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A técnica de selecdo espermatica para fecundacdo in vitro (FIV) deve proporcionar além, da
recuperacdo eficiente de espermatozoides, a manutencdo da integridade celular. Diversos
métodos vém sendo propostos para a sele¢do de espermatozoides bovinos destinados a FIV,
sendo o método de centrifugacdo em gradientes de densidade descontinuos de Percoll® o
mais utilizado. Em bovinos esta técnica de selecdo vem sendo amplamente modificada no que
se refere ao volume, nimero de gradientes, tempo e forca de centrifugacdo, visando aumentar
a recuperacao espermatica, proporcionando um melhor rendimento da dose. Contudo, a etapa
de centrifugacdo, presente nestes protocolos, pode causar danos irreversiveis aos
espermatozoides e assim influenciar nas taxas de fecundagdo. O presente estudo teve como
objetivo determinar a influéncia da forca e do tempo de centrifugacdo, assim como a
associacdo do meio Cushion Fluid® na segunda centrifugacdo na selecdo espermatica por
gradientes de Mini Percoll® modificado, através da avaliagdo de caracteristicas
morfofuncionais, formacdo de espécies reativas ao oxigénio (EROs), defesas antioxidantes,
taxa de fecundagdo in vitro e desenvolvimento embrionario em trés experimentos. No

experimento I, um pool contendo sémen de dois touros Bos taurus taurus com fertilidade
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conhecida foi submetido ao método de separacdo por Mini Percoll®, sendo as amostras
divididas em quatro grupos e submetidos a duas forcas (2200 ou 9000 X g) e dois tempos de
centrifugacdo (1 e 3 minutos). No experimento Il e 1ll, um pool de sémen de dois touros Bos
taurus taurus com fertilidade conhecida foram processados pelo método de Mini Percoll®
modificado, sendo adicionado uma quantidade de 150uL de Cushion Fluid® (Minitibe,
Tiefenbach, Germany) durante a segunda centrifugacdo. Foram realizadas avaliacOes
morfofuncionais e bioquimicas das amostras do sémen destinado a FIV, assim como a
capacidade fecundante e o desenvolvimento embrionario dos odcitos fecundados com os
espermatozoides selecionados. No primeiro experimento foi observada uma melhora no vigor
dos espermatozoides ap6s o gradiente de Mini Percoll®, para todos os tratamentos. No
segundo experimento, a taxa de recuperacdo espermatica ndo diferiu entre os tratamentos,
sendo 42,0% * 4,9 para T1 e 38,6% + 3,6 para T2 (grupo com adi¢cdo do Cushion Fluid® na
segunda centrifugacdo):. Na morfologia espermatica o T2 (5,1 + 1,1) apresentou menor taxa
de espermatozoides com defeitos maiores do que os tratamentos TO (Pré-Percoll) e T1 (8,8 +
0,8 e 5,8 + 1,0). Neste mesmo experimento, os niveis de EROs apresentaram-se aumentados
(P < 0,05) no meio com Cushion Fluid® (T2), no entanto, a avaliacdo das defesas
antioxidantes ndo diferiram entre os tratamentos. No experimento Ill, ndo foram observadas
diferencas na taxa de fecundacdo. Este trabalho demonstrou que o uso de uma menor forca e
tempo (2200 X g/1 min.) de centrifugacdo pode ser utilizado sem interferir nas taxas de
recuperacdo espermatica. O uso do meio Cushion Fluid® durante a centrifugacdo de
espermatozoides bovinos ndo influenciou a taxa de fecundagdo e desenvolvimento

embrionario até 48 horas.

Palavras-chave: Recuperacdo espermatica, centrifugacdo, Cushion Fluid®, espermatozoides

bovinos, fecundacdo in vitro.
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The technique of sperm selection for in vitro fertilization (IVF) should provide addition, the
sperm efficient recovery, the maintenance of cellular integrity. Several methods have been
proposed for bovine sperm selection for IVF, and the discontinuous density gradients
Percoll® ( Sigma Aldrich — St. Louis MO, USA) centrifugation method on the most used. In
cattle this selection technique has been extensively modified with respect to the volume,
number of gradients, time, and centrifugal force, to increase the sperm recovery, providing a
better yield of the dose. However, the centrifugation step present in these protocols, may
cause irreversible damage to sperm and thus influence fertilization rate. The present study
aimed to determine the influence of centrifugation force and time, as well as the association
of the Cushion Fluid® centrifugation on sperm selection by gradients Mini Percoll® modified
by evaluating morphological and functional characteristics, ROS formation, antioxidant
defenses, rate of in vitro fertilization and embryo development. Three experiments carry out.
In experiment I, a pool containing two semen Bos taurus taurus bulls was subjected Mini
Percoll® separation method, samples being divided into four groups, with two centrifugal
forces (2200 or 9000 X g) and two times (1 and 3 min). In experiment Il and 11, the pool has

been processed by the Mini Percoll® modified method, being added to an amount of 150uL



of Cushion Fluid® (Minitube, Tiefenbach, Germany) in the second centrifugation in the
treated group. Morphofunctional and biochemical evaluation of semen samples for IVF, as
well as the fertilizing capacity and embryo development of oocytes fertilized with sperms
were selected performed. In the first experiment an improvement was observed in the vigor of
sperm after gradient Mini Percoll® for all treatments. In the second experiment, the recovery
rate sperm did not differ between treatments (T1: 42.0 £ 4.9 and T2 (with adding Cushion
Fluid® the second centrifugation): 38.6 + 3.6). In sperm morphology T2 (5.1 £ 1.1) showed a
lower sperm rate with major defects than TO (Pre-Percoll) and T1 (8.8 £ 0.8 and 5.8 £ 1.0
treatments ). In this same experiment, ROS levels were presented increased (P <0.05) in the
medium with Cushion Fluid® (T2), however, the evaluation of antioxidant defenses did not
differ between treatments. In experiment I11, no differences in fertilization rate were observed.
This study demonstrated that the use of a smaller force and time (2200 X g / 1 min.) to
centrifugation can be used without interfering with the sperm recovery rate. The use of the
medium Cushion Fluid® during centrifugation of bovine sperm did not influence the

fertilization rate and embryo development to 48 hours.

Key-words: sperm recovery, centrifugation, Cushion Fluid®, bovine sperm, in vitro

fertilization.
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1 - INTRODUCAO

A reproducdo animal constitui-se num dos fatores de maior importancia para a
eficiéncia e a rentabilidade dos sistemas produtivos. Com um rebanho bovino estimado em
cerca de 212 milhGes de animais (IBGE, 2012), o Brasil apresenta avancos em qualidade
genética, principalmente devido a utilizacdo das biotecnologias da reproducdo. Dentre estas se
destaca a producdo in vitro de embriées (PIVE) bovinos, a qual tem sido incorporada nos
programas de melhoramento animal como a técnica de multiplicacdo e atualmente é
responsavel por mais de 60% dos embrides produzidos no Brasil (Vianna et al., 2010).

Apesar dos avancos obtidos nos ultimos anos na PIVE e a sua utilizacdo crescente em
programas de melhoramento bovino, a proporcdo de embrifes que atingem o estagio de
blastocisto é, raramente, superior a 40% (Neves et al., 2010). Estes resultados se devem,
provavelmente, as vérias etapas, que se nao forem realizadas adequadamente podem
comprometer o resultado do processo. Dentre os diversos fatores que afetam o sistema de
PIVE de bovinos, encontra-se a selecdo espermatica para a fecundacdo in vitro (FIV). O
espermatozoide é uma célula complexa, que necessita passar por processos fisioldgicos para
tornar-se apto a fecundacdo. Para isso 0s espermatozoides devem passar pelo processo de
capacitacdo espermatica, onde adquirem a capacidade de interacdo com o complexo cumulus-
oocito e assim realizar a fecundacdo (YYanagimachi, 1994). Todo esse processo ocorre,
naturalmente, no trato reprodutivo da fémea, onde os espermatozoides atravessam barreiras
naturais, que selecionam aqueles aptos a fecundagdo do odcito. No entanto, nas biotécnicas
que utilizam a fecundacdo in vitro, para que este processo ocorra, € essencial a prévia selecdo
da populacdo espermatica a ser utilizada.

