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RESUMO

A ocorréncia de células somaticas no sémen possibilita seu uso para a producéo in vitro (PI1V)
de embribes pela clonagem animal por transferéncia nuclear de célula somatica (TNCS).
Visando o melhor aproveitamento desta fonte de material biol6gico, Nel-Themaat e
colaboradores propuseram em 2008 um protocolo com o gradiente de Percoll® que possibilita
o isolamento de células soméaticas seminais (CSS) e espermatozoides (STPZ) de uma mesma
dose de sémen para uso na clonagem animal e na fecundacao in vitro (FIV), respectivamente.
Porém, ao aplicarmos tal protocolo para o sémen bovino e ovino, observamos diferentes
resultados de segregacao celular, dependendo das caracteristicas da amostra. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes diluentes para refrigeracéo e
congelamento de sémen bovino e ovino frente ao processo de segregacédo de CSS e SPTZ
viaveis utilizando um gradiente de Percoll®. Para tanto, foi utilizado o sémen de trés carneiros
cruzas Texel e de quatro touros Brangus, todos machos adultos e férteis. O ejaculado de
cada macho foi dividido em oito grupos, sendo uma amostra de sémen fresco e sete amostras
diluidas em cinco diluentes comuns para ambas as espécies (Tris-Gema, TG; Citrato-Gema,
CG; Tris-Gema-Glicerol, TGG; Citrato-Gema-Glicerol, CGG; e um diluente comercial), e em
dois diluentes especificos para cada espécie (Leite Desnatado, LD e Leite Desnatado-
Glicerolado, LDG, para ovinos; ou Lactose-Gema, LG e Lactose-Gema-Glicerol, LDG, para
bovinos), para a refrigeracdo por 24 h (diluentes sem glicerol TG, CG, LD) ou para a
congelacdo (diluentes com glicerol TGG, CGG, LDG, comercial). A avaliacdo do perfil de
segregacdo de CSS foi realizada apés a coleta do sémen fresco (-3 h), quando o sémen
diluido atingiu o equilibrio a 5°C (0 h), e 24 h apds o equilibrio a 5°C (sémen refrigerado), ou
apos o descongelamento (sémen congelado). Cada uma das oito amostras distintas de cada
ejaculado, nos diferentes tempos, foi submetida a centrifugacdo para a segregacao celular em
gradiente de 20/50/90% de Percoll®. Cada amostra foi entdo coletada em %uatro fracdes do
gradiente, sendo a FTI a fragdo superficial do gradiente de 20% de Percoll™; a FTII a fracao
entre os gradientes de 20% e 50% de Percoll®; a FTIII a fracdo remanescente do gradiente de
50% de Percoll®; e a FTIV a fracdo contendo o pellet formado no gradiente de 90% de
Percoll®. Cada fragdo foi analisada quanto & presenca de CSS, espermatozoides e debris
celulares, com os dados analisados por ANOVA e Tukey, e pelos testes de Kruskal-Wallis, X?
e correlacado simples de Pearson (P<0,05). Nos ovinos e bovinos, ndo houve diferenca no
ndmero total de CSS obtidas entre os diluentes, em cada tempo de andlise (0 h e 24 h), mas
houve diferenca entre diluentes quanto & segregacdo de acordo com as fracdes de Percoll®,
indicando uma migracéo celular distinta entre os diluentes, para cada espécie, sendo em
geral semelhantes entre os tempos, para 0 mesmo diluente. Em ovinos, o diluente a base de
leite desnatado, quando sem glicerol, rendeu um elevado nimero e proporcdo de CSS na FTI
(LG, 78,1%), enquanto que a adicdo de glicerol concentrou as CSS na FTII (LDG, 70,5%). Ja
0 sémen fresco e os diluentes com gema de ovo e sem glicerol apresentaram um maior
ndmero e proporcdo de CSS na FTIII (Fresco, 61,9%; CG, 68,1%; TG, 68,3%). A adicdo de
glicerol ao citrato-gema (CGG) concentrou as CSS na FTII (62,5%). Por fim, os diluentes TGG
e o comercial segregaram as CSS na FTIV no t=0 h (64,6% e 66,6%, respectivamente) e na
FTIHI no t=24 h (70,2% e 50,7%, respectivamente). Em bovinos, o sémen fresco e o diluente
CG concentraram as CSS na FTI (49,1 e 57,5%), enquanto os diluentes TG e LG
concentraram as CSS na FTIII (TG, 60,7%) e FTIV (LG, 68,0%). A adicao de glicerol alterou o
perfil de migracdo do TGG para a fragdo FTIV (52,1%) e do LDG para a FTIll (63,9%). O
diluente comercial, com glicerol, segregou as CSS em maior propor¢cdo nas fracbes FTIII
(31,1%) e FTIV (44,6%). J& o diluente CGG, com glicerol, segregou as CSS na FTIIl no t=0 h
(46,7%) e na FTIV no t=24 h (42,0%). Em resumo, concluimos que a migracdo das CSS
(numero e proporcéo por fracdes) se manteve semelhante entre os animais de cada espécie.
Porém, a proporcdo de CSS segregadas dos ejaculados de bovinos e ovinos utilizando o
gradiente de Percoll® foi influenciada pela composicéo do diluente, em especial pelo uso da
gema de ovo ou do leite desnatado, e principalmente pela presenca ou ndo de glicerol nos
diluentes.

Palavras-chave: glicerol, segregacao celular, sémen, gradiente de Percoll®, bovinos, ovinos.



ABSTRACT

The occurrence of somatic cells in semen enables their use for in vitro production (IPV) of
cloned embryos by somatic cell nuclear transfer (SCNT) procedures. To make better use of
such source of biological material, in 2008 Nel-Themaat and collaborators proposed a protocol
using the Percoll® gradient that allows the isolation of both seminal somatic cells (SSC) and
sperm cells (STPZ) from the same dose of semen for use in animal cloning and in vitro
fertilization (IVF), respectively. However, when applying this protocol to bovine and ovine
semen, we observed different cell segregation patterns, depending on the characteristics of
the sample. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of different semen
extenders for the refrigeration and freezing of bovine and ovine semen on the process of
segregation of viable CSS and SPTZ using a Percoll® gradient. Thus, semen from adult and
fertile Texel crossbred rams (n=3) and Brangus bulls (n=4) was used for cell segregation. The
ejaculate of each male was divided into eight groups, one of fresh semen and seven samples
diluted in five common extenders for both species (Tris-Yolk, TY; Citrate-Yolk, CY; Tris-Yolk-
Glycerol, TYG; Citrate-Yolk-Glycerol, CYG; and a commercial extender), and in two specific
extenders for each species (Skimmed Milk, SM and Skimmed Milk-Glycerol, LDG, for sheep;
or Lactose-Yolk, LY and Lactose-Yolk-Glycerol, LYG, for cattle), either for refrigeration for up
to 24 h (without glycerol: TY, CY, SM) or for freezing (with glycerol: TYG, CYG, SMG,
commercial). The evaluation of the CSS segregation profile was performed after fresh semen
collection (-3 h), when the diluted semen reached equilibrium at 5°C (0 h), and 24 h after
equilibrium at 5°C (refrigerated semen), or after thawing (frozen semen). Each of the eight
different samples from each ejaculate, at different times, were submitted to centrifugation for
cell segregation in a 20/50/90% Percoll® gradient. Each sample was then collected in four
gradient fractions, the FTI being the surface fraction of the 20% Percoll® gradient; the FTII as
the fraction between the of 20% and 50% Percoll® gradient; the FTIII as the remaining fraction
of the 50% Percoll® gradient; and the FTIV as the fraction containing the pellet formed in the
90% Percoll® gradient. Each fraction was analyzed for the presence of SSC, sperm cells and
cell debris, with data analyzed by ANOVA and Tukey, and by the Kruskal-Wallis, the X* and
the Pearson's simple correlation tests (P<0.05). In sheep and cattle, no differences were
observed in the total number of CSS obtained between the extenders, at each time (0 h and
24 h), but a difference between extenders was observed between Percoll® fractions, indicating
a cell migration pattern distinct between extenders, for each species, being generally similar
between times, for the same extender. In sheep, the skimmed milk-based extender, when with
no glycerol, yielded a high number and proportion of CSS in the FTI (LG, 78.1%), while the
addition of glycerol concentrated the CSS in the FTII (SMG, 70.5%). Fresh semen and
extenders with egg yolk and without glycerol had a higher number and proportion of CSS in
the FTII (Fresh, 61.9%; CY, 68.1%; TY, 68.3%). The addition of glycerol to citrate-yolk (CYG)
concentrated the CSS in the FTII (62.5%). Finally, the TGG and commercial extenders
segregated the SSC in the FTIV at t=0 h (64.6% and 66.6%, respectively) and in the FTIII at
t=24 h (70.2% and 50.7%, respectively). In cattle, fresh semen and the CY extender
concentrated CSS in the FTI (49.1 and 57.5%), while the TG and LG extenders concentrated
SSC in the FTII (TG, 60.7%) and FTIV (LY, 68.0%). The addition of glycerol altered the
migration profile of SSC in the TYG to the FTIV (52.1%) and in the SMG to the FTIII (63.9%)
Fractions. The commercial extender, with glycerol, segregated the SSC in greater proportion
in both the FTIII (31.1%) and FTIV (44.6%) fractions. Finally, the CYG extender, with glycerol,
segregated the SSC in the FTIII at t=0 h (46.7%) and in the FTIV at t=24 h (42.0%). In
summary, we concluded that the migration of SSC (number and proportion of cells by fraction)
remained similar between animals of each species. However, the proportion of SSC
segregated from the bovine and ovine semen using the Percoll® gradient was influenced by
the composition of the extender, especially by the use of egg yolk or skimmed milk, and mainly
by the presence or absence of glycerol in the extenders.

Keywords: glycerol, cell segregation, semen, Percoll® gradient, cattle, sheep.
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Proporcao de células somaticas seminais ovinas obtidas em cada fragéo de
150 pL retiradas do gradiente de Percoll® ap6s a segregacdo celular, de
acordo com o método de preservacdo (média + epm). ** Colunas com
diferentes superescritos em cada fracdo total diferem estatisticamente
(P<0,05). ~B% Colunas com diferentes superescritos entre fracdes totais
para cada método de conservacdo de sémen diferem estatisticamente
(PRO,05) ettt a e e e

Proporcédo de células sométicas seminais bovinas obtidas em cada fracao
de 150 pL retiradas do gradiente de Percoll® ap6s a segregacéo celular, de
acordo com o método de preservacdo (média + epm). ** Colunas com
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1. INTRODUCAO

Desde o Ultimo século, as biotécnicas da reproducdo tém sido
ferramentas importantes na producdo pecuaria mundial, tendo resultado em
grandes avancos que tém auxiliado na resolucdo dos novos desafios do mundo
moderno (VISHWANATH et al., 2003; MOORE & HASLER, 2017; HINRICHS et
al., 2018). Tais tecnologias podem apresentar aplicacdes classicas, como a
inseminacao artificial (IA) com sémen congelado, ou abordagens inovadoras,
como a validacéo do valor genético e a edicdo génica (CORNELISSEN et al.,
2017; GEORGES et al., 2019). Dentre as biotécnicas de maior relevancia no
mundo, destaca-se a producédo in vitro de embrides (PIVE) pela técnica de
fecundacao in vitro (FIV). Esta tecnologia consolida tecnicamente o melhor
aproveitamento do valor ou mérito genético de ambos os reprodutores, pelo
uso de sémen congelado (até sexado) e de odcitos aspirados in vivo,
contribuindo para o melhoramento de rebanhos comerciais (KNOX, 2014). De
fato, mais de 878 mil embrides bovinos produzidos pela FIV foram transferidos
em todo o mundo em 2020, em um aumento significativo no uso desta
tecnologia nos ultimos anos em todo o mundo (VIANA, 2021). A PIVE pela FIV
também tem sido importante em estudos relacionados a infertilidade humana
(GIANAROLI et al., 2012), além de ser utilizada no ramo da ciéncia reprodutiva
para monitorar e preservar espécies animais e sua biodiversidade (HOLT,;
BROWN; COMIZZOLI, 2014).

