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1. Introducéo geral

A producédo de embrides in vitro (PIV) em bovinos é uma biotécnica que vem
sendo mundialmente utilizada como alternativa para acelerar e intensificar o
melhoramento genético dos rebanhos comerciais. Além disso, é amplamente
utilizada em pesquisas que visam esclarecer questdes ligadas ao controle
endocrino, molecular e vias metabdlicas que regulam o desenvolvimento
embrionario precoce (Galli et al, 2003). Resumidamente, a PIV é a combinacdo de
varios processos que vao desde a maturacdo dos ovocitos, passando pela
fecundacédo, e por fim, o desenvolvimento de embribes vidveis que possam ser
transferidos para receptoras.

O Brasil ocupa uma colocacdo de destaque no cenario internacional de
producdo de embrides bovinos in vitro, sendo responsavel por praticamente 67%
dos embrides produzidos em 2008. Os ultimos relatérios revelam que em 2008 o
Brasil produziu cerca de 220.425 embribes bovinos in vitro. Esta participagcdo vem
crescendo nos ultimos anos, pois no ano 2000 o Brasil era responsavel por apenas
9% do total de embrides produzidos. (VIANA et al., 2010).

Apesar da grande difuséo, a PIV ainda apresenta algumas limitacdes, como: o
baixo rendimento de embrides viaveis produzidos (LONERGAN & FAIR, 2008); baixa
resisténcia aos processos de criopreservacdo (MAHMOUDZADEH et al., 1994;
VAJTA et al.,,1996, BALASUBRAMANIAN et al., 1998); e o desvio na proporcao
sexual dos embrides produzidos nos diferentes estagios de desenvolvimento
embrionério, com maior propor¢cdo de machos nos estadgios mais avancados
(CARVALHO et al., 1996; PEGORARO et al., 1998).

Dentre as varias etapas da producdo de embrides in vitro (PIV), a selecdo
espermatica é uma que pode determinar o sucesso da producdo de embrides. Essa
etapa tem por objetivo separar os espermatozoéides viaveis dos nao viaveis,
crioprotetores, diluentes e agentes infecciosos (HENKEL & SCHILL, 2003). Existem
varios métodos de selegcdo, tais como a migracdo ascendente (Swim-up), 0S
gradientes de densidade e a lavagem por centrifugacdo. O gradiente de densidade,
conhecido como gradiente de Percoll®, é o método mais utilizado na maioria dos
laboratérios de reproducdo assistida ligados a area animal (CESARI et al., 2006).
Porém, efeitos téxicos do gradiente de Percoll® tém sido relacionados com danos ao

espermatozoide e ao embrido (DE VOS et al., 1997). Acredita-se que a toxicidade do



Percoll® esteja relacionada a polivinilpirrolidona (PVP) encontrada na sua
composicdo (STREHLER et al., 1998; KATO & NAGAO, 2009).

A utilizacdo do Percoll® na reproducéo assistida em humanos é mundialmente
proibida (McCANN & CHANTLER, 2000), sendo que, atualmente, seu uso na area
animal vem sendo contestado. Desta forma, se faz necessaria a realizacdo de
experimentos que visem a elaboracdo de novos protocolos, utilizando outros
gradientes de densidade, com resultados que possibilitem suas aplicacdes nas
rotinas de producao de embrides in vitro (PIV).

Dentre as alternativas que vem sendo utilizadas estdo o Isolate®, que é
composto por silica coloidal; e o Optiprep®, constituido de iodixanol (HARRISON,
1997; CLAASSENS et al., 1998; MENDES et al., 2003; MOUSSET-SIMEON et al.,
2004; RESENDE et al., 2009). O uso do gradiente Isolate®, em sua preparacdo
convencional, tem sido relatado somente em medicina humana. Ja o gradiente
Optiprep® (d=1.110 a 1.123g/ml), também em preparacdo convencional, apresentou
resultados similares ao gradiente de Percoll® quanto a viabilidade espermatica e a
producdo de embrides bovinos (RESENDE et al.,, 2009). Protocolos que visem
diminuir custos e tempo de preparacdo podem contribuir trazendo beneficios as
rotinas de PIV nos laboratorios.

Este estudo faz parte da Rede de Inovacdo em Reproducdo Animal do Macro
programa 1 do Edital Embrapa. Vinculado ao projeto componente: Desenvolvimento
de métodos para elevacdo da qualidade e fertilidade de gametas usados em
biotécnicas de reproducdo animal assistida.



2. Objetivo

Avaliar possiveis alternativas ao gradiente de Percoll®, para selecéo

espermatica, no sistema de producéao in vitro de embrides bovinos.

