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RESUMO

SIQUEIRA, A. F. P.Efeito de atributos espermaticos na producden vitro de embrides
bovinos. [Effect of sperm traits on bovine vitro production]. 2016. 78 f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterindroetecnia, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2016.

A producédoain vitro de embrides (PIVE) bovinos € uma ferramenta inambet na reproducéo
animal, com aplicacdes académicas e comerciamnegcande relevancia econémica. Apesar
da sua aplicabilidade, a eficiéncia da PIVE ainddepser aumentada. Efeitos espermaticos
podem ser evidenciados no desenvolvimento embimrdurante a PIVE apresentando
grandes variacdes nas taxas de producéo. Devigs@erto multifatorial da fertilidade, as
avaliagbes espermaticas apresentam resultadosstaotes, mesmo com o uso de métodos
mais precisos de andlise como a citometria de flogmbinada as sondas fluorescentes, que
permitem avaliar maior numero de espermatozoidede eatributos simultaneamente. O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de aiiols espermaticos (motilidade antes e apos
gradiente de Perc6ll integridade de membranas plasmaética e acrossaitmlpotencial de
membrana mitocondrial e resisténcia da cromatimajndneira individual, (diferenca para
apenas para um atributo espermatico) e de manemdinada em perfis espermaticos
(diferenca para todos os atributos espermaticosltgineamente). O efeito foi avaliado por
meio das taxas de clivagem, blastocisto e eficiéédeidesenvolvimento embrionério (taxa de
blastocisto/taxa de clivagem). Os resultados detramasn que os atributos motilidade prévia
ao Percofl, a integridade da membrana acrossomal e o potefecimembrana mitocondrial,
individuais, apresentam efeito negativo sobre sastale desenvolvimento embrionario e de
blastocisto. A motilidade ap6s o gradiente de Ritca integridade da membrana plasmatica
e a resisténcia da cromatina, bem como a combindedimdos os atributos espermaticos
analisados, sob mesmas condi¢cdes, ndo apresenedestim sobre a PIVE. Deste modo,
conclui-se que controversamente alguns atributperesticos podem apresentar efeitos
negativos sobre as taxas da PIVE e que a fungdiem¢ao de atributos espermaticos com o
processan vitro devem ser mais bem compreendidas, a fim de perangiprimoramento

deste processo podendo aumentar as taxas de popdwugpdmizando a eficiéncia da PIVE.

Palavras-chave: Qualidade seminal. Citometrialabeof Fecundagamn vitro. Fertilidade.
Touros.



ABSTRACT

SIQUEIRA, A. F. P.Effect of sperm traits on bovinein vitro production. [Efeito de
atributos espermaticos na producho vitro de embrides bovinos]. 2016. 78 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicinaenf&dria e Zootecnia, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2016.

In vitro production (IVP) of bovine embryos is an importamichnology of animal
reproduction. This technology is applied on researmd livestock, with economic highlights,
however IVP efficiency could be higher, and canirdkienced by male effects. Until now,
sperm evaluations had failed to determine thesee nedfects, even using advanced
technologies such as large mix of fluorescent pobg flow cytometry analysis, which
evaluates a large number of sperm cells and saitaltaneously. Then, the aim of this study
was to determine the effect of sperm traits (ngtibefore and after Perc8liselection,
plasma membrane and acrosome integrity, high mmodhal membrane potential, and
chromatin structure) on IVP rates. Effect of eaelit tvas enriched to evaluate the individual
trait effect (differences between groups of bulslesively for the enriched trait, while others
traits was homogenous). Combined effect of traiés &lso evaluated (differences between
groups of bulls, and groups of batches from samiés,bfor all traits simultaneously,
generating a sperm profile). Enriched and combia#fdcts were evaluated on cleavage,
blastocyst and embryo development (blastocyst/elga)rates. Results showed that motility
before Percofl selection, acrosome integrity, and high mitoch@dmembrane enriched
effects had negative impact on blastocyst and emlggvelopment rates. Motility after
Percolf’ selection, plasma membrane integrity, chromatincstire, and combined effects
were not significant on IVP rates. We can concltlti controversially, some sperm traits
could have a negative effect on IVP outcomes, Hfe¥e sperm traits physiology and
interactions within vitro systems must be better understood to enhemedro fertilization

conditions, increasing IVP yields.

Keywords: Sperm quality. Flow cytometiw. vitro fertilization. Fertility. Bulls.
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1 INTRODUCAO

A producdo in vitro de embrides (PIVE) bovinos, principalmente devido
desenvolvimento da maturaciovitro (MIV) associada a aspiracgéo folicularvivo (OPU),
tem permitido o uso de uma reserva de oolcitos raEoedesperdicada de fémeas de alto
potencial genético (LONERGAN; FAIR, 2016). Estatbmnica vem sendo empregada para
aumentar o numero de descendentes destas fémgasgnaimas de melhoramento genético
animal, sendo que, em paises como o Brasil, sizagfib hd tempos j& superou a de outras
biotécnicas, como a superovulagdo (SOV) (VIANA &t 2010). A PIVE é capaz de
produzir mais bezerros de um mesmo cruzamento,dguemmparada a SOV (PONTES et
al., 2009). No Brasil, gracas a este destaque acoah@a producdo de bovinos, os embrides
PIV representaram 87% das transferéncias (VIANAakt 2010). Essa importancia
econdmica no mercado nacional tem justificado estuple visem o aumento da eficiéncia

desta biotécnica, pois o rendimento influenciatdimente o custo e a utilizagéo.

A eficiéncia da PIVE é dependente predominantenemidois fatores: os gametas e o
sistema de producdo. Com relacdo aos gametas,daitito da fémea, quanto o efeito do
macho séo significativos (PALMA; SINOWATZ, 2004)pésar das limitacbes referentes
ao gameta feminino, como a eficiéncia da maturag@plasmatican vitro e a qualidade
oocitéria, € interessante notar que o gameta mascé responsavel por diferencas
significativas no desenvolvimento embrionario, teasas de PIVE e até mesmo na relacao
do sexo, crio-tolerancia e polispermia dos embripesduzidos (WARD et al., 2003;
PALMA; SINOWATZ, 2004; ALOMAR et al., 2008), caramizando diferencas

importantes na fertilidade vitro entre touros.

A fertilidade in vivo de touros pode ndo apresentar efeito sobre adaddin vitro
(AL NAIB et al., 2011), ou até mesmo apresentaretacdes negativas (VANDAELE et al.,
2006), sugerindo uma possivel falta de relacde edtas, o que limita a utilizacdo cruzada
dos resultados de cada sistema. Estabelecida igstenda, fica evidente a necessidade de
compreender a influéncia dos atributos espermétiad3IVE, com o intuito de identificar os

gue apresentam maior impacto e maior rendimenii\d&.

Considerando este contexto, o estudo dos atrilegpermaticos que influenciam na

PIVE pode fornecer subsidios para selecédo de tamrosdiferentes indices de fertilidaitie
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vitro, além de gerar conhecimentos basicos sobre agmottp gameta masculino e sua
interagcdo com 0S processas vitro, possibilitando o aumento da produtividade e

lucratividade desta biotécnica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAOIN VITRODE EMBRIOES

A PIV de embrides, no ambito académico € amplametitzada na rotina de
laboratorios que pesquisam cultivo de células-tvommbrionarias, transgenia, clonagem e
da propria biotécnica em si (KRISHER; BAVISTER, 89KHURAMA; NIEMANN,
2000; BADR et al., 2007). No ambito comercial, ¥ Pbovina permite a otimiza¢do do uso
de animais com alto potencial genético, diminuiadotervalo entre as geracdes, acelerando
com isto o ganho genético (LOHUIS, 1995; TANEJAakt 2000), e também possibilita a
utilizacdo de animais jovens, gestantes ou lacdamtecom infertilidade uterina adquirida
(TERVIT, 1996; TANEJA et al., 2000), Desta forma, ternou uma ferramenta de grande
importancia na reproducédo (MARINHO et al., 2015ENRA et al., 2016), o que justifica a
larga aplicacéo e o crescente interesse comergalegta técnica apresentou nos ultimos

anos.

Outro fator que impulsiona o uso comercial da PB/B potencial de producédo de
embrides com a utilizacdo da OPU-PIV, que é superiproducdo da SOV (9,4 X 6,7
embrides, respectivamente). Apesar dos embridetupiados pela SOV apresentarem maior
capacidade em estabelecer uma gestacdo (33,5 Xo}1¢b maior numero de embrides
produzidos por meio da OPU-PIV resulta em maior enonde bezerros nascidos (PONTES
et al., 2009). Por esse motivo a transferénciantdaiées PIV no Brasiuperou os embrides
in vivo, sendo o maior produtor mundial, responsavel péb 8os embrides PIV transferidos
em 2011 (HASLER, 2014).

Esta menor taxa de sobrevivéncia embrionaria caadpaa SOV e, ocasionalmente,
prole anormal (THIBIER 2005; HANSEN et al., 200@RTES et al., 2009) séo fatores que
reduzem a eficiéncia da PIV, apos a transferéncgaeibrides. Antes das transferéncias,
também sdo observadas perdas ao longo de todampes ele producdo dos embrides.
Durante a MIV, aproximadamente 90% dos odcitos unest progridem da profase | até a
metafase 1l completando a maturagcdo nuclear. Apo$ecaindacéoin vitro (FIV),
aproximadamente 80% dos odcitos sdo fecundadosn@duemn a primeira clivagem. No

entanto, menos de 40% chega ao estagio de bldstoEssa maior perda durante a ultima
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etapa da PI1V, o cultivin vitro (CIV), pode intuitivamente sugerir que esta faga ® ponto
critico da PIV (LONERGAN; FAIR, 2016). No entantoontrariamente a esta sugestdo, a
MIV e a FIV tém demonstrado serem as principaiparsaveis pela diminuicdo nas taxas de
blastocistos, enquanto a CIV tem demonstrado agafiasnciar na qualidade dos embrides
cultivados in vitro (RIZOS et al.,, 2002). Deste modo, é importanteenls que as
consequéncias negativas dessas duas etapafro sao tardias, resultando em perdas

embrionarias apos a clivagem.

Durante a FIV, os gametas femininos sdo expostgsgametas masculinos e os
fendbmenos biolégicos envolvidos nesta interacaoepoestar entre as causas do efeito
negativo da FIV sobre o desenvolvimento embrionswiosequente. Para tentar elucidar essas
perdas embrionarias é necessario compreenderto déetouro e o papel do seu carreador, o
espermatozoide.

2.2 O ESPERMATOZOIDE E O EFEITO TOURO

O efeito paterno carreado pelo espermatozoide pedebservado tanto tardiamente
em embrides sem alteracbes morfoldgicas, associailagmentacdo do material genético
espermatico, quanto precocemente em zigotos alkerarpadréo pro-nuclear e a morfologia
embrionaria mesmo quando ndo ha fragmentacdo derialatgenético espermatico
(TESARIK et al., 2004). Na producéo vitro, o efeito espermatico tem sido abordado tanto
com relacdo aos fatores extrinsecos da amostraaemdmo por exemplo, as metodologias
de processamento do sémen para a aplicacdo na Bh&Bto com relacdo aos fatores
intrinsecos, ou seja, caracteristicas morfo-furaimulo espermatozoide denominadas, neste

presente estudo conadributos espermaticos

Estudos em relagéo aos fatores extrinsecos, comeétaslos de sele¢do (DODE et al.,
2002; KOCHHAR et al., 2003; SUZUKI et al., 2003; MARDZIJA et al.,, 2006;
MACHADO et al., 2009), bem como os fatores introtse aos espermatozoides, como 0s
atributos espermatico, na PIVE, geralmente ndo aheg um consenso e apresentam
resultados muito varidveis. Alguns estudos ndo mma@m diferenca nas taxas de
penetracdo, fecundacdo e clivagem entre os meétddoselecdo mais utilizados, como
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Percolf, swim-upou somente lavagem por centrifugacdo (DODE ef@D?), ou nas taxas
de clivagem e blastocisto para distintos volumempbs e forca de centrifugacdo de Pefcoll
(MACHADO et al., 2009). No entanto, outros estu@éosontraram diferencas dependentes
dos touros para a selecdo (SUZUKI et al., 2003fexethcas nas taxas de blastocisto e no

namero de blastémeros, entre métodos de selecAdABPZIJA et al., 2006).

J& os estudos em relacdo aos fatores intrinsevodedonstrado um efeito de touros
extremamente significativo na PIVE (PALMA; SINOWAT2004). Este efeito se reflete
tanto na cinética da fecundagdo e desenvolvimentbrienario, quanto na taxa de
polispermia, clivagem, estagio de bloqueio de deslgimento, relacdo do sexo, qualidade ou
crio-tolerancia dos embrides produzidos e no readim da PIVE (WARD et al., 2003;
PALMA; SINOWATZ, 2004; TESARIK, 2005; ALOMAR et g12008).