Outra biotécnica de destaque para a PIVE é a clonagem animal por
transferéncia nuclear (TN), a qual também vem sendo utilizada para a
conservacao e resgate genético de racas ou espécies animais em perigo de
extincdo (KIM et al.,, 2007; PERLEBERG et al., 2018; LIU et al.,, 2018). A
clonagem animal também tem sido utilizada como técnica base para a
producdo de animais geneticamente modificados (YIN et al., 2008; PRATHER
et al., 2017), além de agregar vantagens econfmicas com a preservacao e
disseminacéo de linhagens genéticas superioras (WILMUT et al., 1997; BREM
et al.,, 2002; KLINGER & SCHNIEKE, 2021). Uma das principais tecnologias
utilizadas para o processo de clonagem é a transferéncia nuclear de célula
somatica (TNCS; PIERCE, 2012). Diferentes células somaticas podem ser

isoladas para uso como doadoras de nucleo (carioplastos) no processo da
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clonagem pela TNCS (GURDON, 1962; MCGRATH & SOLTER, 1983;
WILMUT et al., 1997; POLEJAEVA et al.,, 2000; MATOBA & ZHANG, 2018;
KLINGER & SCHNIEKE, 2021), podendo por sua vez serem obtidas de
distintas origens, a partir de tecidos, 6rgdos ou mesmo de fluidos corporais,
como o liquido seminal e o sémen (PHILLIPS et al., 1978; WOLFF &
ANDERSON, 1988; HOMYK et al., 1990; NEL-THEMAAT et al., 2007, 2008).
Dentre as quatro geracOes de biotécnicas da reproducdo animal
(THIBIER, 1995), e ao contrario da clonagem animal por TNCS, a qual possui
uma aplicacdo mais limitada e pontual, a inseminacdo artificial (IA) ja se
consolidou como a biotécnica de amplo sucesso. Tal biotécnica pode por sua
vez ser sub-dividida no que se refere a tecnologia do sémen, com a coleta,
avaliacdo e processamento do sémen, e a |IA propriamente dita, que se refere a
deposicdo do sémen no trato reprodutivo da fémea (IVANOFF, 1922; PERRY,
1945). Neste contexto, a criopreservacdo do sémen animal é componente
essencial da industria de comercializacdo de sémen para IA em escala global,
especialmente em ruminantes, beneficiando também a sua aplicacdo na PIVE
pela FIV. A crioconservacdo de sémen permite um armazenamento em carater
ad eternum, o que propicia a disseminacao de genética animal entre as mais
diversas regibes geograficas no mundo (HASLER et al, 2014).
Interessantemente, a criopreservacdo de sémen obviamente sempre visou a
preservacdo adequada dos espermatozoides do ejaculado, células de pequeno
tamanho com elevada proporcdo superficie/volume em comparacédo a células
somaticas, as quais por sua vez apresentam uma presenca seminal
praticamente incidental. Interessantemente, a presenca de células somaticas
no sémen ou ejaculado animal permite seu potencial uso como carioplastos
pela clonagem por TNCS. Assim, células somaticas seminais (CSS) de
amostras criopreservadas de sémen de animais vivos, mortos ou mesmo
extintos, tanto com interesse zootécnico quanto preservacionista, podem
permitir o resgate genético de reprodutores machos de modo direto pela
clonagem por TNCS (MIR et al., 2005). A possibilidade combinada da
segregacao de CSS viaveis a partir de doses de sémen animal, seja fresco,
resfriado ou congelado, associada ao uso dos espermatozoides para a PIVE
pela FIV, representa uma alternativa ainda mais interessante para o resgate

genético de animais de interesse, em especial aqueles em que ja ndo exista a
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possibilidade de coleta de células somaticas de origens mais habituais para a
clonagem. Desta forma, nosso grupo vem desenvolvendo protocolos de
isolamento e caracterizacdo de CSS presentes no sémen bovino e ovino, bem
como tem iniciado esforgos para o cultivo in vitro e utilizacdo de CSS em
protocolos de clonagem animal por TNCS. O presente trabalho faz parte desta
linha de pesquisa de nosso grupo, envolvendo aspectos essenciais quanto aos
meétodos de segregacdo de CSS do sémen bovino e ovino fresco, resfriado e

congelado.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Células somaticas e clonagem animal

Tem-se por definicdo que as células sométicas sao todas as células de
um organismo multicelular, com excecéao das linhagens germinativas (HIRSCH,
1963; PIERCE, 2012). A funcéo deste tipo celular fez parte de um dos dogmas
da biologia, onde era proposto que tais células, uma vez diferenciadas, nédo
poderiam ser reprogramadas a um estado de toti- ou pluripotente (WILMUT et
al., 1997). Tal dogma acima se baseia no fato de que a totipoténcia é definida
como a capacidade de uma célula em dar origem a todos os tipos de célula de
um organismo, incluindo os tecidos extraembrionarios, enquanto a pluripoténcia
se d& pela capacidade de diferenciacdo em qualquer um dos trés tipos de
folneto embrionario: endoderma, mesoderma e ectoderma (LU & ZHANG,
2015).

Em condicbes normais do desenvolvimento de mamiferos, tais
caracteristicas sdo limitadas a zigotos ou blastdbmeros de embrides em estadios
de pré-implantacdo, sendo a totipoténcia, entdo, gradualmente perdida durante
o desenvolvimento pré-implantacédo para dar origem a células da massa celular
interna (ICM) e do trofectoderma (TE; MATOBA & ZHANG, 2018). Porém, com
o desenvolvimento da clonagem animal, tal dogma passou a ser questionado e
refutado.

Com a ideia de avaliar em que ponto o potencial de desenvolvimento
dos nucleos se tornaria restrito, surgiu em 1938, por Hans Spemman, estudos
qgue deram base para a clonagem animal (TAGARELLI et al., 2004). Mais de
uma década depois, Robert Briggs e Thomas King (1952), ao estudarem sobre
a ativacdo e desativacdo de genes durante o desenvolvimento celular de
girinos, estabeleceram um experimento semelhante ao proposto por Hans
Spemann, onde girinos foram clonados a partir de células diferenciadas.
Entretanto, os clones, apresentaram um padrdo de desenvolvimento anormal
(BRIGGS & KING, 1952). Com isso, 0s autores concluiram que o potencial
genético reduz a medida em que a diferenciagdo celular aumenta,
impossibilitando a clonagem de um organismo com células diferenciadas, com

o dogma da biologia persistindo por quase 50 anos.
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J& na década de 1960, John Gurdon demonstrou que anuros podiam ser
clonados a partir de células sométicas diferenciadas através da tecnologia de
transferéncia nuclear de célula somatica (TNCS; GURDON, 1962; Figura 1).
N&o obstante, apds trés décadas de estudos essencialmente em anfibios, os
primeiros mamiferos (espécie ovina) foram clonados por TN com sucesso
primeiramente utilizando blastbmeros (WILLADSEN, 1986), culminando
posteriormente no nascimento da ovelha Dolly utilizando células somaticas
diferenciadas, pela clonagem por TNCS (WILMUT et al., 1997). Desde entéo, a
clonagem por TNCS foi repetida em mais de 20 espécies mamiferas. Porém,
ainda ha véarios obstaculos técnicos e bioldgicos que limitam a uso préatico da
tecnologia de clonagem por TNCS, como a baixa eficiéncia e a presenca de
anormalidades em tecidos extraembrionarios (OGURA et al, 2013);
anormalidades pré-natais e mesmo ap0s o nhascimento, incluindo obesidade,
imunodeficiéncia, deficiéncias respiratérios e maior mortalidade (OGURA et al.,
2013; LOI et al., 2016), embora tais fendtipos ndo sejam aparentemente
transmitidos para a prole (FULKA et al., 2004; TAMASHIRO et al., 2002;
WAKAYAMA et al., 2013).

Odcito MII Fecundagio Zigoto Blastocisto Animal normal
Fecundagao Atwagao
L Espermdtozmde

Odcito Zigoto Blastocisto A Lelonad
Clonagem  enucleado MII TNCS clonado clonado nimal dlanado

Q % QMN @Anvacao@ @ @

Animal
doador de CS Célula somatica

doadora
e @

Figura 1. Principais etapas da clonagem reprodutiva e terapéutica em comparacdo com a
fecundacdo natural. Topo-fecundagdo natural: Os odécitos em metéfase Il (estagio
de MIl) séo fecundados e ativados por espermatozoides, formando os pronucleos
(PN) paterno e materno, passando por clivagens sucessivas até atingirem o estagio
de blastocisto. Abaixo-clonagem reprodutiva: Os nlcleos das células sométicas
doadoras séo introduzidos em odcitos enucleados, sofrendo rapidamente a quebra
da membrana nuclear (QMN) e uma condensagdo cromossémica prematura (CCP).
Os odcitos reconstruidos por TNCS sédo ativados artificialmente para iniciar o
desenvolvimento embrionario (Adaptado de MATOBA & ZHANG, 2018).

Mesmo que ainda ineficiente, a técnica de clonagem por TNCS vem

sendo agregada a outras biotécnicas, como a producdo de animais
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geneticamente modificados (YIN et al., 2008), tornando-se, também, uma
alternativa de grande interesse para a conservacao e recuperacao de racgas ou
espécies animais em risco de extincdo, ou mesmo ja extintas, e para animais
exoticos (KIM et al., 2007). A clonagem por TNCS também pode agregar um
impacto socioecondémico favoravel na producdo pecuéria como ferramenta de
inovacdo para a preservacao de linhagens genéticas, como a oferta comercial
de material genético qualificado e como resgate genético, sendo possivel a
utilizacdo de diversos tecidos como material doador de células somaticas
(WILMUT et al.,, 1997; BREM et al., 2002). Porém, vale ressaltar que a
eficiéncia da técnica estd comumente relacionada ao tipo, ao estado de
diferenciacéo, a qualidade e a viabilidade da célula, sendo estas algumas das
caracteristicas mais importantes para a reprogramacao epigenética adequada
do nucleo doador, 0 que apresenta uma relacéo direta com o desempenho e a
eficiéncia da clonagem por TNCS (BERTOLINI et al., 2012).

Apesar de a capacidade de reaquisicdo de totipoténcia em células
somaticas ja ser possivel experimentalmente ha mais de meio século
(GURDON & MELTON, 2008; MOURA, 2012; MATOBA & ZHANG, 2018), a
clonagem por TNCS ainda apresenta diversas limitacdes (MOORE & HASLER,
2017; MOURA et al., 2019). H& inclusive questbes socioldgicas, com relutancia
de segmentos da sociedade em aceitar produtos provenientes de animais
clonados no ramo alimentar, mesmo que isto ja tenha sido comprovado seguro
por agéncias de padrdes alimentares internacionais. Por exemplo, a Food and
Drug Administration (FDA) dos EUA publicou em janeiro de 2008 a
comprovacao técnico-cientifica da seguranca do consumo de carne e do leite
de clones bovinos, suinos e caprinos, e também da prole de qualquer clone de
animal (Food and Drug Administration, 2014). A aplicacdo da clonagem
também deve levar em conta as questdes econbmicas de implementacao e
execucao, devido ao alto custo do procedimento em si, em uma média de US$
15.000 a US$ 20.000 cada (MOORE & HASLER, 2017).

Outro fator de extrema relevancia é a baixa taxa de sucesso da técnica,
com a presenca de anormalidades, como altas taxas de perdas embrionarias e
fetais, aborto, gestagcédo prolongada, aumento do peso ao nascer, anomalias e
reducdo da sobrevida neonatal (BERTOLINI & ANDERSON, 2002; EDWARDS
et al., 2003; MIGLINO et al., 2007; OBACK & WELLS 2007; MOORE &
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HASLER, 2017; MOURA et al., 2019). Tais eventos sao resultantes de um perfil
de expressdo génica e status epigenético alterados, que levam a anomalias
como a hidropisia e hiperplasia cotiledonar em embrides derivados de TNCS
(DEAN et al., 2001; LEE et al., 2004; EVERTS et al., 2008). Tais dados foram
bem demonstrados por Heyman et al. (2005), em um estudo de transferéncia
de embrides (TE) comparando os embribes produzidos in vitro, clonados a
partir de células embrionarias, clonados com células fetais, e clonados com
células adultas. Os autores relataram diferencas significativas na taxa de
prenhez aos 70 dias, e até o parto, obtendo 49% de prenhez para os embrides
produzidos in vitro, 37% para os clones de células embrionérias, 23% para 0s
clones de células fetais, e 14% para os clones de células adultas, com as taxas
parto de sendo, respectivamente, de 49%, 34%, 15% e 7%. Desta forma, foi
observada uma frequéncia de perda fetal precoce, antes dos dois meses, duas
vezes maior nos grupos de embrifes clonados a partir de células fetais e
células adultas em comparacdo aos clones de células embrionarias e aos
produzidos in vitro pela FIV (HEYMAN et al., 2005). De fato, cerca de 50% das
gestacBes de clones ndo chegam a termo de forma fisiologica, variando de
acordo com a linhagem celular (HEYMAN et al., 2005). Além de apresentar
perdas ao nascimento ou nos primeiros dias de vida, geralmente associada a
gestacdes prolongadas com neonatos com excesso de peso e tamanho, um
dos sintomas da Large Offspring Syndrome (LOS) ou Abnormal Offspring
Syndrome (AOS) com neonatos mais suscetiveis a afeccdes diversas
(RENARD et al., 1999; WELLS; MISICA; TERVIT, 1999; KATO et al., 2000;
HEYMAN et al., 2005; MOORE & HASLER ,2017). Com isso, apenas cerca de
10% dos embrides transferidos levam a animais saudaveis e produtivos apés o
nascimento (MOORE & HASLER ,2017; MOURA et al., 2019).

2.1.1 Células sométicas seminais (CSS)

Como ja& mencionado, as células somaticas de um organismo
multicelular sdo responsaveis pela formacdo de tecidos e 6rgdos. Estudos
presentes na literatura comprovam a existéncia de células somaticas também
em fluidos, tais como no liquido seminal de diversas espécies (PHILLIPS et al.,
1978; WOLFF & ANDERSON, 1988; HOMYK et al., 1990; NEL-THEMAAT et
al., 2007, 2008). As CSS parecem apresentar distintas origens e fungbes. Em
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humanos, por exemplo, foram encontradas células epiteliais e Vvarias
subpopulacdes de leucdcitos, incluindo granuldcitos, mondcitos/macréfagos,
linfécitos B, linfocitos T auxiliares e supressores/citotoxicos (PHILLIPS et al.,
1978; WOLFF & ANDERSON, 1988; HOMYK et al., 1990). O mesmo ocorre em
ovinos, onde células cultivadas de sémen de carneiros foram identificadas
como epiteliais ou semelhantes a epiteliais pela presenca de citoqueratina
(NEL-THEMAAT et al., 2007, 2008). Também podem ser observadas diferentes
populacdes celulares no sémen bovino, mas suas origens se encontram sob
investigacdo (dados ndo publicados). Além disto, CSS podem ser encontradas
com viabilidade tanto no contetdo seminal fresco, quanto em doses de sémen
congeladas (dados ndo publicados).

Considerando-se que ha muitos casos de machos de valor genético
desejado, seja para a producdo, seja para a preservacao, e que ja morreram,
por vezes o Unico material genético disponivel é o sémen congelado. Nestes
casos, as CSS presentes em doses de sémen podem ser uma fonte potencial
de ndcleos para a clonagem animal por TNCS. Tal estratégia pode favorecer o
retorno do potencial genético de animais de excecao para a producdo pecudria,
gerando uma progénie normal e saudavel (MIR et al., 2005). O padréo racial e
genético do animal clonado a partir de CSS ser& similar ou idéntico ao do
animal doador da célula em sua transmissibilidade das caracteristicas
produtivas genéticas nas futuras descendéncias (WELLS et al., 2004). Estas
caracteristicas agregam valor ao setor pecuario, representando a possibilidade
de producdo ou recuperacdo de animais zootecnicamente importantes ou
relevantes, além do grande potencial de resgate de animais de espécies ou
racas em risco de extincdo. O desenvolvimento de procedimentos que
permitam o uso tanto das células espermaticas para a PIVE pela FIV, quanto
as CSS para a clonagem animal por TNCS ampliaria ainda mais o potencial

uso de doses raras de sémen de um macho de valor genético de interesse.

