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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal

Universidade Federal do Pampa

RED,UC;AO DO VOLUME DE PERCOLL PARA~SELEQAO
ESPERMATICA DE SEMEN SEXADO NA PRODUCAO IN VITRO DE
EMBRIOES BOVINOS

AUTORA: Daniele Missio
ORIENTADORA: Dra. Daniela dos Santos Brum
Uruguaiana-RS, 02 de marco de 2018.

Na producédo in vitro de embrides (PIV) bovinos sdo utilizadas diferentes técnicas de
selecdo espermatica, a fim de recuperar o maior nimero de espermatozoides com boa
qualidade e remover componentes do sémen e diluente. Dentre essas técnicas, a selecdo por
gradientes descontinuos de Percoll, é a mais utilizada atualmente em laboratérios de PIV de
bovinos. Porém essa técnica vem sendo modificada principalmente com o aumento da
utilizacdo do sémen sexado. O sémen sexado possui caracteristicas distintas do sémen
convencional, como baixo numero de células por dose e baixa motilidade pos-
descongelamento. Assim, o desenvolvimento de um método eficiente para a selecdo
espermatica, que aumente a taxa de recuperacdo sem prejudicar a qualidade dos
espermatozoides ¢ essencial. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do volume de
Percoll na recuperacdo espermética, qualidade dos espermatozoides, estresse oxidativo e
cinética do desenvolvimento embrionario de embrides bovinos PIV. Palhetas de sémen
convencional ou sexado foram descongeladas a 35° C por 20 s e distribuidas em aliquotas
iguais em trés diferentes volumes de Percoll: 300 L de cada gradiente de Percoll (90, 60 e

30%), Controle; 100 pL de cada gradiente de Percoll, P100; e 200 pL de cada gradiente de
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Percoll, P200. Qualidade espermaética, taxa de fecundacdo e cinética do desenvolvimento
embrionario até 48 horas pds-inseminagdo foram avaliadas. Para o sémen convencional, a
motilidade, o vigor e a taxa de recuperacdo foram maiores nos tratamentos P100 e P200
comparado ao Controle (P < 0,05), enquanto os niveis de espécies reativas de oxigénio
(ROS), peroxidacdo lipidica e atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) ndo foram
influenciados pelos tratamentos. Para o sémen sexado, P100 aumentou a velocidade
curvilinea, velocidade média da trajetoria e amplitude de deslocamento lateral da cabeca (P <
0,05). A taxa de recuperacdo foi maior em P100 do que no Controle e P200 (P < 0,05). A
formacdo de ROS foi menor em P100 do que em P200 e Controle, e a atividade SOD foi
menor em P100 do que no Controle. As taxas de fecundacdo e clivagem, momento da
primeira clivagem e numero de células foram similares entre P100 e Controle (P > 0,05).
Portanto, o volume de Percoll de 100 pL aumentou a taxa de recuperacdo espermatica sem
prejudicar a qualidade dos espermatozoides e desenvolvimento embrionario, permitindo

assim, aumentar o nimero de gotas inseminadas/ dose e diminuir custos.

Palavras Chave: bovino, gradientes de Percoll, taxa de recuperacéo, qualidade espermatica.



ABSTRACT

Dissertation of Master’s Degree
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PERCOLL VOLUME REDUCTION FOR SPERM SELECTION OF SEX-
SORTED SEMEN IN IN VITRO PRODUCTION OF BOVINE EMBRYOS

AUTHOR: Daniele Missio
ADVISOR: Dra. Daniela dos Santos Brum
Uruguaiana, March 2, 2018.

For in vitro production (I\VVP) of bovine embryos, different sperm selection techniques
are used to recover the highest number of sperm with good quality and to remove components
of the semen and diluent. Among these techniques, the selection by discontinuous Percoll
gradients is currently the most used in bovine IVP laboratories. However, this technique has
been modified mainly with the increase of the use of sex-sorted semen. The sex-sorted semen
has distinct characteristics of conventional semen, such as low number of cells per dose and
low post-thaw motility. Thus, the development of an efficient method for sperm selection,
which increases the rate of recovery without impairing the quality of sperm is essential. The
aim of the present study was to evaluate the effects of Percoll volume on recovery rate, sperm
quality, oxidative stress and embryo development Kkinetics in bovine embryos [VP.
Conventional or sex-sorted semen straws were thawed at 35°C for 20 s and distributed in
equal aliquots into three different Percoll volume: 300 uL of each Percoll gradient (90, 60,
and 30%), Control; 100 uL of each Percoll gradient, P100; and 200 uL of each Percoll
gradient, P200. Sperm quality, fertilization rate, and embryonic development kinetics up to 48

h post-insemination were evaluated. For conventional semen, motility, vigor, and recovery



rate improved in the P100 and P200 treatments compared to the Control (P < 0.05), whereas
reactive oxygen species (ROS) levels, lipid peroxidation, and superoxide dismutase enzyme
(SOD) activity were not influenced by treatments. For sex-sorted semen, P100 increased
sperm curvilinear velocity, average path velocity, and amplitude of lateral head displacement
(P < 0.05). Recovery rate was higher in P100 than in the Control and P200 (P < 0.05),
formation of ROS was lower in P100 than in the Control and P200, and SOD activity was
lower in P100 than in the Control. Fertilization and cleavage rates, moment of first cleavage,
and cell number were similar between P100 and the Control (P > 0.05). Therefore, a Percoll
volume of 100 pL increased sperm recovery rate without damage to sperm quality or early
embryonic development, allowing to increase the number of inseminated drops / dose and to

reduce costs.

Keywords: bovine, Percoll gradients, recovery rate, sperm quality.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, importantes biotécnicas reprodutivas foram desenvolvidas e
permitiram avancos na producdo animal. Entre elas, a inseminagdo artificial (IA),
criopreservacao de sémen e embrides, sincronizacdo do estro, transferéncia e sexagem de
embribes, producdo in vitro de embrides (PIV), clonagem e sexagem espermatica tem
incrementado o ganho genético das propriedades, através da selecdo de animais superiores e
do sexo desejado (Blondin, 2016). Considerando o crescimento da populagdo mundial e
consequente demanda por alimentos, estas biotécnicas sdo excelentes ferramentas para
intensificar a producéo de proteina animal através do aumento da eficiéncia reprodutiva. Entre
essas biotecnologias, a predeterminacdo do sexo de animais tem sido o principal objetivo de
produtores por geragdes, uma vez que fémeas sdo essenciais para producdo de leite e de
novilhas, enquanto os machos sdo usualmente requeridos para a producdo de carne, pois
apresentam melhor conversdo alimentar e ganho de peso, além de poderem ser destinados
para centrais de IA (Espinosa-Cervantes e Cordova-lzquierdo, 2013). Além disso, a
possibilidade de escolher o sexo da prole antes mesmo da gestagdo, ou da produgdo do
embrido, de acordo com as necessidades do rebanho e/ou demanda do mercado, resulta em
maior ganho econdmico (Wheeler et al., 2006). Neste contexto, 0 uso do sémen sexado em
associagdo com outras biotécnicas reprodutivas representa um avango na pecudria, permitindo
a predeterminacdo do sexo da prole, otimizacdo da producdo e aumento da lucratividade de
ambos os rebanhos, de carne e leite (Morotti et al., 2014). O sémen sexado vem sendo
amplamente e cada vez mais utilizado no pais, especialmente para a IA e PIV, sendo que o
aumento da PIV em bovinos leiteiros foi primariamente suportado pela disponibilidade
comercial de sémen sexado (Pontes et al., 2010; Sartori et al., 2016). Conforme Xu et al.
(2009) a PIV pode ser eficientemente implantada para produzir animais do sexo desejado,
aumentar o plantel e realizar uma répida reposicdo genética. Apesar de nao haver
disponibilidade de dados sobre a comercializacdo de sémen sexado no Brasil, Sartori et al.
(2016) afirmam que na PIV, h4d uma reducdo na producdo de embrides utilizando sémen
sexado comparado ao convencional (23,6% vs. 28,5%; P <0,01) sendo os dados coletados em
um dos principais laboratérios no Brasil e compativeis com outros relatos da literatura. Esses
resultados menores de fertilidade podem ser oriundos do processo de sexagem da célula

espermatica (Garner e Seidel, 2008), o qual influencia em varias caracteristicas
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morfofuncionais dos espermatozoides (Boe-Hansen et al., 2005). Além disso, o reduzido
namero de espermatozoides por palheta pode contribuir com o impacto negativo na fertilidade
quando o sémen sexado é utilizado (Trigal et al., 2012). Nesse sentido, 0 desenvolvimento de
um método eficiente para a selecdo espermatica, que aumente a taxa de recupera¢do sem
prejudicar a qualidade dos espermatozoides é essencial.