Uma questdo importante na tentativa de elucidasngralar o efeito touro a fim de
maximizar a eficiéncia da PIV é determinar quaisuésras celulares estédo relacionadas e
como a funcdo espermatica resulta na fertilidadétro de amostras seminais e/ou de cada
touro. Uma provavel dificuldade em atingir este etibp estd na transposicdo de
conhecimentos e metodologias aplicadas no estuderilaladein vivo para an vitro, sem

considerar as distingoes entre elas.

2.3 FERTILIDADE IN VIVO X IN VITRO

O processan vitro, desde sua idealizacdo e desenvolvimento, busosetinar o
processan vivo. No entanto, € importante ressaltar que ha dif@eriundamentais entre
esses processds. vivo 0s gametas masculinos sao depositados no fundagilaa na monta
natural ou no corpo uterino, proximo a regido aavidurante uma inseminacao artificial.
Desta forma, estes devem possuir viabilidade e buk$ao suficiente para sustentar a
motilidade durante o deslocamento por todo trajgrocutivo feminino, passando pela
barreira do muco cervical. Neste trajeto, devemteraas funcdes e estruturas celulares até
atingir a juncdo ampola-istmo, onde ocorrera arag@ com o gameta feminino e a
fecundagéo. O espermatozoide quando no local demdecéao, deve ainda sofrer o processo

de capacitacdo espermatica para enfim estar apenetrar no ooécito (GARRETT et al.,
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2008). No entanto, no sistenmavitro, os espermatozoides sao depositados diretamemie so
0s odcitos maturados, o que ja sugere que algyestas relacionados ao metabolismo e a

viabilidade ndo sejam téo requeridos para o0 sucaesste processo.

Outra diferenca crucial estd na proporcdo espemo@®/oocito, na fecundacao
Vivo Sdo propostos varios niveis de controle ovarian@ @amanutencdo da proporcao
espermatozoide/odcito 1, durante os estagios iniciais da fecundagaadvo, evitando assim
a polispermia (HUNTER, 1996). Na produdéovitro, os o0citos sdo incubados na presenca
de concentragbes espermaticas que resultam nunporgiio final de milhares de
espermatozoides/oocito. Essas diferencas entreoigssistemas sdo apenas algumas das
provaveis possibilidades para a dificuldade dessabelecer uma relacéo entre a fertilidede

vivo ein vitro de touros.

Diversos estudos demonstraram esta diferenca tleétein vitro X in vivo. Touros
com alta fertilidaden vivo, apresentando taxa de nao retorno ao cio aos @aSCntre 65-
75% na inseminacao artificial (1A) foram testad@s RPIVE e, apesar da alta e homogénea
fertilidade na IA, apresentaram desempenho hetesag@ vitro, com taxas de clivagem e de
blastocisto que variaram de 36.3 a 93.4% e 6.9 .2%lrespectivamente (PALMA;
SINOWATZ, 2004). Touros com taxa de néo retorn@stoo aos 56 dias entre 70,4 e 75,9%
na IA, também apresentaram diferencas na cinéécéedundacdo, taxas de polispermia,
clivagem, cinética e taxas de desenvolvimento emhrio, bem como para taxa de
blastocisto e relacdo de sexo dos embribes proosZilLOMAR et al., 2008). O inverso
também foi observado, no qual touros com diferdiertilidade in vivo apresentaram
desempenho semelhante para a PIVE (RODRIGUEZ-LOZAN&., 2014).

J& foram determinadas baixas correlacdes nega(i@psarman <0,3) entre a
fertilidadein vivo e as taxas de clivagem e blastocisto (VANDAELEIgt2006). No entanto,
existe um contrassenso nas correlacdes entreiladéele in vivo, avaliada por meio da taxa
de ndo retorno ao estro aos 56 dias, e a fertdidaditro, avaliada por meio das taxas de
clivagem e blastocisto, ora apresentando relacéibiyva (ZHANG et al., 1997), ora ausentes,
inclusive entre trabalhos de um mesmo grupo (ZHAN@I., 1999; ALOMAR et al., 2006).

Apesar dessa relacéo entre fertilidadeivo e in vitro ainda néo estar estabelecida e
da clara necessidade de considerar a diference astduas ao avalia-las, as diferencas no
desempenho entre touros e amostras sdo observadasnbos os sistemas. Na PIVE, a
diferenca de desempenho entre touros, incluinderehf;as entre amostras de um mesmo
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touro tém sido relatadas e estudadas por diverspog (OTOI et al., 1993; ZHANG et al.,
1997; ZHANG et al.,, 1999; THUNDATHIL et al., 2000;HUNDATHIL et al., 2001;
TANGHE et al., 2002; SUZUKI et al., 2003; WARD dt,&003; PALMA; SINOWATZ,
2004; TARTAGLIONDE; RITTA, 2004; ALOMAR et al., 2@) ALOMAR et al., 2008;
MACHADO et al., 2009; FERRAZ et al., 2014). Ess#feréncas entre amostras sao vistas
sob mesmos sistemas de PIVE, portanto pode-se sjmorsdo decorrentes dos fatores
intrinsecos de cada amostra e como estes interegeno ambientén vitro. Deste modo, a
identificacdo dos fatores intrinsecos, como atabutla populacdo espermatica de cada
amostra e a relacdo com os indices da PIVE, ajeesstieresse comercial, uma vez que
podem explicar diferencas de producédo diretametéeionadas a lucratividade, assim como

auxiliar na selecdo de amostras seminais com neshiesultadosm vitro.

2.4 ATRIBUTOS ESPERMATICOS E SUA RELACAO COM A FUNCAO
ESPERMATICA

Muitos atributos espermaticos como motilidagi&tusdas membranas plasmatica e
acrossomal, metabolismo energético, atividade miitddal, producéo de ATP e alteragBes da
cromatina espermatica e a relacdo destes atrilmoimsa funcdo espermética e indices de
fertilidade in vivo e in vitro tém sido alvo de diversos estudos (BALLACHEY;
HONENBOKEN; EVENSON, 1987; BALLACHEY; EVENSON; SAAKE, 1988;
KJAESTAD et al.,, 1993; THUNDATHIL et al.,, 2000; THNDATHIL et al., 2001,
TANGHE et al., 2002; SUZUKI et al., 2003; TARTAGLNDE; RITTA, 2004; TESARIK;
GRECO; MENDOZA, 2004; ALOMAR et al., 2006; FATEHI al., 2006; GARRETT et al.,
2008; ZHANG et al., 2012; FERRAZ et al., 2014).

Devido as diferencas entre o sisteimaivo e in vitro, pode-se supor que alguns dos
parametros de motilidade possuam baixa influénai&Iv, uma vez que neste processo 0s
gametas sdo incubados juntos. Esta possibilidadsténtada pela auséncia de diferenca entre
a motilidade total e progressiva (THUNDATHIL et,&001; SUZUKI et al., 2003) e entre
todos os parametros avaliados pelo sistema congm#ado CASA (KJAESTAD et al.,
1993; ALOMAR et al., 2006) para touros com distifegilidadein vitro, e por estudos nos

quais parametros de motilidade n&o contribuem pwdelos de predicédo de fertilidade
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vitro (TARTAGLIONDE; RITTA, 2004) ou apresentem correlagdnao significativas
(TANGHE et al.,, 2002). Por outro lado, o estudo dadpopulacdes de motilidade
espermatica demonstrou que a porcentagem de célalaubpopulacdo espermatica com
motilidade mais rapida e progressiva, antes daatagdo, apresentou, apos descongelacéo e
selecdo por gradiente de densidade Pétcotirrelacdes positivas com ligacdo e penetracdo
da zona pelucida, assim como a formagéo de pr@otmchsculino (FERRAZ et al., 2014).

Alteracbes de acrossomo conhecidas como “knobloadicterizadas pela presenca de
espermatozoides com acrossomos achatados ou ceyridemonstraram que, apesar desta
estrutura estar integra e sua atividade proteml(8tstema acrosina/proacrosina) preservada,
estas células apresentam reduzida capacidadeagédi@ penetracdo na zona pellcida, o que
acarreta em baixa taxa de odcitos fecundados (THAUNDL et al., 2001). Além disto,
apesar de serem aptos a ligar e penetrar oocifogspermatozoides sem esta alteracao,
presentes em amostras com alta porcentagem denegpeoides com acrossomo “knobbed”,
apresentam baixo potencial de formacéo de pré-otnbkesculino e os zigotos gerados, menor
competéncia de desenvolvimento em moérula e blatto¢THUNDATHIL et al., 2000).
Estes dados sugerem que estas alteragbes de awmnogsdem provocar alteragao da funcao
molecular desta estrutura, que refletira ndo apeaagducdo da capacidade de fecundacéo,
mas também no desenvolvimento subsequente dosd@mpdemonstrando um efeito tardio
deste compartimento. (THUNDATHIL et al., 2000). Aélas avaliagbes de morfologia do
acrossomo rotineiramente feitas no exame andrapgista estrutura também pode ser
analisada por citometria de fluxo, com o uso déifdas conjugadas a fluorocromos que se
ligam a membrana interna ou externa ou matriz adroga, dependendo do tipo de lectina,
indicando a reacdo acrossomal ou uma lesdao da raremb(GRAHAM; KUNZE;
HAMMERSTEDT, 1990; PETRUNKINA; HARRISON; 2011).

A membrana plasmatica também pode ser avaliadacjpetaetria de fluxo. Corantes,
como o iodeto de propidio (PI), podem ser utilizagara analise da integridade da membrana
plasmatica por citometria, apresentando alta ayéel com outras analises, como a coloracao
com eosina/nigrosina avaliada por microscopia (GRM1 KUNZE; HAMMERSTEDT,
1990). O uso da citometria de fluxo permitiu o desdvimento de novas técnicas para
analise da integridade da membrana do espermaéogoiel apresentam capacidade superior
de predizer a fertilidade, uma vez que a membréasnyatica € um acurado sensor biolégico
do statusde todas as funcdes celulares (PENA, 2007). Spartdncia na fertilidadi vitro

ja foi demonstrada pela associacdo de analisetelgritiade de membrana e as taxas da PIVE
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(TANGHE et al., 2002; TARTAGLIONDE; RITTA, 2004).95¢ titulo de sensor bioldgico é
amplamente difundido, sendo a analise da membrasangtica utilizada como sinénimo da
viabilidade celular. No entanto, esta nomenclat@ra@ontestavel considerando-se que a
atividade metabolica é suportada por varias hgoas a perda da integridade da membrana
plasmatica em espermatozoides bovinos (REYES et28D2). Apesar dessa falta de
consenso, a importancia deste atributo é demomsaadtrabalhos que obtiveram em sémen
fresco e pos-descongelacdo, a estimacdo mais rdaidertilidadein vivo de touros. Os
resultados da citometria de fluxo apresentaramelag®es com outros atributos como a
motilidade pds-descongelacgéo e alteragbes da dran(@HRISTENSEN et al., 2011).

A analise da funcdo mitocondrial e subseqiente tagda, com o0 uso de
bloqueadores especificos, também ja foi demonsipadaitometria (GRAHAM; KUNZE;
HAMMERSTEDT, 1990). A atividade mitocondrial forreecATP (adenosina trifosfato)
através da fosforilacdo oxidativa, um processo aenoé que ocorre nas mitocondrias
contribuindo para a motilidade espermatica em hasiaNo entanto, a fosforilagcdo oxidativa
nao é suficiente para sustentar uma alta motilidseledo, nesta espécie, a fonte primaria de
energia para a motilidade, a glicélise, um proceasaerdobico que ocorre no flagelo
(NASCIMENTO et al., 2008).

Ja em bovinos, a producdo de ATP no espermatopoidie ser obtida através dos dois
processos: a respiracdo oxidativa e a glicdlise ZKEOSIAK et al., 1999). Nos
espermatozoides, sob condicdes aerObicas, a rmEBpiraoxidativa representa
aproximadamente 80% da producéo total de ATP, emniquavia glicolitica representa cerca
de 20% (GARRETT et al.,, 2008). De todo ATP prodaozid5% € consumido para
manutencdo da motilidade (BOHNENSACK; HALANGK, 198tNesta espécie, ndo ha
diferencas de motilidade em condi¢Ges aerobicasmerdbicas, desde que haja um substrato
para a glicolise. Quando a glicolise € inibida, atilade s6 € afetada em condicbes
anaerobicas, sugerindo que nesta espécie as dntes fde energia contribuam para a
motilidade (KRZYZOSIAK; MOLAN; VISHWANATH, 1999).