2.1.1.1 Seqgregacdo de células sométicas seminais

Para a utilizacdo das CSS para a clonagem por TNCS, o primeiro passo
necessario € realizar o processo de segregacdo per se das células do sémen.
O meétodo mais comumente descrito para tal isolamento se da pelo

processamento das amostras seguido do cultivo celular. Temos como exemplo
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o método descrito por Liesl Nel-Themaat et al. (2007), onde as amostras de
sémen foram lavadas em PBS sem Ca?" e sem Mg**, e centrifugadas e
cultivadas in vitro em placas revestidas com colageno tipo 1. Porém, em casos
de amostras raras de sémen, uma grande limitacdo desta técnica € o descarte
das células espermaticas presentes nas amostras, uma vez que tais células
poderiam ser utilizadas na FIV, por exemplo, aproveitando tanto o0s
espermatozoides quanto as CSS. Desta forma, como alternativa, 0s mesmos
autores, propuseram um meétodo para segregacdo de CSS que também
permite a utilizacdo dos espermatozoides (NEL-THEMAAT et al.,, 2008). Tal
protocolo consiste na segregacao dos tipos de células por centrifugacdo em um
gradiente de densidade de Percoll®, em processo modificado dos
procedimentos utilizados comumente para a segregacdo de espermatozoides
para a FIV em bovinos.

O gradiente de Percoll® tem sido amplamente utilizado de forma eficaz
para a segregacdo de varios tipos de células, como por exemplo, na
segregacao de células de Leydig (SCHUMACHER et al., 1978), de diferentes
tipos de leucécitos (GUTIERREZ et al., 1979; ULMER & FLAD, 1979), de
eritrocitos (RENNIE et al.,1979), de células epiteliais (CARBALLADA e
SALING, 1997), de células endoteliais (BOWMAN et al., 1981; NEES et al.,
1981), de células tumorais (BOSSLET et al.,, 1981) e de espermatozoides
(GORUS & PIPELEERS, 1981). Apesar deste reagente ser comumente
utilizado para segregar espermatozoides moveis e imoveis (GORUS e
PIPELEERS, 1981; MAKLER et al, 1998), tal procedimento também
apresentou resultados positivos em relacdo a segregacdo de CSS de ovinos
(NEL-THEMAAT et al., 2007).

O protocolo proposto por Liesl Nel-Themaat et al. (2007) utiliza trés
concentracdes diferentes de Percoll®, sendo de 20%, 50% e 90% em DPBS,
dispostos em colunas de 2,5 mL em tubo de centrifuga de 15 mL. Deposita-se
2,5 mL de sémen lavado no topo do gradiente Percoll®, centrifugando-se em
seguida. Apos a centrifugacdo havera a formacdo de diferentes halos
referentes nas interfaces das colunas de Percoll® (sémen-20%, 20-50%, 50-
90%), com a coluna de 90% retendo o pellet de espermatozoides viaveis para a
PIVE, e na coluna de 20% estando as CSS viaveis para cultivo. Tal protocolo

indicou que as células somaticas viaveis para cultivo e posterior TNCS
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estariam localizadas na camada de 20% de Percoll®, apés a segregacéo
celular. Porém ao utilizar esta metodologia em nosso grupo de pesquisa,
averiguou que havia diferenca na migracao celular quando utilizadas amostras
de sémen em distintos diluentes. Com isso, foi levantada a hipotese de que os
componentes presentes nos diluentes de sémen influenciam na segregacao
celular utilizando o protocolo com Percoll®. Para investigar tal hipétese, foram
realizados os experimentos apresentados nesta dissertacdo, comparando
diferentes solucdes-base e constituintes nos diluentes de sémen bovino e
ovino, bem como foi verificado o efeito da presenca de glicerol nas amostras de

sémen diluido.

2.2 Criopreservagao de sémen

A criopreservacdo é uma técnica de armazenamento de células ou
tecidos empregada com sucesso em diferentes areas, sendo fundamental ndo
somente para a pesquisa cientifica, como também para a industria (KOPEIK,
THORNHIL & KHALAF, 2015). Tal técnica tem como principio a reducdo de
temperatura que leva a uma diminuicdo dos processos metabdlicos até o
estado de anabiose, 0 que possibilita preservar, por um longo prazo, materiais
biologicos estruturalmente intactos (ARMITAGE, 1987; GAO et al., 2000;
PEGG, 2007). Desta forma, com o surgimento da criobiologia, as técnicas
reprodutivas como a IA, a producdo in vivo e in vitro de embrides pela FIV
foram otimizadas, acarretando em avancos econdémicos para a producao
animal, para a pesquisa cientifica, e para o desenvolvimento de conhecimento
na area da reproducao, tanto em animais quanto em humanos (MEDEIROS et
al., 2002; MANDAWALA et al., 2016).

Dentre as diversas biotécnicas da reproducdo empregadas em animais
que utilizam a abordagem da criobiologia, destaca-se a criopreservacdo de
sémen, a qual permite o uso de gametas do macho em diferentes areas, bem
como a validacdo do valor genético e de edicbes de genomas (CORNELISSEN
et al., 2017; GEORGES et al., 2018). A criopreservacao de sémen vem sendo
estudada e aprimorada por décadas (LUYET & GEHENIO, 1940), sabendo-se
hoje que diversos fatores devem ser controlados a fim de se obter resultados
satisfatérios pelo uso da técnica (WANG & DONG, 2017; HEZAVEHEI et al.,

2018; KHAN et al., 2021). Dentre tais fatores, destacam-se os diluentes e a
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diluicho do sémen, os processos de criopreservacdo e descongelacao per se,
além das caracteristicas intrinsecas do sémen de cada espécie animal
(TRALDI, 1994).

Diversos protocolos foram desenvolvidos conforme a espécie para a
obtencdo de indices satisfatorios de sucesso pelo uso do sémen preservado.
Porém, de maneira geral, a criopreservacdo de sémen apresenta quatro etapas
principais: a diluicdo e o subsequente resfriamento, a desidratacdo celular, o
congelamento e o descongelamento (MEDEIROS et al.,, 2002). Os eventos
fisico-quimicos que ocorrem em cada estagio deste processo visam a
manutencdo da integridade e o prolongamento da vida das células
espermaticas, mas também podem danificar a estrutura e a funcionalidade
celular (PARKS; GRAHAM, 1992). Os danos celulares resultantes do processo
da criopreservacdo também variam de acordo com a taxa de resfriamento e
aguecimento, ou seja, a velocidade com que se diminui e se restaura a
temperatura no processo em funcdo do tempo (BARBAS & MASCARENHAS,
2009).

Para o sucesso na criopreservacdo de sémen, ha a necessidade de
utilizacdo de diluentes contendo moléculas crioprotetoras e componentes das
solucbes que protejam as membranas espermaticas e que auxiliem no
prolongamento da viabilidade do sémen e na manutencdo de suas funcbes
(VISHWANATH & SHANNON, 2000). Dentre tais elementos protetores de
membrana dos espermatozoides, destacam-se macromoléculas como a
caseina do leite e as proteinas e lipideos da gema de ovo, e agentes
crioprotetores permedaveis a célula, como o glicerol, descoberto por Polge e
colaboradores em 1949 (POLGE et al., 1949; EVANS & MAXWELL, 1987). No
entanto, tais agentes crioprotetores também podem causar danos as células
por apresentarem toxicidade em altas concentragbes, sendo também
dependente da temperatura de exposi¢ao (GUTHRIE; LIU; CRITSER, 2002).

2.2.1 Diluentes ou diluidores de sémen

Para viabilizar o processo de criopreservagdo, o sémen coletado deve
passar por uma diluicdo a fim de estender a durabilidade e a viabilidade do
sémen a ser congelado (LAYEK et al., 2016). O diluidor ou diluente de sémen

deve manter a integridade biologica funcional das células, e deve proteger a
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membrana do espermatozoide contra o choque térmico e dos danos do
processo da criopreservacdo (VERSTEGEN et al., 2005). Para cumprir tal
finalidade, os diluentes devem atender a uma série de requisitos como, por
exemplo, devem possuir pH e osmolaridade adequados, possuir capacidade
tamponante e, principalmente, proteger as células de lesdes fisico-quimicos e
alteracOes criogénicas (BARBAS & MASCARENHAS, 2009).

A composicdo dos diluentes de sémen geralmente inclui
macromoléculas protetoras de membrana, crioprotetores permeaveis,
substratos energéticos, eletrélitos ou substancias osmoticamente ativas,
substancias tamponantes e antibiéticos (VISHWANATH & SHANNON, 2000).
Ademais, segundo Silva (2001) e Gibbons (2002), um diluente pode ser
constituido por substancias que mantenham a isotonia, como a lactose, e
outras que também atuem como tampdes orgéanicos, como o citrato de sédio, o
tris-hidroximetil-aminometano (TRIS) ou o N-tris(hidroximetil) metil 2-
aminoetanosulfénico (TES). Um diluente também pode conter substratos
energéticos, como a glicose e a frutose, macromoléculas nao-permeaveis,
como constituintes da gema de ovo, e agentes crioprotetores permeaveis,
como o Glicerol (GLI) e o Etilenoglicol (EG). O leite desnatado (LD) possui
acdo diluente completa, pois tem as caracteristicas de isotdnica,
tamponamento, fornecimento de substratos energéticos e de protecdo de
membrana, além de possuir uma infinidade ndo definida de componentes
potencialmente protetores ou benéficos as células (MERYMAN; WILLIAMS;
DOUGLAS, 1977). Dentre as substancias antimicrobianas, destacam-se a
penicilina e a estreptomicina, ou a gentamicina como as mais utilizadas
(RURANGWA et al., 2004).

Além da criopreservacao, o sémen também pode ser mantido no estado
refrigerado por determinado tempo, sem passar pelo processo de
congelamento per se. Para tanto, o material biologico também necessita ser
diluido, mas sem a necessidade de agentes crioprotetores permeaveis como 0
glicerol (GUTHRIE; LIU; CRITSER, 2002). Desta forma, ocorre a manutencao
da viabilidade espermatica por determinado tempo, sem a reducao significativa
da capacidade fecundante dos espermatozoides (MEDEIROS, 2008). Na

espécie ovina, a refrigeragdo de sémen resulta em uma fertilidade mais
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elevada quando comparada a congelacdo (NUNES et al., 1997; SILVA et al.,
2002).

Durante o processo de refrigeracdo, 0os espermatozoides de espécies
domeésticas, como os ruminantes, sdo armazenados a 5°C, fazendo com que
as necessidades metabdlicas decrescam a aproximadamente 10%, tendo como
consequéncia uma menor producéo de catabolitos que faz com que o desgaste
da célula ndo ocorra de forma tdo rapida (McKINNON, 1996). Para tal
processamento, os diluentes utilizados em geral sdo compostos por meios
isotbnicos, sendo 0s mais comuns agueles preparados a base de LD ou gema
de ovo, com a adicdo de solugbes tampdes, acucares e antibioticos aos
diluentes finais (AISEN, 2008). Desta forma, ndo se faz uso de agentes
crioprotetores, necessarios somente quando ha a formacéo de cristais de gelo.
A presenca de glicerol no diluente, por exemplo, pode levar a danos as células
por apresentar potencial toxicidade em temperatura ambiente, por exemplo,
(GUTHRIE; LIU; CRITSER, 2002).

2.2.2 Protetores de membrana celular

Protetores de membrana celular sdo substancias que atuam exercendo
um efeito extracelular, agindo, de maneira geral, através da estimulacéo
osmoética e da desidratacdo celular (MEDEIROS et al., 2002). Tais
componentes, normalmente macromoléculas de origem animal, costumam
interagir com a membrana plasmatica ou agir como soluto, deprimindo o ponto
de congelamento do meio extracelular, diminuindo a formacédo de cristais de
gelo no meio e, em alguns casos, atuando de modo estrutural (MEDEIROS et
al., 2002). Nesta categoria, 0s principais compostos biolégicos utilizados em
diluentes para a diluicéo, refrigeracdo e criopreservacao de sémen sdo a gema

de ovo e o LD.

2.2.2.1 Gema de ovo

Ha décadas, a gema de ovo, normalmente sozinha ou em combinacao
com o LD, e em solugéo contendo glicerol, ttm formado a base mais comum
para os diluentes de criopreservacdo de sémen (PHILLIPS & LARDY, 1940;
SALISBURY et al., 1941; ALMQUIST et al., 1949; FOOTE & BRATTON, 1950;
FOOTE et al., 1960; DAVIS et al., 1963; MARTIN, 1963, 1965; GEBAUER et
al., 1970; RODRIGUEZ et al., 1975; IRITANI, 1980; COCHRAN et al., 1984; DE
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LEEUW et al., 1993; HOLT, 2000; VISHWANATH & SHANNON, 2000;
STRADAIOLI et al., 2007), uma vez que a gema de ovo € a principal substancia
ndo permeavel usada para protecdo da membrana plasmatica da célula
espermatica contra o choque de congelamento durante o processo de
resfriamento (HAMMERSTEDT et al., 1990; MEDEIROS et al., 2002; BUSTANI
e BAIEE, 2021). Assim, a gema de ovo também tem sido a base para a diluicao
de sémen para a refrigeracdo, sem glicerol, a exemplo da criopreservacao
(BUSTANI & BAIEE, 2021).