2.1 Objetivos especificos

Determinar os efeitos dos gradientes Percoll®, Optiprep® e Isolate® no (a):
e Qualidade espermatica
e Desenvolvimento embrionario
e Proporcao sexual dos embrides

e Sobrevivéncia a criopreservacgao
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar possiveis alternativas ao gradiente de
Percoll®, para selecdo espermatica, no sistema de producéo in vitro de embrides
bovinos. Foram avaliados 0s seguintes parametros: qualidade espermatica,
desenvolvimento embrionario, viabilidade apds a criopreservacdo e a proporcao
sexual dos embrides bovinos produzidos in vitro. Foram realizados quatro
tratamentos: grupo percoll (90 e 45%) - 4 mL, centrifugado 700xg por 20 min; grupo
minipercoll (90 e 45%) — 800 pL, centrifugado a 700xg por 5 min; gupo miniisolate
(90 e 45%) — 800 pL, centrifugado a 700xg por 5 min; e grupo minioptiprep (30, 28 e
26%) - 1,2 mL, centrifugado a 900xg por 15 min. A passagem pelos gradientes néo
afetou as caracteristicas do sémen em comparag¢do com a avaliagcéo realizada logo
apos o descongelamento (P>0,05), sendo somente observada uma diminuicdo da
motilidade total para o grupo minioptiprep (P<0,05). Quanto a producéo in vitro de
embrides, ndo foi observada diferenca na taxa de clivagem entre os grupos percoll e
miniisolate (P>0,05), sendo o minipercoll e o minioptiprep inferiores ao percoll
(P<0,05) e semelhantes ao miniisolate (P>0,05). No desenvolvimento embrionario, o
miniisolate foi superior aos demais grupos em D7 (P<0,05). Em D8, os trés
minigradientes foram semelhantes ao percoll (P>0,05). Entre os minigradientes, o
miniisolate foi superior ao minipercoll e ao minioptiprep (P<0,05). A passagem pelos
gradientes ndo afetou a propor¢cdo sexual esperada de 50:50%, além disso, néo
houve diferenca entre os grupos (P>0,05). Nao houve diferenca quanto a taxa de
sobrevivéncia a vitrificagdo nos quatro grupos em 48 h (P>0,05). Concluimos que o
miniisolate e o minioptiprep, nas concentragdes e volumes estudados neste trabalho,
atingiram resultados semelhantes ao percoll. Portanto, sédo alternativas a utilizacao
do gradiente de Percoll®, na rotina de producdo de embrides bovinos in vitro.
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Palavras Chaves: gradientes de selecdo espermatica; producdo de embr
bovinos in vitro; proporcéo sexual; qualidade espermatica, criopreservacao

Abstract

The objective of this study was to evaluate alternative methods to the gradient of
Percoll® for sperm selection used in bovine in vitro production systems. We
evaluated the following parameters: sperm quality, embryo development, the viability
after cryopreservation and sex ratio of bovine embryos produced in vitro. Four
treatments were performed: percoll group (90 and 45%) — 4 mL, centrifuged at 700xg
for 20 min; minipercoll group (90 and 45%) — 800 pL, centrifuged at 700xg for 5 min;
miniisolate group (90 and 45%) — 800 pL, centrifuged at 700xg for 5 min; and
minioptiprep group (30,28 and 26%) - 1,2 mL, centrifuged at 900xg for 15 min.
Different gradients did not affect the semen characteristics compared with the
evaluation immediately after thawing (P>0,05). It was only observed a decrease in
total motility in minioptiprep group (P<0,05). The cleavage rates were similar among
the percoll and miniisolate groups (P>0,05). Minipercoll and minioptiprep groups
were lower to percoll (P<0,05) and similar to isolate (P>0,05). At Day 7 the
developmental rates were higher in miniisolate group than other groups (P<0,05). But
at D8 the developmental rates of minigradients were similar to percoll (P>0,05).
Among the minigradientes, the miniisolate was higher to minipercoll and minioptiprep
(P<0,05). The treatments did not affect the sex ratio expected of 50:50% (P.0,05) and
there was no difference among the four groups (P>0,05). Also, there was no
difference in survival rates after vitrification (P>0,05). In conclusion, the miniisolate
and the minioptiprep groups, in the concentration and volume used in our
experiment, reached similar results to the percoll group. So, they are alternatives to
the gradient of Percoll® in the routine of IVP bovine embryos.

Keywords: gradients of sperm selection, in vitro bovine embryos production, sex
ratio, sperm quality, crioprepservation.

4. Introducao

Dentre as varias etapas da producdo de embrides in vitro (PIV), a selecdo
esperméatica é uma que pode determinar o sucesso da producéo de embrides. Essa
etapa tem por objetivo separar os espermatozoéides viaveis dos nao viaveis,
crioprotetores, diluentes e agentes infecciosos (HENKEL & SCHILL, 2003). Existem
varios métodos de selegdo, tais como a migracdo ascendente (Swim-up), 0S
gradiendes de densidade e a lavagem por centrifugacdo. O gradiente de densidade
conhecido como radiente de Percoll®, é o mais utilizado na maioria dos laboratérios
de reproducdo assistida ligados a area animal (CESARI et al., 2006). Porém,
atualmente, efeitos toxicos do gradiente de Percoll® tém sido relacionados com

danos ao espermatozoide e ao embrido (DE VOS et al., 1997). Acredita-se que a
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toxicidade do Percoll® esteja relacionada a polivinilpirrolidona (PVP) encontrada na
sua composicao (STREHLER et al., 1998; KATO & NAGAO, 2009).