Tanto a producdo de ATP quanto o consumo de oxigéai demonstraram
correlacionar positivamente com a fertilidaoe vivo (GARRETT et al., 2008). Apds a
criopreservacéo, 0 sémen apresenta maior consunoaigienio que o sémen fresco, sendo
que touros com maior fertilidade apresentam meiferethca de consumo de oxigénio apoés a

criopreservacdo, sendo que os danos a membranaomdital sdo sugeridos como
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responsaveis pelo aumento do consumo de oxigemdRRETT et al., 2008).Apesar do
potencial de membrana mitocondrial e da integridads membranas plasmaticas e
acrossomal estarem diretamente relacionadas aegsmcle fecundacédo, varios autores néo
tiveram éxito em correlacionar estes atributos res@ticos com a fertilidadi@ vitro ein vivo

de touros (HOLT; O’'BRIEN; ABAIGAR, 2007; AL NAIB e4l., 2011).

Outra caracteristica espermatica, que pode naadicej diretamente a fecundacdo,
mas tem demonstrado alta relagcdo com problemasrtlgdade especialmente em humanos,
uma vez que afeta o desenvolvimento embrionéario, BNA espermatico (EVENSON;
DIXON, 2006). Nesta espécie, esta estrutura é fuedsal para a fertilidade vivoein vitro
(SAKKAS; ALVARES, 2010) e os efeitos das alteracdesDNA espermatico sao refletidos
apenas no desenvolvimento embrionario tardio (egtéscdo do genoma embrionario),
blogueando o desenvolvimento embrionanivitro e comprometendo o sucesso da gestacao
(TESARIK; GRECO; MENDOZA, 2004; ZHANG et al., 2012)

De maneira semelhante, em bovinos, os danos no BN¥a cromatina espermatica nao
bloqueiam a fecundacdo vitro, muitas vezes nédo alterando a taxa de clivagenentemto,
apos as primeiras clivagens, induzem a apoptodezirelo as taxas de blastocisto (FATEHI
et al., 2006). Nesta espécie, a estrutura da cnoanggm demonstrado ser bem resistente,
sendo detectadas apenas pequenas porcentagenpeimatszoides com alteracdoes de
cromatina, mesmo em amostras de baixa qualidade alteracbes morfoldgicas, apds
incubacdo, sexagem ou criopreservacdo (JANUSKAUSKASOHANNISSON;
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003; BOE-HANSEN et al., 20055ADEA et al., 2007,
CARREIRA et al., 2012; SIMOES et al., 2013). Apedassa pouca diferenca, a analise da
cromatina tem apresentado correlacbes com feddidan vivo (BALLACHEY;
HONENBOKEN; EVENSON, 1987; BALLACHEY; EVENSON; SAAKE, 1988). Na
fecundacéaan vitro, o aumento da resisténcia da cromatina espermatiocaa suplementacéo
de antioxidante, resultou em maior producdo de &ebr sugerindo que a estrutura da
cromatina pode estar relacionada aos indices da (BADEA et al.,, 2007).0Sperm
Chromatin Structure AssafSCSA) € uma técnica que permite a andlise datesir da
cromatina espermatica, inclusive em sémen bovilopraservado, podendo ser realizada por
meio da citometria de fluxo apresentando resultadagpativeis aos de técnicas de andlise de

fragmentacdo de DNA, como o ensaio cometa neutd(BIANSEN et al., 2005).
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2.5 O IMPASSE DO VALOR PREDITIVO DE TESTES DE ANALISEIPERMATICA

A relacdo entre atributos espermaticos e a featléd tantoin vivo como in vitro
demonstram ter grande variabilidade entre os esttelizados. O valor preditivo de testes
que avaliem atributos e fun¢des espermaticas oestudado em diversas espécies, como a
bovina (KJAESTAD et al, 1993; BIRCK et al., 201GAVIRAGHI et al.,, 2010;
CHRISTENSEN et al., 2011), suina (GADEA; MATAS, POGBELLES et al., 2003), ovina
(FUKUI et al., 1988), canina (HAY et al., 1997) enmana (FRANKEN et al., 1993; ZHANG
et al.,, 2012), na tentativa de categorizar graudeddidade. Porém, esta relacdo entre a
qualidade seminal e a fertilidade tem apresentagigltados inconstantes (KJAESTAD et al.,
1993; BIRCK et al., 2010; GAVIRAGHI et al., 2010 G#STENSEN et al., 2011; AL NAIB
et al., 2011; ZHANG et al., 2012). Essa limitac&oedtimar de maneira robusta a fertilidade
de uma amostra é justificavel se for consideradanaplexidade de cada estrutura da célula

espermatica e 0s processos pelos quais ela desar pasa obter o sucesso na fecundacéo.

Na fertilidade in vitro, a avaliagdo da integridade da membrana plasmatica e
acrossomal pela técnica de azul de Trypan-Giemsateste hipo-osmoético (resisténcia
osmoética da membrana) conseguiram explicar mai828é da variacdo da habilidade de
formacdo de pro-nicleo de amostras seminais (TARTAGDE; RITTA, 2004). No
entanto, em outro estudo analisando a concentragfermatica, motilidade, motilidade
progressiva, integridade da membrana plasmaticain@migrosina e SYBR-iodeto de
propidio), morfologia, potencial de membrana mitwal e status acrossomal avaliados
apos descongelacado, ap6s gradiente de Peedlépois da FIV de touros com alta (>60%) e
baixa (20-35%) formacdo de pro-nucleo, apenasegiiictade da membrana analisada com
eosina-nigrosina apoés a FIV apresentou associdagadicativa com a formacao de pro-
nacleo (TANGHE et al., 2002).

Apesar desse esforco em estabelecer a significéesigs atributos e destas analises
na fertilidade in vitro, é possivel identificar, nestes estudos, alguniastatbes que
justifiguem a falta de convergéncia entre os radols, como por exemplo, a classificacéo
e/ou selecdo dos animais baseados em dados didddgin vivo (RODRIGUEZ-LOZANO
et al., 2014), namero reduzido de amostras e/anasi(THUNDATHIL et al., 2000, 2001,
TANGHE et al., 2002; SUZUKI et al., 2003; ALOMAR at, 2006) e a adocdo de um anico

animal como representativo de uma categoria espeen@ HUNDATHIL et al., 2000;



27

THUNDATHIL et al.,, 2001; TANGHE et al., 2002; ALOMR et al., 2006). Neste caso, o
desempenhan vitro deste Unico animal é assumido como efeito do wutriespermatico
estudado e a influéncia de outros atributos esg@wsando avaliados acaba sendo ignorada.
Ja em outros estudos quando estas limitacdes ma@o mesentes, o efeito dos atributos é
abordado com o intuito de determinar o valor predliin vitro. Nestes estudos os resultados
obtidos em cada analise sdo utilizados isoladamantegrupados em modelos de regressao
ou correlacdo com indices de fertilidadevitro como taxa de fecundacao, formacdo de pro-
nacleo, clivagem e blastocisto (TARTAGLIONE; RITEAal., 2004; FERRAZ et al., 2014).

Estas limitacbes encontradas nos trabalhos dispisnima literatura cientifica
dificultam o esclarecimento dos eventos bioldégieodo papel de cada compartimento da
célula espermética. Além disto, a variacdo doscésdiou parametros assumidos como
indicadores de fertilidad@ vitro que, como demonstrado até aqui, variam de tatigaiggo
a zona peldcida, penetracdo, formacdo de pro-nudieagem, blastocisto/clivados e
blastocisto/odcitos totais, dificultam a comparagi@ discussdo entre resultados. Neste
contexto, objetivos mal definidos tornam a an&deseinal complexa, e a tentativa de predizer
a fertilidade através desta ferramenta um objetiatingivel (HOLT; O'BRIEN; ABAIGAR,
2007; PETRUNKINA; HARRISON, 2011).

Deste modo um estudo prospectivo utilizando um wtnj de animais como
representativos de uma categoria espermatica, fredmiavaliar o efeito individual de um
determinado atributo espermético, com simultaneadgeneizacao/diluicdo do efeito de
outros atributos esperméticos na fertilidade vitro, bem como o efeito dos atributos
combinados gerando um perfil espermatico, sejamamrostras de touros distintos (efeito
inter-touro), ou em amostras dos mesmos touros, deagartidas diferentes (efeito inter-
partidas) podera auxiliar na compreensdo da relatideta destes atributos sobre o
desempenho na PIVE.
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3 HIPOTESE

Existe efeito dos atributos espermaticos (motilldRiRE e POS selecdo por gradiente
de Percoff, integridade da membrana plasmatica e acrossquo#ncial de membrana
mitocondrial, resisténcia da estrutura da cromatqendo isolados (efeito individual) ou
combinados (efeito combinado em perfis espermaticmbre as taxas de clivagem,

blastocisto e desenvolvimento embrionario na pradugvitro de embrides bovinos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito de atributos espermaticos sobrdaasas de producam vitro de

embrides em bovinos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este estudo tem como objetivo verificar a manegia pual os atributos espermaticos
de amostras de sémen criopreservadas provenient€srdrais de Colheita e Processamento
de Sémen (CCPS) se comportam:

1) Testar o efeito de cada atributo espermaticotasss de producdm vitro de
embrides de maneira independente (diferenca naemp@agem de células em um Unico

atributo);

2) Testar o efeito combinado de atributos especositi denominados perfis
espermaticos nas taxas de produgaatro de embrides De maneira dependente (diferenca na

porcentagem de células em mais de um atributo Eimedmente);

3) No caso de dependentes, verificar se a diferecgae entre touros distintos (efeito
inter-touros) ou entre partidas de um mesmo t(efeto inter-partidas).
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5 MATERIAL E METODO

O presente estudo foi realizado no Laboratorio d@oBia do Espermatozoide,
localizado no Departamento de Reproducdo Animdtatauldade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo. Todosarxeg@dimentos foram realizados de acordo
com a Comisséo de Etica no Uso de Animais em Exgestiacdo (CEUA) desta instituicdo
(protocolo A 2720/2012). Este estudo recebeu auxilio financgérd-undagdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP — pro2@$8¢07940-9) e da Coordenacgao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES

5.1 AMOSTRAS SEMINAIS

Foram utilizadas palhetas de sémen, convencionabpreservado de touros,
compradas ou doadas de Centrais de Processam@nteta de Sémen. As palhetas de sémen
foram descongeladas em agua a 37°C, por trintandeguO conteudo de cada palheta foi
gentilmente depositado sobre gradiente descontirudercoft (45% e 90%) e centrifugado
por seis minutos a 9000 G, em centrifuga para mibos (Eppendof). Depois da
centrifugacdo o sedimento contendo as células mdwerecuperado e suspendido em 1 mL
de meio Fert-TALP (PARRISH; SUSKO-PARRISH, 1988)1]d NacCl, 3,1 mM KCI, 25
mM NaHCQ, 0,3 mM NaHPQ,, 21,6 mM Lactato, 2 mM Cag10,4 mM MgC}, 10 mM
Hepes, 0,006% de BSA-V (m/v), 22 ng/mL de piruvate0 pg/mL de gentamicina] sem os
agentes capacitores (heparina, penicilamina, apiaefe hipotaurina) e novamente

centrifugado por trés minutos a 9.000G, para lavage

5.2 ANALISE DA MOTILIDADE ESPERMATICA

A motilidade espermatica foi analisada visualmepte microscopia Optica com

contraste de fase, a porcentagem de células mivaistimada antes (PRE) e imediatamente
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apos a selecdo (POS) por gradiente de P&rcbiido o material utilizado foi previamente
aquecido e mantido a 37°C. Todas as andlises fimalmadas pelo mesmo avaliador.

5.3 ANALISES DO ACROSSOMO, MEMBRANA PLASMATICA, POTEN@IL DE
MEMBRANA MITOCONDRIAL E RESISTENCIA DA CROMATINA AROS
SELECAO POR GRADIENTE DE PERCOfL

As anélises descritas foram realizadas em citonugtrituxo Guava EasyCyté Mini
System (GuavaTechnologies, Hayward, CA, E.U.A.). Este equipaimgrossui um laser de
excitacdo de 488 nm e emite uma luz laser de 20d@ybténcia. Um total de 20.000 eventos
por amostra foi avaliado e os dados referentesaaefscéncia amarela (PM1 photodetector —
583 nm), vermelha (PM2 photodetector — 680 nm) rdevéPM3 photodetector — 525 nm)
foram recuperados apés amplificacdo logaritmicdul@® duplas e debris foram excluidos
utilizando FL3-A versus FL3-Wjate e todos os dados foram analisados pelo software
FlowJo® v10.2.