A PIV de embrides aumentou significativamente ano ap6s ano, com um total de mais
de 500 mil embrides em 2014, totalizando 49% dos embrides produzidos (Blondin, 2016). O
Brasil é o maior produtor de embrides in vitro do mundo e mesmo diante da recessao
econdmica e instabilidade politica, em 2015, foi responsavel pela producdo de mais de 350
mil embrides, somando 57,7% dos embrides PIV do mundo (Viana et al., 2017). A producéo
in vitro compreende trés etapas, a maturacdo in vitro dos oocitos (MIV), fecundacéo in vitro
(FIV) dos odcitos e cultivo in vitro (CIV) dos embrides. Para a FIV, é necessario realizar a
selecdo espermatica a fim de recuperar espermatozoides de boa qualidade (Lee et al., 2009),
além de remover componentes do diluidor, plasma seminal, debris celulares e agentes
infectantes (Henkel e Schill, 2003). Ha varias técnicas para a selecdo espermatica, entretanto,
0 meétodo de gradiente descontinuo de Percoll é o mais utilizado atualmente em laboratorios
de PIV de bovinos, devido a elevada recuperacdo celular e motilidade espermatica que
proporciona comparado aos demais (Cesari et al., 2006; Samardzija et al., 2006). A técnica do
Percoll consiste na formagdo de um gradiente gradual, onde a densidade aumenta do sentido
da camada superior para a inferior, sendo a amostra de sémen depositada sobre essas camadas
e centrifugada para obtencdo de um pellet contendo os espermatozoides selecionados. Desde
sua criacao por Parrish et al. (1995), a técnica foi amplamente modificada principalmente com
0 aumento da utilizacdo do sémen sexado. Como as caracteristicas espermaticas do sémen
sexado sdo proprias, os protocolos de selecdo espermatica utilizados para o sémen
convencional ndo sdo os mais indicados (Dell'aqua Jr. et al., 2006). Nesse sentido,
modifica¢Oes foram desenvolvidas, alterando o nimero e volume dos gradientes, aumentando
a forca e reduzindo o tempo de centrifugacdo (Machado et al., 2009; Folchini, et al., 2012;
Guimardes et al., 2014). A otimizagdo desses protocolos de sele¢do espermética para o sémen
sexado sdo interessantes ndo apenas pela reducdo do tempo de execucgdo, mas principalmente
por aumentar a taxa de recuperacdo e consequentemente 0 numero de o00citos
inseminados/palheta, reduzindo custos.

Protocolos utilizando volumes reduzidos de Percoll foram denominados de “mini-
Percoll”, sendo inicialmente utilizados para reproducdo assistida de humanos (Ord et al.,

1990). Posteriormente, essa metodologia foi proposta para a separacao de sémen sexado em
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bovinos, sendo empregado com sucesso em programas de PIV (Dell'aqua Jr. et al., 2006;
Machado et al., 2009). Conforme Machado e colaboradores (2009) a reducdo do volume de
Percoll ndo influencia os padrbes de qualidade espermatica, clivagem e producdo de
blastocistos, mesmo quando utilizadas diferentes forcas e tempos de centrifugacdo para a
selecdo espermatica do sémen convencional. No entanto, apesar desta técnica ser empregada
atualmente em varios laboratorios, ndo ha estudos avaliando o volume minimo de gradientes
de Percoll capaz de aumentar a taxa de recuperacdo espermatica sem influenciar nas
caracteristicas de qualidade dos espermatozoides tanto para 0 sémen convencional quanto
para o sexado. Portanto, o objetivo desse estudo foi investigar os efeitos da reducdo do
volume de Percoll durante a sele¢do espermatica de sémen convencional e sexado na taxa de
recuperacdo, caracteristicas morfofuncionais dos espermatozoides e cinética do

desenvolvimento de embrides bovinos PIV.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histdria da tecnologia do sémen sexado

A fim de elucidar o que determina o sexo da prole, diferentes teorias foram
desenvolvidas ao longo da histdria. Parménides (cerca de 515 a.C.) acreditava que o sexo do
embrido era determinado pelo lado do Utero em que 0 mesmo se desenvolvia, enquanto que
Anaxagoras (cerca de 500-428 a.C.) sugeria que o lado do testiculo do macho era o fator
determinante (Mittwoch, 2005). Aristoteles (384-322 d.C.) criticou ambas as teorias citando
evidéncias que, em animais, embriGes de ambos os sexos podem ser encontrados no mesmo
lado do utero, e que homens com apenas um testiculo podem ter filhos de ambos os sexos
(Mittwoch, 2005). Ja no final do século 19, se acreditava que o sexo da prole era determinado
por fatores ambientais como nutricdo e temperatura, sendo que condi¢cbes mais favoraveis
originavam fémeas ao invés de machos (Mittwoch, 2005). Apenas no século 20 com a
descoberta dos cromossomos, foi possivel definir que o sexo da prole € determinado pelos
cromossomos sexuais (X e Y; Mittwoch, 2005). Considerando que espermatozoides com
cromossomos X ou Y sdo produzidos em quantidades iguais (Graffelman et al., 1999; Garner
e Seidel, 2008), pesquisas comecaram a ser desenvolvidas para encontrar uma diferenca
mensuravel entre eles, assim seria possivel garantir a concep¢do com sexo predeterminado,

surgindo a sexagem espermatica (Grant e Chamley, 2007).

Ao longo dos anos, varios pesquisadores tentaram separar 0s espermatozoides X e Y
utilizando diferentes técnicas, como hibridizacédo in situ (Rens et al., 2001), imunosexagem
(Blecher et al., 1999; Sang et al., 2011) e gradientes de densidade como o Percoll (Lima et
al., 2011), entretanto a mais eficaz e que é utilizada comercialmente na atualidade € a
sexagem por citometria de fluxo. Na década de 70, no Laboratério Nacional Lawrence
Livermore, cientistas desenvolveram técnicas de citometria de fluxo que permitiram medir
com precisdo o conteido de acido desoxirribonucleico (DNA) espermético (Brito, 2017).
Dessa forma, em 1983, pesquisadores demonstraram que a citometria de fluxo era capaz de
determinar com precisdo as diferencas de conteddo de DNA entre espermatozoides X e Y de
bovinos, ovinos, suinos e coelhos (Garner et al., 1983). A partir disso, foi possivel mensurar
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que o cromossomo X dos mamiferos contém entre 3 e 5% mais DNA que o cromossomo Y
(Grant e Chamley, 2007), sendo que em bovinos essa diferenca é de aproximadamente 3,7%
(Garner et al., 1983). Além disso, sabe-se que ha diferenca no conteido de DNA entre racgas
bovinas, sendo no gado holandés essa diferenca é de 4,98%, enquanto que nas racas Jersey,
Angus, Hereford e Brahman séo de 4,24; 4,05; 4,05 e 3,73%, respectivamente (Garner et al.,
1983; Garner, 2001; 2006).

Ap0s ser possivel identificar a diferenca na quantidade de DNA entre espermatozoides
X e Y com a citometria de fluxo, Pinkel et al. (1982) relataram a separacdo desses
espermatozoides em um roedor (Microtus oregoni), entretanto, o processo de preparagédo
espermatica danificou gravemente as células devido a remocgdo da cauda e das membranas
antes da coloracdo com 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) tornando as células inviaveis.
Johnson e colaboradores (1987) modificaram o protocolo de coloracéo e passaram a utilizar o
composto Bisbenzimida (Hoechst 33342), uma sonda fluorescente permeavel que se liga ao
DNA sem a necessidade de remover as membranas celulares. Assim, em 1989, houve o
nascimento da primeira prole viva a partir de sémen sexado em coelhos, utilizando
espermatozoides corados com Hoechst 33342, sexados de acordo com o conteido de DNA
por citometria de fluxo e com a inseminacgéo realizada cirurgicamente no oviduto (Johnson et
al., 1989). Essa técnica de sexagem espermatica foi reconhecida como Beltsville e patenteada
pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) com o Dr. Lawrence Johnson
como seu criador em 1991. Em meados da década de 90, apds se obter dados satisfatérios em
gado leiteiro com a utilizacdo de sémen sexado fresco, 0 USDA concedeu uma licengca a XY
Incorporated para aplicar comercialmente a tecnologia Beltsville em sémen de mamiferos ndo
humanos (Garner e Seidel, 2008). A partir de entdo, com o aprimoramento da velocidade da
citometria de fluxo, acurdcia de aproximadamente 90% (Johnson e Welch, 1999),
desenvolvimento de meétodos de criopreservacdo (Schenk et al., 1999) e taxas de prenhez
aceitaveis obtidas com sémen sexado congelado (Seidel et al., 1999) a aplicagdo comercial do
sémen sexado expandiu. Em 2004, a empresa Sexing Technologies (ST) obteve uma licenca
para realizar a sexagem espermatica e trés anos depois adquiriu a XY Incorporated. A ST
reorganizou o enfoque comercial para permitir a producdo de quantidades maiores de sémen
sexado com qualidade e custos razoaveis (Brito, 2017). Dessa forma, a patente criada em
1991, ndo expirou, entretanto dezenas de outras patentes com modificagfes no protocolo
foram desenvolvidas ao redor do mundo, sendo que atualmente a maior parte da propriedade

intelectual do sémen sexado utilizado comercialmente é da ST (Seidel, 2014; Brito, 2017).
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Com o passar dos anos, diferentes modificacfes foram desenvolvidas nos métodos de
sexagem espermatica por citometria de fluxo, como a velocidade de selecdo de 350 mil
células/h para 15-20 x 10° espermatozoides/h (Hamano, 2007) e pressdo de 50 para 40 psi
(Suh et al., 2005). Nos ultimos anos a ST lancou no mercado o SexedULTRA® e
sexedULTRA4M®, tendo o Gltimo uma concentragdo de 4 x 10° espermatozoides/dose.
Estudos demonstraram que o SexedULTRA® apresentou resultados melhores que a
tecnologia Bestville nas taxas de prenhez in vivo (Lenz et al., 2016) e producéo de blastocistos
in vitro, aléem de melhoria na qualidade espermatica (Gonzalez-Marin et al., 2016).
Entretanto, quando comparado ao sémen convencional, as taxas de prenhez em novilhas
submetidas a protocolos de Inseminacgdo Artificial em Tempo Fixo, foram inferiores no grupo
sexedULTRA® (Thomas et al., 2017). Ja estudos avaliando o sexedULTRA4M, observaram
taxas de prenhez em novilhas similares as encontradas com sémen convencional (15 x 10°

espermatozoides/dose; Lenz et al., 2016).

