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RESUMO
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ESPERMATOZOIDES BOVINOS
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A centrifugacdo por gradiente de Percoll® é o método mais utilizado para a selecéo de sémen
bovino para a fecundacéo in vitro (FIV), no entanto, até 0 momento néo existe nenhum estudo
que indique uma forca de centrifugacdo capaz de remover com sucesso 0 plasma seminal e
outros constituintes, sem causar perdas na recuperacdo espermatica ou danos funcionais aos
espermatozoides obtidos no pellet. O presente estudo foi desenvolvido para verificar o efeito
de diferentes forcas de centrifugacdo na selecdo espermética por gradientes de Percoll®,
através de avaliacdo de parametros de qualidade espermatica e posterior desenvolvimento e
qualidade de embribes bovinos produzidos in vitro (PIV). Parametros de estresse oxidativo
também foram avaliados para verificar uma possivel relacdo com os achados na avaliagdo de
esperma. No experimento 1, amostras de sémen de quatro touros foram homogeneizadas e
submetidas a centrifugacdo em gradientes descontinuo de Percoll® (30,60 e 90%) em
diferentes forcas: F1 (9000 X @), F2 (6500 X g), F3 (4500 X @) e F4 (2200 X g). No
Experimento 2, as amostras de sémen de cada touro foram processadas individualmente e
centrifugadas em: F1 (9000 X g) e F4 (2200 X g). Todas as amostras espermaticas foram
avaliadas quanto a concentracdo, motilidade, vigor, morfologia, espécies reativas de oxigénio
(EROs) e integridade da membrana plasmatica, sendo no experimento 2 avaliados ainda a
peroxidacdo lipidica, defesas antioxidantes e desenvolvimento embrionario. N&o foi
observada diferenca na concentracdo espermatica nos sémens submetidos a diferentes forcas
centrifugacdo. No Experimento 1, a percentagem de espermatozoides moveis foi superior (p
<0,05) apos centrifugacdo em F3 e F4 e a producdo de EROs de F1 foi superior (p <0,05) em
comparagdo com outras forcas. No Experimento 2, quando o sémen de cada touro foi

processado individualmente, ndo foram observadas diferencas significativas nos parametros



de qualidade espermaética, peroxidacdo lipidica, defesas antioxidantes, taxa de clivagem e
tempo medio da primeira clivagem entre F1 e F4. No entanto, o aumento da forca de
centrifugacdo reduziu a taxa de penetracdo e a fertilizacdo normal (P<0,05). Este trabalho
demonstrou pela primeira vez que a forga de centrifugacdo de 2200 X g aumentou a
penetracdo e a taxa de fecundagdo em relacdo a forca de centrifugacdo habitual (9000 X g)
utilizadas na separagdo de espermatozoides por gradientes descontinuos Percoll® em bovinos.
Estes resultados sugerem que esta forca de centrifugacdo pode ser utilizada com sucesso na
PIV de embrides bovinos, uma vez que ndo reduz a recuperagdo de espermatozoides e

aumenta a taxa de fecundagéo.

Palavras-chave: Selecdo de espermatozoides, gradientes de densidade, centrifugacao,

bovinos, fecundacdo in vitro.
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Centrifugation by Percoll® gradient is the most widely used method in the preparation of bull
sperm for the purpose of in vitro fertilization, however at the moment, no scientific study
determined the best centrifugation speed to remove seminal plasma and other constituents, i.e.
the speed at which the loss of sperm cells is minimized and where the spermatozoa in the
pellet still remain functional. The present study was designed to examine the efficiency of
different centrifugation forces in sperm separation Percoll by methods evaluating sperm
quality parameters and subsequent development and quality of bovine in vitro production
(IVP) embryos. Additionally, we evaluated oxidative stress parameters to verify a possible
relationship with the findings in the sperm evaluation. In Experiment 1, the semen samples
from each bull were pooled and submitted to centrifugation in discontinuous gradients Percoll
(30,60 and 90%) at different forces: F1 (9000 X g), F2 (6500 X @), F3 (4500 X g) and F4
(2200 X g). In Experiment 2, the semen samples from each bull were done separately and
submitted to: F1 (9000 X g) and F4 (2200 X g). All sperm samples were evaluated to the
concentration, motility, vigor, morphology, reactive oxygen species (ROS) and integrity of
the plasma membrane, and in experiment 2 also were evaluated lipid peroxidation,
antioxidants assays and embryo development. No difference was observed in the
concentration of sperm submitted to different centrifugation forces. In Experiment 1, the total
percentage of motile sperm was increased (p < 0.05) after centrifugation in F3 and F4 and the
ROS production to F1 was superior (p < 0.05) compared to other forces. In Experiment 2,
when the bull semen was processed individually, no significant difference was observed in the

sperm quality parameters assessment, lipid peroxidation, antioxidants assays, cleavage rate



and average time of the first cleavage between F1 and F4, sires or interaction between them
after Percoll. However, the increased force centrifugation reduced the rate of penetration and
normal fertilization (P < 0.05). This work demonstrated for the first time that 2200 X ¢
centrifugation force enhanced the penetration and fertilization rates in relation to usual
centrifugation force (9000 X g) using sperm separation by discontinuous Percoll gradients in
bovine. These findings suggest that this centrifugation force could be used with successful in
the bovine IVP embryo since it does not reduce sperm recuperation and increases the

fecundation rate.

Key-words: Spermatozoa selection; Density-gradient centrifugation, Bovine, IVF
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1- INTRODUCAO

A produgédo in vitro de embrides (PIVE) em bovinos pode ser considerada uma
biotécnica em desenvolvimento, embora sua aplicacdo atualmente seja responsavel por cerca
de 30% dos embrides produzidos no mundo e mais de 60% dos embrides produzidos no
Brasil, que é o lider mundial no setor (Viana et al., 2010). Até a década de 90, a PIVE em
bovinos estava restrita a laboratdrios de pesquisa, contudo, através das melhorias dos sistemas
de cultivo, aprimoramento de técnicas de transporte de gametas e embriGes e sistemas de
ovum pick up (OPU), foi possivel a obtencdo de resultados confidveis que permitiram sua
aplicacdo comercial. Ao longo deste periodo diferentes sistemas de selecdo espermaética e
fecundacdo in vitro (FIV) foram desenvolvidos, permitindo a utilizacdo de sémen de
reprodutores em intmeras racas. Contudo, apesar das evolucdes, uma grande oscilacdo nos
resultados de FIV e PIVE é observada quando utilizados diferentes reprodutores, sémen
sexado, reverso, ou diferentes partidas de mesmo touro, tornando evidente a necessidade do
entendimento das alteracGes que ocorrem nos espermatozoides durante o processo de selecéo
espermatica in vitro, para minimizar possiveis efeitos negativos.

O método de selecdo espermatica deve proporcionar a recuperacao do maior nUmero
de células moveis e morfologicamente normais, além de remover componentes do diluidor,
plasma seminal, debris celulares e agentes infecciosos (Henkel & Schill, 2003). Embora a
selecdo seja fundamental para que os espermatozoides adquiram capacidade fecundante, ao
longo do processamento espermatico, altos niveis de EROs (espécies reativas de oxigénio) sdo
formados, predispondo estas células a sofrerem danos irreversiveis, que podem causar desde a
reducdo da motilidade até sérias consequéncias na formacdo do zigoto, clivagem e
desenvolvimento embrionério (Silva et al., 2007). Diversos métodos vém sendo propostos
para a selecdo de espermatozoides bovinos destinados a FIV, sendo o método de gradientes de
densidade descontinuos de Percoll o mais utilizado atualmente em bovinos, devido & alta
recuperacdo espermatica que proporciona em relacdo aos demais (Samardzija et al., 2006a,
Cesari et al., 2006). Entretanto, 0 método de gradientes de Percoll inicialmente proposto por
Parrish e colaboradores (1995), foi amplamente modificado, principalmente apés a utilizacdo
do sémen sexado, cuja baixa concentracdo e motilidade, exige métodos com alta eficiéncia e
que proporcionem maior recuperacdo espermatica. Entre as modificacGes realizadas, a forca

de centrifugacdo empregada, foi a mais expressiva, passando de 400-700 x g para até 9000 x
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g, possibilitando a reducéo do tempo de centrifugacdo de 20-30 para apenas 3-5 minutos. Tais
protocolos denominados de “mini Percoll” inicialmente propostos para a separacao de sémen
sexado, pela rapida execucdo, passaram a ser empregados na FIV com sémen sexado ou
convencional (Machado et al., 2009, Dell’ Aqua et al., 2006, Folchini et al., 2012). Apesar da
praticidade e alta rentabilidade produzida por estes métodos de Percoll modificados (Dell’
Aqua et al., 2006), a maioria das mudancas foram realizadas de forma empirica, baseadas
apenas em trabalhos descritos na reproducéo assistida em humanos, ou utilizando métodos de
avaliacdo espermaética pouco conclusivos.