A integridade do acrossomo, da membrana plasmatioapotencial de membrana
mictocondrial foram detectados pelas sondas flgerdes FITC-PSA (lectina dBisum
sativum conjugada com FITC), Pl (iodeto de propidio - Bj8mino-5-[3-
(diethylmethylammonio)propyl]-6-phenylphenanthridim  diiodide) e JC-1(5,5,6,6'-
tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethyl-benzimidazolylaapanine iodide), respectivamente. Para
analise, 187.500 células em 37,5 pL de meio FeitPfAem agentes capacitores foram
incubadas com FITC-PSA (quantidade final de 5 Rgjconcentracéo final de 6 uM) e JC-1
(concentracéo final de 1 uM) por 5 minutos a°g7 protegidas da luz. Para leitura no
citometro de fluxo foram adicionados 300 puL de RB%7 °C. Como controle positivo para
analise dos dados destas trés coloragdes, faaadio protocolo descrito por Celeghini et al.,
2007, com algumas modificacées. Resumidamente, am@stra de sémen foi submetida
cinco vezes a congelagdo em nitrogénio liquido scaleelacdo em agua a 50° C, para
rompimento da membrana plasmética, do acrossomerda pdo potencial de membrana
mitocondrial. Como controle negativo foi utilizadana amostra apenas processada como

descrito no item 5.1.
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A resisténcia da cromatina espermatica foi avalipdlm ensaio baseado no teste
sperm chromatin structure assq$$CSA; EVENSON; JOST, 2000), como descrito por
Simdes et al. (2013). Para o ensaio, 375.000 sefatam lavadas e suspendidas em tampao
TNE (Tris-HCI 0,01 M, NaCl 0,15 M, EDTA 1 mM em &gudestilada, pH 7,4) e
posteriormente, incubadas com detergente acido (Hd M, NaCl 0,15 M, Triton X-100
0,1% em agua destilada, pH 1,2). ApOs exatos 30nskeg, foi adicionada a solucdo de LA
(acido citrico 0,1 M, N&HPQ, 0,2 M, EDTA 0,001 M, NaCl 0,15 M, LA 6 pg/mL enguéa
destilada, pH 6) e cada amostra foi avaliada gometria de fluxo. Como controle positivo
para andlise dos dados desta técnica, uma amostiacfibada por 5 minutos com &cido
cloridrico (1,2 M em detergente &cido, pH = 0,19nm® controle negativo foi utilizada uma

amostra apenas processada como descrito no item 5.1

A selecdo dos eventos de interesse (espermatozoidess) e a determinagdo de
espermatozoides positivos e negativos para cadaacadlo foram baseadas na analise dos
controles positivo e negativo e na mistura destastrés propor¢cdes (1:3; 1:1; 3:1). Esta
selecéo de eventos e o corte entre a populacaiivpasinegativa para as coloracbes adotados
foram os que resultavam em maior coeficiente derahacdo e foram mantidos para todas
as amostras analisadas. Todas as analises obtigeeditientes de determinacdo superiores a
0,96 (ANEXO A).

5.4 PRODUCAOIN VITRODE EMBRIOES (PIVE)

A PIVE foi realizada como descrita por De Castroaket (2016), com algumas
modificacdes. Foram utilizados ovarios de vacasirdetas ao abatedouro comercial, sendo
estes transportados em recipiente térmico, contdolsalina 0,9% a 37 °C. No laboratorio,
os ovarios foram lavados em solucao salina tamb8m°g&, e foliculos com diametro entre 2
e 8 mm foram aspirados utilizando agulha 21G engaride 5 mL. Complexaumulus
oophorus(CCOs) foram selecionados para a maturag&itro (MIV) quanto a integridade e
compactacdo das camadas de célulasudauluse homogeneidade do citoplasma. Os CCOs
selecionados foram lavados 3 vezes em meio pré-NINCM199 Hepes - Gibco®,
suplementado com 10% de SFB - Gibco®, 22 pg/mLidegto e 50 pg/mL de gentamicina)
e 3 vezes em meio MIV [TCM199 Bicarbonato - Gib¢a®plementado com 10% de SFB -
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Gibco®, 22 pg/ml de piruvato, 50 pg/mL de gentanacgiO,5 pg/mL de FSH-Folltropin-V
(Vetrepharm, Inc., Belleville, ON, Canada), 50 pg/ne gonadotrofina coribnica humana
(Vetecor Laboratories, Calier, Spain) e 1 pg/mLldg-estradiol hidrossoluvel]. Em seguida
os CCOs foram colocados para maturacéo (20 oditizg/em incubadora a 386 com alta
umidade e 5% de G@m ar, por 22 a 24 horas.

Os oécitos maturados foram lavados em meio pré{fl®M199 Hepes- Gibcd
suplementado com 0,003% de BSA-V (m/v), 22 pg/mL pieivato e 50 pg/mL de
gentamicina], em seguida em meio Fert-TALP (PARRISWSKO-PARRISH, 1988) e
colocados de 20-30 odcitos/gota, sob 6leo min@ala a FIV, 0 mesmo processamento do
sémen descrito anteriormente (item 5.1) foi utdlzaCinco microlitros da amostra de sémen
na concentracdo ajustada para 25 X @&8permatozoides/mL (125.000 espermatozoides
moveis/gota) foram utilizados para inseminacédo attacgota e mantidos em incubadora a
38,5°C com alta umidade e 5% de £6m ar, por 20 horas. O dia da FIV foi considerado

como D=0 do cultivo.

ApoOs o periodo de fecundacao (D=1), os presumargatos foram lavados, sendo o
excesso de células @omulusremovido mecanicamente, por pipetagem sucessivaneio
pré-FIV. Os presumiveis zigotos foram colocadosa@nho meio de cultivo KSOM
(Millipore, MR 020P-5D) e cultivados por 8 dias @mubadora a 38,5 °C, 5% de £6% de
O, e 90% de B sob alta umidade. No° 3lia de cultivo (D=3), foi adicionado soro fetal

bovino de modo que os embrides fossem cultivadparta deste momento, com 5% de soro.

5.5EXPERIMENTO | — ANALISE E SELECAO DE AMOSTRAS

Para analisar os atributos espermaticos em amosteassémen comerciais
criopreservadas, 63 partidas provenientes de 3®dade diversas ragas foram analisadas,

sendo que, de cada partida, quatro palhetas foraladas (n=252).

Ap6s a andlise, os valores de motilidade antess amgradiente de PercdlPRE e
POS, respectivamente), a porcentagem de célulasntembrana acrossomal integra (Al),
com membrana plasmatica integra (MPI), com altemméal de membrana mitocondrial

(Alta) e com cromatina resistente ao desafio a¢ido) apés Percofl das quatro replicatas
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de cada amostra foram utilizadas para avaliar s#riisitos esperméticos eram dependentes
ou independentes.

Para verificar a homogeneidade da populacdo demeaperoides selecionada por o
gradiente de Percll entre palhetas distintas de uma mesma partibaeatidas ao gradiente
de Percoff em momentos diferentes, o coeficiente de variagéice as quatro palhetas de

cada partida foi calculado.

Posteriormente, foi gerado umanking das partidas para cada atributo. Para o
ranqueamento das partidas foi utilizada a mediasavdlores das quatro palhetas analisadas
de cada partida e, a partir deste foram selecienadaamostras utilizadas no segundo
experimento. Devido ao comportamento diferencidteenacas, para remover este efeito,
optou-se por selecionar para o experimento |l aperaostras de touros Nelore, por

representarem a maioria das amostras analisadasudidas de 21 touros).

Para analise do efeito de perfil espermaético (att espermaticos combinados) inter-
touros, as quatro partidas com maiores porcentagernsspermatozoides com os atributos
analisados (PRE, POS, Al, MPI, Alta e LA-) e astou@artidas com menores porcentagens
de células, de touros distintos foram selecionadagrupadas no grupdLTA e BAIXA,

respectivamente.

Para analise do efeito de perfil espermatico ipgetidas, a partida com maior
porcentagem de espermatozoides com os atributdsaws (PRE, POS, Al, MPI, Alta e
LA-) e a partida com menor porcentagem de espemo@es, de quatro touros foram

selecionadas e agrupadas no gr&p®A eBAIXA , respectivamente.

A fim de estudar o efeito individual de cada atiib(PRE, POS, Al, MPI, Alta e LA-)
e mediante ao comportamento dependente entre ibsitas; dentro do ranking de cada
atributo, amostras que apresentavam porcentageeriau@ inferior a mediana geral do
atributo selecionado e, no entanto, possuiam aep@gyens intermediarias para 0s outros
atributos espermaticos foram selecionadas e agaspam grupoALTA e BAIXA,
respectivamente para cada atributo. Para estasardi efeito individual de cada atributo,
apenas uma partida de cada touro poderia ser@edela por grupo, no entanto era priorizada
a utilizagéo de partidas dos mesmos touros.
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5.6 EXPERIMENTO Il — PIVE DAS AMOSTRAS SELECIONADAS

Neste experimento, as amostras dos gruphSA e BAIXA formados no
experimento | para todos os atributos, que aprasent diferencas significativas, foram
processadas como descrito no item 5.1 e utilizadaBIVE (n=365). A taxa de clivagem no
D=3, a taxa de blastocisto no D=8 sobre o totad@mtos e a taxa de desenvolvimento (taxa
de blastocisto/clivados), também no D8, foram aeitgadas As manipulacées, com maior e
menor taxa de blastocisto para cada amostra, foesnartadas das analises, utilizando-se
apenas as replicadas mais homogéneas. Para cadaaafocam utilizados 60 a 90 odécitos
por manipulagéo, realizando de 5 a 7 manipulaciestia. Em todas as manipulagdes de
PIVE, um touro controle do laboratério com deserhpéan vitro conhecido foi utilizado e
apenas dados das manipulacdes nas quais o tourolearbteve taxa de blastocisto superior
a 20% foram consideradas na analise para cont@l@udlidade dos olcitos e meios

utilizados.

5.7 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as anélises foram realizadas no programadSA&atistical Analysis Systém
No experimento |, os valores de motilidade antepds o gradiente de Peréo(PRE e POS,
respectivamente), porcentagem de células com maembsarossomal integra (Al), com
membrana plasmatica integra (MPI), com alto posrd® membrana mitocondrial (Alta) e
com cromatina resistente ao desafio acido (LA-)qlastro replicatas de cada amostra foram
submetidos a andlise de Correlacdo de Spearmaa,dpdos ndo-paramétricos adotando o
valor de significancia de p<0,05. No experimentanhbém, os valores das quatro replicatas
(palhetas) de cada amostra selecionada para ossgkUpA foram testados com os valores d
as amostras dos respectivos gruBdsXA por meio do teste de Mann-Whitney-Wilcoxon,
para dados nao-pareados e nao-paramétricos, cargideum p<0,05 para considerar o
efeito significativo e um p>0,10 para excluir ureitd significativo dos demais atributos.

No experimento I, as taxas de clivagem, blastootsstlesenvolvimento embrionario
foram testadas entre os grup®sTA e BAIXA de cada atributo individual e dos efeitos
combinados inter-touros e inter-partidpser meio do teste de Mann-Whitney-Wilcoxon para
dados nao-pareados e ndo-paramétricos, considetando<0,05 para considerar o efeito

significativo.



36

6 RESULTADOS

6.1 EXPERIMENTO | - ANALISE E SELECAO DE AMOSTRAS

A analise de correlagdo mostrou que na populacéal ge touros analisada, ha
correlag@es significativas entre todos os atribatedisados (Quadro 1), indicando que nas 63
partidas analisadas, estes atributos apresentapoctamento dependente entre si. Apesar de
significativas, as correlagdes entre as motilidagles anélises das membranas e cromatina
apresentaram fraca associacdo (Rho<0,3), sendappmas as correlagbes entre as andlises
das membranas e cromatina apresentaram associagiyaaa (0,4<Rho<0,6). Ndo foram

detectadas correlacdes com forte associacédo (RRoettye os atributos espermaticos.

Quadro 1 - Correlagbes dos atributos espermatioadisados (PRE, POS, MPI, Al, Alta e
LA) e seus respectivos coeficientes de correla¢Rbo) e valores de
probabilidade (p)

Po6s MPI Al Alta LA-
0,28138 | 0,22833 | 0,19400 | 0,19024 | 0,22436
<,0001 0,0004 0,0026 0,0033 0,0005

0,26138

0,31109 0,26047 0,26630
<,0001 <,0001 <,0001

Pos <,0001

0,77817 0,75837 0,53284
<.0001 <,0001 <,0001
0,65305 0,50243
<,0001 <,0001
0,45479
<,0001

MPI

Al

Alta

Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P., 2016)

Legenda: PRE: % motilidade antes da selecéo; POBwtitidade apos selecéo; MPI: % de
células com membrana plasmatica integra; Al: %élelas com acrossomo integro;
Alta: % de células com alto potencial de membraitagondrial; LA-; % de células
com cromatina resistente ao desafio acido.