O efeito protetor de membrana da gema de ovo € atribuido a uma fragédo
fosfolipidica de uma lipoproteina de baixa densidade (LDL) presente na gema
do ovo, denominada fosfatidilcolina (AMIRAT et al., 2005; LAYEK et al., 2016).
Durante o choque térmico, a fracdo com carga (positiva pela colina e negativa
pelo fosfato e grupos carbonil) dessa lipoproteina se liga a membrana celular,
enquanto a fracdo fosfolipidica, denominada lecitina, age como um isolante
térmico, evitando danos maiores provenientes do choque térmico
(VISHWANATH & SHANNON, 2000). Além disso, a lipoproteina interage com a
estrutura lipidica da membrana plasmatica das células esperméticas, desta
forma restaurando fosfolipidios porventura perdidos durante a mudanca de
temperatura que ocorre no resfriamento do sémen (AMIRAT et al., 2005;
LAYEK et al., 2016; BUSTANI & BAIEE, 2021).

Além da acado protetora da membrana espermatica, a gema de ovo é
também conhecida por servir como uma fonte proteica para o diluente, atuando
também como um reservatério de colesterol e fosfolipidios, o que também
protege a membrana da célula espermatica e o acrossoma contra lesdes
criogénicas, bem como previne a perda de fosfolipidios da membrana durante o
processo de congelamento (LAYEK et al., 2016; SUN et al., 2019). Outras
substancias tém sido utilizadas também com este mesmo propdésito, tais como
o LD (ROTA et al., 2001) e a Albumina Sérica Bovina (BSA; HASLER, 2009).
A proporcdo de gema de ovo utilizada nos diluentes varia de 15 a 30%
(VISHWANATH & SHANNON, 2000; RAJAPAKSHA; BOSWALL; ANZAR,
2019) e, apesar dos efeitos benéficos, a gema de ovo apresenta um
inconveniente que é o risco de contaminagBes microbianas e transmissado de

doencas, além de dificultar o exame microscopico do sémen apos a diluicdo
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(SILVA et al., 2002; AMIRAT-BRIAND et al., 2010; RAJAPAKSHA; BOSWALL;
ANZAR, 2019).

2.2.2.2 Leite desnatado (LD)

O LD surgiu como uma alternativa a gema de ovo, com um mecanismo
de acdo semelhante. O LD também pode ser utilizado na forma reconstituida,
combinada com arabinose, frutose ou mesmo com a gema de ovo (BARBAS &
MASCARENHAS, 2009; RAHEJA et al., 2018). A protecéo do leite, assim como
a da gema do ovo, ainda ndo esta completamente elucidada, mas sabe-se que
tal acdo, por sua vez, ocorre pela presenca de macromoléculas responsaveis
pela acdo crioprotetora, como a lactose, que € hidrofilica e osmoticamente ativa
(TUKARAM et al., 2010), a qual por ndo se difundir pela membrana celular dos
espermatozoides, protege a membrana celular e previne o choque por
congelamento (TUKARAM et al., 2010; PEREA et al., 2017; RAHMAN et al.,
2018). Outro componente protetor sdo as caseinas, que apresentam
capacidade de potencializar a atividade cinética dos espermatozoides, além de
ser semelhante ao LDL da gema, encapsulando lipidios (BERGERON et al.,
2007; BUSTANI & BAIEE, 2021).

O LD também possui proteinas com capacidade tamponante do pH,
também podendo quelar ions de metais pesados (AMANN & PICKETT, 1987).
Desta forma, o LD é um meio isotbnico, contendo muitos componentes
favoraveis a manutencdo e conservacdo da viabilidade do espermatozoide,
além de possuir abundéancia de carboidratos, utilizados pelos espermatozoides
na geracao de energia (BUSTANI & BAIEE, 2021). Entretanto, o LD apresenta
como desvantagem a diminuicdo da visibilidade do sémen sob microscopia,
dificultando a avaliacdo espermatica no pos-descongelamento (VISHWANATH
& SHANNON, 2000).

2.2.3 Agentes crioprotetores permeaveis

O mecanismo de acdo dos agentes crioprotetores, de modo geral, é
baseado em permitir que as células desidratem o suficiente para impedir ou
diminuir a formacéo de gelo intracelular nas temperaturas abaixo do ponto de
congelacdo, mas ainda promovendo uma pequena retencdo de agua
intracelular, evitando a desidratacdo excessiva (BALL & VO, 2001; SANTOS
et al., 2008; HOLT, 2000). Dentre os diferentes tipos de crioprotetores, existem
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os denominados nao-permeaveis, 0s quais ndo permeiam a célula, atuando
osmoticamente externamente a célula, e os permedveis, capazes de permear a
membrana das células por possuirem caracteristicas fisico-quimicas ideais,
como o baixo peso molecular e a alta solubilidade em meio aquoso (BUSTANI
& BAIEE, 2021). Os agentes crioprotetores permeaveis atuam também na
modificacdo de propriedades coligativas e ndo-coligativas da solugdo (MAZUR,
1976). Entre os principais agentes crioprotetores permeaveis estdo o glicerol, o
dimetil sulfoxido (DMSOQO), o propilenoglicol e o etilenoglicol, porém tais agentes
podem ser téxicos quando a temperatura ambiente ou temperaturas proximas
as corporais (GUTHRIE; LIU; CRITSER, 2002; SANTOS, 2007).

2.2.3.1 Gilicerol

O glicerol é um A&lcool poliol que possui acdo crioprotetora. Tal
caracteristica foi descoberta em 1949 por Polge e colaboradores (POLGE et
al., 1949), o que permitiu a evolugdo da criobiologia e dos processos de
criopreservacdo de espermatozoides de diferentes animais. Embora diferentes
agentes crioprotetores também possam ser utilizados, incluindo o DMSO, o
propanodiol e o etilenoglicol, o glicerol continua sendo o crioprotetor de eleicédo
para a criopreservacdo de sémen (FOROUZANFAR et al., 2010), sendo o
agente crioprotetor mais conhecido e utilizado na criopreservagédo de sémen
bovino (VISHWANATH & SHANNON, 2000).

O glicerol possui a capacidade de atravessar a membrana celular,
atuando em diversos aspectos para proteger a célula de lesGes criogénicas
(FOROUZANFAR et al., 2010). Foi proposto que seu mecanismo de acéo
ocorre por meio da diminuicdo do ponto de congelamento das solucdes,
resultando em uma diminuicdo da concentracdo de solutos na fragcdo nao
congelada (LOVELOCK & POLGE, 1954). Acredita-se também que o glicerol
seja capaz de se ligar a membrana plasmatica através de pontes de hidrogénio
entre as hidroxilas do crioprotetor e os grupamentos fosfato da membrana,
acarretando na estabilidade da membrana celular (KUNDU et al., 2000). Além
disso, o glicerol também pode exercer funcdo energética em segundo plano,
uma vez que pode ser metabolizado pela célula, sendo convertido em uma
fonte de energia alternativa para os espermatozoides (MOHRI, 1966). Também

hé& relatos que sugerem uma capacidade de substituicdo de agua em condi¢fes
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de desidratagéo intensa, por ser um poliol (WOELDERS, 1997). Apesar das
diversas vantagens, o glicerol possui atividade citotoxica, sendo necessario
controlar a concentracao utilizada nas solugdes e diluentes, variando entre 2,25
e 9% na criopreservacdo de sémen (VISHWANATH & SHANNON, 2000). Além
disso, por apresentar um peso molecular que determina uma passagem lenta
pela membrana, o glicerol pode causar danos osméticos a célula, dependendo
da circunstancia (GUTHRIE; LIU; CRITSER, 2002).
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3. HIPOTESES

a) A segregacdo de células somaticas do sémen de bovinos e ovinos
utilizando o gradiente de Percoll® é influenciada diferencialmente pela
composicdo basica do diluente em que o sémen esta diluido.

b) A segregacdo de células somaticas do sémen de bovinos e ovinos

utilizando o gradiente de Percoll® é influenciada diferencialmente pela

presenca de glicerol no diluente em que o sémen esta diluido.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
a) Avaliar os efeitos de diferentes diluentes para a refrigeracdo e
congelacdo de sémen bovino e ovino frente ao processo de segregacao
de células somaticas do sémen e espermatozoides viaveis utilizando um

protocolo com gradiente de Percoll®.

4.2 Objetivos especificos

a) Comparar o efeito de diluentes de sémen com distintas composi¢coes
frente a quantificacdo, localizacdo e viabilidade das células sométicas e
espermaticas do sémen refrigerado de bovinos e ovinos apos
segregacao em protocolo com gradiente de Percoll®;

b) Comparar o efeito da presenca ou ndo de glicerol em diluentes de
sémen com distintas composic¢oes frente a quantificacdo, localizacdo e
viabilidade das células somaticas e espermaticas do sémen refrigerado e
congelado de bovinos e ovinos apés segregacdo em protocolo com
gradiente de Percoll®.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Local derealizacdo do estudo

Os experimentos foram realizados junto ao Laboratério de Embriologia e
Biotécnicas de Reproducdo da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

5.2 Meios e Reagentes

Foram utilizados reagentes da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), salvo
quando referidos diferentemente. Todos os meios foram preparados com agua
purificada pelo sistema Direct-Q3/Milli-Q Synthesis (Millipore, Bedford, EUA).

5.3 Delineamento experimental

Com o objetivo de identificar se a composi¢cdo do diluente em que o
sémen bovino ou de ovino € diluido, afeta o processo de segregacao de CSS,
foram realizados ensaios de segregacao celular. Cada ejaculado coletado de
cada animal foi dividido em oito grupos de acordo com a diluicdo de cada
amostra (subitem 5.5.1). Além das avaliacbes macro e microscépica apos a
coleta do sémen, avaliou-se também o status da segregacdo de CSS apods: a
refrigeracdo a 5°C (t=0 h); 24 h do equilibrio a 5°C (t=24 h, sémen refrigerado)
e apos o congelamento (sémen congelado), em protocolo modificado de Liesl
Nel-Themaat et al. (2008).

Aliguotas de sémen fresco (10 e 100 pyL para sémen fresco ovino e
bovino, respectivamente), diluidos (150 pL, independente do grupo
experimental) foram depositadas sobre um gradiente com camada tripla de 250
uL de Percoll® a 20, 50 e 90% em D-PBS, sendo centrifugadas a 400 G/20 min.
Apoés a centrifugacédo, observou-se a formacéo de halos nas interfaces entre as
colunas de Percoll®. Foram cuidadosamente recolhidas quatro fracdes de 150
pL, coletando os halos respectivamente da parte mais superficial do gradiente
de 20%, da parte intermediaria entre os gradientes de 20 e 50%, do restante do
gradiente de 50%, e do pellet formado no gradiente de 90% de Percoll® (Figura
2). Cada fracdo de 150 pL foi isolada, quantificada e analisada quanto a
viabilidade celular, e descrita conforme a separacdo dos componentes, em

CSS, espermatozoides e debris celulares.
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Amostras de sémen

2 Ordem de retirada
(10 pL para sémen fresco
de ovinos; 100 HL para R
sémen fresco de bovinos e 1
150 YL para todos sémen L
diluido (150pL)
O
2 FTII
(150pL)
20% de Preoll * 20% de Preoll *
(250 L) (250 L) / FTIII
(150pL)
50% de Preoll * 50% de Preoll -
(250 PL) (250 PL)
Centrifugacio a
400G X 20 min FTIV
90% de Prcoll * 90% de Precoll * (150pL)
(250 pL) (250 pL)

Figura 2. Representacdo esquemética do processo de segregacdo celular utilizado neste
estudo, estando a esquerda disposta a representacdo do gradiente de Percoll® com
trés camadas de 250 pL, nas concentracdes de 20%, 50% e 90%, onde foram
dispostas as amostras de sémen para segregacdo em volume de 10 pL para sémen
fresco de ovinos, 100 pL para sémen fresco de bovinos e 150 pL para cada
amostras diluida, de ovinos e bovinos. Apos a centrifugagdo a 400 G por 20 min,
eram formadas camadas (halos) visiveis da segregac¢éo celular, sendo retiradas
guatro fracdes de 150 pL para andlise, de cada fracao total (FTI, FTII, FTII, FTIV).

5.4 Grupos experimentais

Foram utilizados trés carneiros de cruza Texel, da Faculdade de
Veterinaria da UFRGS, e quatro touros da raca Brangus, da Estacdo
Experimental Agrondmica da UFRGS, todos sendo machos adultos e férteis. O
ejaculado de cada macho, de cada espécie, foi dividido em oito grupos para a
segregacéo celular por gradiente de Percoll®, compostos de uma amostra de
sémen fresco e de sete amostras diluidas em sete diluentes distintos, utilizados
para o processamento do sémen em refrigerado e congelado (subitem 5.5.1.2).
Cada uma das oito amostras de cada macho, apds o processo de segregacao
celular (subitem 5.5.2), foi sub-dividida em quadro novos grupos, referentes a
cada fracéo de Percoll® coletada apés a centrifugacéo, resultando em um total
de 32 amostras (fracdes), para cada macho, em 224 amostras totais (fracoes;
Figura 3). Os gradientes foram ajustados para favorecer a recuperacédo de
células vivas para a clonagem por TNCS e de espermatozoides viaveis para a
FIV.
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Figura 3. Representacdo esquemética dos grupos experimentais, sendo exemplificado
apenas para um macho de cada espécie e para um tratamento. Fresco: sémen
fresco apds a coleta e avaliacdo macro- e microscopica. Diluentes de sémen a base
de Tris-Gema (TG), Citrato-Gema (CG), Leite Desnatado (LD, para carneiros), Tris-
Gema Glicerol (TGG), Citrato-Gema Glicerol (CGG), Leite Desnatado Glicerolado
(LDG, para carneiros), Lactose-Gema (LG, para touros), Lactose-Gema Glicerol
(LGG, para touros) e BotuBOV® (diluente comercial).

5.5 Metodologia
5.5.1 Coleta, avaliacdo e processamento do sémen ovino e bovino

5.5.1.1 Coleta do sémen ovino e bovino

O sémen dos trés carneiros (1, 2 e 3), j& condicionados ao manejo
reprodutivo, foi obtido pelo método da vagina artificial (VA), de acordo com
Mies Filho (1987). A temperatura da VA foi aferida em 42°C, a coleta do sémen
foi asséptica e com material e copo coletor de vidro graduado e estéril, em
tronco de coleta utilizando uma fémea ovina como manequim de coleta.

