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Resumo

A técnica de Fertilizacao In Vitro (FIV) pode ser utilizada para determinar o
potencial de fertilizagdo de sémen uma vez que permite identificar e avaliar as
caracteristicas seminais e observar a ligagao e penetracdo da zona pélucida por parte dos
espermatozdides (Spz). No caso de espécies em vias de extingdo ou que ndo sejam
utilizadas para consumo tornando-se dificil o acesso aos gametas femininos para se
proceder a técnica da FIV, recorre-se a técnica da FIV heterdloga. Esta técnica consiste
na utilizacdo de gametas femininos de uma espécie diferentes da dos gametas
masculinos e permite-nos avaliar a motilidade, a reac¢do acrossémica, a penetragao no
ovocito, a descondensacao do DNA e formagao de pro—nucleos.

Desta forma, este estudo foi efectuado para determinar a capacidade fecundante
de dois garanhdes utilizando sémen fresco e congelado, recorrendo a técnica de
fertilizacdo in vitro heterdloga, utilizando ovocitos bovinos desprovidos de zona
pelucida.

A recolha de sémen foi efectuada com uma vagina artificial, modelo Hannover.
Ap0s a recolha foram efectuadas avaliagdes macroscopicas e microscopicas ao sémen:
volume, motilidade total, motilidade progressiva e o teste hiposmotico (HosT) e
concentragdo espermatica. ApoOs a congelacdo/descongelagdo do sémen foram
efectuadas avaliagdes microscopicas.

A avaliacdo da integridade da membrana acrossomica e da membrana
plasmatica foi efectuada através da técnica de citometria de fluxo, utilizando
fluorocromos SYBR-14 e propidium iodide (P1) e fluorescein isothiocyanate conjugated

with Peanut Agglutinin (FITC-PNA) respectivamente.
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Na técnica de fertilizagdo in vitro heterdloga utilizou-se um total de 373 ovocitos
co-incubados com sémen fresco e congelado de dois garanhdes. Apds 18 horas de co-
incubagdo os ovocitos foram fixados numa solugdo de etanol: 4cido acético (3:1, v/v) e
corados com 4’,6- diamidino-2-phenylindole (DAPI). Os ovoécitos que apresentaram
cabecas de espermatozoides descondensadas ou formagao de pro- nucleos foram
considerados fertilizados.

No que concerne aos resultados da avaliagdo macroscdpica o ejaculado
do garanhao A registou um volume de sémen livre de gel de 52,5 = 2.5 ml e o garanhao
B de 22,5 + 3,2 ml. Na avaliagdo microscopica, no que concerne a motilidade total do
dos espermatozdides, com sémen fresco, o garanhdo A apresentou valores de 52,5 +
4.8% de espermatozdides e o garanhdo B de 40 + 4,1% e com sémen
congelado/descongelado o garanhdo A apresentou valores de 51,7 + 1,7% e o garanhdo
B de 10,7 = 0,7% de Spz. Quanto a motilidade progressiva, nas amostras de sémen
fresco o garanhdo A apresentou valores de 40 = 7,1% Spz e o garanhdo B de 27,5
+2,5% Spz, nas amostras de sémen congelado o garanhdo A registou valores de 43,3
+1,7% de Spz e o garanhdo B de 7 + 0,6% de Spz. Quanto aos valores do teste HosT,
nas amostras de sémen fresco o garanhdo A apresentou valores de 61 + 5,2% Spz e o
garanhdo B de 47,5 + 11,3% Spz, nas amostras de sémen congelado o garanhdo A
apresentou valores médios de 48,7 £ 2,9% Spz e o garanhao B de 18,7 £ 2,7% Spz.
Relativamente a concentracdo espermatica dos ejaculados, o garanhdao A apresentou
valores de 199 x 10° + 33,6 x 10° Spz/ml e o garanhdo B 168 x 10° + 53 x 10° Spz/ml.

No que diz respeito aos resultados da técnica de citometria de fluxo, o garanhao
A apresentou valores estatisticamente diferentes (P < 0,05) para o sémen fresco e
congelado, quando comparado com o garanhdo B. Desta forma, na avaliagdo da

integridade da membrana acrossomica o sémen fresco apresentou valores de 91,04 +
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0,7% e o sémen congelado de 76,4 + 7,79%. O garanhdo B apresentou valores de 27.44
+ 2.59 no sémen fresco e de 25.92 + 2.97% no sémen congelado. No que diz respeito a
integridade da membrana plasmatica o garanhao A registou valores, no sémen fresco, de
83.6 = 1.55% e no sémen congelado de 57.69 + 9.01%. O garanhdo B apresentou
valores de sémen fresco e sémen congelado de 16.57 = 3.17% versus 6.87 = 1.05%,
respectivamente.

Os resultados da fertilizacao in vitro heter6loga demonstraram diferencas
significativas (P <0,05) entre os dois garanhdes no que diz respeito a capacidade
fecundante. Assim, o garanhdo A registou taxas de fertilizagdo com sémen fresco de
51,9 + 2,25% e com sémen congelado de 34,41 + 2,7% tendo o garanhdo B, com sémen
fresco registado valores de fertilizagdo de 48,1 + 6,95% e com sémen congelado de 13,7
+ 1,6%.

Com a realizacdo deste estudo pode-se inferir que a FIV heterdloga pode ser
uma técnica alternativa para identificar as diferencas seminais entre machos, podendo

servir como ferramenta para prever o potencial de fertilidade do sémen de garanhdes.
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Abstract

The technique of in vitro fertilization (IVF) can be used to determine the potential
fertility of semen as it allows identifying and assessing the seminal characteristics
observing binding and penetration of the zona pellucida by the sperm. In the case of
endangered species or species that are not used for food consumption it is difficult to
have access to female gametes to make the technique of IVF so we use the technique of
heterologous IVF. In this technique female gametes of a different kind of male gametes
are used, allowing to assess the motility, acrosome reaction, penetration into the oocyte,
decondensation of DNA and formation of pronuclei.

The present study was designed to evaluate the interaction between fresh/frozen-thawed
stallion spermatozoa and zona pellucida (ZP) free bovine oocytes using heterologous
fertilization.

Semen was collected from two stallions (A and B) by an artificial vagina, Hannover
model. After collecting macroscopic and microscopic semen evaluation has been
performed: volume, total motility, progressive motility and hypoosmotic test (HosT)
and sperm concentration. Evaluations were also performed after thawing. The
assessment of membrane integrity and acrosome and plasma membranes was performed
by flow cytometry technique, using SYBR-14, propidium iodide (PI) and fluorescein
isothiocyanates conjugated with Peanut Agglutinin (FITC-PNA).

For the heterologous IVF a total of 373 oocytes were co-incubated with fresh and
frozen/thawed semen of the two stallions. After 18 hours co-incubation of the oocytes
were fixed in a solution of ethanol: acetic acid (3:1, v/v) and stained with 4 ', 6 -
diamidino-2-phenylindole (DAPI). Oocytes presented decondensed sperm heads or

formation of two polar bodies were considered as fertilized.
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Results of macroscopic evaluation of the gel-free semen was 52.5 &+ 2.5 ml for stallion
A and 22.5 £ 3.2 ml for stallion B. Concerning fresh sperm motility, results were 52.5 +
4.8% and 40 + 4.1% respectively for stallion A and B, being 51.7 + 1.7% and 10.7 +
0.7% respectively for the stallion A and B in thawed sperm. For progressive motility
stallion A and B were respectively 40 + 7.1% and 27.5 + 2.5%for fresh sperm, being
43,3 £ 1.7% and 7 + 0.6% for thawed sperm. HosT test represented 61 + 5.2% and
47.5 + 11.3%, respectively for stallion A and B in fresh sperm and 48.7 £ 2.9% and 18.7
+ 2.7% for thawed sperm. Stallion A presented a concentration of 199 x 10° + 33.6 x
10° Spz / ml and the stallion B 168 x 10 ¢+ 53 x 10° Spz / ml.

By flow cytometry, it has been observed that fresh and frozen-thawed semen of the
stallion A represented better results for the acrosome integrity (91.04 + 0.7 % versus
76.4 + 7.79%, respectively) than the observed for the Stallion B (27.44 £+ 2.59 % versus
25.92 + 2.97%, respectively) (P<0.05). Stallion A presented 83.6 + 1.55% and 57.69 +
9.01% respectively for fresh and thawed sperm for membrane integrity, while only
16.57 = 3.17% and 6.87 £ 1.05% of the sperm, represented membrane integrity for
stallion B.

Results of fertilization demonstrated statistical differences (P<0.05) between stallions.
For Stallion A, 51,9 £ 2.25% and 34,4 £ 2.7% of oocytes have been penetrated,
respectively with fresh and frozen-thawed sperm, while for Stallion B only 48.1 +
6.95% and 13.7 + 1.60% oocytes have been penetrated, respectively, by fresh and
frozen-thawed sperm

With this study it can be assumed that heterologous IVF can be an alternative technique
to identify the seminal ability to fertilize being a tool to predict the potential fertility of

stallions.
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I- Introducao

A primeira inseminagao artificial realizada na espécie equina ocorreu
aproximadamente em 1322 a.C., quando um chefe &rabe, usou de artificios,
impregnando um chumago de algodao com as secregdes de uma €gua em cio.
Aproximando-se do melhor garanhdao da tribo rival, conseguiu excita-lo com as
secrecOes da fémea e obteve uma ejaculagdo. O sémen foi colhido sobre outro chumaco
de algodao, o qual, foi introduzido na vagina de uma égua no estro, ocorrendo
posteriormente o nascimento de um potro (Barth e Oko, 1989).

Ao longo dos anos foram desenvolvidas e aperfeicoadas diferentes técnicas de
recolha de sémen em equinos de forma a obter maior eficacia no que diz respeito ao
numero de doses de sémen por recolha bem como o desenvolvimento de técnicas de
avaliacdo das caracteristicas do sémen. Destas as mais usadas s3o a avaliacdo da
morfologia (Barth, 1992) e, motilidade espermatica, ambas avaliadas ao microscopio
optico (Holt et al., 1997; Kjaestad et al., 1993), compostos bioquimicos do liquido
seminal (Hirao, 1975), integridade do acrossoma (Correa et al., 1997) e da membrana
plasmatica (Pérez ef al., 1997), a concentracdo espermatica (Zhang et al., 1998) além de
diferentes técnicas para avaliar a reac¢do acrossomica (Januskauskas, 2000; Larsson et
al., 2000). Apesar destas técnicas terem sido desenvolvidas para relacionar as
caracteristicas seminais com a capacidade fecundante, poucos parametros mostram uma
correlacdo significativa entre estes dois factores.

Actualmente varios trabalhos tém sido desenvolvidos no sentido de avaliar a
actividade metabolica dos espermatozdides, recorrendo a técnica da citometria de fluxo.
Esta técnica consiste na contagem e caracterizagdo rapida de particulas microscopicas

em suspensao num meio liquido, previamente incubadas em diferentes fluorocromos, os
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quais sao seleccionados de acordo com a avaliacdo pretendida. Estas particulas sao
depois orientadas num fluxo laminar e interceptadas uma a uma por um feixe de luz
(Laser), sendo as particulas em analise excitadas por esta fonte luminosa, emitindo
radiacdo de diferentes comprimentos de onda. Com a expansdao de diferentes
fluorocromos, esta técnica provou ser uma ferramenta viavel na caracterizagdo/
avaliacdo e contagem de populagdes de cé€lulas ou de constituintes celulares que eram
completamente desconhecidas (Burvenich et al., 1992)

A fertilizagdo in vitro (FIV) pode ser um método adequado para avaliar a
capacidade  fecundante, permitindo a avaliagdo da interac¢do  entre
ovocitos/espermatozoides que ocorrem durante a fertilizagao in vivo.

Alguns autores usam testes de FIV para prever a fertilidade do macho, utilizando
ovocitos intactos ou seja, que possuem zona peltcida (Zhang et al., 1997; Scneider et
al., 1999; Papadopoulos et al., 2005; Taberner et al., 2009). Contudo, apesar de para
algumas espécies, por exemplo bovinos, suinos, caprinos ovinos, etc, ser relativamente
facil a obtencdo de ovocitos, nomeadamente aquando do abate dos animais, para
espécies selvagens ou em perigo de extingdo esta pratica torna-se impossivel. Tal como
para as espécies em vias de extingdo para o caso dos equinos a obtengdo de ovdcitos
também se torna dificil, uma vez que na maior parte dos paises europeus ndo existe o
habito de consumir carne desta espécie. Nestes casos, a FIV heterdloga apresenta-se
como uma excelente técnica para avaliacdo da capacidade de fertilizagdo de sémen
fresco ou congelado (Taberner et al., 2009).

Desta forma, o principal objectivo do presente estudo foi determinar as
caracteristicas  seminais de garanhdes ap6s a recolha e apos a
congelagao/descongelagdo, recorrendo a técnica da microscopia Optica e de Citometria

de Fluxo. Seguidamente foi avaliada a capacidade fecundante do sémen recorrendo a
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técnica da Fertilizagao In Vitro Heterologa, utilizando ovocitos de bovinos desprovidos

de zona pelucida.
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I1 - Revisao Bibliografica

2.1. Aparelho Reprodutor Feminino de um Bovino

O aparelho reprodutor feminino, nos mamiferos, ¢ formado por dois ovarios,
duas trompas de Falopio, o utero, a vagina e a genitalia externa. Desde a puberdade
(aparecimento da primeira ovulagdo) a menopausa (periodo em que ocorrem
modificac¢des ciclicas que se tornam irregulares e por fim acabam por desaparecer), o
aparelho reprodutor feminino sofre modificagdes ciclicas, estruturais e funcionais. Estas
modifica¢des sdo controladas por um mecanismo neuro — humoral. Este mecanismo
depende de varios factores de ordem genética e de maneio. A actividade sexual ciclica
inicia-se por volta de um ano de idade, mas pode variar desde os quatro meses de idade
até aos dois anos. A actividade sexual ciclica nos bovinos, ndo ¢ influenciada pelo
fotoperiodo nem por factores sazonais.

No periodo seguinte a menopausa, o aparelho reprodutor sofre uma lenta

involugao.

2.1.1. Ciclo Sexual

Tém forma de améndoa, podendo medir at¢é 5 cm e possui uma espessura
maxima de 2.5 cm, contendo um formato oval e localizando-se na cavidade abdominal.
Apresenta a regido medular, contendo numerosos vasos sanguineos e tecido conjuntivo
frouxo, e a cortical, onde predominam os foliculos, contendo os ovocitos. Entre estas
duas regides ndo existem limites nitidos. A superficie do ovario ¢ revestida por epitélio

simples, cubico na sua maioria, mas apresenta-se pavimentoso em certas areas. Sob esse
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epitélio o estroma forma uma camada de tecido conjuntivo denso em vasos, a albuginea
do ovario, responsavel pela cor esbranquicada desse 6rgao.

O ovario possui duas fungdes de extrema importancia: produzir células
germinativas (ovoécitos) através de um processo designado por oogenesis e produzir
hormonas necessarias a reprodugao (estrogénios (E2) e a progesterona (P4)). No ovario,
encontra-se foliculos primordiais, constituidos por uma célula germinativa rodeada de
uma camada de células — células do cumulus oophorus (COCs). Esta célula germinativa
tem a capacidade de maturar até ovocito, caso o foliculo atinja o estado de foliculo
maduro.

Os ovarios actuam, também, como glandulas enddcrinas, produzindo as
hormonas esteroides, o estradiol e a progesterona. O estradiol ¢ produzido pelos
foliculos em desenvolvimento, e a progesterona pelo corpo luteo. Assim sendo, os
ovarios, para além da fungdo de produzirem O6vulos, que sdo as células sexuais
femininas, também produzem hormonas. Esta producdo hormonal ¢ designada por
secrecdo interna ou endocrina e € responsavel pelas diferentes fases da procriagao,
também podendo ser designado por Ciclo Estral (Hafez, 1987). A producdo de
prostaglandina F 2a (PGF 2a), de origem uterina interage com as hormonas produzidas
nos ovarios com o objectivo de produzir um ovdcito fertilizavel e susceptivel de um
posterior desenvolvimento (Marques, 1998).

Desta forma, os ovarios t€ém duas fungdes inter — relacionadas, sendo elas a
producao de gametas maduros (ovdcitos € a sua libertacao). Esta producdo de gametas ¢
designada de funcdo exocrina. No entanto, também possuem uma fun¢do endocrina,
produzindo hormonas esteroides. Esta producdo de hormonas ocorre em estruturas
complexas denominadas por foliculos (Hafez, 1987).

Assim, designa-se por ciclo sexual o intervalo entre um cio e o cio seguinte.
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A nascenga, cerca de 150 000 foliculos primordiais estdo presentes em “pools”
estaticos no ovario de uma vaca (Erickson, 1983). Perto da puberdade, estes foliculos
entram em crescimento € menos de 100 irdo ovular durante a vida do animal (Hansel e
Convey, 1996). A maioria dos foliculos degenera a nascenga por um processo chamado
de atrésia, sendo considerado um tipo de apoptose. Este processo de apoptose folicular
ocorre durante toda a vida, terminando apds a menopausa, quando os ultimos foliculos
desaparecem.

No caso dos bovinos, o ciclo sexual da vaca tem uma duracao média de 21 dias,
podendo variar entre os 18 e os 24 dias. Segundo Silva (1998), o crescimento folicular é
regulado por um mecanismo de retro — controle positivo e negativo entre o ovario € o
sistema hipotalamo — hipofise e possui trés componentes: a componente celular, a
componente hormonal e a componente comportamental.

Dentro do ciclo sexual, distinguem-se dois ciclos: ovarico e o menstrual.

O ciclo ovarico ¢é, normalmente, dividido em duas fases: a fase folicular
caracterizada pelo periodo de crescimento dos foliculos seguido pela ovulagdo, e que
nos bovinos possui uma duragdo de 2 a 4 dias, e a fase luteinica, também designada de
periodo pds ovulatorio, que possui uma duracdo de 18 a 19 dias (Hansel ef al., 1973).