A utilizacdo do Percoll® na reproducdo assistida em humanos ¢é
mundialmente proibida (McCANN & CHANTLER, 2000), sendo que, atualmente, seu
uso na area animal vem sendo contestado. Desta forma, se faz necesséario a
realizacdo de experimentos que visem a elaboracdo de novos protocolos, utilizando
outros gradientes de densidade, com resultados que possibilitem suas aplicacdes
nas rotinas de producdo de embries in vitro (PIV). Além disso, protocolos que
diminuam o tempo gasto com a preparacédo do sémen e/ou o volume de gradiente
utilizado podem trazer ainda maiores beneficios para os laboratorios.

Dentre as alternativas que vem sendo utilizadas estdo o Isolate® e o
PureSperm®, ambos compostos por silica coloidal; e o Optiprep®, constituido de
iodixanol (HARRISON, 1997; CLAASSENS et al.,, 1998; MENDES et al., 2003;
MOUSSET-SIMEON et al., 2004; RESENDE et al., 2009).

Baseado nestas consideracfes, e com o propésito de elaborar diferentes
protocolos que possam futuramente substituir a utilizacdo do percoll., o objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito de diferentes gradientes de densidade para
selecdo espermatica na qualidade espermética, no desenvolvimento embrionario, na
viabilidade apés a criopresevacao e na propor¢cdo sexual dos embrides bovinos
produzidos in vitro. Especificamente serdo avaliados os gradientes Isolate® e
Optiprep®, nas formas de minigradientes, em comparacéo ao gradiente de Percoll®

convencional e na forma de minigradiente.

5. Materiais e Métodos

5.1 Meios utilizados

Os meios de lavagem, maturacdo, fertilizacdo, lavagem espermatica (Sp-
TALP), cultivo (SOF) e o Percoll® 90% foram fornecidos pela Nutricell® (Campinas,
SP, Brasil). O Isolate® pela Irvine Scientific (Santa Ana, CA, USA) e o Optiprep®

pela Sigma (St. Louis, MO, USA).
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5.2 Coleta, selecdo e maturacdo in vitro dos complexos cumulus-oécitos
(CCOs)

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Reproducdo Animal da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria de Clima Temperado (Pelotas, RS, Brasil) entre
novembro de 2009 a dezembro de 2010. Para este trabalho foram realizadas onze
rotinas de PIV.

Ovérios de vacas Bos taurus foram coletados em abatedouro local, logo ap6s
0 abate das fémeas e transportadas até o laboratério em solucdo salina
suplementada com gentamicina a 30°C. Para a obtencdo dos complexos cumulus-
oocitos (CCQO’s), foliculos de 2 a 8 mm de diametro foram aspirados com o auxilio de
uma bomba com pressado de vacuo continuo. Os ovocitos foram lavados em meio de
lavagem, sendo que somente foram selecionados para maturagcdo os CCQO’s que
apresentaram varias camadas de células do cumulus e um citoplasma homogéneo.
Os CCO'’s foram divididos em grupos de 30 — 35 e colocados em pocos com 400 pL
de meio de maturacdo cobertos com 6éleo de silicone e incubados por 22h, a 39°C,

5% CO, e umidade saturada.

5.3 Selecao espermética

5.3.1 Preparacéao dos gradientes e tratamentos

Para o estudo, foram utilizados trés gradientes divididos em quatro grupos
denominados: grupo percoll e grupo minipercoll, ambos formados por silica coloidal
recoberta por polivinilpirrolidona (Percoll® a 90%); grupo miniisolate, por solucao
estéril de silica coloidal estabilizada com ligacdes covalentes de silano hidrofilico
(Isolate® a 90%; e grupo minioptiprep, por iodixanol (Optiprep® a 60%).

No grupo Percoll, foram colocados, em um tubo de poliestireno de 15 mL,
primeiramente, 2 mL do Percoll® a 90% e acima 2 mL a 45% e centrifugado. No
grupo Minipercoll, em um microtubo de 1,5 mL foram colocados 400 pL do Percoll®
a 90% e 400 pL a 45%. No grupo Miniisolate, em um microtubo de 1,5 mL foram
colocados 400 pL do Isolate® a 90% e 400 uL a 45%.. E no Minioptiprep, em um
microtubo de 1,5 mL foram adicionados 400 uL do Opriprep®, nas concentracdes de

30, 28 e 26%. Para a obtencdo das diferentes concentracbes dos gradientes e
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formacgéo dos gradientes descontinuos de densidade, estes eram diluidos em meios
Sp-TALP. Apés a preparacdo dos gradientes, estes eram estabilizados por uma hora
na estufa a 39°C e 5% de CO,,

Em todo o experimento foi utilizado sémen do mesmo ejaculado de um touro
da raca Jersey. Proximo ao momento da fecundagdo o sémen era descongelado a
30°C por 30 segundos. Eram adicionados 300 pL deste sémen na superficie de cada
gradiente e levados a centrifugacdo: grupo Percoll a 700xg por 20 min; grupo
Minipercoll a 700xg por 5 min; grupo Miniisolate a 700xg por 5 min; e 0 grupo
Minioptiprep a 900xg por 15min.