2.2 Producéo de sémen sexado por citometria de fluxo

A producdo de sémen sexado utilizado comercialmente se baseia na diferenca do
conteddo de DNA entre os espermatozoides X e Y resultante da diferenca de tamanho dos
cromossomos X e Y (Garner et al., 1983). Para a producdo de sémen sexado bovino por
citometria de fluxo, 0 DNA espermatico € incubado por 45 minutos a 37 °C com uma sonda
fluorescente especifica para DNA, Hoechst 33342, que se liga a regido adenina-timina dos
acidos nucléicos (Espinosa-Cervantes e Cordova-lzquierdo, 2013). Sinais de fluorescéncia sdo
emitidos quando o Hoechst 33342 passa por um raio laser com ondas de 351 e 364 nm
(Johnson et al., 1989; Seidel e Garner, 2002; Hamano, 2007). A intensidade da fluorescéncia
emitida pelos espermatozoides corados com Hoechst 33342 é mensurada a medida que o
fluxo de espermatozoides passa em frente de um tubo fotomultiplicador, sendo que a sua
intensidade ira depender do nimero de moléculas fluorescentes unidas ao DNA, permitindo
assim a diferenciacdo e separacdo de espermatozoides X e Y (Brito, 2017). Um software
especializado para analisar a fluorescéncia emitida ira selecionar as populacdes espermaticas

para captura-las e um vibrador de cristal ira romper o fluxo e separar 0s espermatozoides em
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goticulas individuais. Essas goticulas receberdo uma carga elétrica positiva (espermatozoide
com o cromossomo X) ou negativa (espermatozoide com o cromossomo Y), sendo que
nenhuma carga sera adicionada quando nao houver espermatozoides na goticula, houver mais
de um ou os espermatozoides estiverem danificados. A partir disso, as goticulas passam por
campos elétricos com um lado positivo e outro negativo, ocorre a atragcao por cargas opostas,
separando assim as células em dois fluxos (X e Y). O terceiro fluxo de goticulas, com
espermatozoides ndo classificados, mortos ou com dois espermatozoides é descartado (Seidel
e Garner, 2002).

ApoGs a separagdo, os espermatozoides sdo recolhidos em tubos contendo diluentes
com tampdes a fim de proteger as células durante o processo de classificacdo e resfriamento.
Apds a sexagem espermatica, o processo de congelamento é similar ao do sémen
convencional. Os tubos sdo resfriados a 5°C, se adiciona o crioprotetor e realiza-se uma
centrifugacdo para concentrar as células. Determina-se o nimero de células recuperadas e
corrige o valor do diluente para obter a concentracdo desejada, que fica em torno de 8 x 10°
espermatozoides/mL. Depois de um periodo de equilibrio, 0 sémen é envasado em palhetas e
congelado (Seidel e Garner, 2002). O controle da qualidade pds-descongelamento implica na
avaliacdo da motilidade e integridade de acrossoma depois de 3 horas de incubagédo a 35°C,

analise de pureza, concentracao e bacteriologia (Brito, 2017).

2.3 Caracteristicas espermaticas do sémen sexado

Sabe-se que a fertilidade do sémen sexado é menor que a do sémen convencional,
possivelmente pelo resultado do processo da sexagem por citometria de fluxo, que envolve
mais de 20 subprocessos (Brito, 2017). Dentre eles: a exposicdo do DNA a corantes, raio
laser, separacdo dos espermatozoides em goticulas, altas pressdes para passagem pelo
citbmetro, queda em grande velocidade em um tubo, permanéncia por longos periodos em
temperatura ambiente e centrifugacdo podem interferir na qualidade espermaética e
consequentemente reduzir a sua fertilidade (Gosalvez et al., 2011). Outro fator que pode
influenciar a fertilidade do sémen sexado € a menor concentragdo de espermatozoides por

palheta (Liu et al., 2015). Conforme Frijters et al. (2009), o baixo namero de células por dose
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diminui em dois tercos a fertilidade do sémen enquanto o outro terco é resultante do processo
de sexagem. Apesar de varios estudos avaliarem as caracteristicas estruturais e funcionais dos
espermatozoides sexados, ainda ndo foi identificada a real causa da menor fertilidade, a qual

pode ser multifatorial (Carvalho et al., 2010).

Diferentes trabalhos comparam o sémen sexado ao convencional e observaram que o
sémen sexado apresenta menor motilidade (Hollinshead et al., 2003; Blondin et al., 2009;
Carvalho et al., 2009; 2010), motilidade progressiva (Rodriguez Villamil et al., 2012), vigor
(Hollinshead et al., 2003), integridade da membrana plasmatica e acrossomal (Rodriguez
Villamil et al., 2012; Carvalho et al., 2014), potencial mitocondrial (Carvalho, 2013) e
capacitacdo prematura (Hollinshead et al., 2003; Moce et al., 2006; Carvalho et al., 2014).
Ainda, Carvalho et al. (2009) avaliando a cinética espermatica do sémen sexado constataram
que este apresenta maior velocidade curvilinea (VCL), batimento flagelar (BCF) e linearidade
(LIN) que espermatozoides oriundos do sémen convencional. Quanto a integridade do DNA,
estudos relataram que o sémen sexado possui menor (Boe-Hansen et al., 2005; Blondin et al.,
2009; Gosalvez et al., 2011) ou igual (Carvalho et al., 2010) propor¢do de dano ao DNA
guando comparado ao sémen convencional. 1sso pode ser resultante da selecdo que ocorre
durante o procedimento de sexagem espermatica onde apenas espermatozoides viaveis sao
classificados (Boe-Hansen et al., 2005). Os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
peroxidacdo lipidica sdo maiores no sémen sexado, logo que além da centrifugacdo utilizada
para concentrar as células, durante a sexagem as defesas antioxidantes do plasma seminal séo
diluidas (Espinosa-Cervantes e Cérdova-lzquierdo, 2013). Ainda, recente estudo realizado in
vitro demonstrou que o processo de sexagem compromete a capacidade dos espermatozoides

de permanecerem ligados as células do oviduto (Carvalho et al., 2018).

A maioria dos estudos desenvolvidos com embrides PIV afirma que a sexagem
espermatica reduz as taxas de fecundagdo, clivagem e desenvolvimento embrionario (Seidel,
2007; Palma et al., 2008; Bermejo-Alvarez et al., 2010; Rodriguez Villamil et al., 2012;
Trigal et al., 2012; Rasmussen et al., 2013; Jo et al., 2014). Além disso, embrides produzidos
com sémen sexado apresentam diminuicdo na qualidade (Peippo et al., 2010) com prejuizo na
cinética de desenvolvimento e blastocistos com alteragdes estruturais que incluem redugéo no
nimero de organelas como mitocdndrias e reticulo endoplasmatico rugoso e danos em
membranas nucleares (Palma et al., 2008). A expressdo génica também é diferente entre
embrides oriundos de sémen convencional e sexado (Morton et al., 2007). Entretanto, outros

estudos afirmam que a producéo de blastocistos ndo é influenciada pelo uso do sémen sexado
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(Zhang et al., 2003; Carvalho et al., 2010). Nesse sentido, vale ressaltar que os protocolos de
PIV possuem diferencas entre laboratérios e modificagdes nos métodos de selecdo

espermatica, contribuem com as diferencas na produgdo embrionaria (Carvalho et al., 2010).