No decorrer do ciclo sexual, ocorrem uma série de factores enddcrinos e
parécrinos que envolvem a hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH) sintetizada
pelas células neurosecretoras no hipotalamo. A GnRH estimula a libertagdo de duas
hormonas produzidas pela hipéfise que actuam nos ovarios: a hormona foliculo -
estimulante (FSH) que estimula o desenvolvimento dos foliculos e a producao de
estrogénio pelas células foliculares, e a hormona luteinizante (LH) que actua como
ponto-chave para a ovulacado, libertando o ovdcito secundério e estimulando as células

foliculares e o corpo luteo a produzir progesterona (Hafez, 1982).

10
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Assim sendo, a vaca ¢ considerada uma fémea poliestrica continua, pois apos a
puberdade os ciclos éstricos sdo interrompidos unicamente pela gestacdo e lactacao. O
ciclo sexual dos bovinos ¢ classificado em quatro fases distintas: Estro (dia 0), designa-
se pelo periodo de receptividade sexual; Metaestro (varia entre o dia 1 ao dia 4) e
corresponde ao periodo pos ovulatorio; Diestro (engloba do 5° ao 18°) e corresponde a
fase luteinica e finalmente o Proestro (corresponde aos dias 19 a 21). Nesta fase a
concentracdo de progesterona estd baixa e ocorre um rapido crescimento folicular
estimulado pelo FSH e LH que determinam aumento do estrogenio. Ocorrem
comportamentos que demonstram uma aproximagdao do estro, com um aumento
marcado na actividade do sistema reprodutor. No estro (cio), a fémea encontra-se sob
forte estimulacdo de estrogeneos e aceita a monta pelo macho ou por outra fémea, o
estrogeno apresenta-se com um padrdo de picos e relacionado com o LH, semelhante ao
proestro. Em torno de 4 a 6 horas do inicio do cio ocorre uma onda pré-ovulatoria de
LH com duracdo média de 8 horas. Esta fase ¢ caracterizada por um aumento tanto na
amplitude quanto na frequéncia dos picos de LH. A progesterona encontra-se em niveis
basais. Assim sendo, nas fases de proestro e estro, ha crescimento folicular na falta de
um corpo luteo funcional, e a principal hormona produzido € o estrégenio. A fase que
sucede o estro € o metaestro, que se inicia no momento em que a fémea nao aceita mais
a monta e ocorre a ovulacdao, com a formagdao do corpo hemorragico e, posteriormente,
o corpo luteo. Os niveis de progesterona comecam a aumentar aproximadamente ao 3°
dia atingindo um pico por volta do 12° dia. Do 12° ao 17° dia, que corresponde a fase de
diestro, caracteriza-se pela presenga de um corpo luteo funcional, ocorrendo o aumento
de progesterona e baixando os niveis de estrogeneos (Grunert & Gregory, 1989;

Noakes, 1997; Noakes, 2001; Moraes, 2003).

11
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A duragdo do cio e a ovulagdo apresentam pequenas variacdes entre fémeas da
mesma espécie, em fungdo de factores enddgenos e exdgenos. Quando ndo ocorre
fecundacao, o intervalo médio entre dois cios consecutivos ¢ de 21 dias e ¢ denominado
de ciclo estral. Este ciclo divide-se em duas fases distintas: a fase folicular, que
corresponde ao proestro e o estro, € a fase luteinica, que corresponde ao metaestro e ao

diestro (Peters e Ball, 1995).

2.1.1. Ciclo ovarico

A LH e a FSH produzem mudangas ciclicas nos ovarios (desde o
desenvolvimento dos foliculos, a ovulacdo e a formagao do corpo luteo). Esta interac¢ao
entre estas hormonas é conhecida como ciclo ovarico. Durante cada ciclo, a hormona
FSH promove o crescimento folicular de varios foliculos primarios, no entanto, apenas
um unico foliculo primario se desenvolve em foliculo maduro ou de De Graff, e liberta

0 seu ovocito.

2.1.2. Fase Folicular

O periodo de desenvolvimento folicular ¢ constituido por duas fases: proestro e
estro. O proestro tem uma duragdo de dois a trés dias e ¢ caracterizado pelo declinio nos
niveis de progesterona, pelo desenvolvimento folicular e pelo aumento dos niveis de
estradiol no sangue (Antunes ef al., 2008).

Nesta fase, a secre¢do de FSH e LH do lobulo anterior da hipdéfise deve-se a
libertacdo da GnRH pelo hipotdlamo. Os niveis elevados de FSH no sangue induzem o
desenvolvimento dos foliculos em consonancia com a LH, que estimula a maturacdo. A

producdo de estradiol pelos foliculos aumenta @ medida que o foliculo se desenvolve.

12
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ApoOs uma determinada concentracdo, o estradiol estimula a manifestacao do cio e a
libertagcao de LH, iniciando-se assim a segunda fase.

No estro, os elevados niveis de estradiol, além de induzir a manifestagao fisica
do cio, termina com a ovulacdao (Sallisbury e Vandermark, 1961) e sdo, também,
responsaveis pela dilatagdo da cérvix, pela sintese e secre¢cao do muco vaginal e pelo
transporte dos espermatozoides para o tracto reprodutivo feminino. Na auséncia da
progesterona, os elevados niveis de estrogénios, actuam nos receptores no hipotalamo
para induzir a receptividade sexual. Nesta fase, a elevada secrecdo de estrogénios,
devido ao retrocontrolo positivo, estimula a descarga da GnRH e liberta descargas pré —
ovulatéria de LH e reduzidas quantidades de FSH. Assim sendo, a ovulagcdo ocorre
quando ha a ruptura do foliculo e consequentemente a libertagao do ovécito (Evans e
Maxwell, 1990; Henderson et al., 1990; Allrich, 1983).

A estacdo do ano, a idade entre outros factores influencia a duragao do estro
(Peters e Ball, 1995). No entanto, o maneio, a raga ¢ os factores ambientais também

influenciam na variacao da duragdo do estro.

2.1.3. Fase Luteinica

Esta fase inicia-se com o fim da manifestagcdo do cio e tem inicio com o periodo
de desenvolvimento do corpo luteo. Esta fase subdivide-se em metaestro e diestro.

O metaestro tem como caracteristica principal a ovulagdo. Nos bovinos, a
ovulagdo ocorre nas 12 a 16 horas apds o fim do cio.

O corpo lateo produz progesterona, hormona esta, que ¢ responsavel pela
manuteng¢do da gestagao.

O diestro caracteriza-se pelo periodo em que o corpo lateo passa a ser funcional

e comeca a sintetizar e libertar niveis elevados de progesterona.

13
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O diestro ¢ o ciclo de maior duragao, sensivelmente 15 dias.

Se o ovocito for fecundado, o corpo luteo ¢ mantém-se e os niveis de
progesterona permanecem elevados durante o periodo de gestacdo. No caso de nado
ocorrer fecundagdo, da-se a regressdo do corpo luteo, aproximadamente 17 dias apds o
cio, e os niveis de progesterona no sangue diminuirao, permitindo o desenvolvimento de
um novo ciclo estral. A PGF2a, ¢ uma hormona produzida no utero, ¢ tem como
finalidade a destrui¢ao do corpo luteo, ou seja, a lutedlise (Gordon, 1994).

A partir do 10° dia, o corpo liteo amadurece e torna-se mais sensivel a acgao

luteolitica da PGF2a (King & Kiracofs, 1982; Berardinelli & Adair, 1989).

2.2. Foliculogénese

Segundo Driancourt et al. (1991), a foliculogénese comporta todas as etapas do
desenvolvimento do foliculo, desde a sua formacdo até a ovulagdo ou a sua atresia
(Figura 2.1).

A camada cortical no ovario, ocupa a maior parte do volume dos ovarios e € a
camada cortical propriamente dita, sendo nela que se encontram os foliculos ovaricos,
que s3o as unidades funcionais basicas das génadas femininas. Nestes foliculos, as
funcdes endocrinas e germinativas estdo vinculadas funcional e histologicamente, pois
as celulas da teca e da granulosa que envolvem os ovdcitos sdo as principais
responsaveis pela sintese de estrogéneos. Assim sendo, sdo as suas cé€lulas somaticas
que irdo contribuir para grande parte na realizacdo desta fun¢do, sendo essenciais para a
reprodugdo e sobrevivéncia das espécies (Armstrong e Gore — Langton, 1994).

No foliculo, gera-se um micro ambiente propicio ao crescimento € maturagao do
ovocito. Também ¢ no foliculo, que se produzem hormonas esteroides, como a

progesterona e os estrogénios (Hagemann, 1999).
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Segundo Hafez (1987), a foliculogénese ¢ composta por duas fases distintas. A
primeira fase corresponde ao desenvolvimento do foliculo e estd dependente de um
controlo intra — ovarico. A segunda fase, o controlo intra — ovarico ¢ feito por hormonas
gonadotroficas.

Os foliculos podem ser classificados segundo o seu tamanho e grau de evolugao.

Um foliculo ovarico ¢ uma agregacao esférica de cé€lulas que contém o gameta
em desenvolvimento. O crescimento e o desenvolvimento dos foliculos sdo
acompanhados por alteragdes nos gametas associados. A continuidade ciclica do
desenvolvimento folicular caracteriza-se através da identificagdo de foliculos na
superficie do ovario, sendo estes classificados como foliculos primordiais, foliculos
primarios, foliculos secundarios, foliculos terciarios, foliculos de De Graff e foliculo pré

— ovulatorio.

Foliculo Foliculo .
Fuliculo Primario  Secundério Foliculo
Primordial Maduro
Ruptura do

/ Foliculo

qupo
Albicans Corpo Liteo
Maduro

Corpo
Ldteo

Figura 2.1. — Esquema da evolug¢do folicular, desde o foliculo primordial até ao corpo
albican, passando pelos estddios intermédios de foliculo primario, secundario e
terciario. Adaptado de http://veterinariadeouro.blogspot.com/2010/07/fisiopatologia-da-

reproducao.html.
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2.2.1. Avaliacao dos foliculos

Segundo Hagemann (1999), um foliculo nao ¢ constituido unicamente
pelo ovocito, mas também por mais trés tipos de células, sendo elas a teca, as células da
granulosa e as células do cumulus oophorus. Estas células tém a capacidade de manter o
ovocito no estado meidtico quiescente.

Independentemente do ciclo sexual ou da idade da fémea, encontra-se uma
populacdo heterogénea de foliculos em diferentes estados de foliculogénese, incluindo a
fase de crescimento, a fase de estabilizagdo do crescimento e a fase atrésica. A atrésia
folicular significa a destruicdo do ovocito, relacionando-se a qualidade do foliculo com

a capacidade de desenvolvimento posterior daquela célula germinativa (Marques, 1998).

2.2.2. Aspectos morfoldogicos dos foliculos

Existem trés tipos de foliculos: os primordiais, em crescimento ou secundarios e
os vesiculares, também conhecidos como terciarios ou antrais. Os foliculos terciarios ou
antrais sdo caracterizados pela presenga de uma cavidade cheia de liquido, designado
por antrum ¢ pela diferenciacdo das células da granulosa e das tecas (Erickon, 1996).
Alguns autores diferenciam ainda os foliculos primordiais dos foliculos primarios, pelo
numero e forma das células da granulosa (Hulshof ef al., 1992).

Os ovarios, segundo o seu estado fisiologico, contém uma grande quantidade de
foliculos primordiais, uma populacao mais limitada de foliculos pré — antrais (variam de
100 a 1000) e antrais (variam de 50 a 300). O tempo que estes foliculos necessitam para
o seu crescimento desde as fases primordial e pré — antral, até ao estado de ovulagdo
varia, pode ser de alguns dias ou semanas ( Driancourt, 2001).

Segundo Potes (1989) cada foliculo primordial encontra-se no interior do

estroma cortical e caracteriza-se por possuir dimensdes inferiores a 30 -40 um. Cada
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foliculo primério, resulta na transformacdo de um foliculo primordial. Esta
transformagao, envolve alteragcdes no ovoécito primario, no que diz respeito as células da
granulosa e aos elementos do estroma. As células da granulosa ficam em forma de cubo,
no entanto, o foliculo primario ainda contém o ovocito primario. Este foliculo possui
um diametro que varia entre os 40 a 60 um (Beckers et al., 1996).

O crescimento do foliculo primario, faz com que as células da granulosa se
comecem a dividir por mitoses, € a camada celular a volta do ovocito comece a
engrossar. Através deste processo, o foliculo primario evolui para foliculo secundario.
Assim sendo, o foliculo secundario, ¢ identificado pelo aumento das células da
granulosa associadas ao ovdcito primario e pelo desenvolvimento da zona pelucida
entre o ovocito e as células da granulosa.

As células da granulosa dividem-se através de mitoses, constituindo a corona
radiata. As células do estroma diferenciam-se em duas camadas, formando a teca interna
e a teca externa. As células da teca sdo separadas das células da granulosa por uma
membrana basal. A teca interna ¢ formada por células epiteliais de maiores dimensoes e
por uma intensa rede vascular. A teca externa ¢ constituida por uma camada de células
fibroblasticas.

A actividade secretora das células da granulosa, faz com que os foliculos
terciarios se desenvolvam. Pequenas fendas intercelulares, preenchidas por liquido
folicular, formam o antrum folicular. Estes processos fazem parte do crescimento
continuo do foliculo. Na ligacdo das células da granulosa as células da corona radiata
encontra-se o cumulus oophorus. As células da corona radiata sdo constituidas por
prolongamentos citoplasmaticos que penetram a zona pelucida.

O foliculo maduro ou foliculo de De Graff, possui 1 cm de didmetro e forma

uma vesicula transparente que fica saliente na superficie do ovario. Nesta fase, o
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ovocito ja ¢ secundario, mas permanece no centro da cavidade ou do antrum folicular,
que se encontra envolvido pela zona pelicida que estd rodeada pelas células da
granulosa e preso a parede do foliculo por um pediculo (cumulus oophorus). Estas
células, em contacto com a zona pelucida, tornam-se alongadas e formam a corona
radiata, que acompanha o ovocito quando este ¢ libertado pelo ovario.

Os foliculos pré—ovulatérios sao aqueles que chegam a fase final do crescimento
e sdo susceptiveis de ovular, logo que haja uma descarga de gonadotrofinas, isto €, um
pico de LH, ou quando ¢ injectado uma quantidade suficiente de LH (Driancourt et al.,
1991). As caracteristicas morfoldgicas de um foliculo pré—ovulatério sdo: tamanho
maximo, nimero de células da granulosa méaxima, actividade mitdtica das células da
granulosa minima e atrésia nos foliculos de tamanho imediatamente inferior (Driancourt
et al., 1991). Segundo os mesmos autores, as caracteristicas fisiologicas dos foliculos
sdo uma elevada razdo de estradiol/ androgénios e/ou estradiol/ progesterona no fluido
folicular. Pelo contrério, nos foliculos atréticos, esta razdo baixa, devido a paragem da
aromatizacdo da testosterona. Outra caracteristica a ter em conta ¢ a presenga de
receptores de LH nas células da granulosa, que se encontram ausentes ou ndo funcionais
nos foliculos atréticos. Outra caracteristica estd relacionada com a produ¢do de inibina

elevada. O fluxo sanguineo muito elevado ¢€ outra caracteristica a ter em conta.

2.3. Ovogénese

E o processo em que ocorre a formacgdo dos gametas femininos nas gonadas
femininas, também denominados por ovarios (Figura 2.2.).

Tem inicio na fase pré-natal e termina na puberdade, no fim da maturagdo

sexual. Durante a ovogénese os ovocitos permanecem retidos no estadio de diploténo da

profase na primeira divisdo meidtica, desde a vida fetal até pouco antes da ovulacdo.
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O processo de formacao do 6vulo distingue-se em trés fases: germinativa ou
multiplicagdo, crescimento e de maturagao.

Na fase de multiplicagdo ou germinativa, as céluas germinativas, também
designadas por ovogonias, dividem-se por mitose, terminando apds o crescimento.

Na fase de crescimento as ovogonias terminam a sua multiplicagdo e crescem,
aumentando a capacidade do citoplasma, transformando-se em ovdcitos I, também
designados por ovocitos primarios ou de primeira ordem.

Na ultima fase, de maturagdo, ocorre meiose em que o ovoécito | através da
divisdo I da meiose, origina duas células — filhas de diferentes tamanhos: uma que
retém, praticamente, todo o citoplasma do ovdcito I e outra muito pequena que contém o
nucleo envolvido por uma fina pelicula de citoplasma. O ovocito 11, também designado
por secundario ou de segunda ordem ¢ a maior célula. A célula envolvida por uma fina
pelicula de citoplasma ¢ designada por primeiro globulo ou corpusculo polar. Na
divisdo II da meiose, o ovocito II origina uma célula grande, o 6vulo, e outra pequena o
segundo globulo ou corptsculo polar, que se pode dividir originando dois corptsculos

polares.
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S O elors e 45 forng um vaie ™
Figura 2.2. — Figura representativa do processo da Ovogénese. Adaptado de

http://200.145.142.234/embriologia. NOVO/D-Gametogenese feminina/4 11.htm.

2.3.1. Crescimento dos ovocitos

A fase de crescimento dos ovocitos varia de espécie para espécie, mas de forma
geral ocorre mais rdpido nas espécies de pequeno porte do que nas espécies de grande
porte. Nesta fase ocorre a constru¢do da zona pelucida e a acumulacdo de diversos
produtos necessarios para a fertilizagdo e desenvolvimento embrionario precoce (Sirard,
2001). Durante o crescimento dos ovoécitos o nucleo, o nucléolo, as mitocondrias, o

complexo de Golgi, os ribossomas e os granulos corticais sofrem alteragdes.

2.3.2. Qualidade dos ovocitos
O complexo cumulus-oophorus engloba o ovécito propriamente dito e as células

do cumulus. O ovocito ¢ constituido por um nucleo, organelos citoplasmaticas e
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citoplasma (ooplasma) e encontra-se envolvido por uma membrana espessa denominada
de zona pelucida (Antunes et al., 2008).

A morfologia do complexo cumullus-oophorus esta intimamente relacionada
com o grau de atresia do foliculo que o contém e esta directamente relacionada com a
viabilidade dos ovdcitos. Desta forma, classifica-se os COC consoante a sua qualidade e
homogeneidade do citoplasma, dividindo-os em quatro grupos distintos, classificados de
1 a 4, onde os COC de qualidade 1 e 2 sdo utilizados para a FIV e os de qualidade 3 ¢ 4
sao rejeitados (Antunes et al., 2008).