Ao final da primeira centrifugacdo, em todos o0s tratamentos, eram
descartados o0s sobrenadantes e o0s pellets, contendo o0s espermatozoides,
suspensos em 2 mL (percoll) e 400 yL (minipercoll, miniisolate e minioptiprep) de
Sp-TALP e todos levados a uma segunda centrifugagéo a 700 x g por 5 min. Depois
da segunda centrifugagcédo, os novos pellets eram ressuspensos em 40 uL de meio

de fecundacéo.

5.3.2 Avaliacdo espermatica

Os parametros de cinética espermatica foram avaliados pelo sistema
computadorizado CASA (computer-assisted semen analysis) modelo Ivos-Ultimate
12 (Hamilton Thorne Biosciences, Franca). As variaveis analisadas nos
espermatozoides foram: motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
velocidade de trajeto (VAP), velocidade retilinea (VSL), velocidade curvilinea (VCL),
amplitude lateral da cabeca (ALH), frequéncia de batimentos da cauda (BCF) e
linearidade (LIN). Dez microlitros de sémen foram colocados na lamina de leitura
(Leja standard count, SC20.01.04.B, 20 uM, Leja Product B. V., Holanda) e
posteriormente avaliado. Foram selecionados manualmente quatro campos de
leitura para analise. O aparelho foi previamente ajustado conforme recomendacdes
do fabricante para avaliagdo de sémen bovino.

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica foi utilizado o
diacetato de 6-carboxifluoresceina (FDA) juntamente com o iodeto de propideo (IP)
(Molecular Probe®, Eugene, Oregon, USA). A amostra de sémen (10 uL) era
misturada a 30 pL da solugao de trabalho formada com: 5 pL formol salina (96 mL de
solucéo salina 0,9% e 4 mL de formol 40%); 5 pL de IP (0,75 mM); 10 pL FDA (0,46
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mg/mL de DMSO); e 480 uL de citrato de sddio a 3%. Para a avaliacdo foram
contadas 200 células em filtro de comprimento de onda 494/517 nM
excitacdo/emissao, no aumento de 400x sob imersédo. As células coradas de verde
(FDA) eram consideradas com membrana integra, e de vermelho (IP) com
membrana lesada.

A integridade de acrossoma foi avaliada com isoticianato de fluoresceina
(FITC) conjugado com peanut agglutinin (PNA). Dez microlitros da amostra foram
diluidas em 30 pL da solucéo de trabalho contendo: 5 pL formol salina (96 mL de
solucéo salina 0,9% e 4 mL de formol 40%); 5 pL de IP (0,75 mM); 10 pyL FITC —
PNA (0,46 mg/mL de PBS); e 480 pL de citrato de sodio a 3%. Foram contadas 200
células, com filtro de comprimento de onda 497/517 nM excitacdo/emissao, com
aumento de 400x sob imersdo. Os espermatozoides eram primeiramente avaliados
em campo claro e posteriormente na fluorescéncia. As células visualizadas em
campo claro e nao visiveis na fluorescéncia eram considerados vivos com
acrossoma integro. Quando visualizados na fluorescéncia eram considerados: vivos
com acrossoma reagido (regido acrossomal corada de verde, FITC — PNA), mortos
com acrossoma integro (corados de vermelho, IP) e mortos com acrossoma reagido
(corados de vermelho com a regido do acrossoma verde, IP/ FITC-PNA).

As avaliacbes feitas no sémen foram realizadas no Laboratorio de
Reproducdo Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen,
Brasilia, DF, Brasil). Para avliacdo da cinética espermatica foram realizadas quatro

repeticdes e para integridade de acrossoma e membrana trés repeticoes.
5.4 Fecundacéo in vitro

Decorridas 22-24 h de maturacédo, os CCO’s eram transferidos diretamente
para pocos contendo 400 pL de meio de fecundacdo,em grupos de 30 — 35 e
divididos aleatoriamente entre os quatro grupos (percoll, minipercoll, miniisolate e
minioptiprep). Para estipular a dose inseminante, apos os métodos de selegéo
espermatica e avaliacdo da motilidade, foi avaliada a concentracdo espermatica em
camara de Neubauer sendo utilizado 1x10° espermatozdides méveis/mL de meio.
Apds a inseminacdo, os gametas foram incubados por 18 a 22 horas, a 39°C, 5% de

CO, e umidade saturada.
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5.5 Cultivo in vitro e avaliagdo embrionéria

O cultivo dos embrides foi feito em meio SOFaa (TAKAHASHI et al., 1992)
suplementado com 5% de SFB e cobertos com 6leo de silicone, a 39°C, 5% de CO,,
umidade saturada por 8 dias. Considerando o dia da fecundagdo como dia zero
(D0), em D1 os provaveis zigotos foram desnudados através de multiplas
pipetagens, lavados em meio SOFaa e colocados em cultivo em gotas de 400uL,
mantendo o numero de 30 — 35 estruturas por poco. Avaliacdo da taxa de clivagem
foi realizada a partir da contagem de estruturas que haviam se dividido em D2 sobre
o total inseminado. Para o desenvolvimento embrionario, foram considerados viaveis
os embrides que estavam em estagio condizente com o dia da avaliagdo: D7
morulas compactas e blastocistos e em D8 blastocistos (STRINGFELLOW &
SEIDEL, 1999).