O método de selecdo espermaética deve possibilitar a recuperacdo de espermatozoides

com altas taxas de motilidade, morfologicamente normais, além de eliminar substancias
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indesejaveis (Henkel e Schill, 2003) como agentes descapacitantes e 0 excesso de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Assim, dentre os principais métodos utilizados para a selecédo de
espermatozoides bovinos destinados a FIV, o método de centrifugacdo em gradientes
descontinuos de Percoll® destaca-se pela sua radpida execucdo e maior recuperacao
espermatica. Contudo, apesar de sua praticidade, modificacbes em seu protocolo tém sido
realizadas, pois a etapa de centrifugacao presente na técnica € prejudicial ao espermatozoide,
sendo responsavel por danos estruturais, queda da motilidade e na taxa de recuperagédo
espermatica, interferindo assim nas taxas de fecundacdo in vitro (Matas, et al., 2007; Sieme et
al., 2003). Esses danos sdo ainda mais importantes no sémen sexado, pois este apresenta
espermatozoides que ja sofreram um processo de separacdo celular (sexagem) que altera a
viabilidade das células espermaéticas. Considerando esses aspectos, entende-se que O
aprimoramento do método de centrifugacdo em gradiente de Percoll®, principalmente quanto
a sua qualidade, podera tornar viavel a aplicabilidade de um método que minimize a perda dos
espermatozoides viaveis durante 0 processo.

A técnica de centrifugacdo de sémen ¢é realizada com frequéncia em programas de
reproducdo em equinos, com a finalidade de remover o plasma seminal e aumentar a taxa da
concentracdo de espermatozoides no sémen para inseminacdo de éguas. No entanto, altas
forcas de centrifugacdo causam forte adesdo dos espermatozoides no pellet (Macpherson et
al., 2001), enquanto baixas forgas promovem menor recuperagdo espermaética (Waite et al.,
2008). Sendo assim, no intuito de reduzir os danos aos espermatozoides de garanhdes e
aumentar a recuperacdo foi desenvolvida a técnica de centrifugagdo com amortecimento. Este
método consiste na adicdo de um coldide, como o Cushion Fluid® (Minitiibe, Tiefenbach,
Germany), junto ao sémen durante a etapa de centrifugacdo. Embora muitos estudos tenham
comprovado resultados positivos deste método para o sémen de garanhdo (Bliss et al., 2012) e

suinos (Matas et al., 2007), estudos com sémen bovino destinados a FIV sdo inexistentes.
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Deste modo, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito de diferentes forcas, tempo de
centrifugacdo e o meio Cushion Fluid® na segunda centrifugacdo durante a selecdo
espermatica por gradiente de Mini Percoll®, a fim de maximizar a taxa de recuperacdo de
espermatozoides e minimizar os danos a célula espermatica causados pela centrifugacéo,

durante a selecdo de espermatozoides bovinos destinados a fecundacéo in vitro (FIV).
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Produgéo in vitro de embrides em bovinos

A utilizacdo e o desenvolvimento de biotécnicas da reproducdo animal sdo condicdes
indispensaveis para o aumento da eficiéncia produtiva. A producdo in vitro de embrides
(PIVE) bovinos é uma importante biotécnica da reproducdo, a qual esta associada ao aumento
da produtividade, visando maximizar o potencial reprodutivo do rebanho, diminuindo o
intervalo entre as gestacoes e acelerando o melhoramento genético animal.

A PIVE vem apresentando avanc¢os consideraveis e esta sendo lentamente incorporada
aos projetos de producdo. Com o desenvolvimento do método de puncéo folicular, tornou-se
possivel a recuperacdo de ovocitos de fémeas vivas para fecundacéo in vitro (FIV), abrindo
novos caminhos para multiplicacdo de animais de interesse econdmico superando 0s atuais
indices da TE classica, no que diz respeito a producdo de bezerro por vaca por ano.

Apesar dos avancgos obtidos, a producéo in vitro de embrides ainda apresenta algumas
limitacGes tais como os baixos indices de blastocisto, dificuldade na criopreservacdo dos
embrides, menor viabilidade dos ovdcitos obtidos de bezerras em relacdo aos de vacas e
novilhas, e o custo do embrido que é mais alto do que um embrido de TE. Além disso,
bezerros com maior peso ao nascer, periodo de gestacdo mais longo, aumento na incidéncia
de abortos, aumento da mortalidade perinatal e aumento de anormalidades congénitas tem
sido associados a prenhezes produzidas por transferéncia de embrides produzidos in vitro
(Leibfried-Rutledge, 1999).

Outro fator que tem influenciado, consideravelmente, os resultados em programas de
PIVE ¢é a utilizacdo crescente do sémen sexado, que quando comparado ao Ssémen

convencional (ndo sexado), apresenta grande variacdo na geracdo de embries viaveis a
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transferéncia. Zhang e colaboradores ( 2003), ndo observaram diferencas significativas entre
as taxas de producdo de embrides utilizando sémen sexado, sémen submetido somente ao
corante para sexagem ou sémen convencional (20,3%, 21,6% e 22,3% respectivamente),
concluindo que a separacdo dos espermatozoides ou o corante utilizado para a separacdo por
citometria de fluxo ndo interferem no desenvolvimento embrionério in vitro. Contudo, Lu e
colaboradores (1999), encontraram diferencas significativas nas taxas de producdo de
blastocistos utilizando sémen sexado ou convencional, mas afirmam que a utilizacdo desta
biotécnica é viavel para programas de PIVE.

O método de PIVE consiste de varias etapas que se nao forem realizadas
adequadamente podem comprometer 0 seu sucesso. Dentre os diversos fatores que afetam o
sistema encontra-se a qualidade dos ovdcitos, 0s espermatozoides utilizados para a
fecundacéo in vitro e as condic@es de cultivo (Lonergan & Fair, 2008).

Entre as etapas da PIVE, encontra-se a fecundacéo in vitro (FIV). No trato reprodutivo
da fémea, os espermatozoides atravessam barreiras naturais, que selecionam aqueles aptos a
fecundacédo do odcito (Scott, 2000). No entanto, quando sdo utilizadas técnicas de reproducéo
in vitro, a populacdo espermatica a ser utilizada necessita ser potencializada por métodos de
selecdo (Parrish et al., 1995), principalmente em sémen que passou por processos de
sexagem, congelamento e descongelamento que origina uma série de injdrias aos
espermatozoides. Desta forma, para se obter uma maior concentragdo de espermatozoides
viaveis aptos a fecundagdo in vitro e, consequentemente, 0 sucesso da producdo in vitro de
embrides com sémen descongelado, a selecdo espermética possui um papel importante.

Os métodos de separagdo espermaética permitem a recuperacao de espermatozoides de
melhor qualidade, exibindo maior propor¢do de movimento progressivo e de células
morfologicamente normais (Verstegen et al., 2002), o que justifica a ampla utilizagcdo das

diversas técnicas nos trabalhos de fertilizagdo in vitro (Samardzija et al., 2006). Os principais
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métodos utilizados para a separacdo espermatica destacam-se swim-up, separagdo por
gradiente descontinuo de BSA, filtracdo em coluna de I de vidro, técnica do sedimento
(swim-down), filtracdo em coluna de sefadex/filtro de troca ibnica, separacdo por gradiente

descontinuo de Percoll e lavagem mediante centrifugacédo (Coelho et al., 2000).