A centrifugacdo pode causar danos irreversiveis aos espermatozoides e
consequentemente, influenciar nas taxas de fecundacdo, principalmente quando o
procedimento é realizado com sémen previamente criopreservado (Sharma et al., 1997,
Katkov et al., 1998). Embora ja se tenha comprovado os danos causados as células
espermaticas pela centrifugacdo de sémen equino (Len et al., 2010) e canino (Rijsselaere et
al., 2002), aspectos qualitativos em bovinos vem sendo ignorados, sendo inexistentes estudos
avaliando os danos causados as células espermaticas submetidas a protocolos que empregam
altas forcas de centrifugagdo. Este trabalho tem como objetivo determinar a influéncia da
forca de centrifugacéo na recuperacdo espermatica, caracteristicas morfofuncionais, formacéo
de EROs, taxa de fecundacdo in vitro e desenvolvimento embrionério, bem como estabelecer

se existe uma correlacdo entre a geracdo de EROs e 0s demais parametros avaliados.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metodos de selecdo espermatica em bovinos

A separacdo espermética € um requisito fundamental para que 0s espermatozoides
adquiram capacidade fecundante. In vivo, este processo ocorre naturalmente ao longo do trato
reprodutivo da fémea, seja por monta natural ou IA, onde o sémen € depositado na vagina ou
utero, respectivamente. No entanto, na FIV, é necessaria a realizacdo prévia de processos de
separagdo espermatica, visando remover o plasma seminal, separar espermatozoides moveis
de células imaturas ou mortas, remover o plasma seminal, bem como debris celulares, agentes
infecciosos, diluentes e crioprotetores.

Diferentes métodos tem sido propostos para separacdo de sémen bovino, entre eles
podemos destacar o método de migracdo ascendente (swim up), os métodos de gradientes de
densidade continuos e descontinuos, como Percoll e seus substitutivos (Samardzija et al.,
2006b), métodos de sucessivas lavagens através de centrifugacbes, e técnicas mais
recentemente propostas para a espécie bovina, como o método de filtragem em coluna de gel
de Sephadex® (Lee et al., 2009) e coluna de vidro (Van der Ven et al., 1988). A influéncia
dos métodos de preparacdo espermatica na PIVE tem sido extensivamente estudada, no intuito
de se obter uma alta recuperacédo de células espermaticas, sem reduzir a qualidade. Embora se
saiba que o método de swim up proporcione a recuperacdo de espermatozoides com melhor
qualidade, Parrish e colaboradores (1995) demonstraram que com o método de Percoll é
possivel se obter uma taxa de recuperacdo espermatica ao redor de 50%, que representa, uma
quantidade de cinco a dez vezes maior que aquela obtida apds o swim up (Avery & Greve,
1995). Da década de 90 até hoje, diferentes trabalhos confirmam a alta recuperacdo
espermatica obtida através da técnica de gradiente descontinuo de Percoll (Cesari et al.,
2006), sendo esta hoje a técnica de eleicdo na maioria dos laboratérios de PIV de embrides

bovinos.
2.1.1 Gradientes descontinuos de Percoll

O Percoll é composto por particulas de silica com 15 a 30nm de didmetro, recobertas com

polivinilpirrolidona, responsaveis por reduzir as propriedades toxicas da silica (Samardzija et
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al., 2006a). Este composto apresenta uma grande vantagem de ndo penetrar em membranas
bioldgicas, sendo usado com sucesso hd décadas na selecdo espermatica de mamiferos,
mesmo apos a sua proibicdo em técnicas de reproducéo assistida em humanos no ano de 1996,
decorrente de relatos de contaminagdo por endotoxinas. A partir desta data, diferentes
substitutivos foram lancados no mercado e vem sendo utilizados com sucesso, no entanto
trabalhos realizados com sémen bovino ndo demonstram incrementos, quando comparado ao
Percoll (Samardzija et al., 2006b).

A metodologia usual da técnica de separacdo por gradientes de Percoll consiste na
formagdo de gradientes descontinuos, onde a densidade aumenta no sentido da camada
superior para a inferior. A amostra de sémen é depositada sobre os gradientes, sendo realizada
a centrifugacdo para obtencdo de um pellet contendo os espermatozoides selecionados.
Inicialmente esta técnica preconizava a utilizacdo de dois gradientes (90 e 45%) com um
volume médio de 2mL por gradiente. Entretanto, ao longo dos anos 0 método de selecdo por
gradientes de Percoll foi amplamente modificado no que se refere ao volume e nimero de
gradientes, assim como tempo e forca de centrifugacdo. Alguns pesquisadores com o objetivo
de produzir um desvio de sexo na producdo de embrides apresentaram bons resultados com a
utilizacdo de até cinco gradientes de Percoll (Lima et al., 2011). Protocolos de mini Percoll
com volumes bastante reduzidos, 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). Associada a reducédo no volume, aumento do numero de gradientes e a
necessidade de alta recuperacdo espermatica, a forca de centrifugacdo até entdo utilizada de
400-700 X g foi aumentada para até 9000 X g (Dell’ Aqua et al., 2006; Folchini et al., 2012).
Com o aumento da forga, protocolos cujo tempo de centrifugacdo variavam de 20-30 minutos,

tiveram seu tempo reduzido a 3-5 minutos, tornando o procedimento extremamente rapido.

2.1.2- Efeito da centrifugacdo na célula espermatica

A centrifugacdo do sémen é utilizada rotineiramente em diferentes espécies no intuito
de eliminar fracbes do plasma seminal e/ou concentrar amostra antes da IA ou
criopreservacdo (Rijsselaere et al., 2002), ou ainda durante as técnicas de separagdo
espermaticas que envolvem repetidas centrifugacdes e ressuspensdes das celulas espermaticas

em meios de cultivo especificos. No entanto, este procedimento pode causar danos
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irreversiveis aos espermatozoides e consequentemente, influenciar nas taxas de fecundacéo,
principalmente quando o procedimento é realizado com sémen previamente submetido a
criopreservacao (Sharma et al., 1996, Katkov et al., 1998). Embora exista um grande nimero
de publicacdes neste sentido, os resultados sobre os danos efetivos da centrifugacéo a célula
espermatica sdo contraditérios. Em espécies como camundongo, ratos e humanos ja foi bem
estabelecido a existéncia de uma grande sensibilidade dos espermatozoides as forcas de
centrifugacdo, podendo as mesmas ocasionar reducdo da motilidade, além de danos na
membrana citoplasmatica e acrossoma.

Apesar de alguns estudos indicarem que espécies como bovinos e equinos apresentam
uma menor sensibilidade a forcas de centrifugacdo (Pickett et al., 1975, Katkov et al., 1996,
Sharma et al., 1997), nestes trabalhos as forcas empregadas foram relativamente baixas
quando comparadas as aplicadas atualmente (Dell” Aqua et al., 2006). Oliveira et al. (2011)
relataram aumento da descondensacdo da cromatina e as alteragdes morfométricas em
espermatozoides bovino, cujo sémen foi submetido a centrifugacdo em gradientes de Percoll a
500 x g por 15 minutos. Contudo, Machado e colaboradores (2009) utilizaram com sucesso a
forga de 5000 x g por 5 minutos para selegcdo de espermatozoides bovinos, néo diferindo a
motilidade, morfologia, integridade de membrana e acrossoma de quando utilizado uma forga
de 700 x g por 20 minutos. Em equinos o aumento da forca de centrifugacdo em até 900 x g
incrementou a recuperacao espermatica, sem ocasionar danos aos espermatozoides, quando
comparado a forcas de centrifugacdo tradicionais (300 a 600 x g). Neste mesmo estudo
quando aplicado uma forca de 4500 x g, ocorreu uma reducdo significativa na motilidade e
integridade de membrana, embora tenha se obtido uma maior recuperacdo espermatica. Um
experimento avaliando quatro forcas de centrifugacdo (180, 720, 1620 e 2880 x @) na
separacao de sémen de cdes, demonstrou que embora ndo acarretem um dano imediato, forcas
a partir de 1620 x g proporcionam uma reducdo na viabilidade espermatica, apds 48 horas de
resfriamento a 4°C (Rijsselaere et al., 2002). A centrifugacdo do sémen suino antes do
congelamento a uma forca de 2400 x g em suinos ndo afetou as caracteristicas espermaticas,
no entanto, neste estudo foram realizadas apenas avaliagbes imediatamente apds o
procedimento (Carvajal et al., 2004). Revell et al. (1997) desenvolveram uma técnica de
amortecimento, onde é depositado uma camada de solucdo isotbnica de iodixanol na parte
inferior do tubo, visando reduzir os danos mecénicos causados pela centrifugacdo. Desde

entdo, a técnica de amortecimento tem sido utilizada com sucesso na centrifugacdo de sémen
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suino para separacao pré FIV ou criopreservacdo, permitindo o incremento da recuperacao de
espermatozoides, com uso de forcas de até 1000 X g, sem perdas na qualidade espermatica
(Matas et al., 2007).

O sémen ¢ extremamente heterogéneo, havendo uma grande diferenca entre espécie,
além disso, trabalhos realizados com bovinos constataram que o sémen de bos indicus
apresenta uma maior sensibilidade a centrifugacdo em Percoll, quando comparado ao bos
taurus, indicando que estas variacbes também podem ser encontradas na mesma espécie.
Neste sentido, Ferrer e colaboradores (2012) sugeriram em seu trabalho que protocolos de

centrifugacdo para sémen equino deveriam ser adaptados para cada reprodutor.