O sémen dos quatro touros (1, 2, 3 e 4) foi coletado pelo método de
eletroejaculacéo (Eletroejaculador Duboi, MS, Brasil), de acordo com Mies
Filho (1987). Apds o inicio da estimulagdo elétrica via retal, o sémen foi
coletado apos exposicdo peniana diretamente em um funil de latex acoplado a
um tubo de centrifuga de 15 mL em um suporte manual, em coleta asséptica e

com material estéril, em tronco de contencéo de bovinos.
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5.5.1.2 Avaliacdo do sémen ovino e bovino

Apébs cada coleta, os copos coletores ou tubos de centrifuga de 15 mL
contendo os ejaculados foram mantidos em banho-maria em uma temperatura
de 30°C durante o tempo necessario para as avaliagbes macroscopicas
(volume, cor, aspecto e movimento de massa quando presente; Tabela 1) e
microscoépicas (motilidade espermatica total, vigor de motilidade espermatica, e
concentracdo e morfologia espermatica; Tabela 2), de acordo com Mies Filho
(1987) e conforme preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal
(CBRA, 2013).

Para a avaliacdo da motilidade e do vigor de motilidade espermaéticas, foi
diluida uma microgota de 10 uL do sémen de cada macho em solugcéo de PBS
aguecida a 37°C, disposta em uma lamina aquecida, sendo em seguida coberta
por uma laminula aquecida, com a imediata avaliacdo sob microscopia de
contrate de fase (magnitudes de 100 a 400X).

Para a determinacdo da concentracdo espermatica, diluiu-se uma
amostra de cada ejaculado em um tubo de microcentrifuga contendo uma
solucdo de formol-citrato (4% de formalina em solugéo de 2,94% de citrato de
sédio, pH 7,2) aquecido a 37°C, para a obtencdo de uma diluicdo final de 1:400
(carneiros) ou 1:20 (touros). Para o sémen dos carneiros, realizou-se uma pré-
diluicado (1:40) com 10 pL de sémen em 390 uL de formol-citrato. Apds
cuidadosa homogeneizacgéao diluiu-se 20 yL do sémen pré-diluido em 180 uL de
formol citrato (1:400). Para o sémen dos touros, realizou-se uma diluicdo com
10 yL de sémen em 190 uL de formol-citrato (1:20). Contou-se o namero de
células espermaticas, em mm?®, com o uso da camara de Neubauer. Uma vez
determinada a concentracdo espermatica por mL de cada ejaculado, estimou-
se 0 numero total de espermatozoides por ejaculado, considerando o volume

total de cada ejaculado.
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Tabela 1. Caracteristicas seminais ap0s avaliagdo macroscopica dos

ejaculados ovino e bovino*

Caracteristicas macroscopicas

Macho Volume Movimento
(mL) cor Aspecto de massa (0-5)

Carneiro 1 3,5 Branco Cremoso 3-4
Carneiro 2 2,3 Branco Cremoso 3-4
Carneiro 3 1,5 Branco Cremoso 3-4

Touro 1 3,0 Branco Leitoso 0

Touro 2 6,0 Branco Aquoso 0

Touro 3 7,0 Branco Aquoso 0

Touro 4 55 Branco Opalescente 0

*Conforme padrdes preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 2013).

Tabela 2. Caracteristicas seminais ap6s avaliacdo microscépica dos

ejaculados ovino e bovino*

Caracteristicas microscopicas

. ) . Concentracao
Motilidade Vigor de Concentracao .
Macho _ - . espermatica
espermatica motilidade espermatica/mL _
%) (1-5) (x10°) final/mL
0 - X
(x108y**
Carneiro 1 75 3,5 1.110 140
Carneiro 2 75 3,5 1.650 140
Carneiro 3 75 3,5 2.400 140
Touro 1 70 4,0 665 60
Touro 2 60 3,0 176 60
Touro 3 70 3,0 135 60
Touro 4 60 3,0 430 60

*Conforme padrdes preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013).
*Apos diluigao final
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5.5.1.3 Processamento do sémen ovino e bovino para refrigeracdo e

congelacéo
Apoés a anélise do sémen, cada ejaculado foi dividido em oito grupos

para segregacdo em gradientes de Percoll®, iniciando com uma amostra de 10
ML (carneiros) ou 100 pL (touros) de sémen fresco (t=-3 h). Durante a
realizagdo dos experimentos, foram utilizados os mesmos procedimentos para
as amostras provenientes tanto dos carneiros quanto dos touros. Entretanto,
houve modificacdo com respeito ao diluentes Leite Desnatado (LD) e Leite
Desnatado Glicerolado (LDG), utilizados para o sémen dos carneiros, e
diluentes Lactose-Gema (LG) e Lactose-Gema Glicerol (LGG), utilizados para o
sémen dos touros, conforme abaixo.

ApoOs a coleta das amostras do sémen fresco para a segregacao celular,
foi realizada a diluicdo isotérmica a 27°C de sete fracdes de igual volume de
cada ejaculado, de acordo com Mies Filho (1987), em sete diferentes diluentes
(Formulacdes no Anexo 1). Os diluentes utilizados foram: Tris-Gema (TG),
Citrato-Gema (CG), Leite Desnatado (LD) para o sémen de carneiros ou
Lactose-Gema (LG) para o sémen de touros; Tris-Gema Glicerol (TGG),
Citrato-Gema Glicerol (CGG), Leite Desnatado Glicerolado (LDG) para o
sémen de carneiros ou Lactose-Gema-Glicerol (LGG) para o sémen de touros,
e meio comercial BotuBOV® (Botupharma, SP, Brasil). O sémen ovino e bovino
foi diluido a uma concentracéo final de 140 e 60 x 10°/mL, respectivamente. As
doses congeladas (TGG, CGG, LDG, BotuBOV®) de 0,5 mL (palhetas médias,
IMV, Franca) alcancaram uma concentracdo final de 70 e 30 x 10°%dose,
respectivamente para ovinos e bovinos.

Apos as diluicbes, as fracbes de sémen diluido foram submetidas a
novas analises de motilidade e vigor (M/V) espermaticos. Os tubos
devidamente identificados (carneiro ou touro e tipo de diluente) foram
resfriados gradualmente de 27 até 5°C (t=0 h) em camara de refrigeracédo
(geladeira) em aproximadamente 3 h, em uma curva de resfriamento média de
0,12°C/min. O sémen diluido foi novamente analisado quanto a M/V no
equilibrio a 5°C (t=0 h), quando também foram retiradas aliquotas de 150 pL de
todas as amostras diluidas para a segregacao celular por gradiente de Percoll®.

As amostras diluidas nos diluentes sem glicerol, constituidos de Tris-

Gema (TG), Citrato-Gema (CG), Leite Desnatado (LD, carneiros) ou Lactose-
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Gema (LG, touros) foram destinadas ao armazenamento por refrigeracéo.
Desta forma, os tubos foram mantidos em resfriamento controlado a 5°C/24 h
(t=24 h) a partir do tempo de equilibrio a 5°C (t=0 h). Ja as amostras diluidas
nos meios com glicerol, constituidos de Tris-Gema-Glicerol (TGG), Citrato-
Gema-Glicerol (CGG), Leite Desnatado Glicerolado (LDG, carneiros), Lactose-
Gema-Glicerol (LGG, touros), e meio comercial BotuBOV® foram destinadas ao
armazenamento por criopreservacdao. Desta forma, cada amostra apdés a
estabilizacdo a 5°C, foi envazada em palhetas médias (0,5 mL), em uma
concentracéo final de: 70 x 10° (doses dos carneiros) e de 30 x 10° (doses dos
touros), conforme acima, submetidas horizontalmente ao vapor de nitrogénio
por 30 min, e entdo armazenadas em um botijao criogénico.

Apbs 24 h, o sémen diluido refrigerado a 5°C foi novamente analisado
quanto a M/V (t=24 h), havendo também a coleta de aliquotas de 150 pL de
todas as amostras diluidas refrigeradas para a segregagdo celular por
gradiente de Percoll®. As amostras crioproservadas também foram analisadas
quanto a M/V e para segregacao celular (150 pL/amostra) 24 h poés-
criopreservacao (PC), ap6s descongelamento das palhetas em banho-maria a
37°C/50 s. A concentracdo espermatica de todas as amostras foi aferida no t=0

h e no t=24 h, conforme acima, na diluicdo de 1:20 em formol-citrato.

5.5.2 Segregacéo celular

Para o processo de segregacdo celular foi utilizado o protocolo descrito
por Liesl Nel-Themaat et al. (2008), com modificagGes, principalmente pela
adaptacdo de volumes das colunas do gradiente de Percoll®. Brevemente,
foram utilizadas trés colunas de 250 pL de Percoll® a 20, 50 e 90% em D-PBS,
depositadas em um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL de forma cautelosa para
nao ocorrer a mistura das colunas (90%, fundo; 50%, meio; 20%, topo do tubo).
Os tubos contendo as trés colunas de Percoll® eram aquecidos em incubadora
a 38°C/1 h, antes do uso.

As amostras de sémen utilizadas foram processadas conforme o
subitem 5.5.1.3. Todas as amostras de sémen fresco (10 yL para carneiros e
100 pL para touros), diluido e refrigerado (150 puL/amostra, t= 0 h e t=24 h), e
diluido e criopreservado (150 pL/amostra, t=0 h e PC), foram cuidadosamente
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dispostas na parte superior dos tubos com as colunas de Percoll®, seguida da
centrifugacéo a 400 G/20 min.

5.6 Identificagdo, quantificagdo e avaliag&o da viabilidade celular

Apés a centrifugacdo de cada tubo contendo as amostras e o0s
gradientes de Percoll®, foram retiradas quatro fracées, conforme segue: Fragéo
I: 150 pL da porcéo superficial do gradiente de 20% de Percoll®; Frac&o II: 150
UL da porcdo intermediaria entre os gradientes de 20 e 50% de Percoll®;
Fracéo Ill: 150 pL da porcéo remanescente do gradiente de 50% de Percoll®; e
Fracdo IV: 150 pL da porcao contendo o pellet formado no gradiente de 90% de
Percoll®. As fracBes coletadas de cada tubo foram transferidas para tubos de
microcentrifuga de 500 pyL para a avaliagcdo quantitativa e qualitativa dos
componentes celulares (espermatozoides, células somaticas) e nao celulares
(debris celulares, do diluente e do plasma seminal), conforme 0s subitens 5.6.1
e 5.6.2. Para diminuir a influéncia das avaliacdes entre observadores, todas as
avaliacdes foram realizadas de forma independente por dois observadores,
sendo os dados (Anexo Il) para cada amostra de sémen tabulados por um
terceiro operador. As avaliacGes eram feitas de modo independente, onde cada
avaliador teve acesso apenas a sua avaliagcdo, sendo o0s resultados

comparados ao final.

5.6.1 Avaliacdo da concentracédo e da viabilidade celular

Cada fracdo obtida de cada amostra ap0s a segregacao celular foi
avaliada sob microscopia com relacdo a presenca de células e quanto a
viabilidade celular utilizando a coloracdo de azul de tripano (Anexo lll). Para
tanto, uma aliquota de 10 pL foi coletada da suspenséo de cada fracdo (150
pL), sendo adicionada a 10 pL de azul de tripano a 0,4%, em uma diluicdo 1:2,
conforme protocolo descrito por Kovacs e Foote (1992; anexo |V) Desta
suspensao corada, foi retirado um total de 10 pL para a contagem de células
viaveis (ndo coradas com azul de tripano), inviaveis (coradas com azul de
tripano) e totais (vivas, mortas, totais) em camara de Neubauer. Além disso,
durante o processo de contagem, foi analisada a presenca de espermatozoides
vivos e mortos em cada campo, sendo classificados em uma escala de 0 a 5,
onde: (0): Ausentes; (1): Raros (quando a estrutura analisada esteve presente

em uma propor¢cdo menor do que 10% por campo); (2): Poucos (quando a
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estrutura analisada esteve presente em uma proporcéo entre 10 a 25% por
campo); (3): Médio (quando a estrutura analisada esteve presente em uma
proporcdo entre 25 e 40% por campo); (4) Muitos (quando a estrutura
analisada esteve presente em uma proporcao entre 40 e 60% por campo); e (5)
Abundantes (quando a estrutura analisada esteve presente em uma proporgao
maior do que 60% por campo).

5.6.2 Avaliacédo citolégica

Apoés a retirada das aliquotas de 10 pL de cada fracdo de 150 pL, os
volumes remanescentes foram centrifugados a 620 G/5 min para a formacao
de um pellet do contetdo em suspensado no tubo. Um total de 10 pL do pellet
formado foi utilizado para o preparo de um esfregaco em laminas, os quais
foram corados com corante panétipo rapido (HOROBIN, 2011), seguindo
protocolo de citologia (Anexo Ill). Apés a coloracédo, as laminas foram avaliadas
sob microscopia de luz em magnitude de 1000x, e descritos conforme os
achados citolégicos, com a avaliacdo da presenca de debris celulares, de
espermatozoides e de células somaticas em uma escala de 0 a 5, conforme

acima.

5.6.3 Avaliacao da motilidade e vigor de motilidade espermaticos
Imediatamente antes e depois da segregacdo celular em gradiente de

Percoll®, cada amostra foi submetida & analise de M/V, conforme descrito no

subitem 5.5.1.3. A analise de M/V posterior a segregacdo foi avaliada na

Fracdo IV, a qual é comumente destinada ao uso na FIV.