2.2 Gradientes descontinuos de Percoll® na selecdo de espermatozoides bovinos para
FIV

Dentre os métodos, o gradiente de densidade Percoll® é o mais utilizado atualmente
para a preparacdo espermatica, devido a alta qualidade na selecdo dos espermatozoides
(Somfai et al., 2002). Baseia-se no principio de que sob centrifugacdo em gradiente de
densidade coloidal, as células podem se mover para o local do gradiente correspondente a sua
prépria densidade, chamado de ponto isopicnico (Mortimer, 1994). Os espermatozoides
apresentam densidade diferente das células epiteliais, leucdcitos, bactérias e debris celulares,
portanto podem ser separados de outros componentes do ejaculado, enquanto o plasma
seminal permanece na superficie superior. Isso ocorre devido a presenca de particulas de
silica coloidais com 15 a 30 nm de diametro recobertas por polivinilpirrolidona (PVP)
(Samardzija et al., 2006), que se ligam aos espermatozoides de acordo com a sua densidade,
estagio de maturacao e integridade (Pertoft, 2000).

O Percoll® forma um gradiente descontinuo, onde a densidade aumenta no sentido da
camada superior para inferior. Durante a técnica, 0s espermatozoides mortos, imdveis ou com
alteracbes na membrana plasmatica apresentam carga positiva e se ligam facilmente a PVP,
que apresenta carga negativa, ficando retidos durante os processos de incubagdo e
centrifugacdo (Anzar e Graham, 1996). Os espermatozoides moveis podem se orientar na
direcdo da forca centrifuga e formar um pellet mais rapido do que os imdveis, assim a selecdo

cuidadosa do tempo de centrifugacdo e da velocidade permite a separacdo das duas
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subpopulacBes espermaticas (Morrel, 2006). Espermatozoides com lesdo no DNA também
sdo contidos na regido superior do gradiente, sendo selecionados somente espermatozoides
moveis e potencialmente férteis no pellet (Sakkas et al., 2000). Este processo evita a
competicdo dos espermatozoides com DNA danificado com os espermatozoides normais para
a fecundacdo, evitando assim, perdas embrionarias precoces.

Tanghe e colaboradores (2002) mostraram que a centrifugacdo com gradiente de
Percoll® foi fundamental para a separacdo de espermatozoides, aumentando a percentagem
de células vivas e com alta atividade mitocondrial de touros utilizados na FIV. Zuccari e
colaboradores (2008) mostraram que a passagem pelo gradiente de Percoll® foi eficaz na
selecdo de uma maior populacdo de espermatozoides moveis, com membrana plasmatica e
acrossomal integras, sem provocar alteracGes na condensacdo da cromatina nuclear.

O método de gradiente de Percoll® seleciona 0s espermatozoides através da
centrifugacdo (Parrish et al., 1995), com uma taxa de recuperacdo espermatica ao redor de
50%, ou seja, cinco a dez vezes maior que aquela obtida ap6s o Swim- up (Avery & Greve,
1995). Brandeis e colaboradores (1993) observaram maior porcentagem de espermatozoides
com acrossoma intacto em sémen selecionado pelo método de gradiente de Percoll® em
compara¢do ao swim up, pois a exposicdo ao Percoll® protege as células de producdes
excessivas de radicais livres, os quais causam disfuncdes de membrana relacionada com
peroxidacdo de seus lipideos (Oosterhuis et al., 2000). Gongalves e colaboradores (2012), ao
compararem 0s gradientes de Percoll® (PER; 90 e 45%) e OptiPrep® (OPT; 30 e 26%)
usando o metodo de volume reduzido (600pL) com centrifugacdo a 5000 X g/5min,
observaram maior motilidade e taxa de recuperagdo usando o gradiente de Percoll® quando
comparado ao gradiente OptiPrep® (PER 82,9% e 46,5%, OPT 27,1% e 23,1%,
respectivamente). Neste mesmo trabalho, a selecdo espermatica com gradiente de Percoll®

proporcionou maior taxa de producdo embrionaria do que o gradiente OptiPrep® (PER =
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31,5% e OPT = 14,1%). Contrariando estes resultados, Rheingantz e colaboradores (2002),
observaram que o método de Swim-up apresentou melhores resultados do que o gradiente de
Percoll® tanto em relacéo as taxas de clivagem, como de desenvolvimento até blastocisto.

Na busca de uma maxima recuperacéo de espermatozoides de boa qualidade, 0 método
de selecdo por gradiente de Percoll® sofreu diversas modificacbes, principalmente pelo
aumento da utilizagdo do sémen sexado (Dell’Aqua et al.,2006), que apresenta algumas
desvantagens que estdo relacionadas a sua fertilidade, como as baixas taxas de fecundacéo,
clivagem, blastocistos (Lu et al., 1999; Wilson et al.,2006), gestacdes e capacitacdo
espermatica parcial (Lu e Seidel Jr, 2004), bem como a variacao entre touros (Zhang et al.,
2003).

As alteracbes no método de gradiente de Percoll® referem-se basicamente a
diminui¢do do volume, aumento da rotagdo e reducdo do tempo de centrifugagdo (Dell’Aqua
et al., 2006). Protocolos tradicionais, 0s quais preconizam volumes de 2 mL por gradiente de
Percoll® utilizado e uma centrifugacdo a 400 X g, por um tempo de até 30 minutos foram
substituidos pelo método denominado “Mini-Percoll®”. Estes protocolos consistem em
volumes bastante reduzidos, os quais eram inicialmente propostos para a separacdo de sémen
sexado, atualmente estdo sendo empregados com sucesso na FIV com sémen sexado ou
convencional (Machado et al., 2009). Folchini e colaboradores (2012) demonstraram que, na
selecdo espermaética ao utilizarem os gradientes 90, 60 e 30%, a recuperacéo e a qualidade dos
espermatozoides ndo foram afetadas. No entanto observaram uma menor producéo de EROs,
guando comparado com os gradientes 90 e 45%. Neste mesmo estudo, observaram uma
reducdo no numero de espermatozoides com patologias pos-Percoll®, quando comparado ao
sémen antes do processamento.

Quando o sémen é manipulado para uso na reproducdo in vitro, ele é exposto ao

oxigénio, e Varios passos do seu processamento podem levar a producdo de EROs, bem como
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a reducdo das defesas antioxidantes. A lavagem e a diluicdo, por exemplo, podem retirar ou
reduzir a protecdo antioxidante fornecida pelo plasma seminal. Todos esses fatores podem
contribuir para aumentar os danos oxidativos ao espermatozoide no sémen manipulado.

As EROs mais comumente geradas pelo espermatozoide sdo: 0 anion superoxido, o
perdxido de hidrogénio e o radical hidroxila (Aitken, 1995; De Lamirande e Gagnon, 1999).
Ja € evidente a participacdo do anion superdéxido e do peréxido de hidrogénio, quando em
baixas concentracGes, nos eventos que culminam com a fertilizacdo em diferentes espécies.
Também é conhecida a susceptibilidade do espermatozoide de mamiferos aos efeitos
citotoxicos das EROs e ao estresse oxidativo.

Para proteger-se do efeito letal da formacdo excessiva de EROs, a célula possui um
sistema de defesa antioxidante, enzimatico e ndo enzimatico que pode atuar tanto removendo
0 agente antes que ele cause lesdo, quanto reparando a lesdo ocorrida (Ferreira e Matsubara,
1997; Halliwell e Gutteridge, 1999). O sistema enzimatico de defesa inclui superoxido
dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), bem
como antioxidantes nd3o enzimaticos como: acido ascorbico e a-tocoferol (Aitken, 1995).
Como a capacidade biosintética do espermatozoide é limitada, o plasma seminal é
particularmente importante na protecdo do espermatozoide contra os danos causados pelas
EROs geradas pelo préprio espermatozoide e pelos fagocitos presentes no ejaculado (Aitken,
1995). O balango entre producéo e eliminacdo de EROs é que determinara os efeitos das
espécies reativas do metabolismo do oxigénio no espermatozoide.

A preparacdo espermatica para a FIV de bovinos requer selecdo e recuperacao de
espermatozoides mdveis, normais e livres de contaminantes do plasma seminal. Para isso,
varios métodos de selecdo espermatica sdo utilizados, envolvendo a etapa de centrifugacéo, a
fim de reduzir a concentragdo do plasma seminal e o aumento da concentracdo de

espermatozoides no sémen. No entanto, esta etapa é responsavel por danos estruturais nos
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espermatozoides e queda na motilidade, interferindo nas taxas de fecundacéo in vitro (Matas
et al., 2007).