2.2 Estresse oxidativo em céelulas espermaticas

O estresse oxidativo (EO) seminal se desenvolve como resultado de um desequilibrio
entre geracdo de espécies reativas ao oxigénio (EROs) e defesas antioxidantes (Sikka et al,
1995; Sharma & Agarwal, 1996; Sikka, 2001). Espermatozoides de mamiferos séo
extremamente sensiveis ao dano oxidativo, devido a seu elevado teor de acidos graxos poli-
insaturados e seus baixos niveis de enzimas antioxidantes (Alvarez et al. 1987). EROs como
peréxido de hidrogénio (H»0O,), anion superdxido (O,-) e radicais hidroxila (OH-) sdo
subprodutos formados naturalmente do metabolismo celular aerébico. Os antioxidantes, em
geral, sdo compostos ou enzimas que eliminam ou inibem a formacéo de EROs, ou op6em-se
a sua acdo (Sikka et al., 1995). Segundo Agarwal et al. (2004) os antioxidantes podem
proteger as células contra o estresse oxidativo através de trés mecanismos: interceptacao,
prevencdo ou reparacao. Os antioxidantes podem ser divididos em duas categorias principais:
enzimaticos (superéxido dismutase-SOD, catalase-CAT, e glutationa peroxidase-GPx), e ndo-
enzimaticos (vitamina C, vitamina E, albumina, glutationa), entre outros (Agarwal &
Prabakaran, 2005). Os espermatozoides ao longo de sua diferenciacdo perdem a maior parte
do citoplasma, reduzindo significativamente suas defesas antioxidantes responsaveis por
neutralizar as EROs e consequente peroxidacdo lipidica (Bucak et al., 2007). O plasma
seminal € dotado de um conjunto de mecanismos de defesa antioxidante para proteger
espermatozoides contra 0 EO (Sikka, 1996; Smith et al, 1996; Armstrong et al, 1998). Esses

mecanismos atuam de forma compensatoria a deficiéncia de enzimas citoplasmaticas em
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espermatozoides (Donnelly et al.., 1999). O plasma seminal contém um ndmero de
antioxidantes enzimaticos tais como superoxido dismutase (SOD; Alvarez et al., 1987), a
glutationa peroxidase / glutationa redutase (GPX / GRD; Chaudiere et al., 1984) e catalase
(Jeulin et al., 1989). Além disso, plasma seminal contém uma variedade de antioxidantes nao-
enziméticos, como albumina, vitamina C, glutationa, entre outras (Fraga et al., 1991, de
Lamirande e Gagnon, 1992).

As EROs tem sido atribuidas a patogénese de diversas condi¢des que afetam praticamente
todos os sistemas corporais, sendo descrita como a desencadeadora de 25% a 40% dos casos
de infertilidade no homem (Padron et al., 1997). Os casos de infertilidades normalmente
estdo associados a infiltracdo de leucdcitos no ejaculado, visto que estas células produzem
grandes quantidades de EROs (Gomez et al., 1998, Whittington et al., 1999), embora, o0s
espermatozoides possam também gerar seus proprios radicais, especialmente espermatozoides
imaturos (Aitken et al., 2001, Saleh & Agarwal, 2002), que podem conter ainda a presenca de

citoplasma residual, como a gota citoplasmatica, conforme ilustra a (Figura 1)
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Figura 1 — Mecanismo de producdo de EROs via espermatozoide com morfologia anormal

(gota citolplasmatica)

As EROs atacam as ligacbes duplas dos &cidos graxos insaturados, desencadeando

uma peroxidagdo lipidica que culmina com a perda da fluidez da membrana espermatica,
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alterando os padrdes de motilidade e capacidade fecundante (lwasaki e Gagnon, 1992; de
Lamirande e Gagnon, 1992). O aumento da permeabilidade da membrana produzido pela
peroxidacdo lipidica proporciona o incremento de Na* e Ca?* intracelular, esgotamento de
ATP (Guthrie et al., 2002) e ativacdo de proteases e fosfolipases que em cascata induzem o
dano proteico e lipidico, que incluem inativacdo enzimatica, alteracbes do DNA e
eventualmente morte celular (Aitken, 1999). Desta forma, podemos verificar que os danos
descritos pelo excesso de EROs a membrana espermatica podem causar desde pequenas
alterac6es na motilidade (Tvrda et al., 2011) até sérias consequéncias na formacao do zigoto,
clivagem e desenvolvimento embrionério (Silva et al., 2007). No entanto, os danos causados
ao DNA espermatico nao necessariamente afetam a fertilizacdo, uma vez que o o0cito possuli
mecanismos de reparo do DNA que podem permitir um maior desenvolvimento apds a
fertilizacdo, mesmo com DNA do espermatozoide danificado (Matsuda et al., 1989, Telford et
al., 1990)
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Figura 2: Estresse oxidativo caudado por diferentes fatores.
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Varios fatores podem desencadear o estresse oxidativo, conforme mostra a Figura 2. Entre
eles os fatores iatrogénicos, ocasionados por meétodos de reprodugdo assistida como a
centrifugacdo realizada durante a separacdo espermatica (lwasaki & Gagnon, 1992, Shekarriz
et.al., 1995) e criopreservacao (Bilodeau et al., 2000).

A criopreservacdo de sémen é um procedimento importante que permite vantagens
especificas para a industria pecuéria (Bucak et al., 2009). No entanto, durante este processo, 0
sémen € exposto a choque térmico e altos niveis de oxigénio, que por sua vez aumentam a
susceptibilidade a peroxidacao lipidica, devido a maior producdo de EROs (Bucak et al.,
2008).

Nos ultimos anos, a geracdo de EROs no trato reprodutivo masculino tem se tornado uma
preocupacao real, devido aos seus potenciais efeitos toxicos, quando em niveis elevados no
sémen (Saleeh & Agarwal 2002, Bansal et al., 2011, Tvrda., et al., 2011). No entanto,
estudos sugeriram que a capacitagdo pode ser parte de um processo oxidativo e as EROs
podem participar na inducdo da hiperativacdo e capacitacdo, processos estes necessarios aos
espermatozoides para adquirirem capacidade fecundante (O'Flaherty et al. 1999; Aitken,
1999; Ali et al. 2003; Funahashi, 2005). Assim, 0s requisitos de antioxidantes de gametas
durante a fertilizacdo parecem ser paradoxais, sendo positivo para a sobrevivéncia dos
odcitos, mas negativo ou positivo para a fecundacdo, dependendo do equilibrio entre as
quantidades de EROs produzidas e eliminadas (Blondin et al. 1997; Ali et al., 2003;
Gongcalves et al., 2010).

2.3 Parametros e métodos na determinacéo da viabilidade esperméatica

A maneira mais precisa para se avaliar a fertilidade de um touro é a taxa de prenhez
obtida apds a monta natural, todavia, € um procedimento demorado e oneroso. Para a
avaliacdo do sémen criopreservado, além da taxa de prenhez, o Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA, 1998) preconiza a anélise de alguns parametros espermaticos

como motilidade, vigor, concentracdo e morfologia. Entretanto, quando estas varidveis sao
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consideradas isoladamente, apresentam correlagdo muito varidvel com a fertilidade a campo
(Rodriguez-Martinez, 2003). Diferentes parametros podem ser avaliados no sémen para
predizer a fertilidade de um reprodutor, no entanto, é fundamental que os testes empregados
para a avaliacdo destas caracteristicas possuam objetividade, repetibilidade e exatiddo
(Rodriguez-Martinez, 2003) para alcancar resultados fidedignos. Contudo, a infertilidade no
macho ndo constitui uma sindrome clinica definida, mas sim uma colecdo de diferentes
condicdes, com uma variedade de causas e prognosticos (Aitken et al., 1995).

A andlise da motilidade e morfologia espermatica tém sido apontadas por muitos autores
como importante ferramenta na selecdo de reprodutores, sendo a determinacdo da
porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva, o teste mais utilizado para
predizer a qualidade seminal (Verstegen et al.,, 2002). A morfologia espermatica € um
importante indicador de fertilidade, além de poder ser usada para estabelecer danos
espermaticos consequentes de agentes fisicos ou quimicos (Verstegen et al., 2002; Garcia-
Herreros et al., 2006). Em um estudo onde 30 andlises laboratoriais foram conduzidas na
tentativa de predizer os indices de fertilidade do sémen bovino congelado, isoladamente,
apenas a morfologia espermatica pos-descongelamento apresentou correlacdo significativa
com a taxa de concepcéo ap6s inseminacao artificial (Phillips et al., 2004). A avaliacdo destes
parametros pode ser realizada de forma subjetiva, onde um avaliador treinado realiza as
leituras com auxilio de microscdpio Optico ou por Sistemas Automatizados de Analise
Seminal (CASA), que permitem uma mensuracdo objetiva de diferentes caracteristicas da
célula espermatica, mostrando alto nivel de precisdo e seguranca. Embora este sistema venha
sendo utilizado em centrais de reproducdo animal e seja bem aceito junto a comunidade
cientifica, varios fatores podem gerar variabilidade na estimativa dos parametros das
caracteristicas dos espermatozoides mensurados pelo CASA, entre os quais podemos citar:
experiéncia do observador, identificacdo da espécie, acuracia da camara utilizada, temperatura
de anélise, tempo entre a colheita da amostra e sua analise, método de processamento da
amostra, instrumento utilizado, concentracdo espermaética e frequéncia de aquisicdo de
imagens (Davis & Katz, 1993; Farrel et al., 1996; Mortimer, 2000). Em um estudo avaliando
10 touros holandeses, Gillan e colaboradores (2008) ndo encontraram diferenca nos resultados
de motilidade entre o0 método subjetivo ou CASA. No entanto, independente do método

utilizado, muitos estudos tém evidenciado que a avaliagdo do nimero de espermatozoides
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moveis ou morfologicamente normais ndo é suficiente para determinar a fertilidade do
espermatozoide.