2.4 Produgéo in vitro de embrides bovinos com sémen sexado

A PIV de embrides bovinos € uma técnica que requer um baixo numero de
espermatozoides para a producdo de blastocistos (Rath et al., 2013). Nesse sentido, a PIV é
capaz de maximizar o uso do sémen sexado, logo que diferentemente da inseminagéo
artificial, uma dose de sémen ¢é suficiente para fecundar varios odcitos de diferentes doadoras
(Dell'aqua Jr. et al., 2006; Wheeler et al., 2006; Xu et al., 2009; Seidel, 2014). Embora o
primeiro bezerro oriundo da PIV produzido com sémen sexado tenha nascido a mais de 20
anos atras (Cran et al., 1993) e as taxas de producdo embrionaria terem aumentado de menos
de 20% nos final dos anos 1990 para mais de 30% utilizando diferentes meios e sistemas de
cultivo, esses resultados ainda sdo inferiores a utilizacdo do sémen convencional (Jo et al.,
2014). Diferentes fatores podem contribuir para esses resultados, como variagao entre touros,
dose inseminante, concentracdo de heparina e método de selecdo espermatica.

O efeito do touro sobre a taxa de blastocistos é reconhecida tanto para o sémen
convencional (Rehman et al., 1994; Ward et al., 2001) quanto para o sémen sexado (Blondin
et al., 2009; Xu et al., 2009; Barcelo-Fimbres et al., 2011; Zhao et al., 2014; Liu et al., 2015).
Estudo desenvolvido por Barcelo-Fimbres et al. (2011) constatou que, cerca de um terco dos
touros tiveram resultados insatisfatorios para a FIV com sémen sexado. Fatores que podem
estar relacionados com esse “efeito touro” sdo a concentragdo de heparina e a dose
inseminante utilizada na PIV. A heparina possui por finalidade capacitar os espermatozoides
in vitro. Embora Blondin e colaboradores (2009) afirmem que a concentracdo de heparina néo
influencia a producdo de embrides, ha relatos que variacOes individuais sdo necessarias para
capacitar os espermatozoides bovinos (Lu e Seidel, 2004; Barcel6-Fimbres et al., 2011).
Palma e colaboradores (2008) observaram que alguns touros produziram blastocistos com

somente 2 pg/mL de heparina no meio, enquanto outros necessitavam de concentragcdes mais
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elevadas (5-10 pg/mL) para produzirem altas taxas de blastocistos, indicando que um ajuste
nas concentracdes de heparina para cada touro poderia aumentar a produgéo de embrides. Em
um estudo recente, An et al. (2017) demonstraram que apesar do sémen sexado de diferentes
touros dependerem de concentracdes diferentes de heparina, de forma geral, a concentragédo
de 40 pg/mL pode ser utilizada na FIV com sémen sexado. Entretanto a concentragdo de
heparina mais utilizada em laboratorios comerciais ¢ de 10 pg/mL de meio. Portanto, o “efeito
touro” observado nos programas de PIV pode ser resultante das diferentes concentracdes de
heparina necessarias para capacitar os espermatozoides durante a fecundacdo (Lu e Seidel,
2004; Barcelé-Fimbres et al., 2011).

A concentracdo de espermatozoides necessaria para fecundar os odcitos também deve
ser considerada para a PIV com sémen sexado. Lu e Seidel (2004) avaliando diferentes
concentracdes (0,5; 1,5 e 4,5 x 10° espermatozoides/mL) relataram que aumentando a dose
inseminante, a taxa de clivagem aumenta, apesar da producdo de blastocistos ndo ser
influenciada. Ja estudo realizado por Barcelé-Fimbres et al. (2011) usando a concentracao de
1 x 10° espermatozoides/mL obteve os melhores resultados para a producdo de embrides com
sémen sexado. Nesse sentido, Inaba et al. (2016) compararam diferentes touros e diferentes
concentragdes e observaram que para cada touro ha uma concentracao ideal que variade 1 a5
x 10° espermatozoides/mL, sendo que quando as concentracdes ideais para cada touro foram
utilizadas, ndo houve diferenca na taxa de blastocistos para 0 sémen convencional, enquanto

que para o0 sémen sexado esta diferenca foi apenas para um touro.

A PIV compreende trés etapas, a MIV, a FIV e o CIV. Durante o passo da FIV, é
necessaria a realizacdo da selecdo espermatica. Conforme Samardzija et al. (2006), a selecédo
espermatica, entre outros fatores, tem um importante papel na qualidade dos embrides

produzidos.

2.4.1 Selecéo espermatica para producéao in vitro de embrides

A técnica de selecdo espermatica ideal devera ser rapida, facil e econdmica, isolar o

maior numero possivel de espermatozoides moveis, ndo causar danos nas células recuperadas,
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eliminar espermatozoides mortos e outras células, bem como ROS e permitir o processamento
de grandes volumes de ejaculado (Henkel e Schill, 2003). Entre as técnicas de sele¢do estdo o
swim-up (Berger e Parker, 1989), gradientes descontinuos de Percoll (Berger e Horton, 1988;
Mattioli et al., 1989; Jeong e Yang, 2001) e outros coloides (Morrell et al., 2009), filtracdo em
coluna de gel de Sephadex (Bussalleu et al., 2009) ou filtracdo por coluna de vidro (Berger e
Horton, 1988). Entre eles, o gradiente descontinuo de Percoll é o método mais utilizado para a
PIV (Morrell, 2006; Samardzija et al., 2006). Embora se saiba que o swim up proporcione a
selecdo de espermatozoides com melhor qualidade, a taxa de recuperacdo € inferior a obtida
pela selecdo por gradientes de Percoll (Parrish et al., 1995; Cesari et al., 2006; Morrell, 2006).
Além disso, a selecdo por gradientes de Percoll possibilita a selecdo de espermatozoides com
elevada motilidade e com qualidade morfologica superior (Parrish et al., 1995; Prakashi et al.,
1998; Cesari et al. 2006). Em um estudo recente, Arias et al. (2017) compararam 0s trés
métodos mais frequentes de selecdo espermatica em laboratérios de reproducdo animal
(Percoll, swim-up e Bovisperm) e relatam que a motilidade total e progressiva, velocidade
curvilinea (VCL), amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH), batimento flagelar
(BCF) e producéo de ROS sdo superiores quando utilizado o Percoll. Entretanto, a integridade
das membranas plasmética e acrossomal foram similares entre Bovisperm e Percoll. Além
disso, estudos em bovinos e ovinos demonstraram que a passagem pelo Percoll foi eficaz para
a separacdo de maior parte de espermatozoides moveis, com membrana plasmatica e

acrossomal integras (Zuccari et al., 2008; Noguchi et al., 2015).

O Percoll é composto por particulas de silica com 15 a 30 nm de didmetro, recobertas
com polivinilpirrolidona (PVP; Samardzija et al., 2006), com peso molecular de 6 x 10° e
densidade de 1,13 g/mL (Pertoft, 2000). A centrifugacdo em gradientes de Percoll separa 0s
espermatozoides de acordo com sua maturidade e integridade de diluentes, células e bactérias,
baseado na diferenca de densidade celular. Sabe-se que espermatozoides maturados tem uma
densidade maior do que os imoveis ou imaturos (Oshio, 1988). Além disso, 0s
espermatozoides possuem densidade diferente das células epiteliais, leucdcitos, bactérias e
debris celulares, podendo assim ser separadas de outros componentes do ejaculado. Em
bovinos, a separacdo por gradientes de densidade tem aumentado a qualidade espermatica,
principalmente nos casos de alta viscosidade, pobre qualidade ou de sémen criopreservado
(Henkel, 2012).
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O método de gradiente descontinuo de Percoll seleciona os espermatozoides através da
centrifugacgdo (Parrish et al., 1995) e consiste na formacdo de um gradiente com diferentes
densidades, onde esta aumenta no sentido da camada superior para a inferior; permitindo a
selecdo e passagem dos espermatozoides de acordo com a sua densidade, estagio de
maturacdo e integridade (Pertoft, 2000). A amostra de sémen € depositada sobre 0s gradientes,
sendo realizada a centrifugacdo para obtencdo de um pellet contendo os espermatozoides
selecionados. Assim, apos a centrifugacdo os leucdcitos, debris celulares e espermatozoides
com lesdo de DNA sdo concentrados na interface entre o plasma seminal e a camada superior,
espermatozoides com morfologia anormal se acumulam na interface entre a camada superior e
a camada inferior, enquanto os espermatozoides mdveis e maturados em um pellet no fundo
do tubo (Pertoft, 2000; Sakkas et al., 2015). Uma segunda centrifugacdo utilizando um meio
especifico é realizada a fim de remover o Percoll da amostra que sera incubada com o0s
odcitos. Para bovinos, inicialmente esta técnica preconizava a utilizacdo de dois gradientes
(90 e 45%) com um volume médio de 2 mL por gradiente. Entretanto, ao longo dos anos o
método foi amplamente modificado no que se refere ao volume e nimero de gradientes, assim

como tempo e forca de centrifugacao.