Os COC de qualidade 1 s3o caracterizados por ter as células do cumulus
presentes, compactas e completas, ndo se distinguindo uma das outras, rodeando todo o
ovocito com o minimo de cinco camadas de células e de cor uniforme. S6 os COC que
apresentam citoplasma homogéneo e um cumulus denso e completo ¢ que podem ser
classificados de categoria 1.

Os COC de qualidade 2 possuem um nimero de camada de células da granulosa
igual ou superior a cinco, envolvendo todo o ovdcito e apresenta um aspecto do
cumulus-ovécito compacto. O citoplasma dos ovodcitos pode apresentar zonas mais
densas e com diferentes pigmentagdes. A existéncia de uma destas caracteristicas ou a
jungdo das duas faz com que os ovocitos se incluam na categoria 2.

Os COC de qualidade 3 apresentam grande heterogeneidade no ooplasma. O
complexo cumulus-oophorus pode ou ndo estar presente na sua totalidade, o nimero de
camada de células do complexo ¢ igual ou superior a 3, podendo existir partes do
ovocito descobertas, sem cé€lulas do cumulus a revesti-las. O ooplasma do ovocito pode
apresentar zonas com pigmentagdo diferentes, ndo sendo totalmente homogéneo. A
presenca de uma ou mais destas caracteristicas leva a classificar os ovocitos na

categoria de qualidade 3.
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Os COC de qualidade 4 apresentam um numero de camadas de cumulus-
oophorus inferior a trés ou estar totalmente desprovido de células; podem também estar
presentes na sua totalidade mas com células dissociadas (cumulus expandido). O
ooplasma do ovdcito na maior parte dos casos € heterogéneo. A presenca de uma ou
mais destas caracteristicas indica que os COC se inserem na categoria 4 (Antunes et al.,

2008).

2.4. Aparelho reprodutor masculino da espécie equina
O aparelho reprodutor masculino é constituido por dois testiculos que se

encontram envolvidos pelo escroto, 6rgaos acessorios (condutos e glandulas) e o pénis.

2.4.1. Testiculos

E nos testiculos que se produzem os espermatozoides ¢ a testosterona.

Cada testiculo ¢ formado por tubos seminiferos, rodeados de uma cépsula
fibrosa — albuginea. Possuem células de Leydig, que segregam a testosterona,

encontram-se no tecido conjuntivo entre os tubos seminiferos.

2.4.2. Epididimo

O epididimo, do Grego epi (dentro) e didymoi (germinativo ou testiculo), € um orgao
alongado, localizado na superficie do testiculo. E monotubular, enrolado em espiral e
transporta os espermatozoides dos vasos eferentes para os vasos deferentes (Sullivan et
al., 2005). Anatomicamente, esta dividido em trés segmentos: a cabeca, onde o
espermatozdide adquire motilidade progressiva; o corpo, onde adquire capacidades

fecundantes; a cauda, local de armazenamento. As células epididimais sdo
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especializadas ndo s6 em criar o ambiente para amadurecer o espermatozoide, mas

também para realizar a protec¢ao imunologica (Shivaji, 1988).

2.4.3. Ducto Deferente
E um tubo muscular que, no momento da ejaculagdo impulsiona os

espermatozdides desde o epididimo até a uretra prostatica.

2.4.4. Escroto e Musculo Cremaster

O escroto ¢ uma estrutura sacular que contém os testiculos. Por debaixo da
camada cutinea externa encontra-se outra de tecido fibroeldstico denominada tinica
dartos. O escroto conjuntamente com o musculo cremaster, tem como funcdo a
regulacdo da temperatura dos testiculos. Ao contrair as fibras musculares, quando esta
frio, os testiculos adquirirem uma posi¢cdo contigua com a parede abdominal, afastando-

os quando esta calor.

2.4.5. Cordao Espermatico
O testiculo ao descer desde a sua origem para o saco escrotal, arrasta vasos e
nervos espermaticos. Estes elementos formam uma parte activa muito importante do

corddo espermatico, o qual engloba também o ducto deferente.

2.4.6. Canal Inguinal
Estende-se desde a cavidade abdominal até ao exterior € contém o corddo

espermatico € 0s vasos € nervos inguinais.
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2.4.7. Glandulas Sexuais Acessorias

Sao denominadas de ampolas dos ductos deferentes, as vesiculas seminais, a
prostata e as glandulas bulbouretrais. Estas glandulas segregam uma grande parte do
liquido seminal indispensavel como meio de transporte, nutrigdo e proteccdo dos

espermatozdides contra o excesso de acidez do ducto genital feminino.

2.4.8. Pénis

E o orgdo masculino da copula, sendo composto essencialmente por tecido
eréctil, e inclui a parte extrapélvica da uretra. Esta apoiada pela fascia do pénis e a pele,
e a sua porgao pré-escrotal encontra-se inserida numa bolsa cutdnea — o prepucio.

O pénis consiste essencialmente em dois corpos erécteis: 0 corpo cavernoso € o
corpo esponjoso, constituidos principalmente por tecido elastico e muscular. A erecgdo
peniana antes da copula deve-se a penetragdo de maior quantidade de sangue pelos

troncos arteriais do que de saida pelos venosos, que leva ao aumento do tamanho e

rigidez do 6rgdo e também a contrac¢do do musculo erector do pénis.

2.5. Espermatogénese

A espermatogénese (figura 2.3) ¢ um processo basico da reprodu¢d@o do macho e
resulta no processo e producdo de espermatozdides. Este processo ¢ dividido em quatro
fases: Fase de Multiplicagdo — as células germinativas masculinas ou espermatogonios
dividem-se através de sucessivas mitoses e sdo células dipoloides (2n); Fase de
Crescimento — corresponde ao intervalo em que o espermatogénio deixa de se
multiplicar e ocorre o crescimento do mesmo. Desta forma, o Espermatogoénio
transforma-se em Espermatécito I; Fase de Maturagdo — os Espermatocitos I, também

designados por Espermatécitos Primarios ou de Primeira Ordem sofrem o processo de
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divisdo meiotica, dando origem a Espermatocitos II, ocorrendo posteriormente a
segunda divisdo meiotica originando os Espermatidas. Tanto os Espermatocitos II como
as Espermatidas sdo células haploides (n); Fase de Diferenciagdo — ocorre a

transformagao da espermatida em Espermatozoide.

Espermatogénese
Célula germinativa O n

E spermatogdrias @ 2n ,%

germinativo

MItDSB
Espermataadnias @
Eresmmentn

sem divizdn 2 £
celular § E
£33
E spermatdcito | 2n e

. o

Meinze | 1

E zpermatdcitos 1| @n @ n

/\Meiosell /\
Espemétides @" ONOXO)
Lol e
Espermatoztides ( { f 1’ Jg

Periodo de
maturagdo

Figura 2.3. — Esquema representativo do processo de Espermatogénese. Adaptado de

http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Citologia2/nucleol5.php.

2.6. Espermiogénese

Denomina-se por espermiogénese o processo pelo qual os espermatidios se
diferenciam em espermatozoides. A evolucdo de uma célula redonda sem nucleo
distinto para um espermatozoide altamente organizado deve-se ao alongamento e
achatamento do nucleo condensado, dando forma a cabeca do espermatozoide; a

eliminacdo de grande parte do citoplasma; a organizagdo da superficie da célula em
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dominios especificos, constituidos por grupos distintos de lipidos e proteinas,
desprovidos de mobilidade; e a reorganizacao dos organelos citoplasmaticos: fusao das
vesiculas do complexo de Golgi para a formagdo do acrossoma, reorganizagao dos
centriolos para formagao do flagelo e reparticdo das mitocondrias em torno da base da

cauda (Junqueira e Carneiro, 2004).

2.7. Espermiacao
A espermiagdo ¢ o processo da libertacdo dos espermatozdides imoveis que
flutuam na corrente de fluido produzido pelas células de Sertoli, dos canais eferentes até

ao epididimo, onde vao maturar e permanecer até a ejaculacao (Hafez, 1993).

2.8. Composicao do sémen

O sémen produzido pelo garanhdo ¢ constituido por duas partes: plasma seminal
e espermatozodides. O plasma seminal tem varias funcdes, funciona como substrato para
o transporte de espermatozodides para a égua, permite e inicia a maturagdo dos
espermatozdides indicada pela motilidade (pois os espermatozodides permanecem
imoveis antes de contactarem com o plasma seminal), assegura a sobrevivéncia e
motilidade dos espermatozoides pelo fornecimento de energia principalmente sob a
forma de glucose e protege-os de flutuacdes da pressdo osmotica. Previne, ainda, a
oxidacdo dos componentes bioquimicos (Morel 1999).

Um ejaculado divide-se em trés fracgdes: pré-espermatica, rica em esperma, e
pos-espermatica (Mann et al., 1963). A porcdo pré-espermatica ndo possui geralmente
espermatozodides, e se possuir sdo velhos e invidveis. Tem origem nas glandulas
prostatica e bulbouretrais e tem fungdo lubrificante e de limpeza da uretra, sendo

libertada antes de o garanhao penetrar a égua. A sua consisténcia é aquosa e possui entre
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10 a 20ml de volume. A segunda frac¢do ¢ a maior e mais rica em espermatozoides.
Contém 80-90% de espermatozoides e 80-90% de componentes bioquimicos do sémen.
Tem aspecto leitoso e consiste em varios jactos de ejaculado que em média constituem
40-80ml do volume total. A por¢ado de fluido tem maioritariamente origem nas ampolas
seminais ¢ nas glandulas bulbouretrais, com possivel contribui¢do da prostata e
glandulas vesiculares (Morel, 1999). A terceira frac¢do, pOs espermadtica, também
designada por frac¢ao de gel ¢ depositada apds a por¢do rica em espermatozoides. Tem
origem nas glandulas vesiculares e o seu volume pode ser desde nulo a 80ml, variando
com a estagdo do ano e individualmente em cada garanhdo especialmente de acordo
com a idade, sendo menor na época ndo reprodutiva e em garanhdes mais jovens

(Morel, 1999).

2.8.1. Constituicdo e Caracteristicas Morfologicas do Espermatozoide

Os espermatozéides dos garanhdes sdo gametas masculinos produzidos nos
tubos seminiferos dos testiculos, possuindo um comprimento de 87,85+7,02um
(Bielanski and Kaczmarski, 1979; Amann and Graham, 1993; Johnson et al., 1997,
Juhasz et al., 2000) e sao formados por trés partes distintas: a cabeca, peca intermediaria

e cauda (Figura 2.4.).
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Figura 2.4. Partes Constituintes do Espermatozoide de Mamifero. Adaptado de

http://blogdebiologia.files.wordpress.com/2009/10/espermatozoidel.gif?w=255&h=230

2.8.1.1. Cabeca

Tem forma eliptica, ligeiramente mais espessa na parte posterior. Possui um
comprimento de 6,62 = 0.02um e uma largura de 3,26 = 0,19um. A parte anterior da
cabeca estd envolvida pelo acrossoma (Juhasz et al., 2000). O acrossoma consiste num
saco membranoso invertido (Setchel, 1977), formando uma estrutura semelhante a um
capacete, que cobre um meio a dois tercos da por¢ao anterior do nucleo, diferenciando-
se a partir do complexo de Golgi do espermatideo, apresentando um papel vital na
fecundacao/fertilizacdo (White, 1962; Krogenoes et al. Citado por Silva e Verstegen,
1995). O acrossoma, rodeado pela membrana, contém enzimas hidroliticas, situando-se
na parte anterior do ntcleo (Bedford e Hoskins, 1990). Este contém uma quantidade de
enzimas semelhantes as encontradas nos lisossomas de uma célula, inclusive a
hialuronidase, que podem digerir filamentos dos tecidos, e enzimas proteoliticas. Estas
enzimas desempenham papel importante para que ocorra a penetragdo do material

genético masculino no ovoécito (Gyton & Hall, 1997).
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Na zona equatorial da cabega encontra-se o nucleo, uma formagao citoldgica de
grande interesse, devido aos fendmenos procreativos e genéticos. O seu componente
fundamental ¢ o RNA e o DNA (Pérez e Gutiérrez, 1985). No nucleo encontra-se
cromatina condensada e apenas um membro de cada par de cromossomas (Eddy e
O’Brien, 1993).

A membrana plasmatica ¢ composta por lipidos, maioritariamente fosfolipidos,
colesterol e proteinas. Os lipidos estdo dispostos por camadas onde a parte hidrofilica
esta disposta para o exterior ¢ a hidrofébica para o interior. As proteinas estdo
interligadas com os lipidos. A relacdo entre o colesterol e a natureza dos fosfolipidos
determinam a flexibilidade da membrana (Hammerstedt et al., 1990; Juhész et al.,
2000). A membrana plasmatica tem permeabilidade selectiva e actua como uma
barreira, mantendo, diferencas de composi¢do intra e extra celular. Danos nesta
estrutura, podem levar a perda da homeostase com posterior morte celular (Aman &
Pickett, 1987).

A integridade e funcionalidade da membrana plasmatica sdo indispensaveis para
a viabilidade da célula, uma vez que condicionam a manuten¢do da permeabilidade
selectiva, actividades metabolicas intracelulares, pH e composi¢do i6nica (Kumi —

Diakata e Badtram, 1994; Rota et al., 1996, Juhasz et al., 2000).

2.8.1.2. Peca Intermediaria

Encontra-se na parte posterior da cabega, correspondendo a zona de insercao da
cauda. E uma estrutura pequena, complexa e fragil onde se encontra o centriolo, ponto
de origem do filamento axial que € a estrutura principal da cauda. Em épocas quentes ou
em situagdes de stress a peca intermedidria pode lesionar-se, separando a cauda da

cabeca (White, 1962; Setchel, 1977).
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A pec¢a intermediaria ¢ tida como uma importante reserva energética
suplementar para o espermatozdide, pois € nesta zona em que o espermatozoide ¢
rodeado por uma mitocondria espiralada, que contém enzimas ligadas ao metabolismo
oxidativo do espermatozdide (Bloom e Brirch-Anderson, 1960; Juhdsz et al., 2000),
fornecendo-lhe reservas energéticas e consequentemente motilidade (Bishop citado por

Setchel, 1977).

2.8.1.3. Cauda

A cauda ¢ o elemento locomotor dos espermatozoides, sendo o seu movimento
causa responsavel pela propulsio dos espermatozodides nos liquidos. Tem um
comprimento médio de 80,45+6,16um. Pode ser diferenciada em trés regides: Peca
proximal — € a parte mais grossa da cauda, esta rodeada por uma lamina mitocondrial,
que lhe confere energia necessaria para a locomocdo (Juhdsz et al., 2000); Peca
Principal — ¢ a estrutura mais comprida da cauda e contém os elementos propulsores da
mesma (Juhasz et al., 2000); Pega Terminal — é uma estrutura relativamente curta e

desempenha uma fun¢dao motora.

2.9. Conceito de Capacitacio Espermatica e Reaccio Acrossomica

Nos mamiferos, os espermatozoides sofrem um processo de exocitose,
designado por reac¢do acrossomica, antes de fertilizar os dvulos. Para que ocorra a
reac¢do acrossdmica nos espermatozodides ejaculados, € necessario que estes sofram
uma série de alteragdes, processo este, designado por capacitagdo, o qual ocorre in vivo
durante a passagem dos espermatozoides através da genitalia feminina ou in vitro
durante a incubacdo dos espermatozdides em meios de cultura apropriados
(Yanagimachi, 1988).
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A capacitacao do espermatozoide permite: a unido deste com a zona pelacida, a
reac¢do acrossomica e a hipermotilidade que permite aos espermatozoides deslizarem
sobre um fluido viscoso do oviducto e penetrar na zona pelticida (Yanagimachi, 1988).

A reacgao acrossomica (Figura 2.5) ¢ um processo irreversivel e € essencial para
a fertilizagdo. Este processo envolve a fusdo e a formacdo de uma vesicula da
membrana do acrossoma com a membrana plasmatica da célula espermatica, o que
permite a liberagdo das suas enzimas hidroliticas. A reac¢do somente ocorre apos a

ligacdo do espermatozoide com a zona pelucida (Yanagimachi, 1994).

Reagdo acrossomica

Figura 2.5. — Alteracdes morfologicas na cabeca dos espermatozoides mamiferos
durante a reac¢do acrossoOmica. A — Vesicula do acrossoma intacta, antes da reac¢do; B
— Fusdo da membrana acrossomal externa com a membrana plasmatica do
espermatozdide, formando as vesiculas acrossomais; C) Progressiva perda da membrana
e dos contetdos acrossomais; D- Finaliza¢do da reac¢do acrossdmica com a exposi¢ao
da membrana acrossomal interna. Adaptado de

http://200.145.142.234/embriologia. NOVO/EFecundacao_interna_e externa/5 11.htm.
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2.10. Recolha de Sémen

A recolha de sémen ¢ feita, genericamente com vagina artificial e inclui a
utilizacao de um manequim ou de uma égua em estro (Silva, 2006).

A recolha de sémen implica os seguintes materiais € equipamentos: vagina
artificial, incluindo manga de borracha; sistema de aquecimento de dgua e termometro;
lubrificante nao espermicida e copo de recolha (Silva, 2006). A recolha e a qualidade do
ejaculado tém forte relacdo com o ambiente em que sdo feitas as colheitas e com a

forma de condugao do garanhao.

2.10.1. Vagina Artificial

A vagina artificial ¢ uma imitacdo da vagina de uma égua, proporcionando uma
temperatura, pressao e lubrificagdo adequadas para facilitar a ejaculacio (Hafez, 1988).