A integridade da membrana plasmatica € um pré-requisito para que ocorram 0s eventos
fisiologicos relacionados ao processo de fecundacdo, que incluem capacitacdo espermatica,
ligagdo a zona peldcida, reacdo do acrossoma e fusdo dos gametas (Papa et al., 2000). A
avaliacdo da integridade da membrana pode ser realizada pelo teste hiposmdtico,
desenvolvido para avaliar a atividade bioquimica da membrana plasmatica, cujo principio é
submeter as células espermaticas a solugdes hiposmédticas, permitindo que trocas de fluidos
sejam realizadas pela membrana plasmatica até que o equilibrio osmoético seja atingido.
Devido ao influxo de liquido, a membrana plasmatica se expande e causa 0 aumento do
volume da célula, especialmente na regido da cauda provocando o seu enrolamento (Correa &
Zavos, 1994, Rota et al., 2000). No entanto, prepara¢6es empregando a combinacéo de sondas
fluorescentes, avaliadas por meio de microscopia de epifluorescéncia ou citometria de fluxo,
destacam-se como as mais estudadas e utilizadas na determinacdo da integridade da
membrana plasmatica dos espermatozoides, gerando resultados quantitativos sobre a
permeabilidade relativa das membranas (Rodriguez-Martinez, 2003). A combinacdo de
diversas sondas fluorescentes possibilita a avaliagdo simultanea das diferentes estruturas
espermaticas (Arruda et al., 2005). Celeghini et al. (2007) relataram a eficiéncia e a alta
repetibilidade em uma técnica para avaliacdo simultanea da integridade da membrana
plasmatica, acrossomal e funcdo mitocondrial, utilizando uma combinacdo de sondas: iodeto
de propidio (PI); fluoresceina isotiocianato-aglutinina de Pisum sativum (FITC-PSA); e 5,5°,
6,6 -tetra-cloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolcarbocyanine iodeto de (JC-1),
respectivamente.

A combinacdo de varios parametros de qualidade do sémen bovino p6s-descongelamento,
avaliado por meio de baterias de testes especificos, pode explicar de maneira mais fidedigna
as possiveis diferencas de fertilidade observadas entre touros em relacdo a qualquer avaliacao
espermatica tomada isoladamente (Hallap et al., 2004). A técnica de penetragdo em muco
cervical ou a separacdo espermética por swim-up podem ser definida como um teste
multifuncional que avalia a capacidade espermatica em transpor diferentes barreiras fluidas,
semelhante ao processo que ocorre ao longo do trato reprodutor feminino, sendo que o
namero de espermatozoides recuperados no swim-up apresenta uma alta correlagdo com a

guantidade de células viaveis presentes em uma amostra seminal (Parrish e Foote, 1987). A
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inseminacdo artificial (I1A) ou a fecundacéo in vitro (FIV) representam as técnicas de maior
sensibilidade para avaliar o potencial de fecundacdo das amostras seminais (Crepilho et al.,
2009), pois permitem a avaliacdo simultanea dos requisitos mais importantes da célula
espermatica para o processo de fecundacdo (Rodriguez-Martinez, 2005). A técnica de FIV,
tem sido sugerida para avaliacdo do potencial reprodutivo de touros, apresentando correlagéo
positiva entre animais com bons indices de fecundacdo in vitro e a campo (Gilian et al.,
2008). Outra técnica recentemente proposta para identificar o potencial de fecundacdo de
diferentes touros € a fecundacdo competitiva, onde um pool contendo o sémen de dois ou
mais reprodutores € utilizado para fecundar um mesmo grupo de oécitos na FIV ou fémeas na
IA (Sidel et al., 2012). No entanto, o alto custo e o gasto de tempo destas avaliacGes, aliados a
complexidade e a dependéncia de uma infraestrutura laboratorial (Hallap et al., 2004;
Rodriguez-Martinez, 2005), tornam impraticavel a adogao de tais métodos na rotina da andlise
do sémen bovino.

O estresse oxidativo (EO) em células espermaéticas tem sido apontado como uma
importante causa de infertilidade em diferentes espécies (Bilodeau et al., 2000), estando
associado a 25 a 40% dos casos de infertilidade no homem (Padron et al., 1997). Os testes
podem ser diretos quando sdo avaliados os danos a membrana plasmatica ou DNA
decorrentes do estresse oxidativo ou indiretos quando é realizado a quantificacdo de EROs
gue podem desencadear um dano oxidativo. Atualmente existem mais de 30 ensaios que sdo
utilizados para determinar o estresse oxidativo em células espermaticas (Ochsendorf, 1999).
No entanto, em fungdo do alto custo, complexidade e falta de valores padrdes, testes para
avaliar o estresse oxidativo ndo séo realizados de rotineiramente (Tremellen et al., 2008).

Os principais trabalhos desenvolvidos nas ultimas duas décadas contemplam a adocéo de
técnicas computadorizadas de avaliacdo do movimento espermatico, testes de incubacdo e
separacdo espermatica e analise morfofuncional por meio de sondas fluorescentes para o
acesso ao potencial de fertilizacdo das amostras de sémen congelado (Walthers et al., 2004,
Crespilho, 2006, Rodriguez-Martinez, 2007, Rodriguez-Martinez & Barth, 2007). O fato
sémen ser extremamente heterogéneo, mesmo quando considerado um unico individuo,
ejaculado, ou palheta, requer que uma grande quantidade de células sejam avaliadas, a fim de
se obter uma amostra significativa e reduzir o erro. Neste sentido a citometria de fluxo
associada a sondas fluorescentes tem sido de grande valia, permitindo a avaliacdo de

maultiplos parametros em um expressivo numero de células.
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A busca por parametros de avaliacdo espermatica que tenham correlagdo positiva com
a fertilidade tem sido intensa nos Gltimos anos, visando otimizar os resultados em programas
de 1A e FIV em bovinos (Rodriguez-Martinez, 2003). O teste de inducdo da reacdo do
acrossoma, integridade de membrana (Rodriguez-Martinez, 2005), quantificacdo de EROs
(Bilodeau et al., 2000), marcadores moleculares de processos reprodutivos, tais como
avaliacdo da estrutura do DNA e identificacdo de mRNAs dos espermatozoides, além de
analise protedbmica da célula (Souza et al., 2011) e fluidos reprodutivos (Siciliano et al., 2008)
sdo técnicas que vem sendo descritas para avaliagdo espermatica. No entanto, um ndmero
restrito destes testes s&o comumente aplicados em rotinas de FIV em bovinos, devido ao curto
periodo de tempo para execucdo da técnica e baixa disponibilidade de equipamentos em

laboratorios comerciais.
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivos Gerais

e Buscar um método eficiente para separacdo espermética de sémen bovino destinado a
fecundacéo in vitro.
e Estabelecer e estudar métodos de avaliacdo espermaética que possuam correlagdo com

capacidade fecundante in vitro;

3.2- Objetivos especificos

e Verificar se a forca de centrifugacdo durante o processo de separacdo espermatica
influencia na recuperacdo espermaética, nas caracteristicas morfofuncionais e formagéo de
EROs;

e Determinar uma forca de centrifugacdo que proporcione melhores caracteristicas
espermaticas, sem diminuir a recuperacdo de espermatozoides;

e Estabelecer se existe uma correlacdo entre as caracteristicas espermaticas e formacgdo de

EROs com a capacidade fecundante in vitro.
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4- ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigo cientifico que foi submetido ao periédico Theriogenology. As se¢Ges Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias Bibliograficas encontram-se no préprio
manuscrito.
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Abstract

The objective of this study was to determine the effect of different centrifugation forces in
bovine sperm separation by discontinuous Percoll gradients to IVF. In Experiment 1, the
semen samples from each bull were pooled and submitted to centrifugation in discontinuous
Percoll gradients (30, 60 and 90%) at different forces: F1 (9000 X g), F2 (6500 X g), F3
(4500 X g) and F4 (2200 X g). In Experiment 2, the semen samples from each bull were done
separately and submitted to F1 (9000 X g) and F4 (2200 X g). All sperm samples were
evaluated to the concentration, motility, vigor, morphology, reactive oxygen species (ROS)
and integrity of the plasma membrane, and in experiment 2 also were evaluated lipid
peroxidation, antioxidants assays and embryo development. No difference was observed in
the concentration of sperm submitted to different centrifugation forces. In Experiment 1, the
total percentage of motile sperm was increased after centrifugation in F3 and F4 and the ROS
production to F1 was superior compared to other forces. In Experiment 2, when the bulls
semen were processed individually, no significant difference was observed in the sperm
quality parameters assessment, lipid peroxidation, antioxidants assays, cleavage rate and
average time of the first cleavage between F1 and F4. This work demonstrated for the first
time that 2200 X g centrifugation force enhanced the penetration and fertilization rates in
relation to usual centrifugation force (9000 X g) in the IVF bovine, without reducing sperm

recovery in bovine.