Pesquisadores a fim de aumentar a recuperacdo espermatica e as taxas de fecundacao
em pacientes com oligoastenozoospermia severa (< 5 x 10° espermatozoides/mL)
desenvolveram uma metodologia denominada de “mini-Percoll” na qual o volume de Percoll
era reduzido de 1 mL para 300 pL por gradiente (95, 70 e 50%), utilizando uma forca de
centrifugacdo de 3000 x g por 30-45 minutos (Ord et al., 1990). Estudos posteriores
comparando as técnicas de Percoll e swim up, observaram que a taxa de recuperacdo foi
superior com Percoll e mini-percoll, entretanto, os padrdes de qualidade espermatica foram
superiores quando swim up foi utilizado (Ng et al., 1992). Apesar disso, 0s autores sugeriram
que a maior taxa de recuperacdo, consegue sobrepor os problemas com qualidade,
considerando os métodos com Percoll mais promissores. Resultados similares foram
encontrados comparando Percoll, mini-Percoll e Sephadex (Bollendorf et al., 1994), onde a
taxa de recuperacdo foi superior a 55% com o uso de Percoll, entretanto os parametros de
qualidade espermatica foram prejudicados. Através desses resultados € possivel inferir que o
Percoll foi eficaz na recuperacdo espermatica, entretanto os padrbes de qualidade podem ter
sido influenciados pela contaminagdo por endotoxinas presentes nele, sendo posteriormente

sua utilizagdo proibida para técnicas de reproducdo assistida em humanos. No entanto, em
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laboratérios comercias de PIV de bovinos, o gradiente descontinuo de Percoll ainda é o
método mais utilizado para selecdo espermatica.

Se em humanos o aperfeicoamento de protocolos de selecdo espermatica foi devido a
pacientes com baixa concentragdo espermatica, em bovinos a crescente utilizacdo de sémen
sexado fez com que modificagdes nas técnicas de selecdo com Percoll fossem realizadas,
principalmente quanto ao volume e ao numero de gradientes, forca e tempo de centrifugacéo
(Machado et al., 2009; Folchini, et al., 2012; Guimardes et al., 2014). As caracteristicas
espermaticas do sémen sexado sdo proprias, assim os protocolos de selecdo espermatica
utilizados para o sémen convencional ndo séo os mais indicados (Dell'aqua Jr. et al., 2006).
Como a concentracdo espermatica do sémen sexado é inferior a do sémen convencional (2 vs
20 x 10° espermatozoides/dose), bem como os padrées de motilidade, ocorre dificuldade na
sedimentacdo dos espermatozoides ap0s a selecdo por gradientes de Percoll, assim a taxa de
recuperacdo € inferior e consequentemente ocorre redu¢cdo no nimero de o6citos que podem
ser fecundados (Dell'aqua Jr. et al., 2006). Nesse sentido, protocolos foram desenvolvidos,
diminuindo o volume dos gradientes de Percoll, aumentando a forca e reduzindo o tempo de

centrifugagéo.

Trabalhos realizados na década de 90 que preconizavam a utilizagdo de 2 mL por
gradiente de Percoll e uma centrifugacdo a 400 x g, por um tempo de até 30 minutos foram
substituidos, e assim como para humanos, denominados de “mini-Percoll”. Para a FIV de
bovinos, Folchini et al. (2012) demonstraram que a substituicdo de dois (90 e 45%) para trés
gradientes de densidade (90, 60 e 30%) diminui a producdo de ROS, sem interferir nas taxas
de recuperacdo e qualidade espermatica. Associando a redu¢do no volume, o aumento do
namero de gradientes e a necessidade de aumentar o numero de células recuperadas, a forca
de centrifugacdo de 400-700 x g foi aumentada para até 9.000 xg (Dell'aqua Jr. et al., 2006;
Folchini et al., 2012). Com o aumento da forca, protocolos cujo tempo de centrifugacéo
variavam de 20-30 minutos, tiveram seu tempo reduzido a 3-5 minutos, tornando o
procedimento extremamente rapido. Machado e colaboradores (2009) relataram que a
diminuicdo do volume de Percoll para selecdo de sémen convencional de 2 mL para 400 pL
usando baixa (700 x g) ou alta (5000 x g) forca de centrifugacdo por 20 ou 5 minutos,
respectivamente, ndo alterou a taxa de recuperacdo, caracteristicas de qualidade espermatica e
producdo de embrifes. Entretanto, considerando que altas forcas de centrifugacdo causam o
aumento das taxas de recuperagdo (Waite et al., 2008), um longo tempo de centrifugagéo,
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pode ter igualado essas taxas entre os tratamentos. Guimardes et al. (2014) comparando
diferentes forcgas de centrifugacgéo, relataram que a utilizag&o de 300 pL por gradiente (90,60 e
30%) e forcas que variaram de 2.200 a 9.000 x g por 5 minutos, ndo encontraram diferenca
nas taxas de recuperacdo espermatica apds a selecdo. Outra modificacdo que vem sendo
desenvolvida a fim de aperfeigoar os protocolos de selecdo espermaética é a centrifugacdo com
um meio de amortecimento, como o iodixanol. Estudo demonstrou que a utilizacdo de
iodixanol para a selecdo espermatica por gradiente descontinuo de Percoll para sémen bovino,
diminuiu a producdo de ROS e aumentou as taxas de fecundacdo, clivagem e numero de
blastocistos produzidos (Pavin, 2016). Portanto, ainda € necessaria a otimizacdo dos
protocolos de selecdo espermatica utilizando gradientes de Percoll para o sémen sexado, a fim
de aumentar a taxa de recuperacdo, sem alterar a qualidade espermatica, permitindo um maior

aproveitamento do sémen e reducao dos custos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estabelecer um protocolo eficiente para separacdo espermatica por gradientes

descontinuos de Percoll para sémen sexado bovino.

3.2 Objetivos Especificos

e Verificar se a reducdo no volume de Percoll durante a selecdo espermatica influencia:

e A taxa de recuperacdo espermatica;
e As caracteristicas morfofuncionais dos espermatozoides;
e A producdo de ROS;

e As taxas de fecundacdo e o desenvolvimento embrionario inicial.

e Avaliar o volume de Percoll que proporcione melhor taxa de recuperacdo espermatica,
sem afetar as caracteristicas morfofuncionais, fecundagdo e desenvolvimento

embrionario inicial.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigo cientifico. As secbes Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
Bibliograficas encontram-se no proprio manuscrito, que estd apresentado da mesma forma

que foi aceito para publicacéo no periodico Animal Reproduction Science.
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Abstract

The aim of the present study was to evaluate the effects of Percoll volume on recovery
rate, sperm quality, and embryo development kinetics in in vitro production of cattle embryos.
Straws of conventional and sex-sorted semen were allocated to three different volumes of
Percoll: 300 uL. of each Percoll gradient (90%, 60%, and 30%), Control; 100 uL of each
Percoll gradient, P100; and 200 puL of each Percoll gradient, P200. Sperm quality, fertilization
rate, and embryo morpho-kinetic development using time lapse cinematography up to 48 h
post-insemination were evaluated. For conventionally processed semen, sperm motility, vigor,
and recovery rate were greater in the P100 and P200 treatment groups compared to the
Control (P <0.05), whereas reactive oxygen species (ROS) concentrations, lipid peroxidation,
and superoxide dismutase enzyme activity were not influenced by treatments. For sex-sorted
semen, treatment with P100 increased sperm curvilinear velocity, average path velocity, and
amplitude of lateral head displacement (P <0.05). Recovery rate was greater in the P100
group than Control and P200 groups (P <0.05), formation of ROS was less in the P100 than
Control and P200 groups, and superoxide dismutase enzyme activity was less in the P100
than Control group. Fertilization and cleavage rates, time of first cleavage, and cell number
were similar between the P100 and Control groups (P>0.05). The inclusion of Percoll
volumes of 100 puL resulted in an increased sperm recovery rate without damage to sperm

quality or affecting early embryonic development.

Keywords: Sperm selection; Sexed semen; Sperm Kinetics; Cattle; Percoll gradient
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1. Introduction

Sex-sorted semen has been commercialized in Brazil since 2006 and its use has
increased markedly due, in part, to its wide use in in vitro embryo production, which is
considered a valuable alternative to maximize profitability of cattle enterprises via production
of offspring of the desired gender (Xu et al., 2009; Trigal et al., 2012; Carvalho et al., 2014).
Sex-sorted sperm have less efficacy in vitro as well as in vivo owing to the detrimental effects
of the sorting procedure on sperm cells (Garner and Seidel, 2008). Alterations observed in
sex-sorted sperm consist of a greater incidence of cell damage (Seidel and Garner, 2002);
lesser percentage of progressive motility (Rodriguez-Villamil et al.,, 2012); enhanced
membrane and acrosomal damage (Hollinshead et al., 2003; Carvalho et al., 2010);
acceleration of the acrosome reaction (Mocé et al.,, 2006); premature capacitation
(Hollinshead et al., 2003); reduction in fertilization, cleavage, and development rates (Lu et
al., 1999; Wilson et al., 2006; Seidel, 2007; Palma et al., 2008; Rodriguez-Villamil et al.,
2012; Trigal et al., 2012); and production of embryos with slower developmental kinetics and
blastocysts with ultrastructural alterations (Palma et al., 2008). Collectively, these factors are
associated with a reduced number of sperm per straw and might explain the negative impact
on fertility of programs employing sex-sorted semen (Trigal et al., 2012). To increase the
practical use of sex-sorted semen technology for IVP, it is essential develop an effective

method for sperm selection, which improves recovery rate and preserves sperm quality.