Guimarées e colaboradores (2014) mostraram que altas forcas de centrifugacdo (9000
X g) ndo influenciaram na recuperacdo espermatica, contudo, foram responsaveis pela
reducdo na motilidade e aumento na producdo de EROs por células espermaticas, quando o
sémen foi processados em pool. Neste mesmo estudo, observaram que a menor forca utilizada
(2200 X g) foi eficiente para a selecdo de espermatozoides por centrifugacdo em gradientes
descontinuos de Percoll®, pois incrementou as taxas de fecundacdo in vitro, sem reduzir a
recuperacdo espermatica.

Nos métodos de Swim- up ou gradiente de Percoll® sdo realizados um ou mais
procedimentos de centrifugacdo, embora o segundo seja mais efetivo do que o primeiro em
selecionar espermatozoides viaveis, ambos danificam as membranas celulares e contribuem
para a reducdo na taxa de recuperacdo espermatica. Estas variacGes estdo de acordo com a
temperatura, diluidor, volume, tempo e forca de centrifugacdo e volume do sobrenadante
deixado no sedimento, deste modo, podendo interferir negativamente na taxa de recuperagéo
espermatica (Vidament et al., 2000; Sieme et al.,2003).

A forca e o tempo de centrifugacdo podem interferir na integridade de membrana, pois
altas forcas de centrifugacdo causam forte adesao dos espermatozoides no pellet (Macpherson
et al., 2001), enquanto baixas forgcas promovem menor recuperagdo espermatica (Waite et al.,
2008). Dell’aqua Jr. e colaboradores (2001), quando testaram trés forcas de centrifugagéo
(600 X g; 800 X g e 1000 X g) e tempos (3 min, 5 min e 10 min) quanto a motilidade e
integridade de membrana, os autores encontraram valores significativamente menores
(P<0,05) nas forcas de 800 X g e 1000 X g por 10 min, e concluiram que, dentre as técnicas

avaliadas, a melhor é a de 600 X g/10 min.
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Jasko e colaboradores (1991) observaram motilidade espermatica maior no sémen
equino submetido a centrifugacdo (500 X g/18 min) e refrigerado por 24h quando o plasma
seminal foi retirado. Porém quando o plasma seminal foi mantido apos a centrifugacdo, houve
uma reducdo imediata da motilidade. Serres e colaboradores (2002) analisando sémen de
jumentos, observaram maior motilidade total e progressiva dos espermatozoides ap0s
centrifugacdo, utilizando uma forca de 400 X g¢g/7 min. Raphael (2007) mostrou que a
centrifugacdo causou efeito negativo nas velocidades espermaticas, cujos valores foram
superiores no sémen equino sem centrifugacdo e que ndo teve efeito significativo sobre as
alteracdes morfoldgicas (P>0,05). Sieme, Knop e Rath (2006) relataram que a centrifugacéo
causou efeitos deletérios na motilidade e morfologia dos espermatozoides de equinos.
Contudo, nestes trabalhos as forcas empregadas foram relativamente baixas quando
comparadas as aplicadas atualmente.

Machado e colaboradores (2009) utilizaram com sucesso a forca de 5000 X g por 5
minutos para selecdo de espermatozoides bovinos, ndo diferindo a motilidade, morfologia,
integridade de membrana e acrossoma de quando utilizado uma forca de 700 X g por 20

minutos.

2.3 Taxa de recuperacao de espermatozoides apos selecdo para FIV

A criopreservacdo do sémen causa um decréscimo de aproximadamente 50% da
viabilidade espermatica, decorrente de efeitos de temperatura e osmolaridade, alterando a
organizacao, fluidez, permeabilidade e composicdo lipidica das membranas (Amann e Pickett,
1987; Thomas et al., 1998). Essas modificacbes levam os espermatozoides, submetidos a

congelamento e descongelamento, a sobreviver menos tempo no trato reprodutivo da fémea
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em comparacdo com espermatozoides oriundos de sémen fresco (Watson, 2000) e interferem
na PIVE, reduzindo as taxas de recuperacdo espermatica de sémen destinado a FIV.

Os procedimentos de separacdo espermatica permitem a recuperacdo de
espermatozoides de melhor qualidade, exibindo maior proporcéo de movimento progressivo e
de células morfologicamente normais (Verstegen et al., 2002), o que justifica a ampla
utilizacdo das diversas técnicas nos trabalhos de fertilizacéo in vitro (Samardzija et al., 2006).
Dentre os métodos mais utilizados podemos destacar o0 método de migracdo ascendente (Swim
up), o método de sucessivas lavagens através de centrifugacdes, os métodos de gradientes de
densidade continuos e descontinuos, como Percoll® e seus substitutivos (Samardzija et al.,
2006), o método de filtragem em coluna de gel de Sephadex (Lee et al., 2009) e coluna de
vidro (Van der Ven et al., 1988). Olivares e colaboradores (2013), ao testarem trés diferentes
métodos de selecdo espermatica em sémen de carneiros, mostraram que o método de Percoll®
recuperou mais (P<0,05) espermatozoides (28,1+3,3%) e com maior motilidade (55,5+2,6%)
que o Swim-up (2,27+0,3% e 41,1+5,0%, respectivamente), j4 a taxa de recuperacdo foi
inferior (P<0,05) a obtida na lavagem por centrifugacao (43,3+3,8%). Marti e colaboradores
(2006), trabalhando com diferentes métodos para separar espermatozoides de ovinos,
observaram a superioridade do método de Percoll® em recuperar uma maior concentracdo
espermatica. Somfai e colaboradores (2002) mostraram que, para bovinos a concentracédo
espermatica foi maior quando se utilizou o gradiente de Percoll® (9,3 x 10° /mL) em relacdo
ao Swim-up (5,8 x 10%/mL).

O método de gradiente de Percoll®, atualmente € a técnica preferencial para a
preparacdo de espermatozoides bovinos na rotina de FIV, por ser um procedimento répido,
simples e apresentar maior recuperagdo de espermatozoides, quando comparada com as outras
técnicas de selecdo espermética e ndo apresentar variabilidade de resultados quando aplicada

por diferentes laboratérios (Parrish et al., 1995). Folchini e colaboradores (2012) observaram
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uma recuperacdo espermatica média apés o uso do método de Percoll® de 132,5 x 10°
espermatozoides/mL, representando mais de 50% do numero de espermatozoide totais antes
da centrifugacdo com Percoll® (239 x 10° espermatozoides/mL). Estes resultados corroboram
com diversos estudos que comprovaram a superioridade do método de gradiente de Percoll®,
sendo sua capacidade de recuperacdo um dos seus principais atributos, quando comparado a
outras técnicas de selecdo espermatica (Bollendorf et al., 1994; Cesari et al., 2006). Estudos
em ovinos (Valcarcel et al., 1996) mostraram que a técnica de gradiente de densidade de
Percoll® recuperou espermatozoides madveis, bem como aqueles com membranas plasmaticas
e acrossomal intactas em amostras de sémen descongelado, ndo havendo melhora quando se
utilizou amostras in natura normospérmica.

O sémen sexado apresenta concentracdes espermaticas inferiores (2 x 10°
espermatozoides) ao convencional (20 x 10° espermatozoides) por palheta. O padréo alterado
de movimentacdo espermatica resulta em dificuldade de sedimentacdo dos espermatozoides
apos a selecdo de Percoll®, portanto, 0 numero de células recuperadas é menor, resultando em
uma concentracdo inadequada e, consequentemente, restringindo a quantidade de odcitos que
poderiam ser fecundados. A baixa concentracdo espermatica, obtida apés selecdo em
gradiente de Percoll® estd relacionada com taxas mais baixas de clivagem e
consequentemente, taxas inferiores de producao de blastocistos, comparando a producdo com
s€émen convencional ou ndo sexado (Dell’Aqua Jr et al., 2006). Assim, devido ao limitado
namero de espermatozoides utilizados, pode-se justificar um menor indice de recuperacéo,
uma vez que o processo de congelamento e descongelamento provocam alteracfes fisicas
nestes espermatozoides (Watson, 1995). Resende e colaboradores (2009) obtiveram taxa
média de recuperacdo espermaética de 6,7% ap0s centrifugacdo de sémen descongelado em
gradiente de densidade de Percoll®. No entanto, ficou abaixo do alcan¢ado por Hossepian de

Lima (2003), que, utilizando espermatozoides recem-colhidos, obtiveram taxa de recuperagdo



27

média de 12% ap06s o processo de centrifugacdo em gradiente de Percoll®. A origem dos
espermatozoides utilizados para esse estudo pode justificar esse menor indice de recuperagédo
qguando se utiliza sémen descongelado, uma vez que o0 processo de congelamento e
descongelamento danifica os espermatozoides (Celeghini et al., 2008), levando ao aumento da
quantidade de células que ficam retidas nas camadas superiores do gradiente.