A montagem da vagina inicia-se pela coloca¢do da manga de borracha no
interior do corpo da vagina. Com a manga bem alinhada, as extremidades exteriorizadas
sao rebatidas sobre os bordos do corpo da vagina e bem fixas com elésticos colocados
em volta das extremidades rebatidas. A manga deve ficar esticada, embora ndo
excessivamente. A manga interior deve ser rebatida e fixa sobre o bordo da extremidade
proximal do corpo da vagina, ficando a extremidade distal livre e pronta a receber o
copo de recolha. Estes copos sdo de pléstico, tém graduacdo que permite determinar o
volume do ejaculado e permitem a adaptacdo de um filtro para eliminacdao imediata da
fraccdo com gel e de detritos adicionados ao ejaculado durante a recolha. Os copos de
recolha devem ser mantidos em estufa a 37 °C, caso esteja disponivel e, essencialmente
nas colheitas feitas ao ar livre, o copo de recolha deve ser envolvido por material

isolante (Silva, 2006).
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Depois de verificada a temperatura interior da vagina artificial,
aproximadamente de 44 °C, deve-se confirmar com termometro, inserindo-o no interior
da vagina e acertar caso seja necessario, o qual deve ser lubrificado com lubrificante
ndo espermicida (Froman e Amann, 1983). O copo de recolha deve ser colocado na
extremidade da manga interior da vagina. Apos recolha, a manga descartavel deve ser
removida da vagina artificial e deve ser esticada e inclinada em direc¢do ao copo para
facilitar a drenagem completa do sémen. O copo de recolha deve, entdo, ser separado da

manga e transferido para a zona de observagao e avaliagdao do ejaculado (Silva, 2006).

2.11. Criopreservaciao do Sémen de Equino

Viarios factores devem ser considerados no congelamento de sémen de
garanhdes: exposi¢do dos espermatozoides a refrigeragdo, danos causados pelos cristais
de gelo e mudangas intracelulares devido a desidratagdo (Amann & Pickett, 1987).

Para ocorrer fertilizagdo, o espermatozdide deve possuir as seguintes
caracteristicas no congelamento e descongelamento: metabolismo para produgdo e
energia; motilidade progressiva; enzimas localizadas no acrossoma e proteinas na
membrana plasmatica. Estes quatro factores sdo importantes para a sobrevivéncia do
espermatozdide no trato genital da égua e para a ligacdo do mesmo com a membrana
plasmatica do ovdcito para a fertilizagdo. A destruicio de componentes da célula
espermatica, associada a um ou mais factores acima descritos pode reduzir a fertilidade.
Um espermatozoide movel nem sempre ¢ fértil, normalmente tem uma produgdo
adequada de energia, podendo no entanto, sofrer danos noutros factores (Amann &
Pickett, 1987). Quando uma amostra de espermatozdides passa pelo processo de
congelagdo, formam-se cristais de gelo extracelular quando a temperatura se aproxima

dos 0°C. Tal acontece devido ao aumento da concentragdo de sais no liquido
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extracelular. A agua movimenta-se do interior do espermatozdide para o meio
extracelular, desidratando progressivamente a célula. Para que haja sucesso na
congelagao deve haver equilibrio entre a velocidade de congelamento e a concentragao
de sais intracelulares (Amann & Pickett, 1987).

Os danos causados aos tecidos durante os processos de congelamento e
descongelamento devem-se a varios factores: formacdo de cristais de gelo
intracelulares, que afectam a estrutura da célula; concentracao de soluto resultante do
processo de desidratacao, que ocorre durante o congelamento tanto no meio extra como
intracelular e interacc¢ao entre esses dois factores (Pickett, 1986).

Se a reducdo do volume celular atingir um minimo critico, a bicamada de
fosfolipidos da membrana celular fica comprimida, danificando a sua estrutura e
consequentemente as fungdes de transporte e de protec¢do da membrana. A danificagao
da membrana promove uma ponte para entrada do gelo extracelular para o interior da
célula (Strorey & Storey, 1990).

Os crioprotectores possuem varias funcdes: diminuem a formagdo de cristais de
gelo intracelulares, evitando a desidratacdo das células (Mazur, 1970; Meryman et al.,
1977; McGann, 1978; Jondet et al., 1984), exercem uma acg¢ao estabilizadora durante as
mudangas de um estado liquido para o sdlido e vice-versa no descongelamento,
diminuindo os efeitos das altas concentragdes osmoticas durante a desidratacao celular.
(Seidel Jr, 1986). Apesar dos beneficios dos crioprotectores, ndao existe uma técnica de
criopreservacdo  celular que garanta 100% de sobrevivéncia apdés o
congelamento/descongelamento, devido a sua toxicidade que limita a eficacia da ac¢do
crioprotectora (Fahy, 1986), podendo, também, alterar a polaridade do meio extracelular

e lesar as membranas (Arnold et al., 1983).
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2.12. Avalia¢ao do Sémen

A avaliacdo do sémen ¢ feita através do nimero de espermatozdides e a sua
motilidade, a morfologia do espermatozéide num ejaculado (Rodriguez- Martinez et al.,
1996), provas de fluorescéncia e integridade do acrossoma (Chaveiro, 1999).

Véarios métodos de analise seminal t€ém sido desenvolvidos para avaliar mais
objectivamente os parametros funcionais do espermatozédide de forma a relacionar
parametros seminais com a fertilidade (Papadopoulos et al., 2005).

Para avaliagao da capacidade fertilizante, utiliza-se a fusao do espermatozodide
com a zona pelucida, a indugdo da reacgdo acrossoémica, o teste de penetragao do
espermatozdide com a zona pelicida, a fertilizacdo in vitro ¢ o desenvolvimento

embrionario (Chaveiro, 1999).

2.12.1. Analise Macroscopica

- Aparéncia: O sémen fresco de garanhdo, possui uma aparéncia de cor branca
acinzentada e opaca. Detritos, urina ou sangue no ejaculado afectam gravemente os
espermatozdides e indicam problemas no aparelho reprodutor ou urinario do garanhdo
(Juhész et al., 2000).

- Volume: determinado a partir da ejaculacdo. O gel deve ser removido durante

ou imediatamente apos a recolha de sémen (Juhasz et al., 2000).

2.12.2. Analises Microscopicas

- Motilidade: A avaliagdo da motilidade dos espermatozdides ¢ um dos mais
importantes testes realizados. Os resultados obtidos sdo subjectivos quando efectuados
por um observador, por isso, requerem que seja uma pessoa com boa experiéncia, para

que os resultados sejam de confianca. Contudo, a percentagem de motilidade

35



Revisdo Bibliografica

espermatica avaliada visualmente ndo esta altamente correlacionada com a fertilidade
(Juhasz et al., 2000).

A analise realiza-se numa escala de 0 (sem mobilidade) a 5 (movimentos de
onda muito rapidos) (Evans e Maxwell, 1990).

- Concentragdo: A determinacdao da concentragdo dos espermatozoides no
ejaculado ¢ importante, pois ¢ através deste parametro que se determina a dose correcta
para a Inseminacao Artificial ou para calcular o volume das amostras de sémen (Juhasz
et al., 2000). Segundo Morel (1999), a concentragao de espermatozoides no ejaculado ¢
influenciada por variados factores, entre eles a estagdo do ano, idade, tamanho
testicular, frequéncia de uso, raga, além de factores ambientais (incluindo temperatura,
radiacdo, nutricdo e produtos quimicos toxicos e farmacos), anomalias fisicas e

hormonais, doengas ¢ infeccoes.

- Namero Total de Espermatozoides: E calculado através do volume e da
concentragdo. A produgao de espermatozoides depende da idade, do volume testicular,
da capacidade de reserva de espermatozodides no epididimo, da época de reprodugdo e

frequéncia de recolhas (Picket, 1993; Juhész et al., 2000).

- Hipoosmotic Swelling Test (HosT): E um teste relativamente simples no que
diz respeito a avaliacdo da integridade funcional da membrana que reveste a parte
principal da cauda do espermatozodide. Para que ocorram processos de capacitagao,
reaccdo do acrossoma e ligacdo da célula espermatica a superficie do ovocito ¢

necessario que a membrana plasmatica esteja bioquimicamente activa. Inicialmente,

este teste foi desenvolvido para sémen humano (Jeyendran et al., 1984), mais tarde foi
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utilizado em sémen de bovino (Correa & Zavos, 1994; Correa et al., 1997) e suinos
(Vasquez et al., 1999; Melo & Henry, 1999; Lagares ef al., 2002; Fiirst, 2006).

Durante o teste hiposmotico, a actividade bioquimica do espermatozoide
promove o influxo da dgua, em decorréncia da maior osmolaridade presente no interior
da célula espermatica, desencadeando o aumento do volume interno para o equilibrio
entre o compartimento extracelular. O aumento do volume ¢ associado a expansao da
membrana celular que cobre a cauda, provocando o enrolamento da mesma. Este
fendbmeno ocorre em situagdes em que o espermatozoide possui a membrana
funcionalmente intacta. O enrolamento inicia-se na extremidade da parte distal da cauda
e prossegue para a peca intermedidria e cabega, onde a pressdo osmotica ¢ reduzida

(Drevius &Eriksson, 1966; Jeyendran et al., 1984).

2.12.3. Citometria de Fluxo

O primeiro citometro foi desenvolvido por Kamenstry e os seus colaboradores
em 1965 (Kamenstry et al., 1965).

O poder do citometro de fluxo reside na capacidade de medir varios parametros
em dezenas de milhares de células individuais em poucos minutos. Assim sendo, este
método pode ser usado para definir e enumerar com precisdo subpopulagdes. Uma vez
identificada, cada subpopulacao podera ser separada e usada para novos estudos ou até
ser separadas fisicamente. Desta forma, podem-se classificar dois tipos basicos de
citometria de fluxo: os que s6 analisam células e os que analisam células e também as
separam fisicamente (Moreira da Silva, 1994).

Tém por principio bésico aspirar as células ou particulas de uma suspensado
previamente preparada, for¢ando-as a passar uma de cada vez, sequencialmente, por

uma camara especial (“flow cell”). Assim, as particulas ficam envolvidas e centralizadas
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num fluxo continuo de liquido (“sheath fluid’), sendo interceptadas por um feixe de
laser. Apos a intercepgao pelo feixe luminoso, dois tipos de fendmenos fisicos sucedem,
dispersdo da luz e fluorescéncia, dando informagao acerca da célula.

Existem varias caracteristicas intrinsecas as células que provocam dispersdao da
luz: o tamanho, o nucleo, a membrana celular, os organelos interiores, a forma ¢ a
superficie (rugosa ou lisa). A dispersdo da luz nao se processa em todas as direc¢des de
igual forma, sendo que a maior dispersao € no sentido frontal, ou seja directamente para
a frente. Denomina-se “forward scatter” - FSC ao tipo de luz que possui dispersdao
frontal e tem como funcdo medir o tamanho da célula. A luz que possui dispersao
formando um éangulo recto designa-se de “Side Scatter” — SSC, ndo apresentando
correlacdo com o tamanho da célula, mas com a densidade celular e dos organelos,
encontrando-se, desta forma, dependente da complexidade da célula (Orfao e Gonzalez
de Buitrago, 1995).

Segundo Bertho et al. (2000), os corantes fluorescentes especificos
(fluorocromos) sdo utilizados para observar os componentes celulares que se deseja,
uma vez excitados pelo laser emitem luz de acordo com as caracteristicas fluorescentes
e sdo utilizadas para examinar aspectos bioquimicos, biofisicos e moleculares.

Desta forma, uma populagdo de células passa pelos tubos capilares, que contém
um sistema optico que regista os parametros que se deseja medir, transferindo os dados
para um computador (Orfao et al., 1995). Através do sistema Optico regista-se como a
célula reage apos o estimulo com o laser de argon em relagdo a dispersao da luz
incidente e a sua capacidade de emitir fluorescéncia. As lentes colocadas proximas da
zona de interceptagdo recolhem a luz dispersa e enviam-na para tubos
fotomultiplicadores que convertem o sinal luminoso em impulsos eléctricos. Os fotdes

de luz dispersos e emitidos pela célula sao separados por varios comprimentos de onda,
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por varios filtros Opticos e espelhos que apenas deixam passar a luz de comprimento de
onda desejado. Os fotomultiplicadores, geram sinais eléctricos que sao amplificados,
sendo acumulados numa frequéncia de distribuicao ou histograma (Bertho et al., 2000).
A amostragem dos dados, andlises e interpretagdo sao realizadas através de softwares

especificos.

2.12.3.1. Limitacoes e aplicacées da Citometria de Fluxo

Esta técnica torna-se vantajosa, uma vez que ¢ uma técnica semi-automatizada,
em que processa ¢ analisa conjuntamente, um grande numero de amostras, mesmo
utilizando pequenas amostras num espago de tempo, relativamente reduzido, permite
analisar varias caracteristicas celulares, tais como o tamanho, complexidade, ADN,
entre outros (Gorczyca et al., 2004).

Existe a necessidade de cuidados especiais na aplicagdo da técnica, de modo que
a sua sensibilidade e praticabilidade sejam acompanhadas de precisdo, tornando-se uma
técnica dispendiosa, pois requer a presenca de técnicos especializados (Gorczyca et al.,

2004).

2.12.3.2. Fluorocromos

Utilizados em citometria de fluxo, os fluorocromos sdo compostos fluorescentes
que tém como funcionalidade a avaliacdo de estruturas celulares, actuando como
marcadores de um aspecto celular a quantificar. Os compostos fluorescentes devem ser
combinados de forma cuidadosa, com diferengas minimas no espectro de emissao para
quantificar individualmente os diferentes aspectos a medir e a observar (Harrison e

Vickers, 1990).
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A aglutinina de Arachis hypogea (FITC-PNA) ¢ utilizada em citometria de fluxo
para fazer a distingdo entre um acrossoma intacto € um acrossoma que sofreu danos na
sua estrutura (Rathi et al., 2001). Os fluorocromos utilizados para o estudo de acidos
nucleicos sdo o Propidio Iodado (PI), o Brémio de Etidio, o Laranja de Acridina, o
Hoechst 33342, o Laranja de Tiazol, a Mitramicina ¢ a Cromomicina A3.

Existem diferentes formas de marcar estruturas celulares e as suas fungoes:
através da ligacdo dos fluorocromos aos componentes celulares especificos; ou
distribuindo-se num compartimento celular especifico (marcadores de nucleo,
mitocondrias e vacuolos), ou especificamente num organelo celular de acordo com o
seu estado funcional (mitocondria) ou utilizando ligantes especificos, anticorpos ou
lectinas conjugados com fluorocromos; ou através de uma marcacdo negativa (Harrison

e Vickers, 1990).

2.12.3.3. SYBR - 14
E um 4cido nucleico que se liga ao nucleo das células com membrana plasmatica
intacta, determinando assim as células vivas ao emitir uma fluorescéncia verde, sendo

excitado com laser de argon de 488nm de comprimento de onda (Duane ef al., 1995).

2.12.3.4. FITC-PNA

Um dos primeiros fluorocromo a ser utilizado foi o FITC-PNA, Fluorescein
Isothiocyanate — Conjugated — Arachis hypogea, ¢ uma molécula pequena com alta
afinidade para proteinas, sendo excitada com laser de argon de 488nm de comprimento
de onda. (Rathi et al., 2001).

Este fluorocromo ¢ utilizado para distinguir um acrossoma intacto de um

acrossoma danificado (Cross &Watson, 1994), colorando os acrossomas danificados,
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uma vez que o PNA liga-se a acrossomas danificados, emitindo uma fluorescéncia

verde, com comprimento de onda de 525 nm (Moc¢ et al., 2006).

2.12.3.5. P1

Este fluorocromo ¢ excitado por um feixe de luz de 488nm de comprimento de
onda, emitindo uma fluorescéncia vermelha, com aproximadamente 620 nm de
intensidade. Une-se @ membrana citoplasmatica quando esta se encontra danificada,

interligando-se com o ADN.

2.12.3.6. SYBR-14 E PI

A conjugacdo dos fluorocromos SYBR-14 e PI permite a determinagdo em
simultaneo da viabilidade e integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides,
o SYBR-14 emite uma fluorescéncia verde e o PI uma fluorescéncia vermelha. Através
da juncdo destes dois fluorocromos, obtém-se trés populagdes: coradas com SYBR-14
que determinam a populacdo de espermatozdides vivos (R1), coradas com PI que
determinam a populacdo de espermatozoides mortos (R2), e os corados com SYBR-14 e

PI que determinam a populacdo de espermatozdides moribundos (R3) (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Figura representativa da andlise por citometria de fluxo de sémen de
garanhdo para avaliar a integridade da membrana plasmatica dos espermatozdides A
fluorescéncia emitida pelo SYBR 14 ¢ detectada pelo FL1 (eixo das abcissas — X). A
fluorescéncia emitida pelo PI é detectada pelo FL3 (eixo das ordenadas). Os
espermatozdides que emitem fluorescéncia verde sdo corados com SYBR 14 e
representam a populacdo de espermatozodides vivos. Os espermatozédides corados que
emitem a fluorescéncia vermelha sdo corados com o fluorocromo PI e representam a

populagdo de espermatozoides mortos.

2.12.3.7. FITC-PNA e PI

A jungdo dos fluorocromos FITC-PNA e PI permite a determinagcdo em
simultaneo da viabilidade e da integridade do acrossoma dos espermatozoides, emitindo
o FITC-PNA uma fluorescéncia verde e o PI uma fluorescéncia vermelha. Através desta

juncdo, obtém-se quatro populagdes de espermatozoides: vivos com o acrossoma
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intacto, marcados negativamente pelo Propidio Iodeto e positivamente pelo FITC-PNA
(LL); vivos com o acrossoma danificado, marcados negativamente com o Propidio
Iodeto e FITC-PNA (LR); mortos com o acrossoma intacto, marcados positivamente
com o Propidio de Iodeto e com o FITC-PNA (UL); mortos com o acrossoma
danificado, marcados positivamente com o Propidio Iodeto e negativamente com a

FITC-PNA (UR) (Figura 2.7).
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Figura 2.7.- Figura representativa da andlise por citometria de fluxo de sémen de
garanhdo para avaliar a integridade acrossomica dos espermatozodides. A fluorescéncia
emitida pelo FITC-PNA ¢ detectada pelo FL1 (eixo das abcissas — X). A fluorescéncia
emitida pelo PI ¢ detectada pelo FL3 (eixo das ordenadas). Todos os espermatozoides
marcados com o fluorocromo PI e localizados acima da linha horizontal sdo
considerados mortos com o acrossoma intacto (UL) ou mortos com acrossoma

danificado (UR). Os espermatozoides viaveis sao assinalados pelo FITC-PNA e
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delimitados por uma linha vertical na figura, sendo considerados espermatozoéides vivos

com acrossoma intacto (LL) e espermatozoides vivos com acrossoma danificado (LR).