Keywords: Sperm selection; Density-gradient centrifugation, Bovine, IVF

1. Introduction
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The in vitro production of bovine embryos has been established in recent years,
representing about 66% of embryos transferred in the world [1]. However, aspects related to
in vitro fertilization (IVF), as variability among bulls, duration of sperm-oocyte incubation,
sperm concentration used, semen matches, sex-sorted semen and protocols separating sperm
are responsible for large oscillations in the production of blastocysts [2-4]. Sperm separation
procedures are able to significantly improve the sperm quality enhancing progressive motility
and morphological normal spermatozoa. Such selection of spermatozoa separates motile
sperm, remove seminal plasma, cryoprotective agents and other background materials and
debris [5]. Although the selection is fundamental for sperm fertilizing capacity, following the
spermatic processing high levels of reactive oxygen species (ROS) are formed, predisposing
these cells to suffer irreversible damage which could cause reduced sperm motility, serious
consequences in zygote formation, cleavage and embryonic development [6]. In this way, the
antioxidant defenses (enzymatic or non-enzymatic) play an important role in protecting
sperm.

Centrifugation by gradient of Percoll® was the most widely used method in the
preparation of bull sperm for the purpose of in vitro fertilization, routinely applied in
commercial laboratories [7,8]. Initially, Parrish et al. [9] proposed Percoll protocols for
separation of bovine semen, indicating 15 min centrifugation (700 X g) on a 45 and 90%
discontinuous Percoll gradient to obtain optimal recovery of motility spermatozoa. However,
through the years various modifications were performed, especially in the last decade with the
expansion in the market for in vitro produced embryos and sex-sorted introduction. Among
the modifications, the volume of Percoll, time and centrifugation force were the most

significant [10-12]. Although all changes have been made in order to increase sperm recovery
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rates and simplify the process by reducing the execution time, there are few studies evaluating
the possible consequences of such changes in sperm viability and consequent production of
embryos from these spermatozoa. Machado et al. [10] reported that decreasing Percoll
volume, reducing the duration of centrifugation, and using a higher centrifugation force (5000
X g) had no negative effect on sperm quality and embryo development. However, actually
most of commercial laboratories are using 9000 X g for selection all types of semen, that is
the force indicated by Central of Processing semen for the sex-sorted [13].

Although there are differences among species, the centrifugation process has already been
shown it may sublethal damage in the rat, mouse and human spermatozoa, independently of
treatment method and consequently influence their fertilizing ability [14], especially after
cryopreservation [15,16]. In bovine, despite various changes in protocols, no scientific study
until now determines the best centrifugation force to remove seminal plasma and other
constituents, i.e. the speed at which the loss of sperm cells is minimized and where the
spermatozoa in the pellet still remain functional for IVF. The present study was designed to
examine the efficiency of different centrifugation forces in Percoll sperm separation by
methods evaluating sperm quality parameters and subsequent development and quality of
bovine IVP embryos. Additionally, were evaluated oxidative stress parameters to verify a

possible relationship with the findings in the sperm evaluation.

2. Materials and Methods

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

USA), unless otherwise stated.

2.1. Experimental design
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In both experiments, frozen semen from four Bos taurus taurus bulls was used. All
samples (0.5 mL straws) from same commercial batch. Thawing was performed by immersing
straws for 30 s in a 35°C water bath. All sperm samples were evaluated, before and after
Percoll treatments, for concentration, total motility, vigor, morphology, reactive oxygen
species (ROS) and integrity of the plasma membrane. In experiment 2 also were evaluated
lipid peroxidation, antioxidants assays and embryo development.

In Experiment 1, (5 replicates), after thawing, the semen samples from each bull were
pooled and then aliquoted in four equal fractions, one for each treatment. To determine the
effects of different centrifugation forces in sperm parameters and production of ROS, the
pooled semen was submitted to: F1 (9000 X g), F2 (6500 X g), F3 (4500 X g) or F4 (2200 X
9)-

In Experiment 2, (5 replicates), after thawing, the semen samples from each bull were
done separately and then aliquoted in two equal fractions, one for each treatment, to
determine effects of centrifugation force in the generation of oxidative stress and embryonic

development the semen from each bull was submitted to: F1 (9000 X g) or F4 (2200 X g).

2.2. Oocyte recovery and in vitro maturation (IVM)

Bovine ovaries were collected within 4h after slaughter and transported to the
laboratory in physiological saline (0.9%) with antibiotics (100 I.U. penicillin and 100 mg
streptomycin/mL) at 30°C. Cumulus-oocyte complexes (COCs) were aspirated from 2 to 8mm

diameter follicles using 18G needles attached to a vacuum pump. Only oocytes with
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homogenous ooplasm and intact cumulus layers were selected for the further procedure.
Groups of 22 COCs were IVM in 30 x 10 mm dishes (Corning Incorporated Life Sciences,
Lowell, MA 01851, USA) with in 150 pL drops of modified TCM-199 with 10% SEE
(Biotech, Uruguaiana, RS, Brazil). This medium was supplemented with 5 pg/mL of porcine
follicle-stimulating hormone as NIH-FSH-P1 (Folltropin-V®) and 50 pg/mL of porcine
pituitary luteinizing hormone LH-P (Lutropin-V®) both from Bioniche Animal Health,
Ontario, Canada), 100 pg/mL of epidermal growth factor human (EGFh), 22 pg/mL of
pyruvate and gentamicin. For IVM, the COCs were cultured for 24 h at 39 °C in gaseous

atmosphere with 5% CO, with saturated humidity.

2.3. Sperm selection procedures

A lIsotonic Percoll® solution was used for preparation of 90, 60 and 30% gradients
with modified Talp-Fert medium [18]. The Percoll® density gradient was made by layering
300ul in 1.5mL Falcon® tubes. On the top of the gradient 200uL of thawed semen was
layered and then tubes were centrifugated for 5 min in force determined according to
treatment F1, F2, F3 or F4. The pellets were resuspended in the same amount of Talp-Fert
media and centrifugated for 1 min at 9000 X g. Afterwards the pellets were resuspended in

IVF medium and the final concentration was adjusted to 2x10° spermatozoa/mL.

2.4. In vitro fertilization (IVF)

After sperm procedures, samples were removed for semen analysis and then semen

was used to IVF. Droplets of 150uL modified Talp-Fert medium plus 22ug/mL of pyruvate, 6
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mg/mL BSA, 10 pg/mL heparin, 20 uM penicilamine/mL, 10uM hypotaurine and 2 pM/mL
epinephrine/mL were prepared in 30x10mm dishes (Corning Incorporated Life Sciences,
Lowell, MA, USA) for CCOs fertilization (Day O) with 2 x 10° sperm cells/mL.The sperm
and oocyte co-culture was performed at 39 °C with saturated humidity and gaseous
atmosphere of 5% CO; in air. At 18 hours post-insemination, presumable zygotes were
stained for 15 min (1% Hoechst 33342 in PBS), washed in PBS containing 1 mg/mL
polyvinylpyrrolidone, mounted on glass slides and examined under an epifluorescence
microscope at magnification (X 400) for evidence of sperm penetration and fecundation.
Penetration rate and mean number of spermatozoa per penetrated oocyte were assessed for
each group. An oocyte was considered as fertilized if it had two pro nuclei or a nuclei fused.

2.5. In vitro culture (IVC)

The cumulus oophorus cells were removed by successive pipeting of presumed zygotes.
The IVC medium was Synthetic Oviduct Fluid (SOFaaci) with amino acid, citrate, and myo-
inositol [19]. Embryos were transferred individually to the microwells of a well of the well
(WOW) culture dish (Cryo-Innovation Technologies, Budapest, Hungary) and cultured in
groups, under mineral oil at 39°C, saturated humidity and gaseous atmosphere of 5% CO, in
air for 2 days, on the stages of compact digital inverted microscopes designed to be used
inside of the incubator, exhibiting automated time-lapse analysis (Primo Vision time-lapse
embryo monitoring system, Cryo-Innovation Technologies, Budapest, Hungary). Image
capture frequency was set to 5 min. The embryos were individually evaluated on day 2 for

cleavage and number of cells. It was recorded the elapsed time up to the first cleavage.

2.6. Sperm quality parameters assessment
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2.6.1. Sperm motility and vigor

The sperm motility and vigor were subjectively assessed immediately after thawing
and after each treatment by preparing wet sperm mounts. Estimation of progressive motile
cells percentage was performed at magnification (X 100). The evaluations were performed by

the same observer.