Mesmo que os métodos de separacdo baseados em lavagens e centrifugacGes possam
resultar em danos irreversiveis aos espermatozoides (Centola et al., 1998), estas técnicas sao
as gque apresentam maior recuperacdo espermatica, sendo um dos principais requisitos para o
sucesso da PIVE. Sendo assim, ao diminuir ou cessar qualquer tipo de injdria que
comprometa a viabilidade espermatica, haverd a possibilidade de melhorar os indices
reprodutivos e difundir o uso das biotecnologias, como transferéncia de embrides (TE),
fecundacdo in vitro (FIV) e utilizacdo do sémen sexado, ja que todas utilizam o sémen
criopreservado. Assim, muitos estudos voltados para o aprimoramento de métodos
alternativos, que minimizem estes efeitos deletérios nos espermatozoides, estdo sendo
desenvolvidos. Dentre estes, os métodos de centrifugacdo com amortecimento, comumente
utilizados para a centrifugacdo de sémen de equinos e suinos, onde é adicionado um meio

junto a centrifugacéo, a fim de proteger os espermatozoides das altas forcas gravitacionais.

2.4 Utilizacdo do Cushion Fluid® na sele¢édo espermatica

Visando maximizar a recuperacdo de espermatozoides de sémen centrifugado de
garanhdes e minimizar as lesdes a célula espermética causada pela centrifugacdo, foi
desenvolvida a tecnica de centrifugacdo com amortecimento, que utiliza um coloide
juntamente ao sémen (Marcpherson et al.,2001). Revell e colaboradores (1997)
desenvolveram uma técnica de amortecimento, onde é depositado uma camada de solugdo

isotOnica de iodixanol na parte inferior do tubo, visando reduzir os danos mecanicos causados
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pela centrifugacdo. Desde entdo, a técnica de amortecimento tem sido utilizada com sucesso
na centrifugacdo de sémen suino para separacdo pré FIV ou criopreservacdo, permitindo o
incremento da recuperacdo de espermatozoides com uso de altas forcas de centrifugacao, sem
perdas na qualidade espermatica (Matas et al., 2007).

Matés e colaboradores (2006), quando estudaram dois métodos de centrifugacdo para
sémen de suino, observaram um aumento significativo da motilidade no método de
centrifugacdo padrdo, sem o meio de amortecimento (Cushion Fluid®), quando comparado ao
método de centrifugacdo com amortecimento. Sieme e colaboradores (2006) observaram
aumento na taxa de recuperacdo de espermatozoides de garanhdo apds a centrifugacdo com
amortecimento, usando diluidor transparente de sémen quando comparado ao diluidor opaco a
base de leite. Esta diferenca pode ser atribuida a uma inadequada aspiracdo do sémen, durante
a remocdo do sobrenadante, pois o pellet é melhor visualizado no diluidor transparente do que
o diluidor opaco. Contrariando estes resultados, Delhome e colaboradores (2004), em estudo
com sémen de garanhdo, observaram uma taxa de recuperacdo de 83%, usando a técnica de
centrifugacdo com amortecimento em comparacdo a taxa de recuperacdo de 75%, usando a
técnica de centrifugacdo padrdo. Len e colaboradores (2013), ao comparar duas forcas de
centrifugacdo, 900 X g e 1800 X g, ndo observaram diferencas na taxa de recuperacdo de
espermatozoides (900: 94% e 1800: 97%) para a centrifugacdo sem amortecimento. No
entanto, estes valores foram superiores, quando comparados a centrifugacdo com
amortecimento (900: 68.7% e 1800: 79,6%). Atribuindo assim estes resultados, a aspiragéo
inadequada da solugédo de amortecimento e a reducdo do tempo de centrifugagéo usada neste
estudo (10 minutos), quando comparado a outros experimentos com a solucdo de
amortecimento (20 minutos). Bliss e colaboradores (2012) n&o observaram diferenca na
motilidade e taxa de recuperacdo de espermatozoides de garanhdo quando estudaram trés

métodos de centrifugacdo com o meio de amortecimento (Cushion Fluid®). Porém, este
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estudo utilizou sémen equino logo apds a coleta (fresco) e sémen resfriado. Ao contrario,
Sieme e colaboradores (2006), ao estudarem diferentes métodos de centrifugacdo com
amortecimento em sémen de garanhdo, a fim de aumentar as taxas de recuperacdo de
espermatozoides, observaram maior motilidade de espermatozoides, ap0s a centrifugacdo com
0 meio de amortecimento, quando comparada a centrifugacdo sem o meio. No entanto,
estudos com esta técnica sao inexistentes para a centrifugacdo durante a selecdo espermatica
de sémen bovino destinado a FIV. A aplicabilidade destes métodos de centrifugacdo com
amortecimento, principalmente para o sémen sexado bovino, seria de grande valia, uma vez
gue este passa por varios processos (sexagem) 0s quais acarretam danos estruturais e

consequentemente influenciando na fertilidade.
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3-OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Avaliar um método de preparacdo espermética com a utilizacdo de um meio de
amortecimento durante a centrifugacdo, a fim de aprimorar o protocolo de selecdo

espermatica.

3.2 — Objetivos Especificos

Verificar a influéncia da forca e tempo na segunda centrifugacdo na selecdo
espermatica por gradientes de Mini Percoll® modificado.

Avaliar o efeito da associacdo do meio Cushion Fluid® na segunda centrifugacao
durante a selecdo espermatica em gradientes de Mini Percoll® sobre as caracteristicas
morfofuncionais, producédo de EROs, defesas antioxidantes, capacidade fecundante de

espermatozoides bovinos e desenvolvimento embrionario in vitro.
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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. O manuscrito esté apresentado da mesma
forma que serd submetido ao perioddico Revista Ciéncia Rural.
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Efeito do Cushion Fluid® e reducédo da forca e tempo da segunda
centrifugacéo na selecio de espermatozoides bovinos destinados a
fecundacéo in vitro

Effect of Cushion Fluid® and reduced centrifugation force and time of second
centrifugation in the selection of cattle spermatozoa for in vitro fertilization
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Missio""'; Eduardo Brum Schwengber'; Natélia Picoli Folchini'; Antonio Carlos Galarca Guimaraes';

Fabio Gallas Leivas'
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Resumo

Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes forcas, tempo de centrifugacdo e o meio
Cushion Fluid® na segunda centrifugacdo na selecdo espermatica por gradiente de Percoll®
foram realizados trés experimentos. No experimento I, um pool contendo sémen de dois
touros Bos taurus taurus foi submetido ao método de separacdo por Mini Percoll®, sendo as
amostras divididas em quatro grupos, com duas forcas de centrifugacdo (2200 ou 9000 X g) e
dois tempos (1 e 3 min). No experimento Il e 111, o pool foi processado pelo método de Mini
Percoll® modificado, sendo adicionado uma quantidade de 150ul de Cushion Fluid®
(Minitube, Tiefenbach, Germany) na segunda centrifugacdo no grupo tratado. O pellet
resultante do primeiro experimento foi submetido a avaliagdo morfofuncional e taxa de
recuperacdo. Nos demais experimentos as amostras foram avaliadas quanto ao estresse
oxidativo, taxa de fecundagéo e desenvolvimento embrionario. O experimento | foi observado

uma melhora no vigor dos espermatozoides, apds os tratamentos com o gradiente de Percoll®
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em relacdo ao pre-Percoll®. Contudo, ndo foi observada diferenca entre motilidade, vigor e
taxa de recuperacdo de espermatozoides entre os tratamentos. No experimento Il, 0s
parametros morfofuncionais e producdo de EROs do sémen foram semelhantes entre
tratamentos (24,6+8,6), no entanto uma maior producdo de EROS foi observada no meio de
fecundacdo realizada com o grupo tratado. No experimento Il a taxa de fecundacdo e
desenvolvimento embrionério até 48 horas, ndo diferiu entre tratamentos. A reducdo na forca
e tempo de centrifugacdo, assim como a utilizacdo do Cushion Fluid® ndo reduz a

recuperacdo espermatica de espermatozoides bovinos durante a selecdo por Mini Percoll®.