A populacéo de espermatozoides selecionada poiegtadie Percdll apresentou-se
constante entre as selecdes, realizadas em monwbfantes, das quatro palhetas de cada
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partida, obtendo-se baixos indices de variacae eatélises. A média dos coeficientes de
variacdo das 63 partidas analisadas esta apreaentagjuir (Quadro 2).

Quadro 2 — Média do coeficiente de variacdo (4etak) das partidas
para os atributos PRE, POS, MPI, Al, Alta e LA
Pré Pés MPI Al Alta LA-
23,01% | 15,43% 7,35% 4,22% 8,2600 1,74%

Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P., 2016)

Legenda: PRE: % motilidade antes da selecdo; POSwofitidade apds
selecao; MPI: % de células com membrana plasmétiegra;
Al: % de células com acrossomo integro; Alta: %cétulas
com alto potencial de membrana mitocondrial; LA-: dé
células com cromatina resistente ao desafio acido.

As andlises dos atributos espermaticos entre ogpagrentos realizados estédo

demonstradas a seguir, divididas por efeito.

Efeito do perfil espermatico inter-touros: ao selear as quatro partidas com maiores

e menores porcentagens de células nos atributdssaattes de touros distintos para a
formacao do grupdLTA eBAIXA, respectivamente, ha diferencas significativas fratas

os atributos analisados (Tabela 1). O grah@A apresenta um perfil espermatico exibindo
porcentagem de células superior ao grig®XA, para todos os atributos espermaticos

analisados.

Tabela 1 - Medianas (3° quartil; 1°quartil) e vafode p, para todos os atributos espermaticosadas, na
comparacéo dos quatro touros de cada grapd4A eBAIXA)

Variavel\Grupo ALTA (n=16) BAIXA (n=16) Valor de p
Pré (%) 60,0 (50,0; 65,0)  32,5(30,0; 55,0) 0,0059
Pos (%) 75,0 (70,0; 82,5) 62,5 (52,5; 70,0) 0,0064
MPI (%) 86,5 (84,6; 88,2) 60,1 (53,9; 65,5) <0,0001
Al (%) 95,7 (94,2; 96,5) 76,0 (71,1; 82,1) <0,0001
Alta (%) 88,9 (87,9;91,0) 68,7 (64,2; 77,5) <0,0001
LA- (%) 99,3 (99,1; 99,7) 95,3 (86,6; 98,1) 0,0002

Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P, 2016)
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Legenda: PRE: motilidade prévia selegdo; POS: idatle apos selegdo; MPI: membrana plasmatica etegr
Al: acrossomo integro; Alta: alto potencial de meama mitocondrial; LA-: cromatina resistente
ao desafio acido.

Efeito do perfil espermatico inter-partidas: aoces&nar a partida de quatro touros

com maior e menor porcentagem de células nos tdsglanalisados para a formacéo do grupo
ALTA eBAIXA, respectivamente. O grupd.TA apresenta um perfil espermatico exibindo
porcentagem de células superior ao grig®XA, para todos os atributos espermaticos
analisados (Tabela 2). Importante ressaltar quetarenalise, foram utilizados os mesmos
quatro touros no grupdLTA e grupoBAIXA , removendo o efeito animal e avaliando

apenas o efeito entre partidas.

Tabela 2 - Medianas (3° quartil; 1°quartil) e vafode p, para todos os atributos espermaticossada8, na
comparacéo das quatro partidas de cada gAIpdX eBAIXA)

Variavel\Grupo ALTA (n=16) BAIXA (n=16) Valor de p
Pré (%) 60,0 (42,5; 62,5) 40,0 (30,0; 50,0) 0,0081
Pds (%) 70,0 (67,5; 75,0) 60,0 (50,0; 70,0) 0,0294
MPI (%) 79,8 (75,2;84,1) 67,5(53,9; 74,5) 0,0006
Al (%) 91,0 (87,2; 94,3) 80,3 (71,4 88,3) 0,0006
Alta (%) 86,8 (84,8;88,7) 74,6 (66,4; 82,7) <0,0001
LA- (%) 98,7 (96,5; 99,1) 97,7 (89,0; 98,5) 0,0345

Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P., 2016) )

Legenda: PRE: motilidade prévia selecéo; POS: rdatik apds selecao; MPI: membrana plasmatica intagra
acrossomo integro; Alta: alto potencial de membraitacondrial; LA-: cromatina resistente ao desafio
acido.

Efeitos individuais: ao selecionar as amostras co&dianas superiores e inferiores

para o atributo do ranking e, no entanto, homogepasa os demais atributos, foi possivel
individualizar o efeito de cada atributo. O ternadefito individual” foi selecionado, pois esta
estratégia permitiu a formacdo de grupos nos qugienas um atributo diferisse
significativamente (p<0,05). Deste modo foi poslsieemar grupos com diferencas para

todos os atributos individualmente como demonssadseguir:
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Efeito individual PRE: os resultados do efeito widilal PRE se encontram

sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3 - Medianas (3° quartil; 1°quartil) e vafde p, para todos os atributos espermaticosadal, na
comparacéao das cinco amostras de cada gAIpBY eBAIXA)

Variavel\Grupo ALTA (n=20) BAIXA (n=20) Valor de p
Pré (%) 60,0 (60,0; 67,5) 40,0 (32,5; 50,0) <0,0001
Pés (%) 75,0 (70,0; 80,0) 72,5 (67,5; 75,0) 0,2187
MPI (%) 80,8 (75,4;84,2) 79,7 (76,1; 83,3) 0,4326
Al (%) 90,8 (88,3; 92,8) 92,2 (90,9; 94,6) 0,1134
Alta (%) 87,8 (83,6;89,2) 86,6 (80,5; 89,1) 0,5272
LA- (%) 98,9 (98,1; 99,4) 98,4 (96,5; 99,5) 0,4013

Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P., 2016) ]

Legenda: PRE: motilidade prévia selecdo; POS: rdatlé apds sele¢do; MPI: membrana plasmatica intégra
acrossomo integro; Alta: alto potencial de membraitacondrial; LA-: cromatina resistente ao desafio
acido.

Efeito individual POS: os resultados do efeito wlial POS se encontram

sumarizados na Tabela 4.

Tabela 4 - Medianas (3° quartil; 1°quartil) e vafde p, para todos os atributos espermaticosadal, na
comparacao das cinco amostras de cada gAIpBY eBAIXA)

Variavel\Grupo ALTA (n=20) BAIXA (n=20) Valor de p
Pre (%) 60,0 (45,0; 60,0) 55,0 (47,5; 67,5) 0,7415
Pas (%) 80,0 (72,5; 82,5) 70,0 (60,0; 70,0) 0,0006
MPI (%) 78,5(73,1;82,3) 78,2(75,3; 84,2) 0,6167
Al (%) 90,8 (88,5; 94,3) 88,7 (87,8; 92,7) 0,2791
Alta (%) 85,6 (83,0; 88,2) 83,2(79,9; 88,1) 0,4488
LA- (%) 98,4 (97,9; 99,2) 98,6 (97,1; 99,1) 0,5423

Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P., 2016)

Legenda: PRE: motilidade prévia selecdo; POS: idatle apds selecdo; MPIl: membrana plasmatica &jtegr
Al: acrossomo integro; Alta: alto potencial de meamla mitocondrial; LA-: cromatina resistente
ao desafio acido.



Efeito individual

MPI: os resultados do efeito wmdual

sumarizados na Tabela 5.
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MPI| se encontram

Tabela 5 - Medianas (3° quartil; 1°quartil) e vafde p, para todos os atributos espermaticosadal, na
comparacao dos grupds. TA e BAIXA

Variavel\Grupo

ALTA (n=20)

BAIXA (n=20)

Valor de p

Pré
Pds
MPI
Al
Alta
LA-

60,0 (45,0; 60,0)
72,5 (70,0; 80,0)
81,0 (78,2; 83,4)
89,1 (87,6; 91,7)
86,3 (83,5; 88,6)
98,7 (97,4; 99,3)

60,0 (45,0; 60,0)
70,0 (70,0; 80,0)

75,6 (72,2; 78,6)
88,7 (87,8; 91,7)

85,1 (81,2; 87,5)
98,7 (97,7; 99,1)

0,9680
0,9776

0,0012
0,9568

0,2856
0,8284

Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P., 2016) )
Legenda: PRE: motilidade prévia selecdo; POS: idatle apds selecdo; MPIl: membrana plasmatica &jtegr
Al: acrossomo integro; Alta: alto potencial de meamla mitocondrial; LA-: cromatina resistente

ao desafio acido.

Efeito individual Al: os resultados do efeito indiual Al se encontram sumarizados

na Tabela 6.

Tabela 6 - Medianas (3° quartil; 1°quartil) e vafode p, para todos os atributos espermaticosadas, na
comparacéo dos grupdd TA e BAIXA

Variavel\Grupo

ALTA (n=20)

BAIXA (n=20)

Valor de p

Pré
Pés
MPI
Al
Alta
LA-

42,5 (30,0; 60,0)
70,0 (65,0; 80,0)
77,8 (72,6: 81,9)
91,95 (89,9; 93,9)
86,6 (83,9; 87,7)
98,3 (96,8; 99,4)

52,5 (40,0; 62,5)

75,0 (70,0; 80,0)

78,6 (73,1; 80,7)
88,7 (87,9; 89,9)

84,9 (80,8; 88,0)
98,0 (97,0; 98,4)

0,2677
0,4083
0,8923
0,0033
0,4327
0,2553

Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P., 2016) )
Legenda: PRE: motilidade prévia sele¢édo; POS: matle apds selecdo; MPl: membrana plasmatica ajtegr
Al: acrossomo integro; Alta: alto potencial de meama mitocondrial; LA-: cromatina resistente

ao desafio acido.
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Efeito individual Alta: os resultados do efeito iwidual Alta se encontram

sumarizados na Tabela 7.

Tabela 7 - Medianas (3° quartil; 1°quartil) e vafode p, para todos os atributos espermaticosadas, na
comparacéo dos grupdd TA e BAIXA

Variavel\Grupo

ALTA (n=16)

BAIXA (n=16)

Valor de p

Pré
Pés
MPI

Al
Alta
LA-

475 (32,5; 60,0)
70,0 (70,0; 72,5)
77,3 (69,9; 79,1)
89,3 (86,8; 91,9)
86,6 (84,4: 88,8)
98,2 (96,6; 99,3)

50, (40,0; 60,0)
70,0 (70,0; 80,0)

73,7 (68,5; 78,3)
87,9 (85,5; 90,8)

75,9 (72,8; 81,8)
98,3 (96,1; 98,8)

0,5942
0,2470
0,3270
0,3270
0,0029
0,4284

Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P., 2016) )
Legenda: PRE: motilidade prévia sele¢édo; POS: matle apds sele¢do; MPl: membrana plasmatica ajtegr
Al: acrossomo integro; Alta: alto potencial de meama mitocondrial; LA-: cromatina resistente

ao desafio acido.

Efeito individual

LA-: os resultados do efeito

sumarizados na Tabela 8.

iadiual

LA se encontram

Tabela 8 - Medianas (3° quartil; 1°quartil) e vafde p, para todos os atributos espermaticosadal, na
comparacéo dos grupdd TA e BAIXA

Variavel\Grupo

ALTA (n=20)

BAIXA (n=20)

Valor de p

Pré
Poés
MPI
Al
Alta
LA-

45,0 (40,0; 55,0)
70,0 (67,5; 75,0)
79,9 (75,9; 84,3)
91,5 (88,1; 93,7)
86,7 (83,6; 90,3)
99,0 (98,7; 99,4)

45,0 (30,0; 60,0)

70,0 (65,0; 72,5)

78,3 (73,4; 80,5)
90,7 (87,9; 92,2)

86,3 (83,1; 88,7)
96,9 (96,4; 98,6)

0,7435
0,4541
0,1555
0,4568
0,3039
0,0004

Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P., 2016) )
Legenda: PRE: motilidade prévia selecdo; POS: idatle apds selecdo; MPIl: membrana plasmatica &jtegr
Al: acrossomo integro; Alta: alto potencial de meamla mitocondrial; LA-: cromatina resistente

ao desafio acido.
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6.2 EXPERIMENTO Il - EFEITO DO PERFIL ESPERMATICO NAWE

Os resultados encontrados para a analise das tixaslivagem, blastocisto e
desenvolvimento embrionario, entre os grupos expiais, estdo apresentados a seguir.

Efeito do perfil espermatico inter-touros: ndo forancontradas diferencas para as
taxas de clivagem (70,4 e 77,1%; p=0,1548), blasttwc(9,8 e 16%; p=0,1445) ou
desenvolvimento embrionario (15,9 e 21,2%; p=0,l65%re 0s grupoALTA (n=17) e
BAIXA (n=16).