5.6 Sexagem dos embrides

A identificacdo do sexo dos embrides foi feita por PCR (reacdo em cadeia da
polimerase). Foram utilizadas duas sequéncias de DNA conhecidas, uma especifica
para o gene autossdmico bovino (primers 1+2) (Invitrogen®, Cleveland, USA), com
tamanho de 216 pares de bases e outra para uma regido do cromossomo Y (primers
3+4) (Invitrogen®, Cleveland, USA), com tamanho de 175 pares de bases (Ellis &
Harpold, 1986). Apds a avaliacdo de desenvolvimento embrionario em D8, os
embrides foram lavados em PBS com 0,2% de PVA (polivinilalanina) e armazenados
individualmente em microtubos com 20 pL de solucdo de lise (1% de proteinase K
(20 mg/mL), 1% de Tampéo 10x para PCR, e 8% de agua ultra-pura). Aqueles que
ainda apresentavam zona pellucida foram, primeiramente, colocados em solucéo de
pronase a 0,25% para a degradacédo da mesma, e depois lavados e armazenados.
Para a sexagem, os embrides que j& estavam armazenados na solugdo de lise,
foram inicialmente expostos a temperatura de 37°C por 60 min para ocorrer a lise
celular e apos a 95°C por 15 min para a inativacdo da proteinase K. O protocolo
utilizado para a sexagem foi o descrito por Rheingantz et al. (2006). Os produtos
amplificados por PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2,5%.
Apdés a eletroforese, o gel era banhado em brometo de etidio e as bandas

visualizadas sob luz UV. Quando havia somente uma banda era considerada fémea,
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e duas macho. Além das amostras dos embrides haviam quatro controles: controle
negativo (sem DNA, para excluir possivel contaminacao), de fémea (contendo DNA
de uma fémea bovina), de macho (contendo DNA de um macho bovino) e o
marcador de peso molecular com 100 pares de bases (Ludwig Biotec®, Porto
Alegre, RS, Brasil).

5.7 Vitrificacdo dos embrides

Levando em consideracao que a qualidade do embrido afeta sua capacidade
de sobreviver a criopreservacdo (NEDAMBALE et al., 2004), blastocistos expandidos
dos quatro grupos, avaliados morfologicamente e classificados em excelentes e
bons (STRINGFELLOW & SEIDEL, 1999), foram submetidos a vitrificacdo. A
metodologia utilizada foi descrita por Vajta et al. (1998) em palheta estirada aberta
(OPS, oppen pulled straw).

A vitrificacédo foi efetuada em duas etapas; 1) colocacdo dos blastocistos na
solucdo de vitrificacdo 1 (VS1: 1,05 M DMSO, 1,34 Etilenoglicol em TCM 199
adicionado de 20% SFB) por 3 minutos e 2) transferéncia para a solugdo de
vitrificacdo 2 (VS2: 2,1 M DMSO, 2,68 M etilenoglicol em TCM adicionado de 20%
SFB e 0,3M sacarose) por até 40 segundos, acondicionados nas OPS e imersos em
nitrogénio liquido e estocados no botijdo. O equilibrio na solucao crioprotetora e o
descongelamento foram realizados em placa térmica com temperatura controlada a
39°C. A diluicho da solucdo crioprotetora foi efetuada em concentracfes

decrescentes de sacarose (0,6 e 0,3M 5 min cada etapa).

A sobrevivéncia apoés a vitrificacdo foi avaliada mediante cultivo in vitro em
gotas de 100 uL de meio SOFaa condicionado, durante 48 h. Em 24 h foram

avaliadas a taxas de re-expansao e em 48 h a taxa de eclosao.

5.8 Anédlises estatisticas

Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS (Statistical
Analysis System, SAS Institute, versdao 8.0, Cary, NC, USA). O teste de Qui-

guadrado foi utilizado para analisar o efeito do grupo sobre a clivagem em D2, o
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desenvolvimento embrionario em D7 e D8, a sobrevivéncia a criopreservacao em 24
e 48 h e a porporcéo sexual entre os grupos e com a esperada de 1:1. E o teste de
Tukey para avaliar o efeito 0s grupos sobre as caracteristicas do sémen.

Para avaliacdo da taxa de clivagem e desenvolvimento embrionario foram
comparados os resultados do grupo Percoll com os grupos dos minigradientes
(Minipercoll, Miniisolate e Minioptiprep) e entre os minigradientes. As caracteristicas
do sémen foram comparadas entre 0s grupos e entre 0S grupos e a avaliacao
realizada logo apds o descongelamento. A proporcdo sexual foi comparada com a
esperada de 50:50% e entre os grupos, e a sobrevivéncia mediante a
criopreservacao entre 0s grupos.