5.7 Anélise estatistica

A analise dos dados por amostra entre tratamentos, considerando os
fatores macho dentro de cada espécie (trés carneiros, quatro touros), tipo de
preservacao do sémen (sémen fresco, resfriado, congelado), diluentes (sem
diluicdo/fresco, TG, CG, LD, TGG, CGG, LDG, BotuBOV®), tempo (fresco/t=-3
h, t=0 h, t=24 h), e interacdo diluente*tempo (sem diluicdo/fresco, TG-0Oh, TG-
24h, CG-0h, CG-24h, LD-0Oh, LD-24h, TGG-0h, TGG-24h, CGG-0h, CGG-24h,
LDG-0h, LDG-24h, BotuBOV®-0h, BotuBOV®-24h), para os dados relativos ao
namero de células somaticas e espermaticas vivas, mortas e totais por fracao e

total das fracGes de Percoll®; a proporcdo de células sométicas e espermaticas
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por fracdo de Percoll®; a proporcdo de células somaticas, espermaticas e
debris celulares por fracdo de Percoll®; e a motilidade e o vigor de motilidade
espermaticos antes e depois da segregacdo pelo gradiente de Percoll® foi
realizada pelo teste de Kruskal-Wallis e teste de X* (Minitab, State College, PA,
EUA), para P<0,05, com anadlises pareadas quando significativas. Os dados
relativos ao nimero de células somaticas e espermaticas vivas, mortas e totais
por fracdo e total das fracées de Percoll® e a proporcdo de células somaticas e
espermaticas por fracdo de Percoll® foram testados quanto & normalidade pelo
teste de Anderson-Darling, e submetidos a transformacdo logaritmica ou por
arcoseno, para entdo serem submetidos ao General Linear Model (Minitab),
considerando os fatores descritos acima, com comparacdes pareadas pelo
teste de Tukey. O teste de correlacdo simples de Pearson foi utilizado para a

avaliacdo da inter-relagao entre os dados.
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6. RESULTADOS
6.1 Recuperacéo de células somaticas seminais ovinas e bovinas

6.1.1 Efeito biolégico dos animais

O primeiro resultado a ser analisado levou em conta o fator macho,
buscando verificar um efeito bioldgico de cada animal em relagdo as amostras
de sémen, uma vez que foi analisado um ejaculado por animal. Desta forma, foi
realizada uma média da concentracdo de células viaveis presentes em cada
fracdo: FTI, FTII, FTII, FTIV, FTI+II+1ll (somatdrio das fragcdes FTI, FTIl e FTIII)
e FTotal (somatério das fracdes FTI, FTIl, FTIIl e FTIV). Para isso, foram
utilizados os resultados de todas as amostras de sémen processadas, sendo
sémen fresco e diluido nos diluentes TG, CG, LD, TGG, CGG, LDG e
BotuBOV® em distintos tempos de analises.

6.1.1.1 Ovinos

A analise do sémen dos trés carneiros apresentaram semelhanca com
relacdo a quantidade e proporcdo de células presentes em cada fracdo.
Entretanto, houve apenas uma tendéncia (P=0,072) do sémen do Carneiro 2
em apresentar uma quantidade de células maior no somatorio de todas as
fracGes (FTI, FTII, FTIIl e FTIV) do que o Carneiro 3, sem tendéncia em relacao
ao Carneiro 1. Desta forma, ndo houve diferenca estatistica entre a quantidade
e proporcdo de células por fracdo entre os carneiros, ndo havend efeito
biol6gico causado pelos animais sobre as amostras analisadas (Tabelas 3 e 4).

O comportamento entre a propor¢cdo de células vidveis presentes em
cada fracdo, com a proporcao e distribuicdo das células nas fracdes entre os
trés carneiros foi similar (Tabela 4). Isto demonstra ndo ter havido influéncia
biolégica dos animais sobre o processo de segregacdo celular no protocolo
utiizado. Sendo assim, os machos nas analises foram tratados como
repeticdes.

Entre as fragbes, houve diferenga tanto no numero de células como na
proporcado de ceélulas por fracdo, em cada carneiro, principalmente entre as
fracOes totais Ill e IV (Tabelas 3 e 4). Em geral, mais de 50% do total de células
foi obtido nas fragc6es | e Il, com pouco mais de 1/3 das células sendo isoladas

na fragao lll.
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Tabela 3. NUumero de células somaticas seminais ovinas obtidas em cada
fracdo de 150 pL retiradas do gradiente de Percoll® apés a
segregacao celular, de acordo com os animais (média £ epm)

Fracoes Carneiro 1 Carneiro 2 Carneiro 3
FTI 3.550 + 931" 3.450 + 931%® 3.050 + 931#®
FTII 3.600 + 1.008* 4.800 + 1.008%® 3.700 + 1.008*
FTIN 5.067 + 1.260* 5.900 + 1.260% 4.150 + 1.260%
FTIV 1.700 + 811%® 2.890 + 811% 1.810 + 811%®

FTI++1I 12.217 + 1.356% 14.150 +1.356% 10.900 +1.356%

FTotal 13.917 + 1.2472 17.040 + 1.247% 12.710 + 1.247%

a,b:

b NUmeros seguidos de letras desiguais na linha indicam tendéncia estatistica (P=0,072).

Numeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).
*tendéncia estatistica na linha (p<0,1)

Tabela 4. Proporcédo de células somaticas seminais ovinas obtidas em cada
fracdo de 150 pL retiradas do gradiente de Percoll® apés a
segregacao celular, de acordo com os animais (média = epm, em %)

Fracoes Carneiro 1 Carneiro 2 Carneiro 3
FTI (%) 24,9 + 6,23 22,9 + 6,2%° 21,8 + 6,2*°
FTIl (%) 27,6 + 6,9 26,3 + 6,9%° 27,2 + 6,9
FTI (%) 34,9 + g 34,0 + 8% 36,5+ 8™
FTIV (%) 12,7 +5,7%® 16,9 + 5,78 14,4 + 5,7%°
FTI+I1+111 (%) 87,3+5,7° 83,1+ 5,72 85,6 + 5,72

a,b:

NS Numeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente (P<0,05).

Numeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).

6.1.1.2 Bovinos
Diferentemente do que foi observado nos ovinos com sémen coletado

por VA, os resultados do nimero de CSS a partir do sémen de touros coletado
por EE, apresentaram diferencas em relacdo a quantidade de células presentes
em cada fracdo. Também foi observado na fracdo total, onde foi indicada uma
menor concentracdo total de CSS viaveis no Touro 1 quando comparado aos
Touros 3 e 4, sendo o Touro 2, semelhante aos Touros 1, 3 e 4 (Tabela 5). Tais
achados demonstram ter havido uma diferengca no numero de CSS presentes
nos ejaculados, mas que nao interferiu significativamente na segregacéo
celular. Neste caso, a proporcao das CSS viaveis nos touros em cada fracéo
(FTI, FTH, FTII, FTIV e FTI+lI+ll) em relagdo a fracdo total (FTotal) foi
relativamente similar entre os ejaculados dos animais, indicando um perfil de
migracéo celular semelhante entre os touros, independente da concentracao de

CSS de cada animal (Tabela 6). Porém, algumas diferencas foram observadas
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entre os Touros 1 e 2 com respeito a propor¢cdo de CSS nas fracdes FTIV e
FTI+II+I1l. No Touro 2, uma maior propor¢do de CSS migraram até a FTIV em
relacdo ao Touro 1, sendo ambos semelhantes aos demais. Obviamente, tal
fator reduziu a proporcdo de CSS na fracdo FTI+lI+Ill no Touro 2 em relagcéo ao
Touro 1. Dentro de cada touro e entre as fragcOes, em geral, a fracao FTII
apresentou uma menor proporcao de CSS em todos 0s touros em comparacgao
as demais. Os Touros 1 e 3 apresentaram uma maior propor¢cao de CSS na
FTI, seguida das fracbes FTI e FTIV, com o Touro 4 concentrando mais
células nas fracdes FTIII e FTIV, com menos células nas fracdes FTl e FTII. J&
o Touro 2 apresentou uma maior proporcédo de células na FTIV, seguida das
fracOes FTl e FTIII.

Tabela5. Numero de células somaticas seminais bovinas obtidas em cada
fracdo de 150 pL retiradas do gradiente de Percoll® apés a
segregacao celular, de acordo com o0s animais (média £ epm)

Fracdes Touro 1 Touro 2 Touro 3 Touro 4
FTI 5.150 + 2.356”"®  8.200 + 2.356°®  16.000 + 2.356™  9.350 * 2356°*®
FTII 4.200 +1.414%° 4.950 + 1.414%° 8.000 + 1.414%® 7.550 + 1.414%°
FTIN 9.700 * 3.560* 9.700 * 3.560%° 23.100 + 3.560”  25.000 + 3.560™
FTIV 8.150 + 4.059%"  22.200 + 4.059*  15.250 + 4.059™  20.000 + 4.059™
FTI+lI+1Il 19.050 + 4.758% 22.850 + 4.758% 47.100 + 4.758" 41.900 + 4.758°
FTotal 27.200 +5.373*  45.050 + 5.373% 62.350 + 5.373" 61.900 + 5.373"

2"; Numeros seguidos de letras desiguais na linha indicam tendéncia estatistica (P=0,072).

S Numeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).
*tendéncia estatistica na linha (p<0,1)

Tabela 6. Proporcdo de células somaticas seminais bovinas obtidas em cada
fracdo de 150 pL retiradas do gradiente de Percoll® apés a
segregacao celular, de acordo com os animais (média + epm, em
%)

Fracdes Touro 1 Touro 2 Touro 3 Touro 4
FTI (%) 242+50® 209+50%® 242+50% 158+5,0*®
FTII (%) 13,3+2,1%°  112+21* 11,7+21%® 11,4 +2,1%®
FTII (%) 38,0+£6,2** 27,1+6,2*® 360+6,2*  388z%62"
FTIV (%) 245+6,7%®  408+6,7" 28,2+6,7% 34,067
FTI+11+11 (%) 75,5+ 6,7° 59,2 + 6,7° 71,8+6,7°  66,0+6,7®

a,b:
A,B:

Nameros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente (P<0,05).
NUmeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).



46

6.1.2 Método de preservacdo do sémen

6.1.2.1 Ovinos

As amostras também foram comparadas quanto ao método de
preservacdo do sémen, sendo divididas em sémen fresco, congelado e
resfriado. N&o houve diferenca na segregacdo de células por Percoll® com
relacdo a média de concentracdo celular no total recuperado em todas as
fracbes (FTotal) e no somatério das fracdes FTI, FTIl e FTII (FTI+II+1),
conforme a Tabela 7. Um maior nimero de células foi obtido na fracédo Ill no
sémen fresco e congelado, enquanto no sémen congelado, as células foram
distribuidas em todas as fra¢des, havendo uma predominancia na fracéo total
Il. De fato, no sémen congelado, houve uma reducé&o no nimero de células nas
fracGes | e lll e aumento na fracdo Il em relacdo ao sémen refrigerado, sendo
ambos semelhantes ao fresco, por fracdo. Entre as fracées, um maior numero
de células foi obtido na fragdo Ill do sémen fresco e refrigerado, com um baixo
namero de células na fracdo IV. Interessantemente, houve uma reducdo no
namero e na proporcao de células nas fracdes | e Ill e um aumento nas fracdes
Il e IV nas amostras de sémen congelado. Também houve diferenca na fracdo
FTI+II+1ll em relac@o a propor¢cdo de células recuperadas, com as amostras do
sémen congelado apresentando uma propor¢cdo menor de CSS nestas trés
primeiras fracbes em comparacdo as amostras de sémen fresco e refrigerado
(Tabela 8, Figura 5).

Tabela 7. Niumero de células somaticas seminais ovinas obtidas em cada
fracdo de 150 L retiradas do gradiente de Percoll® apés a
segregacao celular, de acordo com o método de preservacado (média

+ epm)

Fracdes Fresco Refrigerado Congelado
FTI 2.250 + 1.94138 4.916,7 + 7938 2.313 + 6862
ETII 3.250 + 2.081%°8 2.250 + 849" 5.469 + 736
FTII 8.500 + 2.599% 6.847,2 + 1.061°" 3.250 + 9198
FTIV 200 + 1.7013¢ 1.000,0 + 69438+ 3.225 + 6018+

ETI+1+111 14.000 + 3.0062 14.014 + 1.227° 11.031 + 10632

FTotal 14.200 + 2.985% 15.014 + 1.2192 14.256 + 1.056%

i'z NuUmeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente (P<0,05).

BC Numeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).
*tendéncia estatistica na linha (p<0,1)
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Tabela 8. Proporcdo de células somaticas seminais ovinas obtidas em cada
fracdo de 150 uL retiradas do gradiente de Percoll® apés a
segregacao celular, de acordo com o método de preservacao (média

+ epm)
Fracdes Fresco Refrigerado Congelado
FTI (%) 16,0 + 12,9%° 33,7 +5,3" 16,2 + 4,6%°
FTIl (%) 21,1 + 13,8*" 13,9 +5,7°® 37,6 + 4,9
FTII (%) 61,9 + 16,2" 46,0 + 6,6™ 23,6 +5,7%®
FTIV (%) 1,0 +11,7%¢ 6,3 +4,8" 22,6 + 4,17
FTI+I+11 (%) 99,0 + 11,7® 93,7 +4,7° 77,4+ 4,12

2D “Numeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente (P<0,05).
ABC Numeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).

Método de conservagdao do sémen ovino

B Fresco OCriopreservado M Refrigerado ab
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Figura 4. Proporcéo de células somaticas seminais ovinas obtidas em cada fragédo de 150 pL
retiradas do gradiente de Percoll® apos a segregacdo celular, de acordo com o
meétodo de preservacdo (média + epm). ab: Colunas com diferentes superescritos em
cada fracdo total diferem estatisticamente (P<0,05). ABC Colunas com diferentes
superescritos entre fragdes totais para cada método de conservacdo de sémen
diferem estatisticamente (P<0,05).