Palavras-chave: Recuperacdo espermatica, centrifugacdo, Cushion Fluid®, espermatozoides

bovinos, fecundagéo in vitro.

Abstract

In order to evaluate the effect of different forces, time of centrifugation and the medium
Cushion Fluid® in the second centrifugation on sperm by gradient of Percoll®. Three
experiments were perfomed. In experiment I, a pool containing two semen Bos taurus taurus
bulls was subjected Mini Percoll® separation method, samples being divided into four
groups, with two centrifugal forces (2200 or 9000 X g) and two times (1 and 3 min). In
experiment Il and 11, the pool has been processed by the Mini Percoll® modified method,
being added to an amount of 150uL of Cushion Fluid® (Minitibe, Tiefenbach, Germany) in
the second centrifugation in the treated group. The resulting pellet from the first experiment
was submitted to morphofunctional assessment and recovery rate. In other experiments
samples were evaluated to oxidative stress, fertilization rate and embryo development. The
experiment | was observed an improvement in vigor of sperm, after treatments with the
gradient of Percoll® compared to pré-Percoll®. However, no difference was observed among
motility, vigor and sperm recovery rate between treatments. In experiment I, the

morphofunctional parameters and ROS production of semen were similar between treatments
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(24.6 £ 8.6), however a greater ROS production was observed in the fertilization medium
performed with the treated group. In experiment Il the fertilization rate and embryo
development up to 48 hours, did not differ between treatments. The reduction in force and
time of centrifugation, as well as the use of Cushion Fluid® does not reduce the recovery of
bovine sperm during selection of Mini Percoll®.

Keywords: sperm recovery, centrifugation, Cushion Fluid®, bovine sperm, in vitro
fertilization.

INTRODUCAO

O método de selecdo espermatica deve possibilitar a recuperacdo de espermatozoides
com altas taxas de motilidade, morfologicamente normais, além de eliminar substancias
indesejaveis (HENKEL E SCHILL, 2003), como agentes descapacitantes e ainda evitar o
excesso de formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS). Assim, dentre os principais
métodos utilizados para a selecdo de espermatozoides bovinos destinados a fecundacédo in
vitro (FIV), o método de gradiente descontinuo de Percoll® é o método de eleicdo na maioria
dos laboratérios devido a sua répida execucdo e maior recuperacdo espermatica que
proporciona, em relacdo aos demais (AVERY & GREVE, 1995; SOMFAI et al., 2002).
Contudo, apesar de sua praticidade, a centrifugacdo empregada nesta técnica vem sendo
apontada como um fator prejudicial a célula espermatica, podendo causar danos estruturais
aos espermatozoides, queda da motilidade e taxa de recuperacdo espermaética, além de
interferir nas taxas de fecundacio in vitro (MATAS, et al., 2007; SIEME et al., 2003).

A centrifugacdo de sémen é realizada com frequéncia no processamento de sémen
equino, com a finalidade de remover o plasma seminal e aumentar a concentragdo de
espermatozoides. No entanto, altas forcas de centrifugagdo causam forte adesdo dos
espermatozoides no pellet (MACPHERSON et al., 2001), enquanto baixas for¢as promovem

menor recuperagdo espermatica (WAITE et al, 2008). Sendo assim, no intuito de reduzir os
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danos aos espermatozoides de garanhdes e aumentar a recuperacgéo foi desenvolvida a técnica
de centrifugacdo com amortecimento. Este método consiste na adi¢do de um coldide, como o
Cushion Fluid® (Minitibe, Tiefenbach, Germany), junto ao sémen durante a etapa de
centrifugacdo. Embora muitos estudos tenham comprovado resultados positivos deste método
para 0 sémen de garanhdo (BLISS et al., 2012) e suinos (MATAS et al., 2007), estudos com
sémen bovino destinado a FIV sdo inexistentes.

Considerando esses aspectos, entende-se que o aprimoramento do método de
centrifugacdo em gradiente de Percoll®, poderia reduzir os danos causados pela
centrifugacdo, sem alterar as taxas de recuperacdo espermatica. Deste modo, este trabalho tem
como objetivo avaliar o efeito de diferentes forcas, tempo de centrifugacdo e o meio Cushion
Fluid® na segunda centrifugacdo na selecdo espermatica por gradiente de Percoll®, a fim de
maximizar a taxa de recuperacao de espermatozoides bovinos viaveis destinados a FIV.
MATERIAL E METODOS

Foram realizados trés experimentos, com 5 repeticdes (Figura 1), utilizando-se um
pool contendo o sémen congelado de dois touros Bos taurus taurus com fertilidade conhecida,
sendo as palhetas de 0,25mL descongeladas em banho-maria a 35°C por 20 segundos . No
experimento |, apos a primeira centrifugacdo em gradientes descontinuos de Percoll® (30, 60
e 90%) a uma forca de 2200 X g, durante 5 minutos, conforme GUIMARAES e colaboradores
(2014) o pellet retirado foi homogeneizado e dividido em 4 fracGes para compor os diferentes
tratamentos. Os tratamentos foram distribuidos em duas forcas (9000 e 2200 X g) e dois
tempos de centrifugacdo (1 e 3 min.), gerando uma fatorial 2 x 2, compondo os tratamentos:
T1 (9000 X g/1%); T2 (9000 X g/3”); T3 (2200 X g/1°) e T4 (2200 X g/3’). Neste experimento
foram avaliadas as caracteristicas funcionais (motilidade e vigor) pré e pds-tratamento e taxa
de recuperacdo espermatica. No experimento Il, apo6s a primeira centrifugagdo, conforme

descrita no experimento I, o pellet foi homogeneizado e dividido em duas fraces. Para a
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segunda centrifugacdo, cada fracdo do sémen foi suspenso em 300uL de meio FERT TALP
(PARRISH et al, 1986), sendo uma delas depositada sobre 150uL de Cushion Fluid® e
submetidos a centrifugacdo a 2200 X g por 1 min., compondo os tratamentos: T1 (sémen +
300uL FERT TALP) e T2 (sémen + 300uL FERT TALP + 150uL de Cushion Fluid®). Neste
experimento, além das variaveis avaliadas no experimento I, foram realizadas avaliacOes de
morfologia espermaética, integridade e funcionalidade da membrana espermatica e estresse
oxidativo. No experimento |11, composto pelos mesmos tratamentos do experimento Il foram
avaliadas a taxa de fecundacéo e desenvolvimento embrionéario até 48 horas apés a FIV.