2.12.3.8. Processamento de Amostras

O requisito principal para que uma amostra seja analisada em citometria de fluxo
¢ que esteja em suspensdo monodispersa (Bacal e Faulhaber, 2003). A temperatura e o
armazenamento sdo factores importantes, pois podem influenciar a viabilidade celular

(Orfao e Gonzales de Buitrago, 1995).

2.12.3.9. Avaliacdo da Viabilidade Espermatica

Segundo Ericsson et al. (1989), o numero de espermatozdides viaveis existentes
numa dose de inseminacgao esta correlacionado com a capacidade fecundante da mesma.
Contudo, os testes tradicionais de avaliagdio da integridade da membrana do
espermatozdide quando relacionados com a fertilidade ndo apresentam resultados
eficazes (Graham et al., 1990), sendo o uso de diferentes fluorocromos o método mais
correcto na andlise da viabilidade espermatica (Juhész et al., 2000).

Com a evolugdo das técnicas de citometria de fluxo a utilizacdo de dupla
coloracdo da populacdo em estudo, tornou-se pratica recorrente. Desta forma, para
avaliar a viabilidade espermatica, pode-se recorrer a diferentes fluorocromos
conjugados. Neste estudo, utilizou-se os fluorocromos SYBR-14 e PI de forma a
classificar a populacdo de espermatozdides como vivos/mortos. O PI liga-se ao ADN
dos espermatozdides mortos e moribundos emitindo uma fluorescéncia vermelha,
enquanto que o SYBR-14 liga-se ao ADN dos espermatozdides vivos emitindo uma

fluorescéncia verde (Garner et al., 1986)
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2.12.3.10. Avaliacao da Integridade Acrossomica

Para fertilizar um ovdcito, o espermatozdide deve possuir a membrana do
acrossoma intacta. O espermatozédide sofre reac¢do acrossémica para que ocorra
penetracao na zona pelacida e fusdo com a membrana do ovdcito (Juhasz et al., 2000).

Entende-se por reac¢ao acrossomica, a fusdo progressiva da membrana
plasmatica com a membrana acrossomal externa do espermatozoéide.

Viérias técnicas tém sido utilizadas para diferenciar o acrossoma intacto do
danificado (Gros and Meizel, 1989; Juhdsz et al., 2000). A resposta fisiologica da
reaccdo acrossoOmica ¢ um processo que sO ocorre em espermatozoides vivos,
denominando-se por reac¢do acrossomica verdadeira. A danificacao do acrossoma pode
ocorrer devido a alteracdes degenerativas da membrana, em situagdes de congelamento
de sémen e ¢ denominada por reac¢ao acrossomica falsa (Bedford, 1970; Juhasz et al.,
2000). Para diferenciar estas duas reac¢des sao utilizadas coloragdes acrossdmicas
recorrendo a varios tipos de fluorocromos (Crosse et al., 1986; Varner et al., 1987,
Casey et al., 1993; Meyers, 1996). A coloracdo do acrossoma pode ser usada para
avaliagdo das anormalidades acrossomicas; avaliacdo do efeito da criopreservacdo na
integridade do acrossoma e avaliagdo do acrossoma durante a capacitagdo para
fertilizacdo in vitro. Em espécies, como nos bovinos, o acrossoma ¢ de grande dimensao
sendo possivel a sua visualizagdo ao microscOpio de contraste de fase, sem ser
necessario recorrer ao uso de fluorocromos. Em outras espécies, como em ratos,
humanos e em equinos, o acrossoma ¢ de pequena dimensdo e por isso, torna-se
necessaria a utilizacao de fluorocromos (Cross e Meizel, 1989).

Nos equinos, tém sido desenvolvidas varias técnicas para avaliar a reaccao
acrossomica, incluindo a utilizagdo do FITC — PSA (Fluorescein Isothiocynate —

Conjugatd- Pisum sativum) ¢ FITC-PNA (Fluorescein Isothiocyanate — Conjugated —
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Arachis hypogea). A visualizagao do acrossoma com o FITC-PNA mostra claramente
os diferentes estadios da reac¢ao acrossoémica e € utilizado para a avaliagdo dos danos
da membrana acrossomica sem que haja permeabilizagdao da célula (Farlin ef al., 1992;

Szasz, 1999).

2.13. Histoéria técnica Fertilizacao In Vitro

Ha mais de um século, observou-se pela primeira vez, a fecundaciao de um évulo
de uma estrela-do-mar com a posterior formagao da primeira célula do futuro embrido.

Os primeiros trabalhos realizados em embriologia de mamiferos foram
realizados em coelhos devido as suas caracteristicas biologicas favoraveis.

Em 1875, Van Beneden, descreveu estados embriondrios pré-implantados e no
ano de 1890 Heape, descreveu o processo de transferéncia de embrides para o oviducto.
Mais tarde, em 1929, Lewis e Gregory procederam a realizacdo de um filme de
sucessivas clivagens de uma morula em cultura. Contudo, a compreensdo das
necessidades nutricionais e das limitagdes impostas pelas caracteristicas fisico-quimicas
dos meios de melhor qualidade, permitiram progressos significativos na area da cultura
de embrides fertilizados in vitro.

Em 1956, Wesley Whitten propdés uma nova formulagdo para os meios de
cultura, que passaria a ser utilizada tanto na recolha como na cultura dos embrides,
aumentando o numero de embrides implantados com sucesso. Whitten desenvolveu um
meio utilizando uma solugdao de Krebs-Ringer bicarbonato, suplementada com albumina
sérica bovina, promovendo assim as clivagens de um embrido de um rato com uma
célula até ao estado blastocisto.

Em 1959, Chang marcou a histéria da FIV, ao relatar o nascimento do primeiro

mamifero, um coelho, a partir desta técnica. Desde ai, até ao final dos anos 70, outros
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relatos de nascimentos de mamiferos sauddveis foram registados. Apos Chang,
Whittingham em 1968, obteve sucesso trabalhando com ratos e mais tarde Toyoda e
Chang definiram a FIV para ratos. Em 1978 deu-se um novo avanco na FIV, Steptoe e
Edwards obtiveram sucesso no nascimento do primeiro bebé humano.

No que diz respeito a animais de producao animal, s6 na década de 70 surgiram
os primeiros relatos de sucesso no nascimento apds maturagdo in vitro, seguida de
transferéncia para a fertilizagdo dos embrides in vivo. Em 1971 filhotes saudaveis de
ovelhas foram produzidas por Crosby e pela sua equipa. No mesmo ano, Leman e Dziuk
obtiveram sucesso num trabalho efectuado com porcos, resultado confirmado mais
tarde, em 1984, por Motlik e Fulka. O primeiro nascimento de um bezerro a ser
produzido por esta técnica foi descrito em 1970, e foi realizada por Sreenan e pela sua
equipa.

Até esta data, ndo existiam relatos de producao de bezerros pela FIV. Mesmo
com as técnicas de transferéncias de embrides produzidos in vivo em bovinos a ser
muito utilizada na década de 70, os esfor¢os para produzir bezerros in vitro foram
considerados por Blandau em 1980 um “total fracasso”. Mesmo apoés as afirmacdes de
Blandau sobre as dificuldades de produzir um bezerro in vitro, Brackett et al. (1982)
foram os primeiros a descrever o nascimento de um bezerro sadio a partir da FIV. Este
nascimento deu-se a 9 de Junho de 1981, revolucionando a técnica da FIV e da
comunidade cientifica.

No ensaio de Brackett ef al. em 1982, trabalhando com bovinos, utilizaram 22
doadoras e 7 receptoras. Para a fertilizagao foi utilizado sémen de animais seleccionados
para a inseminacgdo artificial que indicavam uma boa qualidade seminal. O sémen
utilizado foi tanto fresco como congelado. Os ovocitos foram recolhidos por via

cirtirgica, num total de 177 ovdcitos, dos quais 52% fertilizaram. Apesar da elevada
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percentagem de embrides produzidos, s6 uma gestacdo foi obtida. O embrido foi
transferido no estado de quatro células. Assim sendo, o primeiro bezerro que nasceu
pela técnica da FIV, pesava 45 kg e ao longo dos meses de desenvolvimento nao foram
observadas alteragdes no desenvolvimento e no comportamento do animal.

Desde este progresso, a produgdo in vitro (PIV) de bovinos sofreu um grande
impulso por se ter verificado que existia um grande potencial tanto para a espécie

humana como animal.

2.13.1 Técnica de Fertilizacao in vitro

2.12.1.1. Definicdo de Fertilizacao

A fertilizagdo ¢ um fendémeno biologico complexo, que ocorre entre os gametas
masculinos ¢ femininos. O gameta de cada um dos sexos ¢ composto por células
haploides, que quando se fundem, formam uma célula dipldide, originando um ovo ou
zigoto. O zigoto ou ovo ¢ portador de caracteres hereditarios, tanto de origem paterna,
como de origem materna (Crozet, 1991).

A fertilizagdo in vitro (FIV) ¢ uma técnica de reprodu¢do assistida que consiste
na incubacdo dos espermatozodides com os ovdcitos em meios que podem fornecer
elementos exigidos para a maturagdo final, para a fusdo e sdo ainda capazes de suportar

os primeiros estados de desenvolvimento embrionario (Guerin ef al., 1996).

2.13.1.2. Aplicacoes e Limitacoes da FIV

A técnica de FIV tem sido utilizada para diferentes seguimentos da reproducao
assistida das areas humana e animal. Inicialmente, esta técnica era aplicada para estudar
fenémenos fisiologicos relacionados com os gametas masculinos e femininos. A partir
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destes estudos, houve um melhor entendimento dos fendomenos de crescimento,
maturacao e fecundagdo de ovdcitos, da capacitacdo espermadtica, bem como do
desenvolvimento embriondario precoce e dos seus mecanismos de regulagao.

A FIV tem apoiado o desenvolvimento de biotécnicas como o caso da clonagem
por transferéncia nuclear, transgénese, sexagem de espermatozoides e embrides,
criopreservacao de ovocitos e embrides.

Segundo Graham & Mocé (2005) o potencial de fertilizagdo de uma amostra de
sémen pode ser obtido pela identificagdo e avaliagdo das caracteristicas seminais
correlacionando os resultados com a técnica de FIV, uma vez que a avaliagdo
simultanea da ligacdo e penetragdo da ZP oferecem uma relevancia bioldgica para este
tipo de ensaio, dado que nem todos os espermatozoides que se ligam a ZP sdo capazes
de a penetrar (Waberski et al., 2005). O niimero de espermatozdides ligados a ZP e os
que se encontram no espago perivitelino € considerado proporcional a capacidade
fertilizante dos espermatozoides (Codde e Berger, 1995).

No entanto, esta técnica nao pode ser utilizada como avaliacdo de rotina devido

aos custos e ao tempo necessario para todo o processo (Coetzee et al., 1998).

2.13.2. Fertilizacao In Vitro Heterologa

A FIV heter6loga surgiu como um método de avaliagdo da capacidade
fecundante do sémen fresco e congelado (Taberner et al., 2009), onde os gametas
femininos utilizados ndo sdo da mesma espécie que os gametas masculinos. Apesar de
varios autores defenderem que a FIV providencia uma técnica util para aferir a
fertilidade (Censyra, 1994; Brahmkshtri et al., 1999; Bryne et al., 2000; Popwell e
Flowers, 2004; Ruiz-Sanchez et al., 2006), a FIV heterologa tem vantagens em relagao

a fertilizagdo homologa, pois reduz o tempo dispendido por avaliagdo (Papadopoulos,
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2005). Efectivamente, enquanto que o teste de FIV homologa decorre durante 13 a 14
dias o teste de FIV heterdloga decorre apenas durante 5 a 6 dias, ao mesmo tempo que
reduz os custos envolvidos na FIV homologa e aumenta o numero de repeticoes devido
a uma maior disponibilidade de ovarios de vaca e de ovdcitos por ovario. Esta técnica
permite avaliar uma série de fungdes do sémen em simultaneo (motilidade, reac¢ao
acrossomica, penetracao no ovocito e descondensacao do ADN), a qual avalia melhor as
caracteristicas seminais que qualquer dos testes que avaliam apenas uma caracteristica
especifica (Bousquet and Brackett, 1981, 1982; Bousquet et al., 1983; Brahmkshtri et
al., 1999; Taberner et al., 2009), podendo ser utilizada para avaliar a capacidade de
penetracao do espermatozdide (Wheeler and Seidel, 1987; Tatemoto et al., 1994; Matas
et al., 1996; Hay et al , 1997; Gadea et al., 1998; Larsson ef al., 2000).

Ovoécitos de mamiferos tém sido utilizados em testes para verificar a capacidade
fecundante de sémen humano (Yanagimachi et al., 1976; Terada et al., 2004; Liu e
Baker, 1992; Canovas et al., 2007; Taberner et al., 2009), de felinos em extingao
(Swanson and Wildt, 1997; Baudi et al., 2008), de espécie bovina nao doméstica
(McHugh e Rutledge, 1998), de equinos (Brackett et al., 1982; Choi et al., 2003;
Campos-Chillon et al., 2007) e de asnos (Taberner et al., 2009).

Segundo Brackett ef al. (1982) a primeira avaliacdo da viabilidade de sémen de
garanhdo através da penetracdo de ovocitos desprovidos de zona pelucida, foi efectuada
em hamsters com uma taxa de penetracao 83%.

Landim-Alvarenga et al. (2001) reportou a utilizagao de ovocitos de bovino para
a fertilizag¢do in vitro heterdloga, tratados com calcium inophore A23187 e obtiveram
uma taxa de penetragdo de 26%.

Choi et al. (2003) efectuou um estudo para verificar a capacitacdo do sémen de

equino utilizando soro de albumina de bovino (BSA) ou alcool polivinilico (PVA)
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obtendo taxas de penetracdo de 47%. Nestes testes, os ovocitos sdo penetrados por
espermatozdides e fixados, de forma a verificar se no interior do ovdcito existe

espermatozdides com descondensacao da cabeca ou formacao de pro6 - niicleo masculino
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III - MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho, sem referéncia em contrario, foram

adquiridos essencialmente a companhia Sigma Chemical CO. (St. Louis, Mo, USA) e a

Merck (Darmstadt, Alemanha) (Tabela 3.1).

Tabela 3.1: Referéncia dos reagentes utilizados.

Reagente Referéncia Fornecedor
Cloreto de Sodio 1.06404 Merck
Piruvato de Sédio P2256 Sigma

Cloreto de Potassio 1.04936 Sigma
NaH,PO, S-5011 Sigma
KH,PO4 1.04873 Sigma
Glucose G-7021 Sigma
MgCl, . 6H,O M —-2393 Sigma
CaCl, .2 H,O 1.02382 Merck
Penicilamina P4875 Sigma
Streptomicina S9137 Sigma
Hepes M7528 Sigma
TCM 199 M 4530 Sigma
Gentamicina Gl1264 Sigma
Nistatina N4014 Sigma
FCS A 7906 Sigma
FSH F-2293 Sigma
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Estradiol E-2257 Sigma
Glutamina G 6013 Sigma
Fenol Vermelho 5530 Sigma
Potassium Penicilina G P 3032 Sigma
Hyaluronidase H 3506 Sigma
Pronase P-8811 Sigma
8-Bromoadenosine 3°,5’- B5386 Sigma
Cyclic monophosphate
BSA A-9647 Sigma
Anexina V-FITC 51-65874X BD Pharmigen
Propidio lodado 51 -66211E BD Parmigen
Oleo Mineral M -5310 Sigma

3.2. Recolha dos Ovarios

A recolha dos ovarios foi efectuada no Matadouro da Ilha Terceira - IAMA,
imediatamente apds o abate das vacas, sem qualquer referéncia ao estado de gestacdo e
do seu ciclo sexual. Foram recolhidos 116 ovarios, os quais foram lavados e colocados
em frascos com Solu¢do Tampao de Fosfato salino (“Phosphate Buffered Saline” —
PBS) (Tabela 3.2), previamente aquecida em banho-maria a 37° e transportados para o
laboratorio de Reproducdo Animal da UA, num recipiente térmico, esterilizado e

hermético, tendo sido processados num periodo nunca superior a duas horas.
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Tabela 3.2: Composi¢ao do meio de lavagem dos ovarios (Solu¢do PBS; Quantidade: 1

Litro)
Reagentes Quantidades
NaCl 8¢g
Piruvato de Sodio 0.036¢g
KCL 0.2g
NaH,PO4 1.15g
KH,PO4 0.2g
Glucose lg
MgCl, . 6H,O 0.1g
CaCl, . 6H,O 0.1g
Penicilamina 1x10°U
Streptomicina 0.5g
Kanamicina Smg

3.3. Puncao Folicular

O liquido folicular foi aspirado dos foliculos visiveis presentes na superficie do

ovario através da puncao com uma agulha de 18,5 G aplicada a uma agulha de 10 ml.

Os foliculos com didmetro entre 4 a 10 mm foram puncionados, excepto os foliculos

com aspecto quistico ou luteinizado. Apos a aspiracdo dos foliculos, o conteudo da

seringa foi lentamente vertido para tubos de Falcon de 15 ml, previamente aquecidos em

banho-maria, a 38,5°C com meio de recolha. Apds punc¢ao, os tubos foram mantidos em

repouso durante cerca de 20 minutos de forma a permitir a sedimentagdo dos complexos

cumulus-oophurus (COC’s).
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3.4. Meio de Recolha dos COC’s
Apo6s a sedimentagdo, os COC’s foram recolhidos com uma pipeta de Pasteur e
procedeu-se a lavagem dos mesmos em meio de recolha, composto pelos seguintes

reagentes (Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Composi¢do do meio de recolha.