2.6.2. Morphology and sperm concentration

In order to assess the morphology of the spermatozoa, a 10l aliquot of fixed sperm
suspension was placed on a microscope slide, overlaid with a coverslip and permitted to settle
in a humidified chamber for 2 min. A total of 200 spermatozoa were assessed and the
proportion of abnormal forms in each sample was determined using phase-contrast
microscopy (X 1000) based on a method described by Barth and Oko [20]. For concentration
the semen samples were diluted (1:10) in 90ul formaldehyde solution. Counting was done in a
Neubauer chamber hematimetric improved the microscope with 400 times magnification.
Spermatozoa were counted present in 10 of the 25 squares 0.04 mm? (volume = 0.004 mm?®,
since the height is 0.1 mm). The results were converted to concentration in sperm per mL,

multiplying the number of sperm counted in five squares per 0.5x10°.

2.6.3. Membrane integrity
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The functional integrity of bovine sperm membrane was determined by hypoosmotic
swelling test (HOS) as described by Lomeo and Giambierso [21]. The assay was performed
mixing 10uL of semen with 50uL of hypoosmotic solution (100mosm) and incubating at
37°C for 45 min. A total of 100 cells were evaluated in at least five different fields under
magnification (X 400). Spermatozoa with changes were denoted as swelled or HOS positive

(HOS+).

2.6.4. Production of ROS

ROS levels were measured by a spectrofluorimetric method [22] incubating the sperm
in Tris-HCI in the presence of 2°,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCHF-DA) for 60
min at 37°C. This dye is a fluorogenic probe commonly used to detect cellular ROS
production. DCHF-DA is a stable cell-permeable nonfluorescent probe. It is de-esterified
intracellularly and turns to highly fluorescent 2°,7’-dichlorofluorescin (DCF) upon oxidation.
The oxidation of DCHF-DA to fluorescent dichlorofluorescein was measured for the detection
of intracellular ROS. The DCF fluorescence intensity emission was recorded at 520nm (with
480 nm excitation) using a spectrofluorometer Shimadzu (Japan) model RF5301PC. ROS

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

2.6.5. Lipid peroxidation

Lipid peroxidation was performed by the formation of thiobarbituric acid-reactive

substances (TBARS) during an acid-heating reaction as previously described by Ohkawa, et

al. [23]. An aliquot of spermatozoa was incubated at 95 °C for 2 h. The absorbance was read
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at 532 nm using a Hidex Plate Chameleon VV Multitechnology Platereader — Model 425-156

and the data expressed as nmol malondialdehyde (MDA)/mL.

2.6.6. Antioxidants Assays

2.6.6.1. Non-enzymatic assay - Determination of glutathione (GSH) levels

GSH levels were determined by spectrofluorimetric method in accordance with Hissin
and Hilf [24] using o-phthalaldehyde (OPA) as fluorophore sperm (10 pl) was incubated with
10 ul of OPA (0.1% in methanol) and 180 ul of 0.1 M phosphate buffer (pH 8.0) for 15 min at
room temperature in dark. Fluorescence was measured with a Hidex Plate Chameleon V
Multitechnology Platereader — Model 425-156 at excitation wavelength of 350 nm and at

emission wavelength of 420 nm. GSH levels were expressed as nmol GSH/mL.

2.6.6.2. Enzyme assay - Determination of superoxide dismutase (SOD) activity

Superoxide dismutase activity was measured as described by Misra and Fridovich
[25]. This method is based on the ability of SOD to inhibit the auto-oxidation of epinephrine
to adrenochrome. The colour reaction can be monitored at 480 nm. One enzymatic unit (1 1U)
is defined as the amount of enzyme necessary to inhibit the auto-oxidation rate in 50% at
26°C.

2.7. Statistical Analysis


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691512001214#b0080
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The effects of force, sire, and their interaction on sperm characteristics and sperm
penetration were analyzed by GLM procedure and the means comparable by Tukey’s test.
Cleavage rates in experiment 2 were analyzed by chi-square. All statistical analyses were
done with SAS/IML software release 8.2 [17], with P < 0.05 considered significant. In the
antioxidant assays as well as lipid peroxidation and reactive oxygen species (ROS) levels,
data were expressed as mean + SD Statistical analysis was performed using a one-way
analysis of variance (ANOVA), followed by the Duncan’s multiple range test when

appropriate. Values of P < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results

3.1. Experiment 1- Effects of different centrifugation forces in sperm parameters and

production of ROS.

Centrifugation on discontinuous Percoll gradients 30/60/90 reduced sperm
concentration compared to before Percoll (P < 0.05) whereas no difference was observed in
the sperm concentration submitted to different centrifugation forces. However, centrifugation
was not effective in reducing the sperm number with abnormal morphology or increasing the
HOS + (Table 1). The total percentage of motile sperm was increased (P < 0.05) after
centrifugation in F3 and F4 compared to before Percoll and F1. The vigor was superior in F3
and F4 compared to before Percoll. ROS levels were higher in sperm submitted to F1 than

other forces evaluated (P < 0.05).



39

3.2. Experiment 2- Effects of centrifugation force in the generation of oxidative stress and

embryonic development.

Comparing the results of sperm concentration before processing (78.70+10.10x10°
spz/mL) with the results after Percoll (36.42+9.10x10° spz/mL) it was found out that there
were significant differences (P < 0.05) between them. However, no significant difference was
observed between F1 and F4 and sires or interaction between them after Percoll. The total
percentage of motile sperm, vigor and abnormal morphology after Percoll were
72.50+13.15%, 3.90+0.82 and 10.77+2.59%, respectively. No significant difference was
observed between F1 and F4 and sires or interaction between them after Percoll. However,
significant differences were observed regarding Percoll after and before treatment, resulting in
the reduction of abnormal morphology and improved vigor after centrifugation. The improved
motility was only for F1 (Table 2).

The membrane integrity test results after the processing was 44.10+£10.70%, there was
no significant interaction between centrifugation force and sires after Percoll. However, the
bulls 2 and 4 presented an increase in HOS + when compared to bulls 1 and 3 (Table 5). The
sperm penetration rate and fecundation after Percoll gradients were similar (P > 0.05) for all
treatments. There was no significant interaction between centrifugation force and sires
whereas, there were significant differences between force and bulls (Table 3 and 4,
respectively).

No difference in the cleavage rate was found among force (Table 3), bulls (Table 4), or
interactions between them. Additionally, in the average time of the first cleavage (31.73 hours
after fecundation) was similar between bulls and forces. Centrifugation force did not cause a

significant alteration on the ROS production, however ROS levels were increased (P < 0.05)
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for bull sperm 4 when compared to bull 1, bull 2 and bull 3 (Table 5). GSH levels were
reduced in bulls sperm 2 and 4 whereas SOD activity was increased in bull sperm 1. It was

not observed difference in the lipid peroxidation levels among bulls sperm.

4. Discussion

The sperm separation technique to IVF procedure should improve sperm quality
characteristics and remove seminal plasma, dead spermatozoa and other cells, including
leukocytes and bacteria [26]. Many sperm separation techniques have been developed with
this objective, being Percoll discontinuous gradients the applied routinely for sperm
preparation in the IVF laboratories bovine, due to higher motility and number of insemination
doses produced with this technique [7,10]. Concerning concentration and percentage of sperm
with intact plasma membrane after preparation, our results are in agreement with previous
work that showed that density-gradient centrifugation preparation results in higher HOS+ and
sperm concentration [7]. However, we have shown that the motility was not always
incremented after the procedure Percoll, at first glance, this observation conflicts with
previous reports [8,10], but the variation of the centrifugation force and processing bulls
semen (pool versus individual) used in our experiments must be considered. In relation to
sperm morphology, there is strong evidence suggesting that Percoll gradient centrifugation
reduces the percentage of morphological alterations in semen from different species [16,27].
Under our experimental conditions only in experiment 2 was able to induce a significant
reduction in the abnormal morphology. This is probably related to the high variability that

could be present in some bulls and differences in the Percoll density procedures.
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Several studies have been published proposing modifications for improved results of
Percoll discontinuous gradients, among these proposed modifications, a lower volume of
Percoll and centrifugation at a greater force and time of centrifugation [10,12]. Machado et
al. [10] using a higher centrifugation force had no negative effect on sperm quality, embryo
development, or sex ratio, however, in this study, force was tested only until 5000 X g. In the
present study, the control force used was 9000 X g, as suggested currently protocols for sexed
semen used in commercial laboratories of bovine IVF [11,12,13]. The force applied to the
centrifugation technique Percoll in Experiment 1 produced significant differences in sperm
characteristics and production of ROS, suggesting that the reduction in force of centrifugation
could increase the parameters as motility and vigor, without interfering with sperm
recuperation. However, in Experiment 2, where the semen of bulls was processed
individually, in different forces, there was no difference among them, indicating a likely
compensatory effect among sperm from different bulls, when they worked as pool. In
experiment 2, although there have not been differences among forces in sperm parameters as
in Experiment 1, but, the rate of penetration and normal fertilization was higher for the
reduced centrifugation force (Force 4). However, this force has not been superior in cleavage
rate, on time to the first cleavage or average number of cells at 48 hours.