A motilidade e vigor foram avaliadas em microscopio de contraste de fase (100x),
sempre pelo mesmo examinador treinado, através de estimativa visual, sendo a motilidade
expressa em porcentagem (0 a 100) e do vigor de 0 a 5. As alteraces morfoldgicas dos
espermatozoides foram quantificadas a partir de uma preparacdo Umida, onde 200 células
foram contadas, e seus defeitos divididos em maiores e menores (BARTH e OKO, 1989). A
taxa de recuperacdo espermatica foi obtida através da formula (concentracdo final x volume
final) / (concentracdo inicial x volume inicial) x 100, conforme MACHADO e colaboradores
(2009). A concentracdo espermatica foi calculada pela contagem dos espermatozoides em
camera de Neubauer, sendo o resultado obtido expresso em milhdes de espermatozoides/mL.
A integridade da membrana plasmatica foi avaliada pela técnica descrita por HARRISON e
VICKERS (1990), utilizando-se uma mistura de duas sondas lodeto de Propideo (IP) e
Diacetato de Carboxifluoresceina (DIC), onde apds a incubacdo, 200 espermatozoides foram
contados com auxilio de microscopio de epifluorescéncia (100 x). Foram considerados
integros espermatozoides que coraram de verde (acumulo de DIC) e com lesdo o0s
espermatozoides que coraram de vermelho (acimulo de IP). A funcionalidade da membrana
plasmatica foi avaliada utilizando-se o teste hiposmoético (Hipoosmotic Swelling Test - HOS),

descrito por LOMEO e GIAMBIERSO, onde apés a incubagdo com auxilio de microscopio
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de contraste de fase (400 x) foram contadas 200 células por tratamento, sendo considerados
integros os espermatozoides que reagiram enrolando a cauda (+HOS).

A avaliacdo do estresse oxidativo foi baseada na quantificacdo dos niveis de espécies
reativas ao oxigénio (EROs), niveis de Glutationa (GSH) e atividade da enzima superoxido
dismutase (SOD). Os niveis de EROs no sémen foram determinados por um método
espectrofluorimétrico, usando 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCF-D). As amostras
foram incubadas com 10ul de DCF-D (ImM) no escuro. A oxidacdo da DCF-D para
diclorofluoresceina (DCF) fluorescente foi medida para a deteccdo das ROS. A emissao da
intensidade fluorescéncia da DCF foi realizada em 520nm (com excitacdo de 480nm) 30
minutos apos a adicdo da DCF-D ao meio. Os niveis de GSH foram determinados pelo
método de fluorescéncia de acordo com HISSIN e HILF (1976) usando o-ftalaldeido (OPA)
como fluoréforo. As amostras de sémen (10 pL) foram incubados com 10 pL de OPA (0,1 %
em metanol) e 180 uL de tampéo fosfato 0,1 M ( pH 8,0 ) durante 15 min. a temperatura
ambiente no escuro. A fluorescéncia foi medida com um leitor de microplacas (Chameleon
Hidex V Multitechnology Platereader - Modelo 425-156) no comprimento de onda de
excitacdo de 350nm e um comprimento de onda de emissdo de 420 nm. Os niveis de GSH
foram expressos em nmol de GSH/mL. A atividade da SOD foi determinada conforme
descrito por MISRA e FRIDOVICH (1972), na técnica baseada na capacidade de SOD para
inibir a auto-oxidagdo de epinefrina para adrenocromo, onde a cor da rea¢do é monitorada a
480nm e a unidade enzimatica (1 Ul) é definida como a quantidade de enzima necessaria para
inibir a taxa de auto-oxidacao para 50% a 26°C.

Para a avaliagdo da fecundacédo e desenvolvimento embrionério, ovarios coletados em
abatedouro local tiveram seus foliculos entre 2-8 mm de diametro aspirados e os complexos
cumulus-odcito (CCO) classificados conforme DE LOOS (1989). A maturacdo in vitro (MIV)

foi conduzida com grupos de 20 CCO, em pocos de 400pL de TCM-199 modificado. O



38

periodo de maturacdo foi de 24 horas em incubadora a 39°C, 5% de CO, em ar e umidade
saturada. Para a fecundacdo in vitro (FIV) o sémen foi selecionado por gradientes de
Percoll®, a dose inseminante foi de 1 x 10° espermatozoides/ml, sendo o dia da FIV
considerado dia zero (D0). Ap6s o co-cultivo (odcitos/espermatozoides) por 18h em meio
FERT TALP, os provaveis zigotos foram desnudados e destinados a avaliacdo da fecundacéo
ou desenvolvimento embrionario (experimento Ill). Para avaliacdo da fecundacdo os
provaveis zigotos foram incubados por 10min a 39°C em meio TCM 199 modificado
acrescido de 15ug/mL de Hoechst e levados ao microscopio de epifluorescencia (400 Xx).
Foram considerados fecundados o6citos que apresentavam um ou mais espermatozoides com
a cabeca descondensando, presenca de dois ou mais prd-nucleos, nucleos fusionados ou
embrides clivados. O desenvolvimento embrionério foi avaliado através do cultivo in vitro
(CIV) em meio Synthetic Oviduct Fluid (SOFaaci; HOLM et al, 1999). Os embriGes foram
transferidos individualmente para micropogcos de placas de cultura (Cryo-Innovation
Technologies, Budapest, Hungary) e cultivados em grupos, sob éleo mineral a 39° C, umidade
saturada e atmosfera gasosa de 5% de CO, em ar, durante 48 horas ap0s a fecundacgdo. As
placas foram acondicionadas no interior da incubadora em um sistema de monitoramento de
embrido (Primo Vision time-lapse embryo monitoring system, Cryo-Innovation Technologies,
Budapest, Hungary), onde foram realizadas captura de imagens dos embrifes a cada 5
minutos. No dia 2, os embrides foram avaliados individualmente quanto a clivagem e o
namero de células, sendo registrado ainda o tempo decorrido até a primeira clivagem.

As caracteristicas morfofuncionais foram avaliados pela andlise de variancia
(ANOVA), a formacéo dos pro-nucleos pelo teste do qui-quadrado X?(P<0,05)ea formacéo
de EROs e as avalia¢fes bioquimicas por ANOVA e teste de Duncan ( P < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Diversos experimentos vém sendo conduzidos no intuito de aperfeicoar o método de
selecdo por gradientes de Percoll® em bovinos, sendo na maioria dos trabalhos as avaliacdes
realizadas no tempo e na forca de centrifugacao, ou variando o volume de Percoll® durante a
centrifugacio nos gradientes (DELL’AQUA et al., 2006; GUIMARAES et al.,2014
MACHADO et al., 2009). No entanto, a segunda centrifugacdo realizada durante a técnica,
com o intuito de concentrar a amostra e retirar residuos de Percoll®, normalmente emprega
altas forcas de centrifugacdo, o que sem o efeito amortecedor do Percoll®, pode ser
extremamente nocivo as células espermaticas, pois resulta em uma grande compactacdo do
sémen no fundo do tubo. Neste estudo, no experimento I, quando o sémen apds a primeira
centrifugacdo em Percoll® foi distribuido em quatro tratamentos, com duas forcas (9000 e
2200 X g) e dois tempos de centrifugacao (1 e 3 min.), foi observada uma melhora no vigor
dos espermatozoides, ap0s os tratamentos com o gradiente de Percoll® em relacdo ao pré-
Percoll®. Contudo, ndo foi observada diferenca (P>0,05) entre motilidade, vigor e taxa de
recuperacdo de espermatozoides entre os tratamentos (Tabela 1). Estes resultados sugerem
gue o tempo de um minuto em forca de 2200 X g € suficiente para obter uma boa recuperacéo
espermatica, reduzindo as chances de danos que possam ser causados as células durante o
processo.

Diferentes estudos vém sendo realizados com sémen equino e suino, visando
minimizar os danos ocasionados pela centrifugacdo espermatica realizada de forma rotineira
nestas espécies com o objetivo de concentrar a amostra antes de sua utilizacdo, principalmente
previamente ao congelamento. Dentre as alternativas propostas, a utilizacdo de um coloide
para proteger células espermaticas de forgcas gravitacionais durante o processo de
centrifugacdo tem sido relatada com sucesso por alguns pesquisadores (BLISS et al, 2012;
MATAS et al, 2007). No experimento II, quando o pellet resultante da centrifugacdo em

gradientes de Percoll® foi suspenso em dois microtubos contendo 300uL de meio FERT
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TALP, com e sem 150uL de Cushion Fluid®, visando minimizar o efeito nocivo da
centrifugacdo e consequentemente recuperar um maior numero de espermatozoides viaveis,
ndo se pode observar incremento (P>0,05) nos pardmetros avaliados (Tabela 2). No entanto,
ambos os tratamentos conseguiram reduzir (P<0,05) o numero de defeitos totais em
espermatozoides ap0s 0 processo, 0 que vem de encontro aos resultados encontrados na
literatura. Embora tenha sido observada uma reducdo (P<0,05) na funcionalidade da
membrana (+HOS) ap6s os tratamentos, esta ndo foi comprovada pela integridade de
membrana (P>0,05), avaliada através de sondas fluorescentes (DIC + IP).