Visto que o total de células (FTotal) foi similar entre os grupos
analisados, podemos inferir que, no sémen refrigerado, as células que estavam
em maior quantidade e proporc¢éo nas fracdes FTI e FTIll, quando expostas a
diluentes de congelamento, foram distribuidas para outras fragbes (FTIl e
FTIV). Tais resultados indicaram uma possivel acdo do glicerol e da

criopreservacao per se sobre o processo de segregacao celular.
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6.1.2.2 Bovinos
Houve diferencas quanto ao método de preservagdo do sémen (sémen

fresco, refrigerado ou congelado) na segregacao (niUmero e proporcao) de CSS
de touros por Percoll® (Tabelas 9 e 10, Figura 5). Com relagéo ao nimero de
CSS, o grupo com sémen congelado apresentou uma menor concentracédo de
CSS na fragéo FTI do que o grupo com sémen fresco, com o grupo refrigerado
sendo semelhante aos demais, sem observacdo de diferencas entre grupos
nas fracoes FTIl e FTI+lI+Ill. Ja nas fracdes FTIIl e FTIV, o grupo do sémen
fresco apresentou uma menor quantidade de CSS do que o grupo congelado,
com o grupo refrigerado sendo semelhantes entre os demais. Na fragédo FTotal,
0 grupo de sémen refrigerado apresentou uma menor concentracdo do que o

congelado, com ambos sendo semelhantes ao sémen fresco.

Tabela 9. Numero de células sométicas seminais bovinas obtidas em cada
fracdo de 150 pL retiradas do gradiente de Percoll® apés a
segregacdo celular, de acordo com o método de preservacao
(média £ epm)

Fracdes Fresco Refrigerado Congelado
FTI 19.500 * 4.332** 11.500 + 1.769°"* 7.078 + 1.532"®
FTII 6.938 + 2.788%° 4.656 + 1.138%° 7.219 + 986
ETII 6.563 + 6.930"® 13.625 + 2.829%°" 20.602 + 2.450*
ETIV 5.813 + 7.700"® 11.813 + 3.144%" 21.164 + 2.722*

FTI+1+I11 33.000 + 9.796° 29.781 + 3.999° 34.898 + 3.463°

FTotal 38.813 + 10.221%® 41.5934 + 4.173" 56.063 + 3.614°

a,b:
A,B:

Numeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente (P<0,05).
Numeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).

Também houve diferencas na proporcdo de CSS segregadas entre o
sémen fresco, refrigerado e congelado na fracdo FTI, havendo uma maior
propor¢cdo de células no sémen fresco (49,2%), reduzindo no sémen
refrigerado (28,2%) e no sémen congelado (12,6%). Assim, uma menor
proporcao de CSS foi observada na fracdo FTIIl no sémen fresco em relacdo
ao congelado, e nas frac6es FTIV e FTI+lI+llIl no sémen fresco em relagédo a
ambos os grupos. N&o houve diferencas na propor¢cdo de CSS entre métodos
de conservacdo na fragcdo FTII, a qual apresentou a menor proporcao de
obtencéo de CSS (Tabela 9).
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Tabela 10. Proporcéo de células somaticas seminais bovinas obtidas em cada
fracdo de 150 pL retiradas do gradiente de Percoll® apés a
segregacao celular, de acordo com o método de preservacéo
(média = epm)

Fracoes Fresco Refrigerado Congelado
FTI (%) 49,2 + 8,7 28,2 + 3,6™ 12,6 + 3,1
FTI (%) 14,0 + 4,0 10,8 £ 1,6*° 12,4 + 1,4
FTHI (%) 20,6 + 12,1*° 31,8 + 5,0 39,2 + 4,3
FTIV (%) 16,2 + 13,5%® 29,1+ 55" 35,8 + 4,8™
FTI++11 (%) 83,8 + 13,5° 70,9+ 5,5° 64,2 + 4,8°

a‘b:. NUmeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente (P<0,05).
AB NUmeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).

Entre as fracbes dentro de cada método de conservacdo do sémen,
guase metade das CSS segregadas foram obtidas na fracdo FTI no sémen
fresco em relacdo as demais (Tabela 10, Figura 5). J& no sémen congelado, as
CSS se concentraram em maior proporcdo nas fracbes FTIIl e FTIV, com as
CSS no sémen refrigerado se concentraram igualitariamente nas fracdes FTI,
FTII e FTIV. Desta forma, as células que estavam em maior quantidade e
proporcao nas fracGes superiores no sémen fresco (FTI) e mais inferiores no
sémen refrigerado (FTIIl e FTIV) foram distribuidas para outras fracbes no
sémen congelado. Tais resultados demonstram novamente a possivel acdo do

glicerol e criopreservacao sobre o processo de segregacao celular.

Método de conservagao do sémen bovino

M Fresco O Criopreservado W Refrigerado
100 - a
@
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Figura 5. Proporcao de células somaticas seminais bovinas obtidas em cada fracdo de 150 pL
retiradas do gradiente de Percoll® ap6s a segregacdo celular, de acordo com o
meétodo de preservacao (média = epm). ab- Colunas com diferentes superescritos em
cada fracdo entre métodos de conservacdo de sémen diferem estatisticamente
(P<0,05). #® Colunas com diferentes superescritos entre fracdes totais para cada
método de conservagdo de sémen diferem estatisticamente (P<0,05).
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6.1.3 Efeito do tempo para a andlise na segregacdao celular

Para avaliar o efeito do tempo de realizacdo das andlises de segregacao
celular, as amostras foram divididas, de acordo com a metodologia, em trés
principais tempos, sendo t=-3 h - para as amostras de sémen fresco (sem a
adicdo de diluentes), t=0 h - para as amostras processadas e diluidas (TG, CG,
LD, TGG, CGG, LDG e BotuBOV®), referente ao momento em que as amostras
estabilizaram a 5°C na curva de resfriamento, e t=24 h - ap0s a estabilizacdo a
5°C, tanto para o sémen refrigerado por 24 h, ou para o congelado, apés 24 h.
Porém, para a andlise estatistica, os tempos de t=0 h e t=24 h foram
subdivididos em 0 e 0Og (sémen diluido sem ou com glicerol, respectivamente,
no momento da estabilizacdo a 5°C), e 24 e PC (sémen refrigerado, sem
glicerol, e sémen congelado, com glicerol, apés 24 h, refrigerado ou congelado,

respectivamente).

6.1.3.1 Ovinos

N&o houve diferenca entre os tempos de andlises quanto ao numero e
proporcdo de células viaveis nas fracdes FTI e FTII, bem como no total de
células nas quatro fracdes (Tabelas 11 e 12). Porém, houve diferenca no
namero de células nas fracdes FTIII, FTIV e FTI+lI+lll (Tabela 11), onde nas
fracBes FTIIl e FTI+II+III (por consequéncia da FTIII), as amostras do tempo Og
(TGG, CGG, LDG, BotuBOV®: com glicerol) apresentaram uma média de
células viaveis inferior a do tempo Oh (TG, CG, LD; sem glicerol). Ja o oposto
ocorreu na fracdo FTIV, onde o tempo Og apresentou uma média de células
viaveis superior ao tempo 0. J4 os tempos de 24, PC e -3 se mantiveram
semelhantes entre si, sendo também o 0 e o Og semelhantes ao -3, com
apenas uma tendéncia (P=0,079) entre o Og e o -3 na fracdo FTIIl. As amostras
congeladas (TGG, CGG, LDG, BotuBOV®), independentemente do fator tempo,
apresentaram uma menor concentracao celular na fracdo FTIII e uma maior
concentracéo na fracdo FTIV. Tais resultados corroboram com o a observacéo
da influéncia do glicerol na migragdo celular. Considerando o fator tempo,
observamos que o 0g também demonstrou diferenca na migracdo celular em
relacdo aos grupos sem glicerol, ocasionando uma menor concentracdo na
fracdo FTIIl e uma maior concentracdo na fracdo FTIV, com tais efeitos

associados a presencga de glicerol no tempo 0 h durante a segregacao celular.
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Tabela 11. Numero de células somaticas seminais ovinas obtidas em cada
fracdo de 150 pL retiradas do gradiente de Percoll® apés a
segregacao celular, de acordo com o tempo de analise (média +

epm)
Tempos de andlises
Fracdes
-3h Oh 0g 24 h PC
FTI 2250+ 1.972* 5583+1.138%" 2188 +986%*  4.250+1.138%"  2.438 + 986*®
FTII 3.250+2.122*®  2500+1.225"® 5.063+1.061* 2.000+1.225°® 5.875+1.061%
FTHI 8.500 + 2.486*  7.083 +1.435% 1.125+1.243"® 6.611 +1.435"* 5.375+ 1.243%"
FTIV 200 + 1.636%°C 917 + 945% 4.563 + 818" 1.083 + 945% 1.886 + 818%®
FTI+lI+11l  14.000 +2.807® 15.167+ 1.620° 8.375+1.403° 12.861 + 1.620°® 13.688 + 1.403%
FTotal 14.200+2.973% 16.083+1.716% 12.938+1.487%° 13.944+1.716% 15.575 + 1.487°

ap: “Numeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente (P<0,05).
ABC Nimeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).
*tendéncia estatistica na linha (p<0,1).

Tabela 12. Propor¢cdo de células sométicas seminais ovinas obtidas em cada
fracdo de 150 pL retiradas do gradiente de Percoll® apés a
segregacao celular, de acordo com o tempo de andlise (média +

epm)
Tempo
Fracbes
-3h 0h 0g 24 h PC

FTI (%) 16,0 £ 13,2 34,9+7,6%  16,7+6,6° 325+7,6° 156 +6,6™

FTIl (%) 21,1+142*® 148+82*® 393+71* 131+82*° 359+71*

FTII (%) 61,9 +153* 444+838" 9,0+ 7,6 476 +8,8*  38,2+7,6"

FTIV (%) 1,0 + 10,6° 5,9+ 6,1% 35,0 + 5,3" 6,8 +6,1% 10,2 + 5,3%°
FTI+I+II (%) 99,0+ 10,6  94,1+6,1° 65,0 +5,3° 93,2 +6,1° 89,8 +5,3%

b “Numeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente (P<0,05).
ABC Nameros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).

Entre as fragbes, houve um maior nimero e proporcao de células
recuperadas na fracédo total Ill, e menor na fracao total IV, no sémen fresco. No
sémen refrigerado, tanto no t=0 h quanto no t=24 h, houve uma reducao néo
significativa de células na fracao total Ill e um aumento na fracao total I. Ja no
sémen congelado, as fracOes totais Il e IV e Il e Il tiveram um maior nimero e
proporcao de células no t=0 h e ap0s a descongelacéo (PC), respectivamente,
diferindo do padrdo observado no sémen fresco e refrigerado (Tabelas 11 e 12,

Figura 6).
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Tempo de anélise por fracbes do sémen ovino
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Figura 6. Porcentagem de células sométicas seminais ovinas obtidas em cada fracdo de 150
UL retiradas do gradiente de Percoll® apods a segregacao celular, de acordo com o
tempo de analise (média + epm). 2 Colunas com diferentes superescritos em cada
fracdo total, entre os tempos de andlises, diferem estatisticamente (P<0,05). ~®¢
Colunas com diferentes superescritos entre fracdes totais para cada tempo de
andlise de sémen diferem estatisticamente (P<0,05).

6.1.3.2 Bovinos

Diferente dos ovinos, nos bovinos nao foi observada diferenca estatistica
em relacdo a concentracdo de CSS nas fracdes FTI, FTII, FTII, FTIV e
FTI+II+IIl em funcdo do tempo de analise, mas sim na FTotal no t=0 h, a qual
apresentou uma concentracdo celular menor do que no tempo pos-
descongelacdo (PC), conforme a Tabela 13. Entre as fracdes, em funcédo de
cada tempo, um maior numero de CSS foi obtido na fracdo FTI no t=-3 h, e nas
fragcOes FTIIl e FTIV nos tempos 0g, 24 h e PC, n&o havendo diferengas entre
fracdes no t=0 h.

Em termos de proporcédo de CSS por tempo e por fracdo, em geral, uma
menor propor¢do de CSS foi obtida na fracdo FTII, independente do tempo.
Houve uma menor proporgéo de CSS nas fracbes FTI no t=0g e PC do que nos
demais tempos (Tabela 14, Figura 7), com a presenca de glicerol no diluente
(Og e PC) parecendo ter reduzido a proporgédo de CSS na FTI. Ainda na fracao
FTI, o t=-3 h apresentou uma maior proporcao de CSS frente as demais, o que
reduziu a proporgcao de CSS nas fragdes FTIIl e FTIV, sendo menores do que
no t=0g (FTIl) e nos t=24 h e PC (FTIV). A refrigeracdo por 24 h elou a
presenca de glicerol e/ou o processo de congelacao estiveram associados ao
aumento da proporgédo de CSS nestas fragbes mais baixas (FTIlI e FTIV) do

gradiente de Percoll®.
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Tabela 13. Numero de células soméaticas seminais bovinas obtidas em cada
fracdo de 150 pL retiradas do gradiente de Percoll® apés a
segregacao celular, de acordo com o tempo de analise (média +

epm)
Tempos de andlises
Fracdes
-3h Oh Og 24 h PC
FTI 14.000 + 318 7.917 + 2.493*" 4.313 + 2.159% 9.667 + 2.493*" 7.375 + 2.159%
ETI 5.250 + 2.908%° 5.250 + 1.679* 6.125 + 1.454%® 3.583 + 1.679%° 6.813 + 1.454%®
ETII 7.000 £ 8.096™°  10.250 + 4.674®  17.500 + 4.048*  11.750 + 4.674*  19.750 + 4.048*

FTIV 7.750 £ 10.087**°  8.417 +5.824*  21.813 £+5.044®  14.083 £5.824*  22.313 +5.044*

FTI+11+111 26.250 + 9.242% 23.417 + 5.336% 27.938 + 4.621° 25.000 * 5.336" 33.938 + 4.621°

FTotal 34.000 + 10.698%"°  31.833+6.177°  49.750 + 5.349%  39.083 + 6.177% 56.250 * 5.349°

a’b:. Numeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente (P<0,05).
AB Numeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).