Figura 1- Box plot da comparacédo das taxas deggivae de blastocisto e de desenvolvimento embriorgire
0s gruposALTA e BAIXA do perfil espermatico inter-touros, no estudo fit@ combinado de
todos os atributos espermaticos utilizando-se todistintos na formacgao dos dois grupos

Clivagem Blastocisto
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§ 95 p=0, § 45 p=0,
< 90 o 40
€ g5 B 35
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8 g0 830
2 75 & 25
g 70 @ 20
T & g 15
X 60 S 10
F 55 8 s

50 . o ;

ALTA BAIXA ALTA BAIXA

Desenvolvimento

K5 p=0,1655

ALTA BAIXA

Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P., 2016)
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Efeito do perfil espermatico inter-partidas: assimmo no efeito inter-touros, para o
efeito inter-partidas (Figura 2) também néo foramsomtradas diferencas entre 0s grupos
ALTA (n=17) eBAIXA (n=15) para as taxas de clivagem (70,4 e 77,2%;3640),

blastocisto (10,1 e 9,8%; p=0,5583) ou desenvolatmeembrionario (16,6 e 14,6%;
p=0,5970) entre estes grupos.

Figura 2 — Box plot da comparacéo das taxas daggim, blastocisto e desenvolvimento embrionariceerg
gruposALTA eBAIXA do perfil espermatico inter-partidas, no estud@fiito combinado de todos
0s atributos espermaticos, utilizando-se os mesowwss na formacao dos dois grupos
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Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P., 2016)
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Efeito_enriquecido PRE: n&o foi encontrada difesesignificativa para a taxa de
clivagem (72,4 e 76,1%; p=0,4903), no entanto halifezenca deste atributo para as taxas de
blastocisto (12,5 e 20,5%; p=0,0256) e de deseimelvo embrionario (17,1 e 28,9%;
p=0,0155) entre os grupdsLTA (n=20) eBAIXA (n=20), sendo que o grupBAIXA
apresentou valores superiores para ambas varigigiga 3).

Figura 3 - Box plot da comparacédo das taxa de gdivg blastocisto e desenvolvimento embrionarioeeatr
grupoALTA eBAIXA motilidade PRE selecéo por gradiente de Pétcoll
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Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P. 2016)
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Efeito individual POS: n&o foi possivel encontrifer@ncas significativas (Figura 4)
para as taxas de clivagem (79,2 e 74,1%; p=0,6b¥d3tocisto (22,9 e 17,9%; p=0,8493) e
desenvolvimento embrionario (29,6 e 23,3%; p=0,303%re os grupoALTA (n=20) e
BAIXA (n=18).

Figura 4 - Box plot da comparagéo das taxa deg#ing blastocisto e desenvolvimento embrionariceesr
grupoALTA eBAIXA motilidade POS selecdo por gradiente de Pé&rcoll
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Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P. 2016)
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Efeito individual MPI: ndo foram encontradas difegas significativas (Figura 5) para
as taxas de clivagem (74,4 e 76,7%; p=0,2732) tddm$o (17,6 e 20,5%; p=0,2977) e

desenvolvimento embrionario (24,5 e 24,1%; p=0,3388re os grupo&LTA (n=20) e
BAIXA (n=20).

Figura 5 - Box plot da comparacao das taxa degding blastocisto e desenvolvimento embrionariceensr
grupoALTA eBAIXA integridade de membrana plasméfica.
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Efeito individual Al: ndo foi encontrada diferengagnificativa para a taxa de
clivagem (75,7 e 78,0%; p=0,6764), no entanto, kaliferenca deste atributo para as taxas
de blastocisto (17,1 e 25,3%; p=0,0026) e desemelmo embrionario (24,9 e 32,2%;
p=0,0036) entre os grup@d.TA (n=21) eBAIXA (n=20). Nestes casos, 0 grupalxXA

apresentou valores superiores quando comparadapoALTA (Figura 6).

Figura 6 - Box plot da comparacao das taxa degding blastocisto e desenvolvimento embrionariceensr
grupoALTA eBAIXA integridade de acrossomo
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Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P. 2016)
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Efeito individual Alta: ndo foi encontrada diferengignificativa para a taxa de
clivagem (73,4 e 80,0%; p=0,1171), no entanto, bauwm efeito significativo deste atributo
nas taxas de blastocisto (13,1 e 18,9%; p=0,011dgsenvolvimento embrionario (18,0 e
34,7%; p=0,0166) entre os grupALTA (n=17) eBAIXA (n=16), sendo que, para estas

variaveis, o grup®AIXA apresentou valores superiores quando comparagapoALTA
(Figura 7).

Figura 7 - Box plot da comparacao das taxa degding blastocisto e desenvolvimento embrionariceensr
grupoALTA eBAIXA porcentagem de espermatozoides com alto potateisdembrana

mitocondrial
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Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P. 2016)
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Efeito individual LA-: ndo foram encontradas difegcas significativas (Figura 8) para
as taxas de clivagem (77,4 e 78,4%; p=0,8709) tddm$o (19,7 e 20,2%; p=0,8496) e

desenvolvimento embrionario (25,8 e 25,8%; p=0,Y485#re 0os grupo®LTA (n=19) e
BAIXA (n=21).

Figura 8 - Box plot da comparagao das taxa degding blastocisto e desenvolvimento embrionariceewsr
grupoALTA eBAIXA resisténcia da estrutura da cromatina esperneaickesafio acido
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Fonte: (SIQUEIRA, A. F. P. 2016)

6.3 DISCUSSAO

Neste estudo foi verificado o efeito individual dada atributo espermatico e dos
perfis espermaticos na PIVE. Dentre os atributgemesaticos avaliados, apenas os efeitos
individuais da motilidade antes da selecéo por dh&r¢PRE), da porcentagem de células
com acrossomo integro (Al) e do alto potencial demimrana mitocondrial (Alta)
apresentaram diferencas entre os gruUflBA e BAIXA . E interessante notar que para todos
esses atributos, o grup8AIXA apresentou taxas superiores de blastocisto e de
desenvolvimento embrionario, quando comparado apogkLTA . No entanto, nos atributos

combinados, formando o perfil espermatidaTA ou BAIXA, essa diferenca nao foi
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encontrada entre touros (efeito inter-touros) eegpértidas dos mesmos touros (efeito inter-
partidas).

Todos os atributos espermaticos analisados apesaentcorrelacdes positivas entre
si. Isto indica que estes atributos espermatic@ aglacionados de maneira semelhante a
funcé@o espermética, portanto, de uma forma gexddst estes atributos podem ser utilizados
como indicadores para avaliar status de uma amostra seminal. Estes resultados sao
justificados, por exemplo, quando se utiliza mésociomo o Percdl] ou outros métodos para
selecéo de células méveis como, por exemplo, Bozipuswim up . Nestes métodos, além
de se obter uma populagdo espermétcia com maidlidadé € possivel obter também, uma
populacdo mais homogénea, com maior integridadendmbranas, maior potencial de
membrana mitocondrial e melhor qualidade de croragilf ANGHE et al., 2002; SUZUKI et
al., 2003; SAMARDZIJA et al., 2006; MACHADO et a009). Da mesma maneira, porém
com efeito inverso, o processo de congelacdo oageex espermatica (CARVALHO et al.,
2010) demonstram afetar negativamente varios absbespermaticos simultaneamente. Estas
duas situacOes, tanto de um efeito positivo, quaetaim efeito negativo, reforcam esta
associacao entre os atributos espermaticos anadisad

Além das correlagdes encontradas, as baixas médmsoeficientes de variacdo
indicam que a populacdo espermética de uma ansastrimal, selecionada pela centrifugacao
em gradiente de PercB)lse mantém constante, mesmo quando a selecadizadaaem
momentos diferentes e a partir de palhetas distisauma mesma partida. No entanto, cada
partida resulta em populacdes esperméaticas distiaypes selecdo, mesmo ao se utilizar
partidas de um mesmo touro. Estas diferencas pattielas sao estatisticamente confirmadas
pela analise dos atributos entre os agrupamentai&zados. O encontro de diferencas
significativas apesar de pequenas, provavelmenteigiossivel devido a repetibilidade da
populacéo selecionada pelo gradiente de P&reolh acuracia da metodologia de anélise
utilizada. As motilidades foram os atributos gpeeaentaram maior coeficiente de variagéo
(PRE = 23,01% e POS= 15,43%), esta maior variagiesperada uma vez que, enquanto as
analises realizadas por meio da citometria de flpgomitem a determinacéo precisa da
porcentagem de células com cada atributo analisadstimativa da motilidade realizada pelo
método visual, permite apenas ao avaliador estemporcentagem de células méveis na
amostra, atribuindo um valor geralmente em es@ldedenas, como por exemplo, 20%, 30%
ou 40%. Mesmo com esta limitacdo do método de smasis médias dos coeficientes de
variacdo podem ser consideradas baixas, provavenugvido a realizacdo de todas as

andlises por um mesmo avaliador.
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Na avaliagdo do efeito individual do atributo PRI, seja, a motilidade antes da
selecdo pelo Perc8|lapesar de ndo ser observada diferenca nas tev@divagem, amostras
com menor motilidade pré-Percdli(grupo BAIXA) apresentaram maiores taxas de
blastocisto e de desenvolvimento embrionario quaswtoparadas as amostras com maior
motilidade PRE (grup@LTA ). A diferenca entre estes dois grupos nio eraradgeuma
vez que 0s grupos nao diferiram para os outrobuatrs, no momento da inseminacdo dos
oocitos. Embora ndo esperados, estes resultadoforg@n reportados anteriormente
(ALOMAR et al., 2006). Nele, dois touros com menwstilidade previamente a selecéo pelo
Percolf’ foram os que apresentaram as maiores taxas dedi#s, no entanto os autores ndo
estabeleceram uma relagéo clara entre parametno®tlelade e de fertilidadm vitro, ndo

discutindo a relevancia biologica destes resultados

A energia produzida para a motilidade espermatéicapovinos, vem na maior parte
da fosforilagdo oxidativa, que consome oxigéni@aproducédo e a manutencao do gradiente
de protons da membrana mitocondrial (BOHNENSACK;UANGK; 1986; GARRETT et
al., 2008). Esse consumo de oxigénio da indiciogpudeestas células moveis podem ser fonte,
por exemplo, de espécies reativas de oxigénio (ERQsste modo, amostras com maior
motilidade prévia podem ser amostras que apresentaiar producdo de EROs. Ja foi
relatado que a presenca de EROs pode causar ursanmiéilizacdo dos espermatozoides,
resultando em aumento da producdo de EROs apddugdim da capacitagdo (AITKEN;
CLARKSON; FISHEL; 1989). Desta forma, no presergei@o, os espermatozoides oriundos
de amostras com maior motilidade PRE poderiam estaum ambiente mais oxidante, sendo
pré-sensibilizados a produzir mais EROs, duranfVa momento no qual a capacitacdo é
induzida por agentes capacitantes, criando um antebdeletério aos gametas em incubacao.
Esse ambiente inOspito, criado por espermatozoides alta motilidade PRE, pode ser
também a explicacdo para as diferencas encontyaalas o efeito individual de outros

atributos.

No presente estudo, quando foi avaliado o efetdovidual do atributo integridade de
acrossomo (Al), foi possivel observar que o grupd A ou seja, amostras que possuiam
maior porcentagem de células com acrossomo integytiyeram as menores taxas de
blastocisto e de desenvolvimento embrionério. Essteltado surpreendente sugere que este
maior numero de células com acrossomo integro passu efeito negativo sobre o
desenvolvimento embrionario subsequente. Uma palssiplicacéo para este efeito deletério

sobre 0os embrifes € que esse maior nimero deséhriaacrossomo integro sédo capacitadas
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e sofrem a reacdo acrossomal na gota de FIV. Easar muantidade das enzimas liticas
acrossomais no sistemm vitro pode apresentar efeito deletério sobre o o06cito e
consequentemente sobre os embrides produzidosmesieEste efeito negativo do provavel
excesso de reacdo acrossomal na presenca dosspéaitdém ja foi demonstrado em outros
estudos (TANGHE et al., 2002; ALOMAR et al. 2008)omar et al. (2006) sugerem que um
excesso de enzimas acrossomais poderia danificadcigos em co-cultivo. No entanto,
considerando os resultados encontrados no presebého para a motilidade PRE, sugere-se
outra possibilidade, o condicionamento de um anméidostil durante a etapa da FIV pela
maior producdo de EROs, pois apés a inducdo deitap@o espermética que culmina na
reacdo acrossomal, os espermatozoides produzesimatévezes mais EROs que células ndo
induzidas (AITKEN; CLARKSON; FISHEL; 1989). Desteonln, quanto maior o niamero de
células aptas a sofrerem capacitacdo espermatitar;, enproducdo de EROs no meio da FIV.
A producédo de EROs induzida pela capacitacao eulnsegiuente efeito negativo tardio sobre
o desenvolvimento embrionario também j& foi relatdtATO; NAGAO; 2015).