Variation on results among bulls observed in this study has been well documented for
both sperm characteristics, fertilization and embryonic development rates [28-30], and it is
currently the main obstacle to success in the commercial IVF [10,31-32]. Among the factors
responsible for infertility in males, oxidative stress has been implicated as one of the most
important, causing sperm abnormalities via induction of lipid peroxidation (LPO). Although
it is known that ROS may be responsible for lipid peroxidation of the plasma membrane,

causing alteration in permeability, inactivation of enzymes and even cell death, they are
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essential to basic mechanisms required for fertilization. Recent studies demonstrate that high
concentrations of ROS to sperm can cause the formation of embryos with reduced
competence for developing to the blastocyst stage [33]. Bovine sperm under aerobic
conditions are extremely sensitive to oxidative damage because of their high polyunsaturated
fatty acid content and to their relatively low antioxidant enzyme levels. When manipulated in
vitro, during assisted reproductive techniques, these cells take the risk of generating and being
exposed to supra-physiological level of ROS [34]. In the current study, the bull 4 produced a
larger amount of ROS, when compared to the others. Although an increase in the seminal
ROS level has been reported in 40% of the infertile men [35], our results showed no evidence
that these damage were caused to the plasma membrane, since there was no evidence of lipid
peroxidation, with levels of MDA and HOS+ similarly with other bulls. Silva et al. [6]
reported that the impact of oxidative stress to sperm becomes primarily shown after the first
cleavage of the formed zygote, however, in this experiment, the semen of the bull 4, which
amount of ROS formed, showed a higher average number of cells at 48 hours after I\VF, again
cooperating with the hypothesis that the higher values of ROS would be acting on a beneficial
way in this case.

Seminal plasma (SP) contains abundant antioxidants [36,37], and evidence suggest
that, as long as spermatozoa are suspended in SP, they are protected from oxidative damage.
However, after Percoll centrifugation, the spermatozoa have little capacity for reparation
oxidative damage because their cytoplasm contains low concentrations of scavenging
enzymes [38]. The SOD activity and intracellular concentration of GSH are two major
antioxidants in bovine spermatozoa [38,39]. However, cryopreservation significantly reduce
sperm GSH levels by 78% and SOD activity by 50% [38]. Bulls have the lowest SOD activity

per spermatozoa by at least fourfold when compared to that of boar, ram, stallion, and donkey
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[40]. Studies in infertile males observed that the increase in SOD activity represents an
attempt to overcome the ROS insult [41]. In this study the bull 1, the SOD level was high, had
a lower rate of normal penetration. However, the high production of ROS reported in this
study in the Bull 4, have not showed elevation in SOD activity. Studies the addition of GSH
during fertilization or GSH treatment of bovine sperm, show enhanced embryo production,
but no effect on embryo quality [42,43]. On the contrary, a recent study suggest that
supplementation with antioxidants during IVF reduces sperm quality, normal pronuclear
formation and embryonic development [44]. In this study, the bulls 1 and 4, whose
fertilization rate and average cell for 48 hours showed significant differences, having the
highest concentrations of GSH, demonstrating a variation between bulls also reported by
other authors [45]. However, mechanisms in the oocyte can repair the oxidation of sperm [6],
could justify these differences.

Laboratory in vitro production of embryos are sometimes confronted with the need to
use semen from of fertile bulls of high genetic merit that for reasons of age, sex-sorted or
incidents during their active life show a lower semen quality than previously. Besides these
factors, it is known that the semen is highly heterogeneous even within a single ejaculate and
the methods of separation should be less aggressive as possible in order to be applicable with
positive outcome to a greater number of bulls. Our results shown that a force of 2200 X g is
enough to separate bovine sperm successfully to IVF. Studies performed in other species,
have demonstrated that the centrifugation process may produce sublethal to damage
spermatozoa cells [14]. Future studies are needed to verify whether the differences in results
regarding rate of penetration following Percoll centrifugation this work, are a consequence of

different centrifugation forces used.
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4.1. Conclusions

The centrifugation forces used in this work for sperm separation by discontinuous
Percoll gradients had not effect on sperm quality parameters and ROS production when the
bull semen is processed individually. Additionally, it increased force centrifugation and
reduce the rate of penetration and normal fertilization. However, high centrifugation forces
increases the production of ROS and reduces sperm quality parameters such as vigor and
motility when worked as a pool. This work demonstrated for the first time that 2200 X ¢
centrifugation force enhanced penetration and fertilization (PFT), normal penetration (NP) as
well as penetration and normal fertilization (PNF) rates in relation to usual centrifugation
force (9000 X g) using sperm separation by discontinuous Percoll gradients in bovine. These
findings suggest that this centrifugation force could be used with successful in the IVP

bovine embryo since it does not reduce sperm recuperation and increases the fecundation rate.
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TABLE 1- Characteristics of bovine sperm (pool from four bulls) before and following

centrifugation at different centrifugation forces.

Before After Percoll
Semen characteristics Percoll F1 F2 F3 F4
HOS+ (%) 36.6+4.34  34,445.72 3404539  43.446.15 39.0+4.30
Concentration (x10°) 91.5°+237 156°+271 16.4°+367 21.8°+7.07 18.6°+3.96
Motility (%) 64.0° £5.48 67.0°+6,71  71.0"+7.42  85.0°+8.66  83.0°+8.37
Vigor (1-5) 3,0°+0,0 3.4%+0.55 3.4%+0.55 4.0%0.0 3.8%+0.55

Abnormal morphology (%) 23,50 £5.41 25.16 +12.6 23.5+7.26 20.16 +4.80 22.5+2.25

Formation ROS (UF) ND 61.03+1.816° 44.19+9.18° 41.54+11.12° 46.06+10.13"

Data are expressed as mean=SD. Within a row, means without a common letter differed (P < 0.05).
F1: 9000 X g; F2:6600 X g; F3: 4500 X g; F4: 2200 X g.

ROS: Reactive Oxygen Species expressed as arbitrary units of fluorescence (UF).

HOS+: Membrane integrity reaction positive

ND — non determined
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TABLE 2- Sperm parameters results before and after centrifugation in 9000 X g (F1) or 2200
X g (F4).

Force Motility (%) Abnormal Vigor HOS+ (%)
Morphology
(%)
Before Percoll 65 + 7.59° 15.90 + 4.30° 330+0.57° 32.9+10.19°
After F1 75+ 11.92° 10.16 + 5.442 4.01+0.75% 42.6+9.36"
After F4 70 + 14.14%° 11.37 + 4.82° 3.80 +0.89° 45.6+12.11°

Data are expressed as mean£SD.
Within a column, means without a common letter differed (P < 0.05).
HOS+: Membrane integrity reaction positive.
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TABLE 3- Total percentages of penetration and fertilization (PFT), normal penetration (NP),

normal fertilization (NF), penetration and normal fertilization (PNF) and cleavage with sperm

selection in Percoll by 9000 X g (F1) or 2200 X g (F4).

evaluated (PFT)* (NP)* (NF)* PNF Cleavage
N N % N % N % N % N %
F1 324 242 75 60 19° 143 44® 203 63* 40/46 872
F4 354 202 83" 89 25 152 43% 241 68" 34/44 77

®Within a column, means without a common letter differed (P < 0.05).
* Percentage based on total of evaluated oocytes
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TABLE 4- Total percentages of penetration and fertilization (PFT), penetration normal (NP),
normal fertilization (NF), penetration and normal fertilization (PNF) and cleavage for
different bulls.

Oocytes

(PFT)* (NP)* (NF)* PNF Cleavage
evaluated
N N % N % N % N % N %

Bull 1 172 108 63° 57 33* 45 26° 61 59° 18/23 78
Bull 2 155 124 80* 30 19° 75 48 41 68° 19/23 83
Bull 3 179 150 84* 25 14° 75 42 44 56° 19/22 86
Bull 4 172 152 88 37 22 100 58% 48 80° 18/22 82

Within a column, means without a common letter differed (P < 0.05).
* Percentage based on total of evaluated oocytes




54

TABLE 5 - Reactive Oxygen Species (ROS), lipid peroxidation (TBARS), membrane
integrity reaction (HOS+), glutathione (GSH) levels and superoxide dismutase (SOD) activity

in sperm selected by Percoll.

Bull ROS TBARS HOS+(%) GSH SOD
UF mM mM U
Bull 1 55.28 + 11.54*  0,25+0,025 35.20+7.02°  31,77+2,74% 9,72+2 507
Bull 2 63.78 + 8.54 0,25+0,024  49.20+7.20°  27,27+3,82" 6,79+1,12°
Bull 3 59.68 +12.22% 0,260,050 37.20+6.62°  33,45+2,75% 6,58+1,64°
Bull 4 76.01 + 4.43° 0,24+0,016  54.80+7.89°  27,97+1,03 7,45+1,35°

Within a column, means without a common letter differed (P < 0.05).
Data are expressed as mean+SD.

ROS: expressed as arbitrary units of fluorescence (UF).
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Cells number 48 hrs

Bull 1 Bull 2 Bull 3 Bull 4

a,b,c: Bars with different superscript letters differ significantly (P < 0.05).