Reagentes Quantidade
Meio de Cultura de Tecidos 199 (TCM 45 ml
199)
Hepes 25mM
Soro de Vaca em Cio ml

Gentamicina Spg/ml
Penistreptomicina 50pug/ml
Nistamicina 50pug/ml

3.5. Obervacao, Selec¢ao, Contagem e Lavagem dos COC’s

Os COC’s foram aspirados do fundo do tubo, utilizando uma pipeta de Pasteur e
colocados numa caixa de Petri de 60mm de didmetro esterilizada, com meio de recolha.
Com o auxilio de uma lupa e uma micropipeta, numa placa aquecida a uma temperatura
de 38,5°C, os COC’s foram seleccionados de acordo com a sua morfologia (Antunes et
al., 2008) e divididos em categorias de qualidade 1, 2, 3 e 4, tendo sido descartados os
COC’s do tipo 3 e 4. Ap6s a selecgao, os COC’s tipo 1 e 2 passaram por dois banhos de

lavagem com o meio de recolha e uma lavagem com o meio de maturacdo. Todas estas
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operagdes foram efectuadas na camara de fluxo laminar, de forma a garantir um

ambiente de assepsia.

3.6. Maturacao dos COC’s
Apbs as trés lavagens, os COC’s foram colocados em caixas de Petri de 35mm,
onde maturaram durante 24 horas numa incubadora (Heraeus 6000) a 38,5°C com 5%

de CO; no ar e 100% de humidade relativa.

3.7. Preparacio dos ovocitos para a Fecundagio In Vitro Heterdloga

Apds a maturacdo, os COC’s foram colocados em grupos de cinco numa caixa
de Petri com PBS, aquecido a 38,5C°, contendo 300U/ml de Hyaluronidase e pipetados
para remover as células da granulosa (Choi et al., 2003) e colocados numa placa de
Petri com 0,3% de pronase, de forma a remover a Zona Pelucida (ZP) (Taberner et al.,
2009). De seguida, foram efectuados trés banhos de lavagem com o meio TYH e
colocados em caixas de 4 pogos (NUNC), com dez ovocitos por cada pogo. Os pocos
continham 100pl do meio TYH suplementado com BSA e cobertos com 6leo mineral da

Sigma. No total foram utilizados 373 ovocitos maturados, distribuidos por sete sessdes.

3.8. Meio de fertiliza¢io e de Lavagem do sémen — TYH Medium
Na preparacao do meio TYH utilizou-se os seguintes reagentes (Toyoda et al.,

1971) (Tabela 3.4).
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Tabela 3.4. Composi¢do do meio TYH

Reagentes Quantidades

NaCl 119.37mM
KCl 4,78mM

CaCl,  2H,O 1,71 mM
MgSO,4 " 7TH,O 1.19mM
KH,PO4 1,19mM

NaHCO; 25,07 mM
Glucose 5,56 mM
Piruvato de Sodio 0,5 mM
Potassio Penicilina G 75ng/ml
Sulfato de estreptomicina 50 pg/ml
Fenol vermelho 2 png/ml
BSA ( Fraccao V) 4 mg/ml

3.9. Recolha e Preparac¢ao do Sémen

Foram utilizados dois garanhdes, um com seis € o0 outro com oito anos de idade,

tendo sido efectuadas no total sete recolhas de sémen a cada garanhdo, nos meses de

Fevereiro e Margo, recorrendo a uma vagina artificial modelo Hannover, com uma

temperatura interior de aproximadamente 44°C (Silva, 2006) com uma égua em cio. As

trés primeiras recolhas foram efectuadas para a limpeza do sémen. Apds a recolha, o

sémen foi imediatamente filtrado e retirou-se uma amostra para uma ldmina aquecida a

37°C, de forma a ser avaliado ao microscopio Optico a 400X, a mobilidade total e

progressiva (Kenney et al., 1983).
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O sémen, foi avaliado pelo volume, viabilidade, morfologia, motilidade total e
progressiva, concentragdo espermatica e pelo teste hiposmoético (HosT) (Juhdsz et al.,
2000).

A motilidade progressiva e motilidade total dos espermatozoides foi analisada
colocando uma gota de 20 pl de sémen, numa lamina e lamela pré-aquecida, a 37°C, ao
microscopio 6tico com uma ampliagdo de 400X. A avaliagdo de cada caracteristica foi
realizada de forma subjectiva, pelo mesmo observador, conforme definicao de Kenny et
al. (1983). Considerou-se como motilidade total a percentagem de movimento.

A concentragao espermatica, apos diluigao de 1: 100, foi determinada utilizando
uma camara de Neubauer.

De seguida, o sémen foi diluido a 1:1 (v/v) com diluidor Kenney (Kenney et al.,
1975), distribuido por tubos de Falcon em quantidades iguais, consoante o volume do
ejaculado e centrifugado a 600 x g durante cinco minutos (Choi et al., 2003). Apos a
centrifugacdo, o sobrenadante foi eliminado e o sémen dividido em duas partes de forma
a ser utilizado a fresco e outra parte congelado. A frac¢do de sémen a ser utilizada em
fresco foi adicionado 4 ml de meio TYH suplementado com 0,4% de BSA e novamente
centrifugado 300 x g durante 5 minutos.

De seguida, retirou-se o sobrenadante, colocou-se 100 pl do meio TYH
suplementado com 0,4% de BSA e adicionou-se 0,5mM de 8-bromoadenosina ciclica
monofosfato (§BrcAMP), colocando a amostra na incubadora a 38,5°C e a 5% de CO,
no ar e saturada de humidade a uma concentragdo espermatica de 5 x 10’ Spz/ml durante
3,5 horas.

Na fraccdo de sémen destinado a congelacdo, adicionou-se Iml do diluidor
GENT e procedeu-se a diluicdo para que a concentracdo espermatica final fosse de 200

x 10° Spz/ml e procedeu-se ao enchimento das palhinhas de 0,5 ml e selou-se com PVA.
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As palhinhas foram colocadas no frigorifico a uma temperatura de 5°C durante duas
horas, procedendo-se, de seguida, a congelacao do sémen com vapores de azoto liquido
durante 20 minutos, sendo posteriormente armazenadas no contentor de azoto liquido.
Para descongelar, o sémen foi colocado em banho-maria a 37°C, durante 30
segundos. De seguida, foi colocado num tubo de Falcon com 4ml do meio TYH
aquecido a 37°C e centrifugado durante 5 minutos a 600 x g. Apds centrifugagao
retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 100 pl do meio TYH com 0,5mM de
8BrcAMP e colocou-se na incubadora a 38,5°C com 5% de CO; no ar e saturada de

humidade, durante 20 minutos.

3.10. Fecundacio In Vitro Heterdloga
Apbs a preparagdo dos ovocitos e do sémen, procedeu-se a FIV, onde os gametas
femininos e masculinos foram co-incubados durante 18 horas a 38,5°C com 5% de CO,

no ar e saturada de humidade.

3.11. Fixac¢ao e Observacao

Passadas as dezoito horas, colocou-se os ovocitos numa solugao de etanol : acido
acético (3:1, v/v) durante 24 horas (Choi et al., 2003). De seguida, as células foram
colocadas numa lamina e coradas com 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI),
procedendo-se a observacdo ao microscopio de fluorescéncia a 400X. Foram
considerados ovoécitos penetrados os que apresentaram no seu interior descondensacgao

da cabega do espermatozoide ou formagdo de dois pré - nucleos (feminino € masculino).

57



Materiais e Métodos

3.12. Citometria de Fluxo

Para a analise da membrana plasmatica foram adicionados dois fluorocromos a
amostra de sémen. Adicionou-se SYBR-14, que emite uma fluorescéncia verde,
marcando todas as células com a membrana plasmatica intactas e o fluorocromo PI, que
emite uma fluorescéncia vermelha, marcando todas as células com membrana

plasmatica danificada (Nagy et al., 2003).

Para a determinacgdo da integridade da membrana plasmatica do espermatozoide,
efectuou-se uma solugdo prévia que continha 2 ml de meio de PBS, 2 ul de solugdo de
0,lmM de SYBR-14 ¢ 5 pl de solucdo de 2 mM de PI. Retirou-se 590 ul da solugdo
previamente preparada para um tubo de Falcon de 5 ml ao qual foi adicionado 10 ul de
sémen com uma concentragdo final de 5 x10” Spz/ml.

Para a andlise da integridade da membrana acrossomica foram adicionadas as
sondas fluorescentes PI e a aglutinina de Arachis hypogea (FITC-PNA), segundo Rathi
et al. (2001).

Para a determinagdo da integridade acrossdmica do espermatozoide, em 490ul
de meio PBS foram adicionados 2 pl de solugdo 2 mM de PI, 30 pl de solugdao 0,1 mM
de FITC-PNA e 10ul de sémen com uma concentragio final de 5 x10” Spz/ml. Para
ambas as amostras, apos 15 minutos de incubag@o no escuro a 37°C, as amostras foram
analisadas num citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences; San
Jose, CA, USA), equipado com uma fonte luminosa laser de argon, com comprimento
de onda de 488nm.

A aquisi¢do de dados e parametros de analise foram ajustados para a selec¢do

incluir somente células individuais, excluindo restos e agregados.

58



Materiais e Métodos

Para cada célula foram identificados o FCS (tamanho), SSC (complexidade), e a
intensidade da fluorescéncia verde (FL1) e fluorescéncia vermelha (FL3), utilizando o
software CellQuest®.

Para cada amostra, foram avaliados um total de 10 000 espermatozoides, tendo
sido determinado o seu tamanho expresso como “Forward scatter” (FSC) e a sua
estrutura interna através do “Side scatter” (SSC).

Os testes para determinar a integridade da membrana plasmatica e a integridade
do acrossoma foram efectuados separadamente. A FL1, detectou as células com
membrana intacta coradas pelo fluorocromo SYBR-14 e as células que sofreram
reac¢do acrossomica, coradas pelo fluorocromo FITC-PNA e foi captada através de um
filtro de 520 nm, enquanto a FL3 detectou as células mortas coradas pelo fluorocromo

PI e foi captada através de um filtro de 535 nm.

3.13. Analise e Tratamento de Dados
Para analise estatistica foi utilizada uma ANOVA para avaliar os resultados
obtidos. No caso da existéncia de diferencas significativas foi aplicado o método LSD

(Least Square Differences) para andlise post-hoc, utilizando o software SPSS 17.0

(SPSS Inc).
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IV — Resultados e Discussao

No presente estudo, foi avaliado o efeito da congelagdo na capacidade de
fecundacao do sémen de garanhao, recorrendo a fecundagao heterdloga com ovocitos de
bovino. O sémen foi recolhido nos meses de Fevereiro ¢ Margo numa latitude de 38° 40’

Norte e longitude de 27° 10°Oeste.

4.1. Avaliacdo Macroscopica do Sémen

O ejaculado do garanhdo A registou um volume de sémen livre de gel de 52,5 +
2.5 ml e o garanhdo B de 22,5 + 3,2 ml (Figura 4.1). Sabe-se que no hemisfério Norte a
producdo de Spz e a funcdo endocrina testicular sdo mais elevadas durante a
Primavera/Verao do que durante o Outono/Inverno, embora a incidéncia de anomalias
morfoldgicas tenda a ser menor em ejaculados obtidos no Inverno (Magistrini et al.,
1987; Janett et al., 2003 Silva et al. 2007). O volume dos ejaculados, que ¢ menor no
Inverno, determina que ejaculados obtidos nesta estacio do ano sejam
significativamente diferentes dos colhidos na Primavera e no Verdo relativamente ao
numero total de espermatozoides, ao numero total de espermatozoides vivos € ao
numero de espermatozdides com movimentos progressivos no ejaculado. Isso significa
que parece viavel recolher e conservar sémen durante o Inverno mas que o nimero de
doses seminais por ejaculado sera inferior ao conseguido com ejaculados colhidos na

Primavera ou no Verdo.
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Figura 4.1: Avaliacdo do volume do sémen fresco do garanhdo A M.z M apos
recolha recorrendo a vagina artificial. Cada valor representa a média + erro padrdo de

um total de quatro ejaculados por garanhao.

4.2. Avaliacao Microscopica do Sémen Fresco

Na avaliagdo microscopica também sdo evidentes diferencas no diz respeito a
motilidade total dos espermatozdides, em que o garanhdo A apresentou valores de 52,5
+ 4.8% e o garanhdo B de 40 + 4,1%. Quanto a motilidade progressiva o garanhdo A
apresentou valores de 40 = 7,1% e o garanhao B de 27,5 £2,5%.

No que concerne ao HosT, que avalia a funcionalidade e a integridade da
membrana que reveste a parte principal da cauda dos espermatozoides indicando os que
estdo bioquimicamente funcionais, o garanhdo A apresentou valores percentuais de 61 +

5,2 Spz e o garanhdo B de 47,5 + 11,3 Spz (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Avaliagdo da motilidade total, motilidade progressiva e Hos T do sémen
fresco do garanhdo A M ¢ 8 M. cada valor representa a média + erro padrao de um
total de quatro ejaculados por garanhao.

No que diz respeito a concentragdo espermatica, o garanhdo A apresentou
valores de 199 x 10° + 33,6 x 10° Spz/ml e o garanhdo B 168 x 10° + 53 x 10° Spz/ml.

(Figura 4.3).

4.3. Avaliacao Microscopica do Sémen Congelado
Apds congelacdo/descongelagdo, verificaram-se valores médios, no que
concerne a motilidade total dos espermatozoides de 51,7 + 1,7% de Spz para o garanhao

A ede 10,7 = 0,7% de Spz para o garanhdo B.
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Figura 4.3. Avaliacdo das caracteristicas espermaticas microscopicas (concentragdo

espermatica) do sémen fresco do garanhdo A M . B M. Cada valor representa a média

+ erro padrdo de um total de quatro ejaculados por garanhdo.

Na motilidade progressiva, o garanhdo A registou valores de 43,3 +1,7% de Spz
e o garanhdo B de 7 + 0,6% de Spz.

As diferencas na congelagdo/descongelagdo da motilidade do sémen dos
garanhdes podem ser atribuidas a diferentes resisténcias de congelagdo de cada
garanhdo (Combes et al., 2000; Snoeck, 2003). Estes resultados vao de encontro aos
estudos realizados por Jasko (1994) e Samper (2000) onde se verificou que a qualidade
do sémen de equino ¢ afectada pela criopreservacao.

Em relacdo ao HosT, apods congelagdo/descongelagdo, o garanhdo A apresentou
valores médios de 48,7 £ 2,9% e o garanhdo B de 18,7 + 2,7% (Figura 4.4). Apesar da
relativa simplicidade do HosT, ha diferentes protocolos, bem como diversas formas de

interpretagdes dos dados. Este facto dificulta a comparacdao dos testes entre autores,
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tornando as conclusdes questionaveis, podendo desta forma explicar a grande variagao
nas respostas de motilidade versus concentracdo espermatica. No entanto, Melo et al.
(2005), afirma que a habilidade do HosT em avaliar a integridade da membrana torna-o
um teste complementar importante na avaliagdo in vitro do sémen criopreservado, uma
vez que tanto a congelagdo quanto a refrigeracdo pode levar a efeitos deletérios sobre a

membrana.
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Figura 4.4: Avaliagdo das caracteristicas espermadticas microscopicas apos a

descongelagdo do sémen do garanhdo A M . B M. Cada valor representa a média +

erro padrdo de um total de 3 palhinhas de sémen de 0,5ml de cada garanhao.

4.4. Fecundacao In Vitro Heteréloga

No que concerne a FIV heterologa o garanhdo A registou taxas de fertilizagao
com sémen fresco de 51,9 £ 2,25% e com sémen congelado de 34,41 + 2,7%,
apresentando assim diferencas significativas (P< 0,05) no que diz respeito a capacidade
fecundante do sémen fresco e congelado. O garanhao B, com sémen fresco registou
valores de fertilizagdo de 48,1 £ 6,95% e com sémen congelado de 13,7 + 1,6%,
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demonstrando assim diferengas significativas (P<0,05) na capacidade fecundante do
sémen fresco e congelado.

Comparando a percentagem de ovdcitos fertilizados com sémen fresco dos dois
garanhdes ndo se registaram diferencas significativas, entre os dois garanhdes, tendo
contudo sido observadas diferencas significativas (P<0,05) entre os dois garanhdes

(Figura 4.5) para o sémen congelado/descongelado.
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Figura 4.5. Avaliagdo da capacidade fecundante do sémen fresco e congelado do
garanhdo A e B através da técnica FIV heter6loga. Cada valor representa a média + erro
padrdo de um total de 373 ovdcitos em 4 manipulacdes com sémen fresco e 3
manipulagdes com sémen congelado de cada garanhdo. Tratamentos com letras

diferentes apresentam diferengas significativas (p<0,05).

4.5. Citometria de Fluxo
A técnica de citometria de fluxo foi utilizada de forma a avaliar a integridade do

acrossoma e da membrana plasmatica (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Avaliacdo da integridade acrossdmica e da membrana plasmatica do sémen
fresco e congelado do garanhdo A e B utilizando a técnica de citometria de fluxo. Cada
valor representa a média + erro padrdo de um total de quatro ejaculados com sémen

fresco e trés palhinhas de sémen congelado de 0,5ml por garanhdo.

Desta forma, observou-se que o garanhdo A apresentou valores médios de
espermatozodides vivos de 83.6 = 1.55% contra 16,4 = 1,55% mortos. Este teste foi
efectuado utilizando o fluorocromo SYBR-14 em conjugacdo com o fluorocromo PI.
No que diz respeito ao sémen congelado do garanhdo A, registou-se um decréscimo na
percentagem de espermatozoides vivos/mortos, tendo-se verificado 57,69 + 9,01% de
espermatozodides vivos e 42,31 £ 9,01% de espermatozoides mortos, apresentando
diferengas significativas (P<0,05) entre o sémen fresco e congelado deste garanhao.

A avaliacdo do sémen fresco do garanhdo B apresentou valores de 16,6 + 3,17%
de espermatozoides vivos contra 83,4 + 3,17% de espermatozoides mortos. No sémen

congelado, apresentou valores de 6,9 = 1,05% de espermatozoides vivos contra 93,1 +
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1,05% de espermatozoides mortos, ndo existindo diferengas significativas entre os
valores encontrados para o sémen fresco e congelado.