6. Resultados

6.1 Avaliacdo espermatica

Os parametros de cinética espermatica estdo na tab. 1. Para a motilidade
total, o Minioptiprep apresentou resultado inferior ao grupo controle e aos dos
demais gradientes (P<0,05). Os grupos Percoll, Minipercoll e Miniisolate foram
semelhantes entre si e ao grupo controle para a mesma avaliagcédo (P>0,05). Quanto
a motilidade progressiva, o Percoll, o Minipercoll e o Miniisolate foram superiores
(P<0,05) ao controle e ao Minioptiprep (P<0,05). Nas avaliac6es de velocidade de
trajeto (VAP) e velocidade retilinea (VSL), todos os gradientes foram superiores ao
controle (P<0,05). Quando comparamos os gradientes, o Miniisolate apresentou
resultados superiores aos do Percoll e aos do Minioptiprep (P<0,05), porém
semelhantes aos do Minipercoll (P>0,05). Quanto a velocidade curvilinea (VCL) e
frequéncia de batimentos da cauda (BCF), todos os gradientes testados foram
superiores ao controle (P<0,05). Para a amplitude lateral da cabeca (ALH), n&o
houve diferenca entre as avaliacdes realizadas antes e ap0s a passagem pelos
gradientes (P>0,05). Porém, o Minioptiprep foi superior ao Minipercoll (P<0,05).
Todos os gradientes foram superiores, para a taxa de linearidade (LIN), ao grupo
controle (P>0,05). Entre os gradientes, o Minioptiprep apresentou taxa de linearidade
inferior aos grupos Minipercoll e Miniisolate (P<0,05).

A avaliacdo da taxa de espermatozoides vivos com acrossoma integro (Fig.

1.B) demonstrou resultados semelhantes entre o grupo controle e a avaliagao
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realizada apds a passagem pelos quatro gradientes de densidade (P>0,05) (Tab. 2).
Quanto a integridade de membrana (Fig. 1.A), o grupo Minioptiprep foi inferior aos

demais gradientes (P<0,05), porém, semelhante ao grupo controle (P>0,05) (Tab. 2).

FIGURA 1 - (A) Integridade de membrana (FDA-IP): membrana lesada
(L); membrana semi-lesado (SL); membrana integra (IN).
(B) Integridade de acrossoma (FITC-PNA). morto com
acrossoma reagido (MR); morto com acrossoma integro
(MI); vivo com acrossoma reagido (VR).

6.2 Clivagem e desenvolvimento embrionério

A comparacdo das taxas de clivagem e de desenvolvimento embrionario
observados nos diferentes grupos estao na tab. 3.

O grupo Miniisolate foi o Unico minigradiente que apresentou taxa de clivagem
semelhante ao Percoll (P>0,05), sendo os resultados do Minipercoll e do
Minioptiprep inferiores (P<0,05). Porém, quando comparamos a taxa de clivagem
somente entre os minigradientes, observamos que o Minipercoll e o Miniisolate
apresentaram resultados semelhantes (P>0,05), e que ambos foram superiores ao
Minioptiprep (P<0,05).

Quanto ao desenvolvimento embrionario, o Miniisolate foi superior ao Percoll
em D7 (P<0,05), e os demais foram semelhantes ao Percoll (P>0,05). No entanto,
estes indices ndo se mantiveram em D8. Neste dia todos os minigradientes
apresentaram resultados semelhantes ao Percoll (P>0,05). Porém, entre o0s
minigradientes, o Miniisolate foi superior aos demais em D7 e D8 (P<0,05), sendo o

Minipercoll e o Minioptiprep semelhantes (P>0,05).



Tabela 1 - Cinética espermética antes (controle) e apds a passagem pelos gradientes (Média + EPM).

Motilidade

Motilidade

Grupo total (%) progressiva (%) VAP (um/s) VSL (um/s) VCL (um/s) ALH (um/s) BCF (Hz) LIN (%)
Controle 82.3+55° 53.0+5.8°? 85.3+3.9% 684+24% 1445+6.2% 6.6+0.3® 20.6+1.9% 49.0+15°
Percoll 87.3+25% 69.5+15" 111.6 +2.7° 982+27° 1771+53" 64+04%*® 389+1.7° 57.3+0.9"
Minipercoll 87.3+25% 73.0+4.6°" 117.6 +2.6™ 106.2+25> 177.8+25° 6.0+0.2% 409+1.1° 605+1.6°
Miniisolate  92.3+0.6*  78.8+3.2° 124.8+3.7° 111.9+4.8° 186.2+50° 6.1+02% 41.1+16° 615+16°
Minioptiprep 70.8+3.1° 51.3+3.52 114.0 +3.4° 99.9+3.7° 1834+32° 7.0+03"° 393+14° 543+15°

Letras iguais na mesma coluna nao diferem (P>0,05). VAP: velocidade de trajeto; VSL: velocidade retilinea; VCL: velocidade

curvilinea; ALH: amplitude lateral da cabeca; BCF: freqiiéncia de batimentos da cauda; LIN: linearidade.