The centrifugation through colloids has been used to select normal sperm for assisted
reproduction in several species (Abraham et al., 2016). Percoll is the most widely used
density gradient medium for sperm selection in in vitro production of cattle embryos (Morrell,
2006; Samardzija et al., 2006) because with use of Percoll there is selection of highly motile

sperm with superior morphological quality (Parrish et al., 1995; Prakash et al., 1998; Cesari et
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al. 2006). With the increasing utilization of sex-sorted sperm, changes in Percoll protocols
have been proposed with the aim of improving sperm recovery, optimizing the use of semen
(Dellaqua-Junior et al., 2006; Ferré et al., 2017), and reducing economic costs. Among the
proposed protocol modifications, Percoll volume, time, and force of centrifugation have been
the most promising (Folchini et al., 2012; Guimarées et al., 2014), all influencing on the
isopycnic point of sperm. In a study by Machado et al. (2009) using conventionally processed
semen, it was observed that a reduction in Percoll volume did not influence the quality or
recovery of sperm. Studies evaluating the influence of Percoll volume reduction on the
selection of sex-sorted semen, however, have not been reported. Thus, the aims of the present
study were to investigate the effects of reduced Percoll volume on recovery rates, sperm
quality characteristics, and embryo development kinetics in in vitro production of cattle

embryos.

2. Materials and methods

All chemicals used in this study were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis,

MO, USA), unless otherwise stated.

2.1. Experimental design

For the present study, three experiments were designed to evaluate the effects of reduced
Percoll volume on recovery rate, sperm quality, and early development of cattle embryos. In
Experiment |, straws of conventionally processed semen from two bulls with proven field
fertility were used for determining the least Percoll volume resulting in recovery the greatest
sperm cell number with minimal to no effect on sperm quality. In Experiments Il and IlI,

straws of frozen sex-sorted semen from two bulls with proven fertility were used to assess the
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effect of reduced Percoll volume on sperm quality and early embryo development. Each straw
(0.25 mL) was thawed at 35 °C for 20 s and divided into equal aliquots to be processed for
sperm selection under different Percoll volumes. In Experiments | and Il (five replicates
each), conventional and sex-sorted semen, respectively, were pooled after thawing and
divided to be processed by Percoll gradients of three different volumes: 300 uL of each
Percoll gradient (90%, 60%, and 30%), Control; 100 uL of each Percoll gradient, P100; and
200 pL of each Percoll gradient, P200. After centrifugation, recovered sperm cells were
utilized to determine the effects of Percoll volume on recovery rate, sperm characteristics,
sperm membrane integrity, reactive oxygen species (ROS) production, antioxidant activity,
and lipid peroxidation. In Experiment Il (eight replicates), the use of the Percoll gradient that
resulted in recovery of more sperm cells without affecting cell viability in Experiments | and
Il was selected to separate sex-sorted semen samples and evaluate the effects on fertilization
rate and embryo development kinetics up to 48 h post-insemination (hpi). Sperm cells were

then divided into two groups: Control and P100.

2.2. Sperm selection procedure

An isotonic Percoll solution was used to prepare diluted solutions of 90%, 60%, and 30%
with modified Fert-TALP medium (Parrish et al., 1986). The Percoll density gradient was
created by the layering of 100 (P100), 200 (P200), or 300 puL (Control) of each Percoll
gradient in a 1.5-mL conical tube starting with the 90% Percoll solution at the bottom of the
tube. On top of the Percoll gradient, 150 pL of thawed semen was layered and the tubes were
centrifuged for 5 min at 2.200xg (Guimardes et al.,, 2014). The resultant pellet was
subsequently re-suspended in 300 puL of sp-TALP and centrifuged again for 1 min at 2.200xg.
After centrifugation, samples were used for sperm analysis (Experiments | and I1) or in vitro

fertilization (IVF; Experiment I11).
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2.3. Sperm quality parameters assessment

2.3.1. Assessment of motility, vigor, and sperm concentration

The percentage of motile sperm and sperm vigor were determined subjectively in a
drop of semen placed on a pre-warmed glass slide covered with a cover slip, and examined
using a bright-field microscope (CX-31; Olympus, Tokyo, Japan) at 100x magnification. All
evaluations were performed by the same person. Sperm concentration was determined with a
hemocytometer at a 1:20 dilution and values of sperm cells/mL were recorded. Sperm cell
recovery rates were calculated based on the formula described by Machado et al. (2009),
where recovered sperm (%) = (Final concentration x final volume)/(Initial concentration x

initial volume) x 100.

2.3.2. Assessment of sperm cells kinetics

The kinetics of sperm cells was analyzed using a Computer Assisted Semen Analysis
system fitted with Sperm Class Analyzer (SCA) software (Version 5.1; Microptic, Barcelona,
Spain). The following variables were analyzed: percentage of total motile sperm (%);
percentage of progressively motile sperm (PM, %); average path velocity (VAP, um/s; the
average velocity of the smoothed cell path); curvilinear velocity (VCL, pum/s; the average
velocity measured over the actual point to point track followed by the cell); straight line
velocity (VSL, um/s; average velocity measured in a straight line from the beginning to the
end of the track); linearity (LIN, %; the average value of the ratio VSL/VCL); straightness
index (STR, %; average value of the ratio VSL/VAP); amplitude of lateral head displacement
(ALH, um; mean width of the head oscillation as the sperm cells swim); beat cross frequency
(BCF, Hz; frequency of the sperm head crossing the average path in either direction); and
wobble (WOB = VAP/VCL x 100, %; a measure of the oscillation of the actual trajectory

about its spatial average path).
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2.3.4. Assessment of plasma membrane integrity

Plasma membrane integrity was evaluated following the technique described by
Harrison and Vickers (1990), using a mixture of the probes propidium iodide (0.5 mg/mL)
and carboxy fluorescein diacetate (0.5 mg/mL). After incubation for 8 min at 37 °C, sperm
were counted using an epifluorescence microscope (IX-51; Olympus, Tokyo, Japan) at 400x
magnification. For each slide, a total of 200 sperm cells were counted and classified as having
either an intact or damaged plasma membrane. Those cells stained green with carboxy
fluorescein diacetate were considered to have an intact membrane, whereas those that stained

red with propidium iodide were characterized to have a damaged membrane.

2.3.5. Assessment of ROS production

The ROS concentrations were measured using a spectrofluorimetric method
(Loetchutinat et al., 2005) where sperm cells were incubated in Tris—=HCI in the presence of
2',7'-dichloro dihydrofluorescein diacetate (DCHF-DA) for 60 min at 37 °C in the dark. This
dye is a fluorogenic probe commonly used to detect cellular ROS production. The DCHF-DA
is a stable, cell-permeable, non-fluorescent probe. Upon oxidation, it becomes de-esterified
intracellularly and converts to the highly fluorescent 2’,7'-dichlorofluorescein (DCF). The
oxidation of DCHF-DA to fluorescent DCF was used to detect and measure intracellular ROS
concentrations. The DCF fluorescence intensity emission was recorded at 520 nm (with 480
nm excitation) using a Shimadzu spectrofluorometer (model RF5301PC; Japan). The ROS

concentrations were expressed as arbitrary units of fluorescence (UF).

2.3.6. Assessment of lipid peroxidation

Lipid peroxidation was performed by the formation of thiobarbituric acid reactive
substances during an acid-heating reaction as previously described by Ohkawa et al. (1979).

An aliguot of sperm cells was incubated at 95 °C for 2 h. The absorbance was read at 532 nm
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(Hidex Plate Chameleon V Multitechnology Platereader, model 425-156). The data were

expressed as nmol malondialdehyde (MDA)/mg protein.
2.3.7. Determination of superoxide dismutase (SOD) activity

The SOD activity was measured using the method described by Misra and Fridovich
(1972). This method is based on the ability of SOD to inhibit the auto-oxidation of
epinephrine to adrenochrome. The color reaction can be monitored at 480 nm. One enzymatic
unit (1 1U) is defined as the amount of enzyme necessary to inhibit the epinephrine auto-

oxidation rate by 50% at 26 °C.