No que diz respeito a integridade da membrana acrossémica, foram conjugados
dois fluorocromos FITC — PNA e o PI. Em rela¢do as amostras de sémen fresco do
garanhdo A registou-se 91,04 = 0,7% de Spz com a membrana acrossémica intacta e de
8,96 = 0,7% de Spz com a membrana acrossomica danificada. Nas amostras de sémen
congelado do mesmo garanhao os valores foram de 76,4 +7,79% de Spz com membrana
acrossOmica intacta e 23,6 = 7,79% de Spz com membrana acrossomica danificada,
verificando-se diferengas significativas (P<0,05). O garanhdo B apresentou 27,44 +
2,59% de Spz que possuiam a membrana acrossomica intacta e 72,56 £+ 2,59 % de Spz
com a membrana acrossomica danificada. No que diz respeito ao sémen
congelado/descongelado, observou-se que 25,92 + 2,97% dos Spz apresentavam
membrana acrossémica intacta e 74,08 £ 2,97% dos Spz apresentaram membrana
acrossomica danificada. Neste garanhdo ndo se registou diferencas significativas no que
concerne a integridade da membrana plasmatica e acrossdmica, comparando o sémen
fresco e congelado. Este resultado pode ser justificado pelo efeito individual, pois
apesar de ter baixa percentagem de espermatozdides vivos, estes demonstraram possuir
resisténcia ao processo de congelagdo/descongelacdo.

Apesar do desenvolvimento de novas técnicas laboratoriais ainda ndo € possivel
fazer o prognodstico da fertilidade do macho com exactiddo. Uma possivel razdo ¢ o
facto dos testes efectuados ao sémen testarem parametros individuais dos
espermatozdides. De forma a ultrapassar esta dificuldade, recorreu-se a uma técnica que
testa uma multiplicidade de caracteristicas, a FIV, sendo considerada por varios autores

uma técnica util para aferir a fertilidade (Braundmeier et al., 2002; Censyra, 1994;
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Brahmkshtri ef al., 1999; Bryne et al., 2000; Popwell e Flowers, 2004; Ruiz-Sanchez et
al., 2006).

Neste estudo os exames efectuados ao sémen do garanhdo A versus garanhao B,
tanto ao nivel de microscopia como de citometria de fluxo, registou-se melhores
qualidades seminais no garanhdao A e verificou-se 0 mesmo quando se procedeu a
fertilizagdo in vitro heterologa.

Os resultados de citometria de fluxo do garanhdo B revelaram que nao existiram
diferencas significativas no que diz respeito a viabilidade do sémen fresco para
congelado. No entanto, para este garanhdo os resultados da FIV heter6loga
demonstraram diferencas significativas (P<0,05) no que concerne a capacidade
fecundante do sémen fresco e congelado. A técnica de citometria de fluxo permite obter
valores no que diz respeito a viabilidade espermatica. A FIV heterologa possibilita
contacto directo entre o gameta masculino com o gameta feminino de espécies
diferentes, permitindo avaliar a capacidade fecundante dos Spz. Neste caso, concluiu-se
que o sémen do garanhdo B ¢ de baixa viabilidade espermaética, o que podera dificultar a
fecundagdo in vivo, pois ndo possui capacidade de percorrer o aparelho reprodutor da
fémea até fecundar o ovdcito.

Registaram-se diferencas significativas no que concerne a fertilizagdo in vitro
heter6loga com sémen fresco e utilizando sémen apos descongelagao (P<0.05),
verificando-se uma variagdo significativa entre os dois reprodutores, tanto na
integridade quanto na funcionalidade da membrana plasmatica do sémen congelado,
indicando assim uma diversidade de comportamentos entre os parametros espermaticos
destes animais. Segundo a literatura, o processo de congelacao/descongelacdo do sémen
provoca alteragdes estruturais, bioquimicas e funcionais (Watson, 1995; Holt, 2000;

Salomon e Maxwell, 2000; Medeiros et al., 2002), resultando numa reducdao da

68



Resultados e Discussdo

vitalidade e viabilidade. A composi¢do da membrana plasmatica ¢ um dos factores que
contribuem para a baixa resisténcia dos espermatozdides da espécie equina as baixas
temperaturas impostas pela congelagdao. Nesta espécie, os espermatozoides sdo mais
sensiveis ao choque térmico durante a reducao da temperatura porque possuem menos
colesterol na sua membrana plasmatica (Amman & Pickett, 1987). Segundo Brinsko et
al. (2000), o processo de centrifugacdo pode ainda ocasionar danos nas células
espermaticas. A lesdo celular ¢ um factor de extrema importancia, pois influencia
directamente a viabilidade espermadtica, podendo comprometer as caracteristicas
espermaticas responsaveis pelos processos de capacitagdo e de fecundagdo. Mudancas
que ocorram da membrana plasmatica e acrossomica podem levar a alteragdes na
permeabilidade, na funcionalidade ¢ no metabolismo da célula espermatica, podendo

prejudicar a motilidade e a capacidade fecundante da mesma (Aman & Graham, 1993).
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V-Conclusao e Perspectivas Futuras

Tudo indica que este estudo foi o primeiro em Portugal a descrever a fertilizagao
heter6loga como teste de fertilidade de sémen de equino fresco e criopreservado.

ApOs realizada a analise dos resultados deste estudo, foi possivel concluir que os
ovocitos de bovino desprovidos de zona pelucida sao uteis para avaliagdo citoplasmatica
e da capacidade de fertilizacao de sémen de equino, mostrando diferengas significativas
entre os garanhdes e entre sémen fresco e congelado. Verificou-se também, que a FIV
heterdloga pode ser uma alternativa para identificar as diferengas entre machos, sendo
uma potencial ferramenta para prever o potencial de fertilidade do sémen.

Concluiu-se também, que os testes de avaliacdo da integridade e funcionalidade
da membrana plasmatica do espermatozdide constituem avaliagdes complementares do
possivel potencial de fecundag@o do garanhdo, ndo sendo por si s6 conclusivos.

A selecgao dos parametros mais adequados para a previsao da fertilidade de um
macho tem sido pesquisada de forma intensiva. O HosT e a motilidade espermatica
foram reconhecidos como métodos uteis, embora muitos autores ndo reconhecam a sua
utilidade. O citometro de fluxo € um instrumento de extrema importancia no que diz
respeito a avaliacdo da integridade da membrana e do acrossoma, permitindo ter
resultados muito fidveis das caracteristicas seminais das amostras.

Dado o interesse do presente trabalho, penso que sera de propor a continuagao
do mesmo de forma aperfeicoar a técnica de FIV heterdloga e de complementar os
resultados obtidos nas avaliacdes seminais com os resultados da FIV heterologa,
criando assim um método fidvel de caracterizacdo da capacidade fecundante de

amostras de sémen.

70



Referéncias Bibliograficas

VI — Referéncias Bibliograficas

<> Allrich, R.D. (1993). Endocrinology and neural controol of oestrus expression in

dairy cattle. Journal of dairy Science. Capitulo 76 (Suppl.), p.310.

X8 Amann, R. P., Graham, J. K. (1993) Spermatozoal function. In: Mckinnon, A.

0., Voss, J. L. Equine Reproduction, Lea&Febiger, Philadelphia. p.715-745.

<> Amman, R.P., Pickett, B.W. (1987). Principles of cryopreservation and a revlew

of stallion spermatozoa. Equi. Vet. Sci, Nova York. v. 7, p. 145-174.

<> Antunes, G.; Marques, A.; Santos, P.; Chaveiro, A.; Moreira da Silva, F. (2008).
Atlas do Ovocito e do Embrido Bovino: breves nogdes de morfologia e

endocrinologia.Principia Editora Lda. 1* Edigdo, p. 51-86.

*

<> Armstrong, T.D., Gore-Langton, E.R. (1994). Follicular steroidogenesis and its
control: the physiology of reproduction, 2 nd edition, eds. Knobil, E. and Weill, J.D.,

Reven Press.

<> Arnold, K.; Pratsch, L.; Gawrish, K. (1983). Effect of poly (ethylene Glicol) in
phospholipids hydration and polarity of the external phase. Bioch Biophys Acta, v.782,

p.121-128.

<> Bacal, N. S.; Faulhaber, M. H. W. (2003). Introdugao a Citometria de Fluxo.
Aplicagao Pratica em Citometria de Fluxo. Editora Atheneu. Capitulol, p. 1-4.

X Baudi, D. L.; Jewgenow, K.; Pukazhenthi, B. S.; Spercoski, K. M.; Santos, A. S.;
Reghelin, A. L.; Candido, M. V_; Javorouski, M. L.; Muller, G.; Morais, R. N. (2008).
Influence of cooling rate on the ability of frozen-thawed sperm to bind to heterologous
zona pellucida, as assessed by competitive in vitro binding assys in the ocelot

71



Referéncias Bibliograficas

(Leopardus pardalis) and tigrina (Leopardus tigrinus). Theriogenology. v.69, p. 204-
2011.

<> Beckers, J.F., Drion, P.V., Figueiredo, J.R., Goffin, L., Pirottin, D.E., Ectors,
F.J. (1996). The ovarian follicules in cow: In vivo growth and in vitro culture. Reprod.
Dom. Anim; capitulo 31, p. 543-548.

<> Bedford, J. M. (1970). Sperm Capacitation and Fertilization in Mammals. Biol.
Reprod. (Suppl.). v.23, p. 128-158.

<> Bedford JM, Hoskins DD (1990): The mammalian spermatoozoon: Morphology,
biochemistry and physiology. In Lamming GE (ed): Marshall’s Physiology of
Reproductio. Edinburgh: ChurchillLivingstone. v. 2, p. 379-568.

<> Bertho, A. L., Santiago, M. A., Coutinho, S. G. (2000) Flow cytometry in the
study of cell death. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz . v.95, p. 429-433.

X Bielanski, W., Kaczmarski, F. (1979) Morphology of spermatozoa in semen
from stallions of normal fertility. J. Reprod. Fertil. Suppl.v.27, p.39-45.

<> Bo, G.A., Adams, G.P., Pierson, R.A., Mapletoft, R.J. (1995). Exogenous
control of follicular wave emergence in cattle. Theriogenology. v. 43, p. 31-49.

X8 Bousquet, D; Brackett, B. G. (1981). Penetration of zona-free hamster ova by
bull sperm after frozen storage. Theriogenology. v. 15, p. 117.

<> Bousquet, D.; Brackett, B.G. (1982). Penetration of zona-free hamster ova as a
test to assess fertilizing ability of bull sperm after frozen storage. Theriogenology. v. 17,
p- 199-213.

< Bousquet, D.; Brackett, B.G; Dressel, M. A.;. Allen, C. H. (1983). Efforts to
correlate laboratory with field observations on bull sperm fertility. Theriogenology. v.

20,p. 601-613.

72



Referéncias Bibliograficas

X8 Brackett, R. G.; Bousquet, D.; Boice, M. L.; Donawick, W. J.; Evans, J. F.;
Dressel, M. A. (1982). Normal development following in vitro fertilization in the cow.
Biology of Reproduction. v.27, p. 147-158.

<> Brackett, B. G.; Cofone, M. A.; Boice, M. L.; Bousquet, D. (1982). Use of zona-
free hamster ova to assess fertilizing ability of bull and stallion. Gamete Res. v.5, p.
217-227.

<> Brahmkshtri, B. P; Edwin, M. J.; John,M. C.; Nainar, A. M.; Krishnan, A. R.
(1999). Relative efficacy of conventional sperm parameters and sperm penetration
bioassay to assess bull fertility in vitro. Anim. Reprod. Sci.v. 54 , p. 159-168.

X Brinsko S, Varner DD, Blanchard TL (2000), “Transported Equine Semen”,
Recent Advances in Equine Reproduction, B. A. Ball Ed.

<> Campos-Chillon, L. F.; Barcelo-Fimbres, M.; Carnevale, E. M.; Seidel, G. E. J.
(2007). Use of bovine oocytes to evaluate in Vitro fertilizing capacity of equine sperm.
Theriogenology. v.68, p. 515-516.

<> Canovas, S.; Coy, P.; Gomez, E. (2007). First steps in the development of a
functional assay for human sperm using pig oocytes.J. Androl. v.28, p. 273-281.

X8 Casey, P. J.; Hillman, R. B.; Robertson, K. R.; Yudin, A. [; Liu, I. K. M.;
Drobnis, E. Z. (1993). Validation of an acrossomal stain for equine sperm that
differentiates between living and dead sperm. J. Androl. v. 14, p. 289-297.

<> Chang, M. C. (1959). Fertilization of rabbit ova in vitro. Nature (Lond.). v.184,
p. 466-467.

<> Curtis, S. K. and Amann, R. P. (1981).

<> Chaveiro, A. E. N. (1999). Viability assessment of bovine sperm frozen with a

new protocol: flow cytometric study. Angra do Heroismo.

73



Referéncias Bibliograficas

<> Choi, Y. H.; Landim-Alvarenga, F. C.; Seidel Jr.; Squires, E. L. (2003). Effect of
capacitation of stallion sperm with polyvinylalcohol or bovine serum albumin on
penetration of bovine zona-free or partially zona-removed equine oocytes. J. Anim. Sci.
v.81, p. 2080-2087.

<> Combes, G. B.; Varner, D. D.; Schroeder, F. (2000). Effect of cholesterol on the
motility and plasma membrane integrity of frozen equine spermatozoa after thawing. J.
Reprod. Fertil. Cambridge. v. 56, p. 127-132.

<> Comizzoli, P.; Mauget, R.; Mermillod, P. (2001). Assessement of in vitro
fertility of deer spermatozoa by heterologous with zona — free bovine oocytes.
Theriogenology. v. 56, p. 261-274.

X4 Correa, J.R.; Zavos, P.M. (1994). The hypoosmotic swelling test: its
employment as an assay to evaluate the functional of the frozen-thawed bovine sperm
membrane. Theriogenology. v. 42, p. 531-360.

<> Correa, J.R.; Pace, M.M.; Zavos, P.M. (1997). Relationships among frozen-
thawed sperm characteristics assessed via the routine semen analysis, sperm functional
test and fertility of bulls in an artificial insemination program. Therigenology. v.48, p.
721-731.

<> Cross, N. L.; Morales; P., Overstreet, J. W., Hanson, F. W. (1986). Two simple
methods for detecting acrosome-reacted human sperm. Gamete Res. v.15, p. 213-226.

<> Cross, N. L., Meizel, S. (1989). Methods for evaluating the acrosomal status of
mammalian sperm. Biol. Reprod. v.41, p. 635-641.1

<> Cross, N. L. & Watson, S. K. (1994). Assessing acrosomal status of bovine
sperm using fluoresceinated lectins. Theriogenology. v. 42, p. 89-98.

<> Crozet, N. (1991). La fecundation in vivo et in vitro, in “ La Reproduction chez

les mammiferes et ’homme”. v. 17, p. 315-337.

74



Referéncias Bibliograficas

X8 De Figueiredo, J. R.; De Freitas, V. J. F.; Gongalves, P. B. D. (2002) Biotécnicas
aplicadas a reproducdo animal. Produgdo in vitro de embrides. v. 10, p. 195-210.

<> Drevius, L.O., Eriksson, H. (1996). Osmotic swelling of mammalian
spermatozoa. Exp. Cell Res. V. 42, p. 136-156.

<> Driancourt, M.A., Gougeon, A., Royére, D., Thibault, C. (1991). La
reproduction chez les mamiféres et ’homme. /NRA.

<> Driancourt, M.A. (2001). Regulation of ovarian follicular dynamics in farm
animals. Implications for manipulation of reproduction. Theriogenology, Capitulo 55
(6), p. 1211-1239.

<> Ericsson, S. A.; Garner, D. L.; Redelman, D; Ahmed, M. R. (1989) Assessment
of the Viability and Fertilizing Potential of Cryopreserved Bovine Spermatozoa Using
Dual Fluorescent Staining and Two Flow Cytometric Systems.Gamete Res.; v.22, p.
355-368.

X Erickson, B.H. (1996). Development and senescence of the post natal bovine
ovary. J. Anin. Sci., Capitulo 25, p. 800-805.

X Evans, G.; Maxwell, W. M. C. (1990). Insemination artificial de ovejas y cabras.
Editorial Acribia, S.A. p. 35-56.

<> Evans , L.W., Muttukrishna, S.,Knight, P.G., Groome, N.P. (1997).
Development, validation and application of a two-site enzyme-linked immunosorbent
assay for activina-AB. Journal of Endocronology. Capitulo 153, p. 221-230.

<> Fahy, G. M. (1986). The relevance of cryoprotectant “toxicity” to cryobiology.
Cryobiology, v.23, p.1-13.

< Farlin, M. E., Jasko, D. J., Graham, J. K., Squires, E. L. (1992) Assessment of
Pisum sativum agglutinin in identifying acrosomal damage in stallion spermatozoa.

Mol. Reprod. Dev.v.32, p. 23-27.

75



Referéncias Bibliograficas

<> Foote, R.H.; Ellington, J.E. 1988 Is a superovulated oocyte

normal? Theriogenology. v 29, p. 111-123.

<> Fortune, J.E., Rivera, G.M., Evans, A.C.O., Turzillo, A.M. (2001).

Differentiation of dominant versus subordinate follicle in cattle. Biology of

Reproduction. v.65, p. 648-654.

<> Fowler, R. E.; Fox, N. L.; Edwards, R. G.; Steptoe, P. C. 1978. Steroid
production from 17a-hydoxypregnenoloneand and dehydroepiandrosterone by
human granulosa cells in vitro. J. Reprod. Fert. v. 54, p. 109-117.

X First, R. (2006) Efeito de diferentes tempos de equilibrio, taxas de

congelamento e concentragdes espermaticas na fertilidade do sémen equino. Vigosa.

<> Frenette, G.; Légaré, C.; Saez, F.; Sullivan, R. (2005). Macrophage migration

inhibitory factor in the human epididymis and. Oxforf Journals. v.11, p. 575-582.

<> Gadea, J., Matas, C., Lucas, X., (1998). Prediction of porcine semen fertiliy by

homologous in Vitro penetration (hIVP) assay. Anim. Reprod. Sci. v. 56, p. 95-108.

X8 Garner, D. L.; Pinkel, D.; Johnson, L. A.; Pace, M. M. (1986) Assessment of
Spermatozoa Function Using Dual Fluorescent Staining and Flow Cytometric Analyses.
Biol. Reprod. v. 34, p. 127-135.

X Gordon, 1. (1994). Laboratory production of cattle embryos. Cab International.
Cambridge: University Press.