Tabela 2 - Integridade de acrossoma e integridade de membrana antes
(controle) e ap6s a passagem pelos gradientes ( Média +

EPM).
Vivos com acrossoma ,
0

Grupo integro (%) Membrana integra (%)
Controle 58.2+5.32 547 +52%
Percoll 725+5.32 705+7.7°
Minipercoll 65.7 +10.1°2 72.3+8.8"
Miniisolate 75.7+59°% 63.8+50°"
Minioptiprep 49.8 +10.3% 39.7+4.3°

Letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente (P>0,05).

22
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Tabela 3 - Taxas de clivagem e de desenvolvimento embrionario em D7 e D8.

Desenvolvimento Desenvolvimento

. . .
Grupo Ovocitos Clivados (%) D7 (%)* D8 (96)*
Percoll 830 584 (70.4) @ 159 (19.2) @ 153 (18.4) @
Minipercoll 897 590 (65.8) ° 146 (16.3) @ 145 (16.1) °
Miniisolate 648 435 (67.1) 153 (23.6) ° 137 (21.1) @
Minioptiprep 780 452 (57.9) ° 147 (18.8) 2 132 (16.9) °

Letras iguais na mesma coluna nao diferem (P>0,05).
*Desenvolvidos / inseminados

6.3 Proporcgéo sexual

Dos blastocistos considerados em D8 em cada tratamento, 75% (Percoll),
70% (Minipercoll), 86% (Minioptiprep) e 58% (Miniisolate) foram sexados pela
técnica de PCR (Fig. 2).

Comparando a proporcéo sexual nos diferentes estagios de desenvolvimento
e nos embribes degenerados (embrides que n&o resistiram a vitrificacdo),
encontramos diferenca (P<0,05) da propor¢cédo esperada de 50% somente nos
embrides degenerados do Minisolate (P<0,05). No entanto, quando comparamos o
total de embrides com a propor¢cdo esperada e entre os tratamentos (Tab. 5) ndo

observamos diferenca (P>0,05).

CPM
C-

CM

CF
Fémea
Macho

Figura 2 — Separacao dos produtos, amplificados por PCR, em gel de
agarose a 2,5%. CPM: controle do peso molecular; C-: controle
negativo; CM: controle de macho; CF: controle de fémea.
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Tabela 4 — Sexo dos embrides produzidos in vitro

Grupo N° de embrides Proporcgéo
Sexados M:F (%)
Percoll 115 48:67 (42:58)°
Minipercoll 102 42:60 (41:59)%
Miniisolate 80 30:50 (38:62)°
Minioptiprep 114 57:57 (50:50)%

** diferente da proporcéo sexual esperada de 50:50% (P<0,05).
ab diferenca encontrada entre os tratamentos (P<0,05).

6.4 Sobrevivéncia ap0s a vitrificacao

Para os resultados de re-expanséo, o Minipercoll obteve resultado superior
aos demais grupos (P<0,05), que foram semelhantes para esta avaliacdo (P>0,05)
(Tab. 6). Porém quando avaliamos a taxa de eclosdo em 48h ndo houve diferenca
entre os quatro gradientes (P>0,05) (Tab. 6).

Tabela 5 — Sobrevivéncia in vitro apos a vitrificacdo de blastocistos

expandidos.
Gruno Embrides 24h 48h
P Vitrificados n. (%) n. (%)
Percoll 47 34 (72.3)2 20 (42.5)2
Minipercoll 42 39 (92.8)" 22 (52.3)°
Miniisolate 37 24 (64.8)° 14 (37.8)°2
Minioptiprep 43 30 (69.7)2 17 (39.5)°2

Letras iguais na mesma coluna nao diferem (P>0,05).

7. Discussao

Diferentes autores tém reportado a qualidade dos espermatozéides
selecionados pelo Percoll (SAMARDZIJA et al., 2006; ALOMAR et al., 2006). Nos
parametros de motilidade total e progressiva, Oliveira et al. (2010) e Machado et al.

(2009), observaram uma melhora significativa apos a utilizacdo do Percoll. O que
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também foi observado no nosso trabalho para a motilidade progressiva, nao
somente para o grupo Percoll, mas igualmente para o Minipercoll e o Minisolate.
Acreditamos que ndo houve diferenca na motilidade total dos gradientes para o
controle devido a excelente qualidade do sémen utilizado, o qual apresentava 82.3 +
5.5 de motilidade total apés o descongelamento.

Porém, diferente de Oliveira et al. (2010), que observaram uma diminui¢ao
dos valores de VAP, VLS e VCL ap0s a passagem pelo Percoll®, em nosso trabalho
observamos um aumento dos trés parametros nos quatro tratamentos realizados.
Similar ao encontrado por McCann & Chantler (2000) quando utilizaram o Percoll®
para selecionar células espermaticas de doadores com normozoospermia. Celeghini
et al. (2008) acreditam que esta diminuicdo esta relacionada com a presenca de
grandes particulas que possam ter dificultado a velocidade de trajeto.