Outro resultado inesperado foi o efeito individwkd atributo alto potencial de
mitocdndria. Assim como para 0s outros atributaswtidos até aqui, o gru@mAIXA , ou
seja, com menor porcentagem de células com altenpiai de membrana mitocondrial,
apresentou taxas de blastocisto e de desenvohomemirionario superiores ao grupo
ALTA . Novamente, a producéo de radicais livres panestficar esta diferenca. Amostras
com maior potencial de membrana mitocondrial podenesentar maior producdo de EROs,
uma vez que a mitocondria do espermatozoide é siimpbrtante fonte de EROs nesta célula
(KOPPERS et al., 2008), de maneira que a oxidag@plasmatica em espermatozoides
bovinos é dependente das EROs mitocondriais (SllevAl., 2007). Nesta espécie, ja foi
demonstrado que, sob condicbes oxidativas, espezpides com alto potencial de
membrana mitocondrial apresentam maior liberacacadeais livres (DE CASTRO et al.,
2016). Esta relacdo entre as mitocondrias dos mspezoides e o desenvolvimento
embrionario ja foi demonstrado em um estudo rec@aie meio do efeito negativo do
potencial de membrana mitocondrial dos espermategoisobre a integridade de
cromossomos de blastocistos produziotositro (KATO; NAGAO; 2015). Naquele estudo,
foi demonstrado que a indugéo da capacitacdo edfieanleva a producdo de EROs no meio
resultando na fragmentagcéo do DNA dos zigotosexlagdo da integridade de cromossomos
dos blastocistos produzidos por FIV e por ICSI.mldisto, essa redugcdo da integridade de

cromossomos foi completamente inibida pela redu@@orcentagem de células com alto
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potencial de membrana mitocondrial, pela utilizagho um desacoplador mitocondrial,

demonstrando a importancia desta fonte de EROs.

Entretanto, a mitocondria produz EROs por vias irde$, que podem ser
independentes da manutencdo do potencial de mealnéoncondrial (KOPPERS et al.,
2008). A perda deste potencial, por utilizacdo esadopladores pode dobrar o consumo de
oxigénio e aumentar a producdo de EROs, em casppdglimento do transporte de elétrons
(KOPPERS et al., 2008), o que torna esta estratigraduzir a producédo de EROs arriscada.
O uso de antioxidantes como ostocoferol demonstrou suprimir os efeitos deleteria
producdo de EROs mitocondriais sobre a motilidkd@RPERS et al., 2008), sugerindo que
talvez a utilizacdo de antioxidantes em vez deidoifes mitocondriais possa ser uma

estratégia mais segura.

No presente trabalho, os resultados encontradasosagfeitos individuais integridade
de acrossomo, potencial de membrana mitocondriabtdidade prévia a selecio evidenciam
que a causa de menores taxas de blastocisto ghra ¢s atributos possa ser decorrente do
ambiente deletério criado por estas células, no entonda FIV. Um trabalho recente
demonstrou que a exposicdo de espermatozoidesdsoas1EROs antes da FIV, aumenta a
porcentagem de espermatozoides capacitados e ¢tm@mssesoxidativo, reduzindo as taxas de
clivagem, aumentando o bloqueio do desenvolvimentbrionario nas primeiras clivagens e
reduzindo a taxa final de blastocisto (DE CASTRQlet2016). No entanto, esses autores
nao estabeleceram as vias pelas quais as EROmaleti@senvolvimento embrionario (DE
CASTRO et al., 2016). Em outro estudo foi demouistrgue a exposicao de espermatozoides
bovinos a agentes oxidantes, previamente a FIVsotaws mesmos efeitos negativos no
desenvolvimento embrionario, com reducao da climagedo desenvolvimento subsequente,
sendo que as exposi¢cdes mais sutis ndo alterandabitidade espermatica nem a taxa de

clivagem, sendo o impacto visto apenas apoés a parmévagem (SILVA et al., 2007).

Em camundongos foi verificado que a exposicdo dgmerenatozoides as EROs
previamente a FIV, mesmo sem alteracdo da moteidad a capacidade de fecundacéo,
resultou em danos tardios, entre eles, o bloquatarienario, um baixo desenvolvimento até
0 estagio de blastocisto e alteracdes na difergdmiaelular, com reducdo da proporcéo das
células da massa celular interna, sem alterac@dmero total de células(LANE et al., 2014).
Lane et al. (2014) verificaram que o efeito desdtesacbes espermaticas previamente a FIV

se perpetuava mesmo apos a transferéncia dos esméSultando em menor taxa de
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implantagdo, menor comprimento dos fetos e altesagpfos-natais, como sindromes

metabolicas, intolerancia a glicose e menor peso.

Apesar do presente estudo néo ter realizado aagéialida producéo de radicais livres
nas amostras seminais, sugere-se que a produ¢gR@e no meio de fecundacéo, durante a
co-incubacdo dos gametas na FIV, pode justificar aieracdes observadas no
desenvolvimento embrionério. A maior producdo deOERIurante a capacitacdo, seja por
espermatozoides sensibilizados por prévia expaspg@omaior motilidade antes da selecao;
por maior nimero de células com acrossomo integrpeto maior potencial de membrana
mitocondrial, geraria um estresse oxidativo no nugofecundacéo. Esse estresse poderia
afetar ndo apenas a funcdo espermatica, como tanagémdiretamente nos gametas
femininos em co-incubacdo e nos zigotos em desenwehto, 0 que poderia levar ao
blogueio do desenvolvimento embrionario por digsntias.

Uma alternativa para minimizar estes efeitos detstéseria a utilizacdo de
antioxidantes, ou a reducao do tempo de FIV ouse dseminante. Ja foi demonstrado efeito
positivo na PIVE quando da incubacédo das amosaasénais com antioxidantes como, por
exemplo, a glutationa (GSH). A reducdo da produgds EROs pelos espermatozoides
resultou em um aumento dos espermatozoides vivesnuicdo de desordens lipidicas na
membrana destas células, reducdo de danos no Dpeknedtico com consequente aumento
das taxas de penetracdo e de taxas de embridesH&AaDal., 2007). Neste mesmo estudo,
vale ressaltar que a maioria dos efeitos observagmsentou interagcdo com o touro, o que
reforga a importancia das variagdes individuaigesndo que a efetividade de um tratamento
antioxidante pode ser dependentesthiusoxidativo inicial da amostra. Aitken et al. (1989)
no mesmo trabalho no qual relataram a pré-sermbdo dos espermatozoides por
exposiches prévias ao estresse oxidativo, també&maradm que a adigcdo do antioxidante
tocoferol, suprimiu esta sensibilizacdo e os efeitegativos subsequentes, ocasionados por

um estresse oxidativo induzido.

A reducao do tempo de exposi¢cdo ao gameta masa@rimnbumanos demonstrou um
aumento na qualidade embrionaria e aumento das @eagestacdo (GIANAROLI et al.,
1996; DIRNFELD et al.,, 1999). Em bovinos, esta roellgualidade também ja foi
demonstrada por meio do aumento da taxa de blagifmcito clivado de 15,8% e 17,3%
para 31,7% e 38,2%, para dois touros distintosemsamente (KOCHHAR et al., 2003).

No entanto, este aumento estava associado a rexdogdaxa de clivagem de 67,1% e 69,3%
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para 37,8% e 39,1% para os mesmos dois touraatdssrespectivamente (KOCHHAR et
al., 2003), além de alterar a proporcéo entre éabrmmachos e fémeas (DODE et al., 2002;
KOCHHAR et al., 2003). Em bovinos, a quantidadeed#rides produzidos € de grande
interesse econdmico, pois esta mais relacionadaaatigade de produtos finais (bezerros
nascidos) que a qualidade embrionaria, sendo eratana vantagem da PIVE sobre a SOV
(PONTES et al., 2009). Isto torna a reducédo do tenp co-incubacdo dos gametas uma
estratégia desvantajosa nesta espécie. No entantesultados dessa reducdo indicam que a
elucidacdo dos mecanismos envolvidos no efeito tivegala co-incubacdo de gametas
permitiria, além do aumento na producdo de emhbriieeementos na qualidade embrionéria
e nas taxas de prenhez dos embrides produmidoso. Esta relacdo entre suscetibilidade ao
estresse oxidativo do espermatozoide e a qualidasi@mbrides PIV ja foi demonstrada em
bovinos (SIMOES et al., 2013).

A reducdo da concentracdo espermatica duranteiricgbacdo dos gametas poderia
reduzir os efeitos negativos, provavelmente asdosiax producdo de EROs na FIV, em
amostras com o0s atributos que demonstraram umo efepativo sobre a PIVE. As
concentragcbes espermaticas demonstraram corretagg@oas taxas de fecundacdo e de
clivagem (Ward et al., 2003). Contudo, para a @edlastocisto, as maiores concentracdes
apresentam taxas semelhantes (Ward et al., 2088). dode ser um indicativo do efeito
negativo indireto da maior quantidade de célulapemsaticas no potencial de
desenvolvimento embrionario, principalmente patads com maior fertilidada vitro. No
entanto, o objetivo e consequentemente as anatiagsele estudo foram outros e a
significancia destes resultados nao foi determinadéard et al. (2003) utilizavam
concentracdes reduzidas, a maior utilizada foi de X 10 espermatozoides/mL, muito
inferior & utilizada no presente estudo (1,25 Xelpermatozoides méveis/mL) e o tempo de
co-incubacdo de 17 horas, também inferior ao adotaeste estudo (20 horas). Tais
diferencas sugerem que a utilizacdo de concensagdigeriores, proximas as adotadas neste
estudo, poderia exacerbar este provavel efeitoratalideletério no desenvolvimento
embriondrio. A concentracdo utilizada, no presestedo, apesar de superior a utilizada no
estudo descrito por Ward et al. (2003), estd eandaccom as adotadas pela maioria dos
autores que variam entre 1 X°1@é 5 X 16 espermatozoides/mL (BLONDIN; COENEN;
SIRARD; 1997; DODE et al; 2002; RIZOS et al., 200BNGHE et al., 2002; KOCHHAR
et al.,, 2003; SUZUKI et al.,, 2003; PALMA; SINOWAT2004; ALOMAR et al., 2006;
GADEA et al., 2007; ALOMAR et al., 2008; MACHADO at., 2009; PONTES et al., 2009;
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CARVALHO et al., 2010; FERRAZ et al., 20014 KATOASAO; 2015). Os trés trabalhos
que relatam os mesmos resultados de efeito negadireo motilidade pré-selecdo, dtatus
acrossomal e mitocondrial, utilizam concentracfepemnaticas na FIV proximas a
concentracéo de 1,25 X “¥spermatozoides moveis/mL e tempos de co-incub@agadmos
as 20 horas, adotados no presente estudo (TANGHE, 002 = 1 X 1®sptz/mL por 20h;
ALOMAR et al., 2006 = 2 X 1Dsptz/mL por 18hKATO; NAGAO; 2015 = 2 X 18
sptz/mL).

Cabe ressaltar que os problemas (exposicdo as ER@pp e concentracdo dos
espermatozoides) e possiveis alternativas (antokd, reducéo do tempo e da concentracao)
sdo pertinentes a PIVE. Na fecundacho vitro, a razdo espermatozoide/odcito €
provavelmente milhares de vezes maior que na feQaath vivo. Na fecundacam vivo sao
propostos varios mecanismos de controle para aterag@io da razdo espermatozoide/odcito
proximas a unidade, durante os estagios iniciaifedandacaan vivo (HUNTER, 1996).
Outra diferenca substancial sdo as concentracoesig&nio que sdo muito inferiores no trato
reprodutivo feminino (1,5-8,7 X 20 % no vitro) (FISHER; BAVISTER, 1993). Esta alta
disponibilidade de oxigénio pode alterar o metanod espermatico, estimulando a via
aerdbica, visto que nestas condi¢cdes o espermdeoopooduz ATP predominantemente por
esta via (GARRETT et al.,, 2008). Além disso, ascentracdes de oxigénio apresentam
relacdo linear com estresse oxidativo e peroxidéipidica de espermatozoides em cultivo
(ALVAREZ et al., 1987). O efeito positivo de baixasncentragdes de oxigénio durante o
cultivo in vitro, assim como o efeito positivo do co-cultivo doshedes com tecido epitelial
da tuba uterina bovino ja foram demonstrados hdnadg décadas (NAGAO et al., 1994) e
sua utilizacao ja estd de certa forma bem estatlaledo entanto, ha apenas dois relatos da
utilizacdo de baixas concentracdes de oxigéniondeira etapa da fecundagéovitro, um em
bubalinos e outro em ovinos (LEONI et al., 2007AMARAN et al., 2012).