< Guerin, P.; Guyader-Joly, C., Mermillod, P. & LeGuiene, B. (1996). La
production in vitro et la cryoconservation de 1’embryon chez les bovines. Le Point
Vétérinaire, Reproduction des Ruminants. v.28, p.13-28.

<> Graham JK, Moc¢é¢ E.(2005). Fertility evaluation of frozen/thawed semen.

Theriogenology, v.64, p.492-504.

76



Referéncias Bibliograficas

<> Graham, J. K.; Kunze, E.; Hammerstedt, R. (1990). Analysis of Sperm Cell
viability, Acrossomal Integrity and Mitochondrial Function Using Flow Cytometry.
Biol. Reprod. v. 43, p. 55-63.

<> Hafez, E.S.E. (1987). Reproduction et insemination artificial en animals.
Interamericana — McGraw.

<> Hafez, B. and Hafez, E. S. E., (2000). Reproduction in Farm Animals. 7th
edition. Lippincott Williams and Wilkens, New York, pp. 509.

<> Hageman, L.J. (1999). Influence of the dominant follicle on oocytes from
subordinate follicles. Theriogenology. v. 8; p. 449-459.

<> Hammerstedt, R. H.; Graham, J. K., Nolan, J. P. (1990). Cryopreservation of
mammalian sperm: what we ask them to survive. J. Androl. v.11, p. 73-88.

<> Hansel, A; Enya, Y. E Suzuki, T. (1973). Corporea lutea of the large domestic
animal. Biology of Reproduction. v. 8, p. 222-245.

<> Hay, M.A., King, W.A., Gartley, C.J., Leibo, S.P., Goodrowe, K.L. (1997b).
Effects of cooling, freezing and glycerol on penetration of oocytes by spermatozoa in
dogs. J. Reprod. Fertil. v.51, p. 99-108.

<> Harrison, R.A.P., Vickers, S.E. (1990). Use of fluorescent probes to assess
membrane integrity in mammalian spermatozoa. Journal of the Reproduction and
Fertility. v. 88; p: 343-352.

< Henderson, E.R., C.T. Robertes, J., Hurtwitz, A., LeReoith, D.E., Adashi, E.Y.
(1990). Rat ovarian insulin-like growth factor—II gene expression is theca—interstitial
cell-exclusive: Hormonal regulation and receptor distribution. Endocrinology. Capitulo
17, p. 3249-3251.

<> Hendriksen, P.J.M., Vos, P.L.AM., Steenweg, W.N.M., Bevers, M.M.,

Dieleman, S.J. (2000). Bovine follicular development and its effects on the in vitro

77



Referéncias Bibliograficas

competence of oocytes. Departament of Animal Health, Faculty of Veterinary
Medicine, capitulo 53, p. 549-561.

<> Hoffmann, B.; Landeck, A. (1999). Testicular endocrine function, seasonality
and semen quality of the stallion. Anim. Reprod Sci. v.57, p. 89-98.

<> Hulshof, S.C.J., Bevers, M.M., Van der Donk, H.A., Van der Hurk, R. (1992).
The isolation and characterizations of preantral follicles from foetal bovine ovaries.
Proceedings of the twelfth international congress on animal reproduction, The Hague.

Capitulo I, p. 336-338.

<> Ireland, J. J. 5 Roche, J. F. (1987). Hypotheses regarding development of
dominant follicles during a bovine estrous cycle. Martinus Nijhoff Publishers. ISBN 0-

89838-855-4. p. 1-18.

<> Janett F.; Thun R, Niederer K.; Burger D.; Hassig M. (2003). Seasonal changes
in semen quality and freezability in the Warmblood stallion. Theriogenology. v. 60, p.

453-461.

X Jasko, D. J. (1994). Procedures for cooling and freezing of equine semen. Ars

Vet. v. 10, p. 156-165.

< Jeyendran, R.S., Van Der Ven, H.H., Perez- Pelaez, M., Crabo, B.G., Zaneveld,
L.J.D. (1984). Development of na assay to assess the functional integrity of the human
sperm membrane and its relationship to other sémen characteristics. J. Reprod. Fertil. v.
70, p. 219-228.

<> Johnson, L. (1985). Increased daily sperm production in the breeding season of
stallions is explained by an elevated population of spermatogonia. Bio/ Reprod. v. 32,p.

1181-1190.

78



Referéncias Bibliograficas

X8 Johnson, L.; Blanchard, T. L.; Varner, D. D.; Scrutchfield, W. L. (1997). Factors
affecting spermatogenesis in the stallion. Theriogenology. V.48, p.1199-1216.

<> Jondet, M.; Dominuque, S.; Scholler, R. (1984) Effects of freezing and thawing
on mammalian oocyte. Cryobiology. v.21, p.192-199.

<> Juhasz, J.; Nagy, P.; Kulcsar, M.; Huszenicza, GY. (2000). Methods for Semen
and Endocrinological Evaluation of the Stallion: A Review.Acta Vet. Brno. v.69, p. 247-
259.

<> Kamenstry, L.A. (1995).Sex Preselection by Flow Cytometrion of X and Y
chromosome-bearing Sperm based on DNA Difference: a Review. Reprod. Fertil. Dev.,
v.7,p. 893 903.

<> Kenney, R.M., Bergman, R.V. & Cooper, W.L. (1975). Minimal contamination
techniques for breeding mares: technique and preliminary findings. In Proceedings of
the 22nd Annual Convention of the American Association of Equine Practitioners
(AAEP): Lexington, KY, USA, 327.

<> Kenney, R. M.; Hurtgen, J. P.; Pierson, R. (1983). Society for theriogenology
manual for clinical fertility evaluation of stallion. Hasting: Sosciety for Theriogenology,
p-100.

< Ko, J.C.H., Hastelic, J.P., Del Campo, M.R. & Ginther, O.J. (1991). Effects of a
dominant follicle on ovarian follicular dynamics during the oestrous cycle in heifers.
Journal of Reproduction and Fertility. v.91, p. 511-519.

<> Kumi-Diaka, J. (1993). Subjecting canine semen to the hypo-osmotic

test. Theriogenology. v.39, p. 1279-12809.

<> Lagares, M. A.; Petzoldt, R.; Sieme, H.; Klug, E. (2002). Assessing equine

sperm-membrane integrity. Andrologia. v.32, n.°3, p. 163-167.

79



Referéncias Bibliograficas

X8 Landim-Alvarenga, F. C.; Alvarenga M. A.; Seidel, G. E.; Squires, E. L.;
Graham, J. K. (2001). Penetration of zona-free hamster, bovine and equine oocytes by
stallion and bull spermatozoa pretreated with equine follicular fluid,
dilauroylphosphatidylcholine or calcium ionophore A23187. Theriogenology. v.56, p.

937-953.

<> Larsson, B.; Rodriguez-Martinez, H. (2000). Can we use in vitro fertilization

tests to predict semen fertility?.Animal Reproduction Science. v.60-61, p. 327-336.

X Liu, D. Y.; Baker, H. W. (1992). Sperm nuclear chromatin normality:
relationship with sperm morphology, sperm-zona pellucida binding and fertilization

rates in vitro. Fertil. Steril. v.58, p. 1178-1184.

<> Magistrini, M.; Chanteloube, P.; Palmer E. (1987). Influence of season and
frequency of ejaculation on production of stallion semen for freezing. J Reprod Fertil

Suppl. v. 35, p.127-133.

<> Mann T, Minotakis CS, Polge C (1963). Semen Composition and Metabolism

the Stallion and Jackass. Journal of Reproduction and Fertility. v. 5,p. 109-122.

X Marques, C.M. (1998). Contribui¢cdo ao estudo da maturacao de odcitos e cultura
de embrides in vitro.

<> Matas, C., Martinez, E., Vésquez, J. M., Roca, J., Gadea, J.(1996). In vitro
penetration assay of boar sperm fertility: effect of various factors on the penetrability of
immature pig oocytes. Theriogenology. v.46, p.503-513.

X Matton, P.; Adelakoun, V.; Couture; Dufour, J. J. (1981). Growth and
replacement of the bovine ovarian follicles during the estrous cycle.J. Anim. Sci. v. 52,

p. 813-820.

80



Referéncias Bibliograficas

<> Mazur, P. (1970) Cryobiology: The freezing of biological systems. Science,

v.199, p.939-949.

<> McGann, L. E.(1978) Differing actions of penetrating and non penetrating
cryoprotecture agents. Cryobiology, v.15, p.382-390.

<> McHugh, J. A.; Rutledge, J. J. (1998). Heterologous fertilization to characterize
spermatozoa of the genus Bos. Theriogenology. v.50, p. 185-193.

X McNatty, K.T., Heath, D.A., Henderson, K.M., Lun, S., Hurst, P.R., Ellis, L.M.,
Montgomery, G.W., Morrison, L.E., Thurley, D.C. (1984). Some aspects of thecal and
granulosa cell function during follicular development in the bovine ovary. Journal of
reproduction and fertility, capitulo 72, p. 39-53.

<> Melo, M.LV.; Henry, M. (1999). Teste hiposmético na avaliagdo do semén
equino. Arquivo Brasileiro Medicina Vetrinaria Zooctécnica. V. 51, p. 77-78.

<> Meryman, H. R.; Willians, R. J.; Douglas, M. S. J. (1977) Freezing injury from
solution effects and its prevetion by natural or artificial cryoprotection. Cryobiology,
v.14, p.287-302.

> Meyers, S. A. (1996). New methods of diagnosing subfertility in stallions. J.
Equine Vet. Sci. v.16, p.103-105.

<> Mocé¢, E; Graham, J. K. e Schenk, J. L. (2006). Effect of Sex-Sorting on the
Ability of Fresh and Cryopreserved Bull Sperm to Undergo an Acrossome Reaction.
Sci. Dir., Theriog. v.66, p. 929-936.

<> Moreira da Silva, J.F. e Burvenich, C. (1994). Studies on Immunity and
Reproduction: Oxidative Burst Capacity of Bovine Polymmorphonuclear Leukocytes

Around Parturition. Univ. Gent, Facul. Vet. Med., Dept. Vet. Physiol., Biochem. And

Biometrics. Merelbeke.

81



Referéncias Bibliograficas

<> Morel MD (1999).Semen evaluation. Equine Artificial Insemination VI, Cabi
Publishing, p.190-233.

<> Murphy, M. G.; Enright, W. J.; Crowe, M. A.; McConnell, K.; Spicer, L. J.;
Boland, M. P.; Roche, J. F. (1991). Effect of dietary intake on pattern of growth of
dominant follicles during the oestrous cycle in beef heifers.J. Reprod. Fert. v.92, p.333-
338.

<> Orfao, A.Y. ; Gonzalez de Buitrago, J. M. (1995). La Citometria en Laboratorio
Clinico. Comité de Publicaciones de la Sociedad Espanola de Bioquimica Clinica y
Patologia Molecular.

< Ortavant, R., Pelletier, J., Ravault, J.P., Thimonier, J.E., Vollant-Nail, P. (1985).
Photoperiod : main proximal and distal factor of the circannual cycle of reproduction in
farm animals. Oxford reviews of Reproductive Biology. Capitulo 7, p. 305-345.

<> Paz, R. C. R.; Ziige, R. M.; Barnabe, V. H.; Morato, R. G.; Felippe, P. A. N.;
Barnabe, R. C. (2000). Avaliagdo da capacidade de penetracdo de sémen congelado de
onca pintada em ovocitos heterdlogos. Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci.v. 37n.°6.

<> Peters, A.R., Ball, P.J.H. (1995). Reproduction of Cattle, 2%edigao.

<> Pickett, B. W. (1986). Principles of cryopreservation. In: Techiques for freezing
mammalian embryos: short course proceedings. Fort Collins: Animal Reproduction

Laboratory, Colorado State University, p.4.

X Pickett, B. W. (1993). Reprodutive evaluation of the stallion. In: Mckinnon, A.

O., Voss, J. L.: Equine Reproduction. Lea &Febiger, Philadelphia. p. 755-768.

<> Potes, J.A.C. (1989). Ovulagdes controladas e superovulacdo em caprinos.

Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Vila Real.

82



Referéncias Bibliograficas

X8 Rathi, R.; colenbrander, B.; Bevers, M.; Gadella, B. M. (2001). Evaluation of in

vitro capacitation os stallion spermatozoa. Biology of Reproduction. v.65, p. 462-470.

<> Robalo Silva, J. (2006). Recolha e avaliacdo de ejaculados de garanhdao em

condig¢des de campo. Revista Portuguese de Ciéncias Veterinarias.v. 101, p. 305-309.

<> Robalo Silva, J.; Agricola, R.; Barbosa, M.; Lopes da Costa, L. (2007). Variagao
sazonal do volume testicular, da produgdo e qualidade do sémen e do comportamento
sexual de cavalos lusitanos. Revista Portuguese de Ciéncias Veterinarias.v. 102, p. 119-

125.

<> Rodriguez- Martinez, H.; Larsson, B.; Zhang, B. R.; Soderquist, L. (1996).

Assessment of bull sperm fertilizing ability. Reprod. Dom. Anim.v. 31, p. 515-517.

<> Salisbury, G.W., Vandermark, N.L. (1961). Physiology of reproduction and

artificial insemination in catle. Freeman, W.H.& Company, University of Illions.

X Samper, J. C. (2000). Equine breeding management and artificial insemination.

Philadelphia W. B.Saunders, p. 306.

<> Savio, J. D.; Keenan, L.; Boland, M. P.; Roche, J. F. (1988). Pattern of growth of
dominant follicles during the oestrous cycle of heifers. J. Reprod. Fert. v. 83, p. 663-

671.

7

> Seidel, G. E. (1986) Principles of cryopreservation of mammalian embryos. In:
thecniques for freezing mammalian embryos: short course proceedings. Animal

Reproduction Laboratory, Colorado State University. p. 6-12.

83



Referéncias Bibliograficas

<> Silva, C. C. (1998).Effect of inhibin, activin and folistation on the
developmental competence of in vitro matured bovine oocytes. Tese de

doutoramento.p.4-5.

<> Silva, L. O. M.; Verstegen, J. P. (1995). Comparisons between three different
extenders for canine intrauterine insemination with frozen- thawed spermatozoa.

Theriogenology. V. 44, p. 571-579.Bioscience Reports. v.8, n.°6.

<> Shivaji, S. (1988). Seminal plasmin: a protein with many biological properties.

Bioscience Reports. v.8, n.°6.

X4 Snoeck, P. P. N. (2003). Aspectos da criopreservagdo de sémen de equino:
composicdo do meio diluidor, curvas de congelamento e fertilidade. Tese de

doutoramento em Ciéncias Animais.Belo Horizonte.

<> Storey, K. B.; Storey, J. M.(1990) Frozen and alive. Scientific American, v.263,

p.62-67.

X Swanson, W. F.; Wildt, D. E. (1997). Strategies and progress in reproductive

research involving small cat species. Int. Zoo Yearbook. v.35, p.152-159.

<> Szasz, F. (1999). Cryopreservation of dog semen in relation to the acrossoma

integrity of spermatozoa. PhD. Thesis, University of Veterinary Science, Budapeste.

<> Taberner, E.; Morat6, R., Mogas, T.; Miro, J. (2009). Ability of Catalonian
donkey sperm to penetrate zona pellucida-free bovine oocytes matured in vitro. Animal

Reproduction Science. Doi: 10.1016/j.anireprosci.2009.08.005.

84



Referéncias Bibliograficas

X8 Tatemoto, H., Horiuchi, T., Maeda, T., Terada, T., Tsutsumi, Y. (1994).
Penetration by bull spermatozoa into the zona pellucida of dead bovine oocytes

recovered from frozen-thawed ovaries. Theriogenology. V. 42, p. 465-474.

X Tereda, Y.; Nakamura, S; Morita, J.; Tachibana, M.; Morito, Y.; Ito, K.;
Murakami, T.; Yaegashi, N.; Okamura, K. (2004). Use of mammalian eggs for
assessment of human sperm function: molecular and cellular analyses of fertilization by

intacytoplasmic sperm injection.4m. J. Reprod. Immunol. V .51, p. 290-293.

<> Toyoda, Y., Yokoyama, M.; Hosi, T. (1971). Studies on the fertilization of
mouse eggs in vitro. I. In vitro fertilization of eggs by fresh epididymal sperm. Jpn. J.

Animal Reprod.v.16, p. 147-151.

<> Valente, S. S.; Pereira, R. M.; Baptista, M. C.; Marques, C. C.; Vasques, M. L;
Silva Pereira, M. V. C.; Horta, A. E. M.; Barbas, J. P. (2010). In vitro and in vivo
fertility of ram sémen cryopreserved in different extenders. Animal Reproduction
Science. v. 117, p. 74-77.

X8 Vazquez, J. M.; Martinez, E. A.; Martinez, P.; Garcia-Artiga, C.; Roca, J.
(1997). Hypoosmotic swelling of boar spermatozoa compared to other methods for
analysing the sperm membrane. Theriogenology. V.47, p.913-922 Varner, D. D., Ward,
C. R, Storey, B. T., Kenney, R. M. (1987) Induction and characterization of acrosome

reaction in equine spermatozoa. Am. J. Vet. Res. v. 48, p. 1383-1389.

<> Weeler, M. B., Seidel, G. E. Jr. (1987). Zona pellucida penetration assay for

capacitation of bovine sperm. Gamete Res.v. 18, p. 237-250.

X8 Wit, A. A. C.; Wurth, Y. A.; Kruip, Th. A. M. (2000). Effect of ovarian phase
and follicle quality on morphology and developmental capacity of the bovine cumulus-

oocyte complex. J. Anim. Sci. v.78, p.1277-1283.

85



Referéncias Bibliograficas

<> Whitten, W. K. (1956). The effect of removal of the olfactory bulbs on the
gonads of mice. J. Endocrinol. v. 14, p.160 -163.

<> Whittincham, D. C. (1968). Fertilization of mouse eggs in vitro. Nature. v. 220,
592-593.

<> Yanagimachi, R.(1994). Mammalian fertilization. In Knobil, E., Neill, J. D.: The
Physiology of Reproduction. Raven Press. p. 189-317.

<> Yanagimachi, R.; Yanagimachi, H.; Rogers, B. J. (1976). The use of zona-free
animal ova as a test-system for the assessement of the fertilizing capacity of human

spermatozoa. Biol. Reprod. v.15, p. 471-476.

86