FIG. 1- Average number of bovine embryo cells at 48 hours after in vitro fertilization with

sperm of different bulls selected by Percoll.
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5- CONCLUSOES

e As altas forcas de centrifugacdo (9000 X g) ndo influenciaram a recuperacao
espermatica, contudo, foram responsaveis pela reducdo na motilidade e aumento
na producdo de EROs por células espermaticas, quando o sémen foi processados
em pool.

e As forcas de centrifugacdo utilizadas ndo afetaram a recuperacdo espermatica,
assim como os parametros morfofuncionais e a producdo de EROs no sémen,
quando as amostras foram processados individualmente.

e Nao se verificou danos oxidativo em relacéo a forca empregada, no entanto, uma
variacdo individual entre touros na producdo de EROs e defesas antioxidantes foi
verificada.

e A forca de 2200 X g incrementou os indices fecundacdo, no entanto nao teve
efeito no desenvolvimento embrionério até 48 horas.

e Foi demonstrado que a forca de 2200 X g é eficiente para a selecdo de
espermatozoides por centrifugacdo em gradientes descontinuos de Percoll, pois

incrementa as taxas de fecundacéo in vitro, sem reduzir a recuperacao espermatica.
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6- PERSPECTIVAS

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

e Avaliar um maior nimero de embrides até 48 horas e o desenvolvimento embrionério
até o estagio de blastocisto, para verificar se efeito da reducéo da taxa de fecundacgéo

até 18 horas ndo poderia influenciar a quantidade e qualidade embrionaria.

e Desenvolver estudos comparativos entre amostras de Ssémen processadas
individualmente ou em pool, visando o entendimento de possiveis efeitos

compensatérios.

o Comparar as forcas de centrifugacdo deste trabalho com forcas bastante utilizadas na
literatura (400-700 X g).

o Testar as forcas de centrifugacdo utilizadas neste trabalho em sémen sexado e reverso,
com objetivo de estabelecer se o protocolo sugerido em nosso estudo pode ser

aplicado para qualquer tipo de sémen utilizado na FIV.
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APENDICE A —

Reduction in force of Mini Percoll centrifugation decreases the formation of reactive

oxygen species (ROS) in bovine semen

Gongalves, C.G.M., Guimaraes, A.C.G., Giotto, A., Folchini, N.P., Leivas, F.G., Santos,
F.W., Schwengber, E.B., Brum, D.S.

! Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA), Laboratério de Biotecnologia da
Reproducgéo (BIOTECH), Uruguaiana-RS, danisbrum@unipampa.edu.br

Several methods have been used in the selection of bovine spermatozoa for in vitro
fertilization (IVF), and the Percoll gradient technique the most commonly used. In order to
improve the recovery of sperm and serve a market in constant expansion like IVF, from
sexed semen and, changes in the force of centrifugation have been applied without previous
analysis. Our goal in this study was to evaluate the effect of different centrifugation forces in
the process of sperm selection by Percoll Mini on the sperm recovery and viability. Five
replicates were conducted, using a pool containing semen from four bulls Bos taurus,
distributed in four treatments: T1 (9000G-Force Control), T2 (Power 6700G), T3 (Power
4500G) and T4 (Force 2200G). The straws were thawed at 35° C for 20", homogenized,
semen deposited on 1.5 ml tubes each containing 300ul Percoll gradient (90, 60 and 30%)
and centrifuged for 5 ', according to the treatment. The pellet formed was resuspended in
300ul of FERT-TALP medium and centrifuged for 1' to 9000G, and 100ul of the final pellet for
assessment of viability. The criteria used for evaluation of sperm viability were motility, force,
concentration, morphology, membrane integrity and reactive oxygen species (ROS)
generation. To evaluate motility, concentration, membrane integrity and spermatozoa
morphology a phase contrast microscopy was used. ROS levels in semen were determined
by spectrofluorimetric method using 2 ', 7'-dichlorofluorescein diacetate (HD-D). Data were
analyzed by chi square (X?) and ANOVA, the means were compared by Tukey and Duncan
test at 5% of significance. The values of membrane integrity, concentration, force and sperm
pathology did not differ between treatments. The motility of T3 and T4 (87% and 83%) was
higher than T1 (67%), but this did not differ from T2 (71%). Increased formation of ROS was
observed in T1 (61.03) compared to T2 (44.19), T3 (41,54) and T4 (46.06), which did not
differentiate between them and suggest that the reduction of centrifugation force has
provided greater preservation of antioxidant mechanisms of semen, showing a smaller
formation of ROS. Based on these results, we conclude that centrifugation forces tested did
not affect sperm recovery, with greater sperm viability in the T2, T3 and T4, which generated
less ROS. Other studies should be conducted in order to evaluate the influence of centrifugal
force reduction in fertilizing capacity and embryo formation. Financial support:
FAPERGS (1011575) and CNPq (501763/2009-0).

Apresentado no XXVI Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Tecnologia de
Embrides...Anais...Animal Reproduction, v.9, p.439, 2012.
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APENDICE B -

INFLUENCIA DO SEMEN DE DIFERENTES TOUROS SOBRE AS TAXAS DE FECUNDAGAO IN
VITRO E DESENVOLVIMENTO DE EMBRIOES.

Cecilia Isabel Inés Urquiza Falcdo Machado, Anténio Carlos Galar¢ca Guimardes, Cibele Garcia
Moreira Goncgalves, Angelo Bertani Giotto, Daniela dos Santos Brum, Fabio Gallas Leivas.

A producéo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotecnologia utilizada amplamente na bovinocultura
com o propésito de obter um maior numero de embries, gestacdes e nascimentos de uma Unica
doadora em um curto periodo de tempo, acelerando deste modo a producdo de animais
geneticamente superiores. Para o sucesso de um sistema de PIVE, é necessario um processo de
fecundacéo in vitro (FIV) eficiente, capaz de proporcionar alta taxa de penetracdo espermatica. O
sémen utilizado apresenta varia¢gdes no resultado final do processo da FIV e no desenvolvimento
embrionério, sendo que existem diferencas na fertilidade dos touros tanto a campo, como na PIVE.
Essas variagbes podem ser causadas por diversos fatores como: raga, linhagem, idade, estado
corporal, nutricdo, genética e o ambiente. Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do
sémen de diferentes touros na capacidade fecundante e posterior desenvolvimento embrionario in
vitro. Foram conduzidas cinco repeti¢cdes, utilizando-se 440 odcitos bovinos obtidos de ovérios de
abatedouro, através de aspiracdo de foliculos de 2 a 8-mm. Apds selecdo, os odcitos foram
maturados in vitro (MIV) por 24 horas em TCM199 acrescido de LH, FSH, EGF e 10% de soro égua
em estro (SEE) em estufa a 39°C, umidade saturada e 5% CO, em ar. Decorrido o periodo de MIV,
0s odcitos foram transferidos para o meio Fert-TALP com heparina e PHE, onde foram co-incubados
por 18h com sémen dos quatro touros, compondo os diferentes tratamentos: T1, T2, T3 e T4. A dose
inseminante utilizada foi de 2x10° espermatozoides/ml, sendo o sémen de quatro touros previamente
selecionados pelo método de centrifugagdo em gradientes de mini-Percoll. Decorrido o periodo da
FIV, vinte dos provaveis zigotos de cada tratamento, por repeticdo, foram corados com Hoechst
33342, e avaliados em microscopio de epifluorescéncia quanto a formacdo de pré-ndcleos, sendo
considerados fecundados os o6citos com dois ou mais pro-nacleos. Dois provaveis zigotos de cada
tratamento, por repeticdo, foram cultivados em SOFaaci + 10% SEE e BSA em pocgos individuais,
recobertos por 6leo mineral, acondicionadas no interior da incubadora sob as mesmas condi¢des, em
um sistema de monitoramento embrionario (Primo Vision, Cryo Mangement Ltda, Hungria), onde foi
realizada a captura de imagens dos embrifes a cada 5 minutos durante 48h. O desenvolvimento
embrionario foi avaliado pela taxa de clivagem (48h apés a FIV) e pelo momento da primeira
clivagem, sendo considerados clivados aqueles com duas ou mais células. Os dados foram
comparados pelo teste de qui-quadrado x? (p < 0,05). A taxa de fecundacéo foi semelhante entre os
tratamentos T1 (29%), T2 (58%), T3 (52%) e T4 (65%). No desenvolvimento embrionario, ndo houve
diferenca entre os indices de clivagem que foram de 78, 83, 86 e 82%, para os tratamentos T1, T2,
T3 e T4, respectivamente. O tempo médio da primeira clivagem foi de 31,7, ndo diferindo entre
tratamentos. Estes dados demonstram que ndo houve influéncia dos touros testados na taxa de
fecundac@o ou desenvolvimentos embrionério até 48h. Novos estudos devem ser conduzidos,
visando avaliar a qualidade da fecundacéo e formacé&o de blastocistos.

Palavras chaves: Sémen bovino, FIV, pré-nacleos, clivagem, embrides

Apresentado no IV Saldo Internacional de Ensino, Pesquisa e Extensdo (SIEPE), Bagé-RS,
Dezembro de 2012. — Premiacao de melhor trabalho na area de Ciéncias Agrarias (Pesquisa).