Apesar das justificativas dos efeitos deletériomremn envolvendo as EROs, é
importante lembrar que a producdo de EROs pelasrregipozoides ndo € apenas um efeito
colateral do metabolismo espermético. As EROs deseham um papel regulatério no
controle da funcdo espermatica, sendo que o tipERI®s, a quantidade e 0 momento de
producdo parecem ser determinantes para difereaotae um efeito positivo ou negativo
(AITKEN et al., 1995). Em bovinos, a exposicao depermatozoides as EROs previamente a
FIV, demonstrou que apenas alguns tipos, como @xjukr de hidrogénio, foram capazes de

reduzir as taxas de penetracdo (modelo pré-seas#ml), no entanto, a inibicdo da producdo
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desta mesma EROs durante a FIV, também reduz aleapanetracdo, mostrando seu papel
fundamental nesta etapa (BLONDIN; COENEN; SIRARBO7).

Neste estudo, a individualizaggo do efeito de unribb com a
homogeneizacao/diluicdo do efeito dos demais, perravaliar o efeito individual de um
anico atributo, enquanto os demais foram mantidmedgéneos. O sucesso na identificacdo
do efeito individual significativo de alguns atriba espermaticos nos indices da PIVE, neste
estudo, demonstrou a vantagem e eficiéncia destdézga.

Os resultados para os perfis espermaticos, queitamiop efeito de todos os atributos
avaliados em perfiaBLTA ouBAIXA , tanto inter-touros quanto inter-partidas nao naosm
diferencas entre os grupos. Ou seja, reforcam estimg de que o efeito de um determinado
atributo espermatico sobre a fertilidadevitro seja dependente dos demais atributos. Neste
caso, 0 aumento ou a diminuicdo de todos os absbsimultaneamente poderia resultar em
um efeito “compensatério” entre eles. Quando osbuwttyss espermaticos como menor
motilidade prévia BAIXA PRE), menor integridade de acrossoB&IKA |A) e menor
atividade mitocondrial RAIXA Alta) foram individualizados, estes apresentardeite
positivo para taxa de blastocisto. Quando estesnoesatributos foram combinados entre si,
esperava-se 0 mesmo efeito positivo ou um efeittipo aditivo. No entanto, quando da
combinac&o destes atributos entre si e a assodagdos demais atributos (POS, MPI, LA-),
essa diferenca entre os grugdsTA e BAIXA deixou de existir, ou seja, parece haver um
efeito compensatério. Além disso, € interessantemiar que nestas condigbes (atributos
combinados), as taxas de blastocisto, tanto parpedss ALTA quanto para os perfis
BAIXA , foram as menores observadas em todo o estuderjrsdig que ao invés de um efeito

positivo aditivo houve um efeito antagonico.

Este efeito “compensatorio” pode ser confirmado ggiudos que avaliaram o efeito
do processo de sexagem espermatica, da selecé®epmlif e do impacto das alteracées
morfolégicas. A sexagem espermatica reduz simuliaeate a motilidade total e
progressiva, a porcentagem de células com memlphasaatica e acrossomo intactos,
porém, ndo reduz a fertilidade vitro quando comparada as amostras convencionais do
mesmo ejaculado (CARVALHO et al., 2010). A selec@or Percoff aumenta
simultaneamente os parametros da motilidade esfiear&a porcentagens de células com
membrana intacta, porém, ndo aumenta a fertilittagteso de alguns touros (SUZUKI et al.,

2003). E a presenca de alteracdes morfologicanp agota citoplasmatica proximal, que
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estava associada a baixos indices de motilidaget,integridade de membrana plasmatica e
acrossomal, potencial de membrana mitocondrial adidade da cromatina, porém, nao foi
associada a baixos indices de fertilidateritro quando comparadas as amostras seminais
controle(CARREIRA et al., 2012).

Neste contexto, o efeito compensatoério parece assiyel de derivacdo entre efeitos
diretos e indiretos. Estes efeitos, por sua venpostam-se como um sistema de gangorra, no
qual um provavel efeito positivo direto na PIVE,vide ao aumento do potencial de
fecundacdo dos espermatozoides com determinadostasr espermaticos, é suprimido pelo
efeito negativo indireto do ambiente durante a ridagdoin vitro, condicionado por estes

espermatozoides com maior potencial de fecundacéao.

Com relacédo aos resultados que nao apresentaram sfgificativo, era esperada
essa auséncia de efeito da motilidade POS. A dsseinante (1,25 X £@spermatozoides
moveis/mL), utilizada neste trabalho, foi ajustadda motilidade, o que resulta no mesmo
namero final de espermatozoides moveis por gotaemMianto, o niumero de espermatozoides
totais por gota variou, pois no grupbTA, uma menor quantidade de células foi necessaria
para obter a mesma dose inseminante, comparadaupo BAIXA . Estes resultados sao
condizentes com trabalhos que néo verificaramcefaisitivo da selecdo de células moveis na
PIVE (DODE et al., 2002) ou nos quais a motilidad® foi um preditor da fertilidadie
vitro (TANGHE et al., 2002; SUZUKI et al., 2003; TARTAGDNE; RITTA; 2004).

N&o houve efeito da integridade da membrana plasmaipesar de estudos anteriores
(TARTAGLIONE; RITTA; 2004) mostrarem a capacidada dvaliacdo combinada da
membrana plasmatica, do acrossomo e da atividasiguibnica da membrana da cauda,
responderem por 82% da variacdo encontrada pdiledéete in vitro. No entanto, a andlise
combinada ndo permite dizer qual ou quais, nemtquaada uma dessas caracteristicas esta
apresentando efeito sobre a fertilidaide vitro. Outra limitacdo deste trabalho estd na
determinacao da fertilidade vitro pela taxa de formacdo de pré-ndcleo, o que naoifger
avaliar o efeito destes atributos sobre o deseimelMo embrionario. Este é um ponto
importante a ser ressaltado, ja que nenhum ddmieds espermaticos analisados neste estudo

apresentou efeito sobre a taxa de clivagem.

Também relacionado a membrana plasmatica, Tanghé €002), apds avaliarem
uma série de caracteristicas espermaticas, ermtméentos da FIV, concluiram que apenas a
integridade da membrana plasmética apdés a co-igdobaapresentou correlacdes
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significativas com a formacgéo de pro-nucleo. Novateeo fato de assumir a formacao de
pro-nucleo como indice de fertilidade vitro limita a avaliagdo do efeito destes atributos
espermaticos no desenvolvimento embrionario e agastde blastocisto. Além disso, a
integridade da membrana plasmatica, ap0s a co-agéobcom os gametas femininos pode ser
mais um sensor das condi¢cOes geradas durante dd-fie um indicativo do efeito direto
deste atributo espermatico no potencial de fecualagvitro.

A resisténcia da estrutura da cromatina esperméitdém nao apresentou efeito
individual significativo sobre as taxas da PIVE.teEgfeito individual apresentou uma
diferenca pequena, apesar de significativas, deaap2,1% entre o grupdLTA e BAIXA
(99,0% e 96,9%, respectivamente), o que pode nétbareo efeito bioldgico deste atributo na
PIVE. A pequena taxa de espermatozoides com d&lierde cromatina € comum entre touros
(GADEA et al., 2007; CARREIRA et al., 2012; SIMOES al.; 2013), mesmo apds o
processo de sexagem (CARVALHO et al.,, 2010). A atma espermatica bovina, ja se
mostrou bastante resistente, inclusive aos agemtetantes (SILVA et al., 2007; DE
CASTRO et al., 2016). A resisténcia deste atrilpatde justificar as baixas taxas de alteracéo
de cromatina espermatica encontradas em amostmagase de touros comerciais, 0 que

dificultam o estudo individual deste atributo enmdigdes naturais.

Analisando o efeito dos atributos espermaticosegmsugerir que o efeito negativo
tardio sobre a PIVE, nas condi¢des utilizadas,wddeao ambiente condicionado durante a
FIV. Estes resultados apesar de inesperados eesngentes, em conjunto com os dados
apresentados por outros autores, sdo justificgws provavel relacdo com as EROs. No
entanto, o delineamento do presente estudo viss\aributos espermaticos que poderiam
apresentar efeito direto sobre a PIVE. Seriam séces, para confirmar essa hipétese (efeito
indireto do ambiente), que fossem realizados estumjmofundados do perfil oxidativo
durante a FIV.

O efeito negativo destes atributos é suficiente pasultar em taxas de blastocistos
distintas entre grupos, indicando que efeitos naaios, como a reducdo da criotolerancia e
a taxa de prenhez possam estar envolvidos. Notentaitérios de qualidade embrionaria e a
relacdo com a capacidade de predizer o potencialpréahez desses embrides sao
extremamente discutiveis e apresentam muita variagdtre estudos. Deste modo,
previamente a estes resultados, era dificil estabelima metodologia de anélise embrionaria

que pudesse revelar uma possivel diferenca engripss e que fosse aplicavel para todos os
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efeitos testados e embrides produzidos. Com odtades deste presente estudo, sugere-se
gue as metodologias de analise devam focar em deideativos e provaveis consequéncias

ao longo do desenvolvimento embrionario.

Novos estudos que almejem elucidar a biologia geresatozoide devem se atentar
para a interacdo da biologia desta célula com oegsmin vitro, mais particularmente ao
ambiente que estas células podem produzir durantecindacdo para, desta maneira,
confirmar 0s questionamentos propostos neste estualamentar a eficiéncia da PIVE e o

avanco desta biotécnica.
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7 CONCLUSAO

Os atributos espermaticos, motilidade PRE e POfggridade das membranas
plasmatica e acrossomal, potencial de membranaonitivial e resisténcia da cromatina se
comportam de maneira dependente entre si. Devidesa comportamento, o efeito destes
atributos foi avaliado de maneira combinada, seqdotanto o efeito inter-touros, quanto o

efeito inter-partidas nédo apresentam influénciaesob indices de PIVE.

Apesar de se comportarem de maneira dependenseratégia de se individualizar o
efeito permitiu que os atributos fossem avaliadudividualmente. Nessas condicdes, a
motilidade prévia a selecdo do Perplhtegridade de acrossomo e potencial de membrana

mitocondrial apresentam efeito negativo tardio s@PIVE de bovinos.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho e dados endostra literatura permitem sugerir
que, nos protocolos atuais de produgdweitro de embrides bovinos, os efeitos indiretos de
atributos espermaticos sobre o ambiente, duraresEwandacaan vitro, podem apresentar
maior impacto no rendimento da PIVE do que os @dediretos destes mesmos atributos

sobre o potencial de fecundagéao dos espermatozoides
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ANEXO

ANEXO A — VALIDACOES DAS ANALISES POR CITOMETRIA DE FLUXO

Amostras com proporc¢des distintas: os controlesthgge positivo foram utilizados

nas seguintes proporc¢des de volume e células:

Propor¢édo de células e volume utilizada de caddra@enna preparacdo das amostras, para obtencdo do
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coeficiente de regresséo linear, na validacdo déisende membranas plasmética, acrossomo, mitoebrer
estrutura da cromatina por citometria de fluxo leapi

Amostra Controle Negativo (%) Controle Positivo (%
0 100 0
25 75 25
50 50 50
75 25 75
100 0 100




Graficos da analise pelo software FlowJo vHa§ amostras 0, 25, 50, 75 e 100 da validacdoagasandas FITC-Pl e JC-1.
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Eventos Selecionados (Histograma: Green Fluorescence)
Bisector gate: Al (acrossomo integro) AL (acrossomo lesado)
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Eventos Selecionados (Histograma: Yelow Fluorescence)
Bisector gate: Alta (alto potencial de membrana mitocondrial) Baixa (baixo potencial de membrana mitocondrial)
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Graficos da regresséo linear da validacdo pardag@al da integridade da membrana acrossomal, idéetg da
membrana plasmatica e potencial de membrana mioiedrdas amostras 0, 25, 50, 75 e 100, por uso das
sondas FITC-PI e JC-1 por citometria de fluxo aapil

Regressao Linear: Al e AL; PI e PL; Alta e Baixa
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Legenda: Al: % acrossomo integro; AL: % acrossdesado; Pl: % membrana plasmética integra; PL: %
membrana plasmatica lesada; Alta: % alto poterd@amembrana mitocondrial; Baixa: % baixo potendil
membrana mitocondrial;‘RCoeficiente de regressao linear.



Graficos da analise pelo software FlowJo v8.7 dass#ras 0, 25, 50, 75 e 100 da validacao paraa@B£SA modificado.
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Graficos da regressao linear da validacdo paraagéal da resisténcia da estrutura da cromatinamastras 0, 25, 50, 75 e

100, através do ensaio SCSA modificado, coradoasonda LA e analisado por citometria de fluxo leapi

Regressao Linear: LA
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Legenda: Negativo: controle negativo incubado coMETPositivo: controle negativo incubado com HCY; &eficiente de

regresséo linear
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