completarem a gestagao foi por nés levada
em consideragdo, pois assim poderiamos avaliar as taxas de gestagdo, realizando
acompanhamento ultrassonogréfico periodicamente até o nascimento. Infelizmente esta

possibilidade foi descartada pela ndo concordancia dos proprietarios.
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VI. CONCLUSAO

- As taxas de concepgao apos IAIU por videolaparoscopia foi de 70% utilizando
sémen fresco e 50% com sémen descongelado.

- O ndmero de corpos luteos ovarianos foi diferente da somatéria do numero de
embrides e odcitos encontrados.

- O maior numero de embrides encontrados se localizavam nas tubas uterinas
apéds 7 dias de inseminagao.

- O método de lavagem do lumen das tubas e cornos uterinos parece ser a maoir
causa das perdas embrionarias.

- A dosagem de progesterona e a colpocitologia ofereceu diagnéstico seguro na
estimativa do momento de ovulagao.

Sendo assim, este procedimento sugere bons resultados na recuperagéo dos

canideos selvagens em exting¢ao.
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ANEXOS

Anexo 01. Escala de avaliacao de vigor espermatico (0 a 5) segundo
(Christiansen, 1988).

Vigor 0=sem movimento;

Vigor 1=vivo sem movimento progressivo;

Vigor 2= movimento progressivo lento;

Vigor 3=movimento progressivo moderado;

Vigor 4=movimento progressivo moderado;

Vigor 5= movimento progressivo muito rpido

Anexo 02. Constituicao do tampao TRIS, utilizado no protocolo 1
- 83,0289 de Tris-hidroximetil-aminometano,

- 1,789 de &cido citrico monohidratado

- 1,25 de D-Frutose

Todos estes ingredientes dissolvidos em 100 mL de agua ultrapura.

- Glicerol 6%

Anexo 03. Meio diluente utilizado no protocolo 2 (Peina et al., 2000) modificado por
Martins (2005).

-Tris2,4 ¢

- Acido citrico 1,4 g
- Glicose 0,8 g

- Gema de ovo 20%
- Glicerol 7%

- OEP 1%

- Amicacina (0,02%)
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Anexo 04. Férmula para calcular a concentracao do sémen segundo KRAUSE
(1966)
A

1/B x N/25 x 1/10

A= n’ de espermatozdides contados
B= fator de diluicéo
N= n" de quadrados contados

1/10= altura da cAmara

Anexo 05: Coloracao por Hoescht (Wall et al., 1985)
- 0,1 Trypan Blue (Sigma) durante 1 a 2 minutos, incubados em 0,09 mg/mL H342
durante 15 minutos a 23°C. Os embrides foram entado levados a centrifugacao (15.000 x

g) durante 3 minutos.
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