2.4. In vitro embryo production (IVP)

Ovaries from cows were collected immediately after slaughter and transported to the
laboratory in saline solution (0.9% NaCl) supplemented with antibiotics (100 1U/mL
penicillin and 100 pg/mL streptomycin) at 30 °C. Cumulus-oocyte complexes (COCs) were
aspirated from 2 to 8 mm diameter follicles using an 18-gauge needle attached to a vacuum
pump. Only COCs with homogenous cytoplasm and at least three layers of cumulus cells
were included (Stojkovic et al., 2001). Groups of 20 COCs were in vitro matured within 90
pL drops of modified TCM-199 medium with 10% estrous mare serum. This medium was
supplemented with 5 pg/mL of porcine follicle-stimulating hormone, NIH-FSH-P1
(Folltropin-V®; Bioniche Animal Health, Ontario, Canada), 50 pg/mL of porcine pituitary
luteinizing hormone, LH-P (Lutropin-V®; Bioniche Animal Health), 100 ug/mL of human
epidermal growth factor (hEGF), and 22 pg/mL of pyruvate and gentamicin sulfate. For in
vitro maturation, the COCs were cultured for 24 h at 39 °C in a gaseous atmosphere with 5%
CO; in air and saturated humidity. After maturation, COCs were transferred to a 80 pL drop
containing modified Fert-TALP medium (Parrish et al., 1995), 22 ug/mL pyruvate, 6 mg/mL

bovine serum albumin, 10 pg/mL heparin, 20 pM/mL penicillamine, 10 uM/mL hypotaurine,
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and 2 uM/mL epinephrine, prepared in dishes under mineral oil. After separation of frozen
semen samples of different Percoll volumes, as previously described, sperm cells were
counted in a hemocytometer and added into the fertilization drop (final concentration, 1 x 10°
sperm cells/mL). The spermatozoa and oocyte co-culture was performed at 39 °C with
saturated humidity and a gaseous atmosphere of 5% CO; in air (the day of IVF was defined as
day 0). At 18 hpi, the potential zygotes were divided into two groups for evaluation of either

fertilization or kinetics of embryonic development.

For evaluation of fertilization, the cumulus oophorus cells were removed by successive
pipetting and the potential zygotes were stained for 10 min (1% Hoechst 33342 in phosphate-
buffered saline [PBS]), washed with PBS containing 1 mg/mL polyvinylpyrrolidone, mounted
on glass slides, and examined using an epifluorescence microscope (IX-51; Olympus, Tokyo,
Japan) at 400x magnification to assess for sperm penetration and fertilization. Oocytes that
had two pro nuclei or that had extrusion of the second polar body and one sperm in
decondensation were considered normal fertilized oocytes. The total fertilization rate was

considered when the oocyte had two or more pro nuclei.

To evaluate the kinetics of embryonic development, the cumulus oophorus cells were
removed by successive pipetting of potential zygotes. Synthetic oviduct fluid with amino
acids, citrate, and myo-inositol (Holm et al., 1999) was used as the culture medium. The
potential embryos were transferred individual to the 9-wells of a well-of-the-well culture dish
(Primo Vision culture dish, Cryo-Innovation Technologies; Budapest, Hungary) and cultured
in groups under mineral oil at 39 °C with saturated humidity and a gaseous atmosphere of 5%
CO; in air for up to 48 hpi. Culture dishes were incubated on the stage of a compact digital
inverted microscope designed for use inside an incubator, allowing for automated time-lapse

analysis (Primo Vision time-lapse embryo monitoring system; Cryo-Innovation Technologies,
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Budapest, Hungary). The image capture frequency was set to 5 min. The embryos were

individually evaluated on day 2 for cleavage, time of first cleavage, and number of cells.

2.5. Statistical analysis

The normality of the tests was analyzed with Shapiro-Wilk and D’ Agostino-Person tests.
The effects of Percoll volume on sperm characteristics of motility, vigor, sperm Kinetics,
membrane integrity, recovery rate, production of ROS, lipid peroxidation, and SOD activity
were assessed using a one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s multiple
range test. Fertilization and cleavage rates were analyzed by the Chi-square test. Mean of the
moment of the first cleavage and numbers of cells at 48 hpi were analyzed by using the

Student's t-test. Values of P < 0.05 were considered to be statistically significant.

3. Results

In Experiment |, after assessing the effects of different Percoll volumes (100, 200, or 300
pul) on sperm selection of conventional semen, motility, vigor, and recovery rates were
greater with the P100 and P200 treatments compared with the Control. A greater proportion
of intact plasma membrane was observed after Percoll centrifugation with the P200 treatment
than with the Control and P100 treatments (Table 1). The ROS concentrations (44.5 £ 2.6
UF), lipid peroxidation (7.49 + 0.95 nmol MDA/mg protein), and SOD enzyme activity (46.1

* 2.43 1U) were not influenced by treatments (P > 0.05).

In Experiment Il, after assessing the effects of different Percoll volumes of sex-sorted
semen, the percentage of motility, PM, VSL, LIN, STR, WOB, and BCF were similar (P >
0.05) for all treatments. The VCL, VAP, and ALH of sperm after selection using the P100
treatment were greater than with the Control and P200 treatments (Table 2). The sperm

recovery rate was greater with the P100 treatment than the Control and P200 treatments. The
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use of 100 uL Percoll decreased the rate of sperm having an intact plasma membrane after
selection. The formation of ROS was less with the P100 treatment than with the Control and
P200 treatments. Accordingly, SOD activity was less with the P100 than Control treatment.

Lipid peroxidation, however, did not differ among treatments (Table 3).

In Experiment 111, fertilization rates after use of the semen that had been processed using
the Percoll gradients were similar (P > 0.05) for all treatments (Table 4). There were no
differences in cleavage rate, average time of first cleavage, and cell number after 48 hpi for

the two treatment groups (P > 0.05).

4. Discussion

Desirable separation techniques preceding an IVF procedure should result improved
sperm quality characteristics and removal of seminal plasma, dead sperm, and other cells
(Henkel and Schill, 2003). Many sperm separation techniques have been developed with this
aim. Among these techniques, single layer centrifugation (SLC) using the
glycidoxypropyltrimethoxysilane-coated silica preparation is commercially available for
several species (Thys et al., 2009) and was developed to replace the Percoll gradient, which is
prohibited for use when applying assisted reproduction techniques in humans, due to the
presence of endoxins in some batches (Chen and Bongso, 1999). The advantage of SLC is
that it is easier to use, requiring fewer steps in the preparation, and can be used to process
large (Morrell et al., 2009) or small volumes of semen (Abraham et al.,, 2016). There,
however, are no studies evaluating the SLC for the sperm selection of sex-sorted bull semen,
and the Percoll gradient is still routinely applied for bull sperm preparation IVF laboratories
owing to the greater motility and number of insemination doses resulting from the processing
(Cesari et al., 2006). Although the Percoll protocol has undergone slight changes over the

years, with the recent widespread use of sex-sorted sperm in commercial IVF, additional
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modifications have been proposed (Machado et al., 2009; Rasmussen et al., 2013; Ferré et al.,
2017). Considering that sex-sorted semen has a relatively lesser sperm concentration in
commercial doses (2 x 10° sperm cells/straw), relatively lesser post-thaw motility (Barcel6-
Fimbres et al., 2011), and a greater economic cost than conventional semen, alternative
methods with great efficiency are required to provide for greater sperm recovery rates. The
present study compared three volumes of Percoll used for sperm separation to determine the
effects on recovery rate, sperm quality end points, and kinetics of embryonic development.
Results of the present study indicate, for the first time, that the use of 100 pL of Percoll per
layer of the gradient during sperm selection for IVP increases sperm recovery, without

interfering with fertilization and embryonic development up to 48 hpi.

Sperm recovery rate of sex-sorted semen is important to VP because it optimizes its
use (Dellagua-Junior et al., 2006) by allowing an increase in the number of oocytes that can
be fertilized/straw and reduces costs. In the present study, the recovery rate after sperm
selection was greater in the P100 treatment group for conventional and sex-sorted semen, thus
demonstrating that sperm recovery and sperm quality can be influenced by the use of a
relatively lesser volume of Percoll. These results are not consistent with those obtained by
Machado et al. (2009) who reported that decreasing the Percoll volume to 400 pL using a
relatively lesser (700xg) and greater (5000xg) centrifugation force for 20 and 5 min,
respectively, did not change the recovery rate. Considering that greater centrifugation forces
promote a greater sperm recovery (Waite et al., 2008), the use of a longer time of
centrifugation may have enhanced the recovery rate using the treatments. In the present study,
a centrifugation force of 2200xg was used for 5 min, which when used with a volume of 300
pL does not detrimentally affect the recovery rate (Guimardes et al., 2014), thus suggesting

that the sperm recovery was influenced by the Percoll volume.
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In the present study, the sperm Kinetics evaluated by the SCA system for analysis of
total motility, PM, VSL, LIN, STR, WOB, and BCF were similar between the Control and
other treatment groups. Use of the P100 treatment, however, improved the VCL, VAP, and
ALH compared with the Control and P200 treatments. It has been previously reported that
ALH, BCF, LIN, and speed variables are highly correlated with the fertility of bulls (Farrell et
al., 1998; Nagy et al., 2015). In other previous studies, the ALH was related to the sperm
capacity to penetrate the zona pellucida and is one of the variables that have an effect on
fertilization (Verstegen et al., 2002; Bliss et al., 2012; Papa, 2015). Furthermore, VCL, VSL,
LIN, and ALH have been correlated with the hyperactivity of sperm in several species
(Mortimer and Maxwell, 1999; Cancel et al., 2000; Mortimer, 2000; Schmidt and Kamp,
2004). Although not statistically significant, BCF was also numerically greater for the P100
group when compared with the other groups. Furthermore, sperm plasma membrane damage
was also greater for the P100 group. Based on the results obtained in the present study, sperm
cell characteristics of sex-sorted semen after selection with low Percoll volume (P100) have
characteristics that indicative of hyperactivity and acrosome-responsive sperm. The
hyperactivation is a motility pattern observed in sperm undergoing capacitation, samples
having this motility pattern may remain viable for a shorter time and, therefore, have a lesser
in vivo fertilization capacity (Lavara et al., 2005). In the present study, the hyperactivation
and acrosome-responsive sperm of the sex-sorted semen after selection using 100 pL of
Percoll, was correlated with lesser fertilization and cleavage rates, as well as with the delay of
the first cleavage and number of cells of the developing embryo, although there was no

statistical difference among the groups.