A avaliacdo do estresse oxidativo tem sido sugerida por diversos autores como um
importante marcador para viabilidade espermatica, no entanto sua aplicacdo ainda é limitada,
existindo uma grande variedade de testes sendo aplicados, sem um protocolo estabelecido ou
valores padrGes a serem considerados. Neste trabalho, optou-se por avaliar a producédo de
espécies reativas ao oxigénio (EROs), uma defesa enzimatica (SOD), e uma ndo enzimatica
(GSH) no sémen ap0s os diferentes tratamentos e no meio de fecundacdo apo6s o periodo de
co-cultivo entre odcitos de espermatozoides. Ndo houve diferenca (P>0,05) na producao de
EROs do sémen obtido das diferentes amostras (24,6+8,6), no entanto uma maior producéo de
espécies reativas ao oxigénio (P<0,05) foi observada no meio onde a fecundacéo foi realizada
com sémen submetido a centrifugacdo em meio adicionado de Cushion Fluid® (Tabela 2).
Este resultado pode estar associado a um provavel residuo do meio de amortecimento que
possa ter sido removido juntamente com o pellet e utilizado na FIV, no entanto os demais
parametros avaliados como SOD (32,7+6,1 e 35,3x7,3Ul) e GSH (42711352 e
893+505,6mM), mantiveram-se semelhantes (P>0,05) entre tratamentos, tanto para 0 sémen
como para o meio de fecundacéo, respectivamente.

A reducédo da viabilidade espermética ap0s a 0 processo de sele¢do espermatica nem

sempre pode ser detectada por pardmetros avaliados logo apds o processamento do sémen,
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havendo indicios de que algumas alteracdes podem levar a perdas posteriores na taxa de
fecundacdo ou mesmo desenvolvimento embrionario (SHARMA et al., 1996, KATKOV et
al., 1998). Neste trabalho, quando foi avaliada a taxa de fecundacdo ou desenvolvimento
embrionario até 48 horas, ndo foi possivel observar diferenca (P>0,05) entre o grupo controle
e grupo tratado, conforme Tabela 3. Embora a utilizacdo do Cushion Fluid® tenha se
mostrado efetiva na protecdo de células espermaticas de outras espécies como equino, neste
trabalho sua utilizacdo ndo melhorou os parametros avaliados. Diversos fatores podem estar
associados a este fato, como o pequeno volume de sémen utilizado ou mesmo o tempo
reduzido de centrifugacdo empregado. Neste sentido, é necessario que novos estudos sejam
conduzidos, utilizando 0 meio Cushion Fluid® de outras maneiras, visando avaliar seu efeito
protetor as células espermaticas.

CONCLUSAO

A reducdo na forca de centrifugacdo para 2200 X g, assim como o0 tempo de
centrifugacdo ndo reduz a recuperacdo espermatica durante a selecdo por Mini Percoll®. A
utilizacdo de Cushion Fluid® durante a segunda centrifugacdo ndo reduz a recuperacao
espermatica de espermatozoides bovinos, porém ndo melhora os parametros espermaticos

pos-selecdo ou desenvolvimento embrionério até 48h apds a FIV.
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FIGURA 1 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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TABELA 1 — Caracteristicas espermaticas (média £ DP) de sémen bovino avaliadas apés a

segunda centrifugacdo com diferentes forcas e tempos, apds o tratamento com o gradiente de

Percoll®.
TRATAMENTOS
Parametros TO T1 T2 T3 T4
(Pré PercolI®) (9000 X g/1°) (9000 X g/3°) (2200 X g/1°) (2200 X g/3°)
Motilidade 70,0 76,0 £5,3 76,155 74055 70,0zx7,1
Vigor 3,0 42+04° 36+06" 38+04® 34+06%
% Recuperacao - 40,6 £8,9 344+72 424+£114 36,0+57

ab Diferentes sobrescrito na mesma linha indica diferenca estatistica (P < 0,05).
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TABELA 2 — Parametros espermaticos (média+DP) avaliados antes da selecdo espermatica

(TO) e apos a segunda centrifugacdo em meio FIV sem (T1) ou com adi¢cdo Cushion Fluid®

(T2).

Tratamentos
Parametros TO T1 T2
espermaticos (Pré Percoll®) s/Cushion Fluid® c/Cushion Fluid®
Motilidade (%) 80,0 +£10,0 78,0+45 68,0+ 8,4
Vigor 3,8+04 42 +0,8 40+0,7
Recuperacéo (%) 420+49 38,6 £ 3,6
+ HOS (%) 51,8 +2,2° 38,1+8,7° 35,3+32°
DIC + IP (%) 57,0+ 154 40,6 + 21,1 61,6 +14,4
Defeitos Totais (%) 21,8+25° 12,6 +2,1° 10,4 + 2,6"
EROS (UF)
Sémen - 21,9+85 27,4 +87
Meio - 30,9 +9,3 79,9 + 21 5°

b Diferentes sobrescrito na mesma linha indica diferenca estatistica (P < 0,05).
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TABELA 3- indices de fecundacdo e desenvolvimento embrionario in vitro a partir de

espermatozoides bovinos obtidos por duas técnicas de selecdo espermatica.

Fecundacéo Clivagem
Total Normal Total 48h. N células
Tratamento N % N % 12 N % 48 h.
T1 50/101 50 47/50 94 29,1 19/45 42,2 3,4
s/Cushion Fluid®
T2 64/81 79 57/64 89 29,1 32/45 711 3,5
¢/Cushion Fluid®
(P<0,05)

Fecundacdo Total (N) = N° de células fecundadas/n® de células avaliadas (Células fecundadas total: uma ou
mais cabecas de espermatozoide descondensando no citoplasma do odcito, formagdo de dois ou mais prondcleos
e células clivadas).

Fecundacdo Normal (N) = N° de células fecundadas normais/n® de células fecundadas total (Células fecundadas
normais: uma cabeca de espermatozoide descondensando no citoplasma do o6cito, presenga de dois préndcleos e
células clivadas).

Clivagem = Tempo da primeira clivagem (horas e minutos).

Clivagem total 48 h (N) = N° de zigotos 48 horas ap6s a fecundacao.

N° Células 48 h. = Média do ndmero de células até 48 horas ap0s a fecundago.
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5 - CONCLUSOES

e Este estudo demonstrou que é possivel usar uma menor forca e tempo (2200 X g/1°)
de centrifugacdo sem interferir na taxa de recuperagdo espermatica.

e A utilizagdo do meio Cushion Fluid® associado a segunda centrifugacdo durante a
selecdo espermatica em gradientes de Mini Percoll® ndo influencia a recuperagéao
espermatica de espermatozoides bovinos e ndo melhora os pardmetros espermaticos
pos-selecéo.

e A associacdo do meio Cushion Fluid®, durante a segunda centrifugacdo na selecao de
espermatozoides bovinos para a FIV, ndo influenciou o desenvolvimento embrionario

até 48 horas apo6s a fecundacéo.
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6 — PERSPECTIVAS

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

e Auvaliar um maior numero de embrides até 48 horas e o desenvolvimento embrionario até
0 estagio de blastocisto, para verificar se o efeito da associacdo do meio Cushion Fluid®
com a centrifugacdo influenciaria a quantidade e qualidade embrionéria.

e Determinar os niveis de fragmentacdo de DNA dos espermatozoides apds a centrifugacao
com o meio Cushion Fluid®;

e Verificar a associacdo do meio Cushion Fluid® com a primeira ou segunda centrifugacao

durante a selecao de espermatozoides sexados bovinos destinados a FIV.
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