Em nosso trabalho observamos que a passagem e 0 contato com 0sS
gradientes ndo causou reacao acrossomal prematura dos espermatozoéides, devido
aos tratamentos ndo terem afetado a taxa de espermatozdides vivos com acrossoma
integro. Contrariando os dados encontrados por Cesari et al. (2006), que obteve
uma diminuicdo da taxa de células com acrossoma intacto. Oliveira et al. (2010)
acreditam que esta divergéncia de resultados pode ser devido as diferentes
concentracbes e volumes de gradiente de Percoll® utilizado nos diferentes
trabalhos. Porém, acreditamos que esteja mais relacionada a concentracdo dos
gradientes, pois em nosso trabalho, onde comparamos diferentes volumes, Percoll
(volume de 4 mL), Minipercoll e Miniisolate (800 uL) e Minioptiprep (1,2 mL) nao
observamos diferenca. Resultados semelhantes foram encontrados para o teste de
integridade de membrana, que, apesar do Minioptiprep tenha apresentado menor
taxa de células com membrana integra que os demais gradientes, este ndo diferiu do
controle.

Quanto a produgcédo de embrides, comparando com o Percoll, podemos
concluir que a utlizacdo de minigradientes ndo afetou o desenvolvimento
embrionéario. Sendo que, o Miniisilate obteve resultados superiores ao grupo Percoll
em D7. Acreditamos que esta diferenca ndo se manteve em D8 devido ao grande
namero de mérulas compactas presentes no Miniisolate em D7, e que por algum
motivo ndo evoluiram até estagios de blastocistos. Porém, quando comparamos
somente os minigradientes, observamos resultado superior para o Miniisolate em D7

e D8. Assim como neste estudo, Resende et al. (2009), quando comparam oS
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gradientes Percoll® e Optiprep®, também ndo encontraram diferenca na producao
de embrides entre estes dois gradientes. Sabe-se que tanto o Isolate® e o Percoll®
sao formados por silica coloidal, porém no isolate® ndo ha PVP como no Percoll®.
Além disso a concentracao e o volume utilizado no miniisolate e no minipercoll foram
a mesma. Com isso, podemos concluir que a diferenca na producao de embribes
pode ser devido a toxicidade do PVP presente no Percoll®. (DE VOS et al., 1997,
STREHLER et al., 1998; KATO & NAGAO, 2009).

O Miniisolate é um gradiente utilizado nas clinicas de reproducédo assistida em
humanos, e acreditamos que a sua baixa utilizagdo na linha animal seja devido ao
seu elevado valor. Porém a elaboracdo de protocolos utilizando volumes menores,
como no caso deste trabalho, torna acessivel a sua utilizac&o.

Segundo Fresh & Gadella (2000) e Celeghini et al. (2008), células que
possuem membrana plasmatica e acrossoma intactos, além de uma boa funcéo
mitocondrial, tem maior capacidade fecundante. Tais observacdes justificariam a
menor taxa de clivagem encontrada no Minioptiprep. Este grupo apresentou menor
taxa de células com membrana integra que os demais gradientes.

Os espermatozoides X e Y apresentam diferencas no tamanho e no contetdo
de DNA, o que causa diferenca no peso e densidade entre eles (PARRILLA et al,
2004), e pode tornar possivel a separacao destes por gradientes de densidade. Em
nosso estudo, os quatro gradientes utilizados mantiveram a propor¢cdo de macho e
fémea esperada de 50:50%. Resultado semelhante também foi encontrado por
Machado et al. (2009) e Cesari et al. (2003) quando utilizaram o Percoll®. Além
disso, estudos mostram diferenca na propor¢cdo sexual nos diferentes estagios de
desenvolvimento. Tendo as fémeas desenvolvimento mais lento que os machos
(RHEINGANTZ et al., 2006). Porém, em nosso trabalho esta diferenca nado foi
encontrada.

A resisténcia a criopreservacao (vitrificacéo) foi utilizada com um parametro
para avaliagdo da qualidade embrionaria, onde se sabe que embrides de melhor
gualidade resistem melhor a este processo (NEDAMBALE et al., 2004).
Observamos que apesar do Minipercoll ter obtido maior taxa de re-expancao que os
demais tratamentos, todos foram semelhantes na taxa de eclosdo. Ainda
concordando com este autor, encontramos no Miniisolate uma maior proporcao de

fémeas (P<0,05), no grupo de embrides degenerados, ou seja, aqueles que néo
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resistiram a criopreservacdo. Mantendo assim a idéia de que embrides deste

s8o mais sensiveis a criopreservacao.

8. Conclusodes

Concluimos que a utlizagdo de minigradientes ndo afetou os parametros
estudados em comparacdo ao grupo Percoll. E que o Miniisolate e o Minioptiprep,
nas concentracdes e volumes testados neste trabalho, podem ser possiveis
substitutos para o Percoll® nos laboratérios de reproducdo animal, dando énfase
para o Miniisolate que apresentou os melhores resultados entre os minigradientes.
Além disso, para aqueles que utilizam o gradiente de Percoll®, o minigradiente a

700xg é mais uma alternativa.
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