Generally, mammalian sperm membranes are rich in polyunsaturated fatty acids and
are sensitive to oxygen-induced damage resulting from lipid peroxidation (Zalata et al., 2004).

Several studies have indicated that sperm need small amounts of ROS for capacitation,
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hyperactivation, motility, acrosome reaction, and fertilization (Lamirande and Gagnon, 1993;
Olugbenga et al., 2011). An imbalance between ROS generation and antioxidant capacity,
however, induces oxidative stress, which is associated with male infertility. The preparation
of frozen semen for IVF includes thawing, washing, and centrifugation processes that
markedly increase ROS concentrations in sperm suspensions (Alvarez et al., 1996; Agarwal et
al., 2006, 2008). In the present study, the use of 100 uL Percoll for sex-sorted semen was
associated with ROS production and SOD activity compared to the values for these variables
in the Control group, so it is suggested that the lesser concentrations of ROS were beneficial
for sperm, because of the lesser activity of the SOD enzyme indicating a lesser ROS
production and oxidative stress. In addition, there was no difference in lipid peroxidation
among treatments. Possible interventions, therefore, that reduce oxidative stress in semen
could be important for enhancing embryo quality. Silva et al. (2007) reported that the effect of
oxidative stress on sperm is most apparent after the first cleavage of the zygote. In the present
experiment, there was no difference in fertilization and kinetics of embryo development,
suggesting that the treatments did not cause oxidative stress in sperm. Results when using the
in vitro sperm penetration and fertilization tests are reliable for semen assays and use of the
results may allow for improving the in vitro assessment of sperm fertilization capacity (Gadea
et al., 1998). Besides fertilization rate, another technique to evaluate sperm capacity and
oocyte competence is monitoring of the kinetics of embryonic development. In the present
study, the lesser Percoll volume treatment did not influence the fertilization and cleavage rate.
A study performed by Machado et al. (2009) provided evidence of the value of similar sperm
quality end points as those in the present study, rates of cleavage, and blastocyst formation
using different Percoll volumes and centrifugation forces for sperm selection. The timing of
specific developmental aspects during the earliest stages of tissue differentiation may be

associated with subsequent embryonic viability (Edwards, 2003). Reports from several studies
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(Lonergan et al., 1999; Barreta et al., 2012) have indicated embryonic cleavage is directly
related to the capacity for future development, suggesting that the earlier the division starts,
the greater the probability of development to the blastocyst stage. In the present study,
although the time of the first cleavage was delayed and the number of cells reduced
numerically in the P100 group, this was not confirmed statistically, suggesting that the use of
100 puL of Percoll did not detrimentally affect embryo production and is an alternative
protocol for sperm selection. As for the number of cells at 48 hpi, a study performed by
Carrocera et al. (2016) demonstrated that embryos having 3-4 or more cells at 44 hpi,
developed to morulae and blastocyst at greater rates than embryos having less than three cells
at this time. In the present study, for both treatments, the mean number of blastomeres at 48

hpi was greater than three cells.

5. Conclusion

In conclusion, the results of present study indicate that it is possible to optimize the use of
sex-sorted semen for IVP by improving methods of sperm selection. The reduction to 100 pL
of each Percoll concentration increased the sperm recovery rate without impairing sperm
quality and early embryonic development, thereby enhancing the number of insemination

drops/straw and decreasing economic costs.
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Table 1: Mean values (x SD) of the characteristics of conventionally processed bull sperm

after selection of sperm using 300 (Control), 100 (P100) or 200 (P200) uL of each Percoll

gradient (90%, 60%, and 30%).

Semen characteristics Control P100 P200

Total motility (%) 73.3+6.83° 80.8+3.76° 79.2+4.91°
Vigor (1-5) 3.0+£00° 3.7+0.512 3.5+0.542
Recovery rate (%) 29.0 +5.66" 39.3+6.86° 36.2 + 4.49°
Intact plasma membrane (%) 61+18.0° 54 +16.6° 76+11.6°

Different superscripts indicate differences (P < 0.05).
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Table 2: Mean values (£ SD) of sperm motility evaluated by the Sperm Class Analyzer

system, in sex-sorted semen, selected with 300 (Control), 100 (P100) or 200 (P200) uL of

each Percoll gradient (90%, 60%, and 30%).

Control P100 P200

Total motility (%) 477 +6.30 453+11.3 49.8+9.88
PM (%) 27.8 +6.02 27.0 561 30.2 + 9.63
VCL (um/s) 344 +10.3° 70.2+13.8°2 439+11.8°
VSL (um/s) 12.2 +3.93 20.3 +5.25 16.5 +8.11
VAP (um/s) 16.3+4.73" 31.3+5.232 22 +8.49"°
LIN (%) 37.8+11.8 28.9+6.16 37.1+137
STR (%) 74.0+6.0 64.4+11.3 723+11.4
WOB (%) 50.5 + 11.7 44.8 +2.69 50.1 +10.9
ALH (um) 1.3+0.9° 35+1.712 1.8+06°
BCF (Hz) 5.2 +2.34 8.7+4.12 6.2 +2.94

PM = progressively motile sperm; VCL = curvilinear velocity; VSL = straight line velocity;

VAP = average path velocity; LIN = linearity; STR = straightness index; WOB = wobbling

index; ALH = amplitude of lateral head displacement; BCF = beat cross frequency. Different

superscripts indicate differences (P < 0.05).
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Table 3. Mean values (£ SD) of the characteristics of sex-sorted bull sperm after selection

with 300 (Control), 100 (P100) or 200 (P200) uL of each Percoll gradient (90%, 60%, and

30%).

Semen characteristics Control P100 P200
Recovery rate (%) 28.3+6.17° 46.3+8.11°2 28.8+5.78"
Intact plasma membrane (%) 65.2+2.632 558+947° 72.2+3.06°2
Reactive oxygen species (UF) 224+7432  104+3.99° 204+75¢
Lipid peroxidation (nmol MDA/mg 95.2+38.1 95.7+27.5 120.4 £27.5
protein)

Superoxide dismutase activity (1U) 80.7+18.78 41.2+12.7° 66.7 + 212

Different superscripts indicate differences (P < 0.05).
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Table 4: Mean values ( = SD) of total fertilization (TF), normal fertilization (NF) and kinetics
of the development up to 48 h post-insemination (hpi) of embryos produced with sex-sorted

semen selected with 300 (Control) or 100 (P100) pL of each Percoll gradient (90%, 60%, and

30%).
Volume Fertilization (%0) Embryonic Kinetics
Cleavage Cleavage  Cell Number
N TF NF N
(%) (hpi) 48 hpi

Control 93 785%43 61.3+51 54 81.5+5.3 32.9+1.0 4.16+0.33

P100 94 71.0+4.7 60.2+5.1 54 68.5+6.4 35.1+0.99 3.77+0.30
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. CONCLUSOES

A reducdo do volume de Percoll para 100 pL aumentou a recuperacdo espermatica
tanto para o sémen convencional quanto para o sémen sexado;

Na avaliacdo da cinética espermatica, espermatozoides selecionados usando 100 pL de
Percoll apresentaram maior VCL, VAP e ALH,;

O volume de Percoll de 100 pL reduziu a formacdo de ROS para o sémen sexado,
apesar de néo diferir no sémen convencional;

A utilizacdo de 100 pL ndo alterou as taxas de fecundacdo, clivagem, momento da
primeira clivagem e nimero de células as 48 horas p6s-inseminacéo;

Foi demonstrado que a utilizacdo de 100 pL de gradientes de Percoll € eficiente na
selecdo espermatica de sémen sexado, pois aumenta as taxas de recuperacdo sem
prejudicar a qualidade espermatica, taxas de fecundacdo e desenvolvimento

embrionario até 48 horas, permitindo assim, diminuir os custos da PIV.
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6. PERSPECTIVAS

Baseado nos resultados obtidos, as perspectivas para futuros trabalhos séo:

e Avaliar um maior nimero de embriBes até 48 horas e o desenvolvimento embrionério
até estadio de blastocisto, para verificar se a redugcdo do volume de Percoll influenciaria
a quantidade e qualidade embrionéria;

e Testar a reducdo do volume de Percoll associada a solucdo de iodixanol durante a

selecdo de espermatozoides sexados destinados a PIV de embrides bovinos.
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