Tabela 14. Proporcéo de células somaticas seminais bovinas obtidas em cada
fracdo de 150 pL retiradas do gradiente de Percoll® apés a
segregacao celular, de acordo com o tempo de analise (média +

epm)

Tempo
-3h 0h 0g 24 h PC
FTI (%) 430+11,2** 295+6,4” 10,1+56°  26,1+64"  13,6+56%

Fracdes

FTII (%) 11,2+50%° 149+29® 125+25%® 8,5+ 2,9% 12,0 + 2,5

FTII (%)  241+161% 269+93®  399+8"  341+93" 382+8,0™

FTIV (%) 21,6 +17,4"® 28,7+10,0** 375+8,7*" 31,3+10,0® 36,2+8,7"

FTI+I+II (%) 784+17,4% 71,3+10,0® 625+87°  68,7+100” 63887

a'b‘f: Numeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente (P<0,05).
AB Numeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).

6.1.4 Tipo de diluente e tempo de analise

6.1.4.1 Ovinos
Houve diferenca significativa no niumero e proporcao de ceélulas viaveis

obtidas por fracdo de acordo com os diluentes e os tempos de realizagdo das
segregacoes celulares (t=0 h e t=24 h), conforme evidenciado na Tabela 15 e
Figuras 8 e 9. Observou-se uma concentracdo de células na fracdo FTIII
guando se segregou uma amostra de sémen fresco, assim como os diluentes
TG e CG. Porém, e de modo geral, os diluentes se comportaram de maneira

semelhante entre os distintos tempos de avaliagdo, em termos de segregacéo
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de CSS por fragdo, com o numero e proporgdo de CSS nas fragdes e tempos
sendo semelhantes dentro do mesmo diluente, com variagdes entre diluentes
com respeito as fracbes predominantes de obtencédo de CSS, com excec¢ao dos
diluentes TGG e o diluente comercial (BotuBOV®) entre os tempos t=0 h e t=24
h nas fracbes FTIII, FTIV e FTI+lI+lll. Ambos os diluentes renderam uma
concentracdo e propor¢cdo maiores de CSS na fragdo FTIV no t=0 h, o que
reduziu o numero e proporcao de CSS na fracdo I+lI+lll no t=0 h, e na fracdo
FTIIl na pdés-descongelacédo (t=24 h). Em ambos os diluentes acima, os quais
contém glicerol, houve uma maior concentracdo de CSS na FTIV antes da
congelacado (t=0 h), havendo uma mudanca para a FTIIl apés a congelacao
(t=24 h). Ja o diluente TG, contendo a mesma base do TGG, porém sem
glicerol, e o diluente CG, concentraram a segregacdo das células na fracéo
FTIII, independente do tempo de analise. A adi¢do de glicerol ao diluente CG
(CGG) mudou a concentracao das CSS para a fragéo anterior (FTII), em ambos

0s tempos de andlise.

Tempo de analise por fragdes do sémen bovino
BFTI (%) BFTI(%) BFTI(%) BFTIV (%) BFTI-I-(%)
100 - a

ab ab
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o o o
1
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Figura 7. Porcentagem de células somaticas seminais bovinas obtidas em cada fragdo de 150
uL retiradas do gradiente de Percoll® apés a segregacéo celular, de acordo com o
tempo de andlise (média + epm). 2P Colunas com diferentes superescritos em cada
fracdo total, entre os tempos de andlises, diferem estatisticamente (P<0,05). %%
Colunas com diferentes superescritos entre fracdes totais para cada tempo de
analise de sémen diferem estatisticamente (P<0,05).



55

Tabela 15. Numero de células somaticas seminais ovinas obtidas nas fracdes de 150 pL retirados do gradiente de Percoll® apés a
segregacao celular, de acordo com o tipo de diluente e o tempo de andlise (média + epm)

Fracao Total*

Fracéao | Fracéao Il Fracao llI Fracao IV Fracdes | + 11 + lII* I+ 11+ 11+ V)
Diluentes
Oh 24 h Oh 24 h Oh 24 h Oh 24h Oh 24 h Oh 24 h
Fresco 250 3.250° 8500° | 200° 14.000° 14.200°
t=-3 h (16,0%)°5P (21,1%)"® (61,9%)™ (1,0%)°¢ (99,0%)"
TG .000"° 1.500" 2.250°° 1.250% 10.500* 8.500% 1.250"° 1.000%° 14.750% 11.250* 16.000° 12.250°
(12,9%)°°  (14,1%)*%¢ | (14,2%)"%¢ (8,3%)™ (65,6%)™ (70,9%)™ (7,3%)°5¢ (6,7%)°5¢ (92,7%)*°  (93,3%)**°
cG 2.000 1.250™ 2.000™® 1.750"® 10.750* 10.833* 1.250" 1.750% 14.750% 13.833,3* 16.000° 15.583°
(12,0%)°<° (7,2%)™ (11,8%)*5¢  (13,2%)"5¢ (67,6%)™ (68,5%)™ (8,6%)™ (11,1%)>® (91,4%)® (88,9%)°5¢ : :
LD 12.750* 10.000* 3.250°® 3.000% o 500" 250" 500%° 16.000* 13.500* 16.250° 14.000°
(79,9%)* (76,3%)* (18,5%)"® (17,7%)"® (0,0%)® (3,3%)® (1,7%)° (2,7%)° (98,3%)* (97,3%)* : :
TGG 1.000°° 1.250° 1.000°°° 1.000"° 2.750™ 6.000* 8.750* 500%° 4.750% 8.250 13.500° 8.750%
(7,.3%)°°  (14,2%)""¢ (5,1%)" (9,7%)°5¢ (22,9%)"® (70,2%)™ (64,6%)™ (5,9%)"¢ (35,4%)* (94,1%)* : :
CGG 2.000™ 1.250™ 7.750% 9.250% 1.250% 4.250¢ 750" 2.750%¢ 10.500%® 14.750* 11.250° 17 500°
(12,3%)°° (7,9%)°° (70,5%)* (54,4%)* (10,0%)°° (24,2%)"° (7,1%)°8¢ (13,5%)"% | (92,9%)*®  (86,5%)*° : :
LDG .000™ 3.500™ 10.500°* 10.250°* 500" 1.250"¢ 250" 550%° 14.000* 15.000* 14.250° 15.550°
(20,9%)"¢ (21,5%)"® (74,3%)* (66,6%)* (3,29%)%P (8,0%)® (1,6%)* (3,8%)™° (98,4%)™ (96,2%)* : :
BotuBOV 3.2508 3.750 1.000° 3.000"® o 10.000* 8.500* 3.750% 4.250%® 16.750* 12,7507 20.500°
® (20,9%)°  (18,9%)"® (7,2%)° (12,7%)"=¢ (0,0%)°° (50,7%)*® (66,6%)* (17,7%)>* (33,4%)"° (33,4%)* : :
+ 806 +1.228 +1.514 +1.025 +2.595 +2.992
e.p.m
-p-m. (% 4,9%) (% 6,0%) (+ 5,3%) ( 4,3%) (% 4,3%)

a-e:
A-E:

NUmeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente (P<0,05).
NUmeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).

*Superescritos denotam somente comparagfes estatisticas entre 0 t=0 h e o t= 24 h dentro do somatdrio das fragdes |, Il e lll (Fragbes | + 1l + 1) e fracdes |,
I, Nl e IV (Fragéo Total, | + 11 + 1l +1V).

e.p.m.: erro padrao médio por fragdo ou totais das fracdes, para ambos os tempos (t=0 h e t=24 h).

Marcados na tabela estdo os padr6es mais predominantes de migracdo de células somaticas seminais bovinas nas fracfes de acordo com os tempos de
avaliacdo em cada diluente utilizado, com a segregacéo do sémen fresco utilizada como referéncia.
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As diferencas observadas quanto a segregacdo das CSS também
puderam ser evidenciadas de acordo com a composi¢cdo base dos diluentes,
em especial quanto ao material de origem biolégica em uso (solucéo base com
gema de ovo ou leite). Os diluentes a base de gema (TG e CG), sem glicerol,
apresentaram uma maior concentracdo e proporcdo de CSS na fracao FTIII,
enquanto o diluente a base de leite (LD), sem glicerol, apresentou uma maior
concentracdo e proporcdo de células na fracdo FTI. Porém, com a adicdo do
glicerol aos diluentes TG (TGG), CG (CGG) e LD (LDG), houve uma mudanca
de comportamento apdés a segregacao celular. Houve um comportamento
semelhante entre o0 TGG, o CGG e o LDG em concentrar as CSS em fracdes
distintas dos diluentes homdnimos sem glicerol da coluna de Percoll®. Por outro
lado, o diluente LD a base de leite desnatado apresentou um padrdo distinto
dos diluentes a base de gema de ovo, com a obtencéo 78,1% de todas as CSS
recuperadas estando presentes na fracdo FTI (79,9% no t=0 h e 76,3% no t=24
h), com apenas 18,1%, 1,7% e 2,2% das CSS sendo recuperadas nas fracoes
FTII, FTIII e FTIV, respectivamente. Ja o diluente LDG, com a mesma base do
diluente LD, exceto pela adicdo de glicerol, apresentou uma maior
porcentagem de células na fracdo FTII (70,4%) e, consequentemente, menor
concentracdo nas demais fracées FTI, FTIII, FTIV.

N&do houve diferenca em relacdo ao numero de CSS totais (FTotal)
obtidas das quatro fracdes de Percoll® entre os grupos de diluentes, mas houve
diferenca quanto ao nimero de CSS por fracdo (FTI, FTIl, FTIII e FTIV). Um
relativo baixo numero e proporcao de CSS foi obtido na FTI para os diluentes
TG, TGG, CG, CGG, LDG e BotuBOV®, nao diferindo entre si. Tais resultados
corroboram com a hipétese de que a composicao do diluente e a presenca de
glicerol influenciam na distribuicdo das células durante a segregacédo celular,
visto que houve diferenca tanto entre os diluentes com bases diferentes,
guanto para diluentes de bases iguais acrescidos ou nao de dlicerol,
demonstrando o efeito do glicerol no processo de segregacdo celular. A
influéncia do glicerol também foi evidenciada pela distribuicdo das CSS por

fracéo nos diluentes a base de citrato-gema, conforme acima.
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Figura 8. Numero de células sométicas seminais ovinas obtidas em cada fracéo (I, II, I, IV) e

nos totais de fracBes (I1+ll1+ll e Total) de 150 pL retiradas do gradiente de Percoll®
apos a segregacdao celular, de acordo com o tipo de diluente e o tempo de analise
(média + epm). ab Colunas com diferentes superescritos entre diluentes diferem
estatisticamente, em apenas no t=0 h ou t=24 h (P<0,05). *®% Colunas com
diferentes superescritos entre diluentes diferem estatisticamente, para ambos o0s
tempos (P<0,05). *tendéncia estatistica entre diluentes (P<0,1).
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e nos totais de fracdes (I1+l1+ll e Total) de 150 pL retiradas do gradiente de Percoll
apos a segregacéo celular, de acordo com o tipo de diluente e o tempo de anélise
(média = epm; P>0,05).
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6.1.4.2 Bovinos

Houve diferenga significativa no nimero e proporgdo de células viaveis
obtidas por fracdo de acordo com os diluentes e os tempos (t=0 h e t=24 h) de
realizacdo das segregacOes celulares (Tabela 16, Figuras 10 e 11). Diferente
do que foi observado no sémen ovino, houve uma concentracdo de células na
fracdo FTI quando se segregou uma amostra de sémen fresco, assim como
com o diluente CG. Porém, e de modo geral, os diluentes com o sémen bovino
também se comportaram de maneira semelhante entre os distintos tempos de
avaliacdo, em termos de segregacdo de CSS por fragdo, com o numero e
proporcao de CSS nas fracdes e tempos sendo semelhantes dentro do mesmo
diluente, com variacfes entre diluentes com respeito as fracbes predominantes
de obtencdo de CSS, com excec¢do do diluente CGG entre os tempos t=0 h e
t=24 h nas fracdes FTIIl, FTIV e FTI+lI+lll. O diluente CGG rendeu uma
concentragéo e propor¢gdo maiores de CSS na fragéo FlIl no t=0 h, e na fracao
FTIV na pds-descongelacado (t=24 h), o que reduziu o nimero e proporcao de
CSS na fracdo I+lI+1ll no t=24 h. J4 o diluente CG, contendo a mesma base do
TGG, porém sem glicerol, concentrou a segregacéo das células na fracdo FTI,
independente do tempo de analise. Esta mudanca de fracdo de coleta de CSS
com a presenca de glicerol também ocorreu nos diluentes a base de Tris-gema,
com o diluente TG concentrando as células na fracéo FTIII, e o TGG na fracdo
FTIV. Curiosamente, o diluente a base de lactose-gema também mudou de
fracdo com a adicao de glicerol, exceto que houve uma concentragdo em uma
fracdo anterior quando da adicéo de glicerol (LDG, fracao FTIII), enquanto que
o diluente sem glicerol concentrou CSS na fracdo FTIV. Por fim, o diluente
comercial (BotuBOV®), que contém glicerol, concentrou as CSS na fracéo
FTIV, a exemplo do que ocorreu com outros diluentes com glicerol e a base de
gema de ovo, exceto para o diluente lactose-gema-glicerol (LDG). Um baixo
namero e proporcdo de CSS foi obtido na FTII para o sémen bovino,
independente do tipo de sémen, diluente ou tempo de avaliacdo. Porém, houve
variacdo do sémen bovino quanto ao numero de CSS por fragao (FTI, FTIII e
FTIV), de acordo com o sémen (fresco ou diluido) e diluentes. A composicéao do
diluente e a presenca de glicerol influenciaram na distribuicdo das CSS durante

a segregacao celular, tanto para 0 sémen ovino gquanto bovino.
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Tabela 16. Numero (média + epm) e proporcao (%) de células somaticas seminais bovinas obtidas nas fragcbes de 150 pL
retirados do gradiente de Percoll® ap6s a segregacéo celular, de acordo com o tipo de diluente e o tempo de anlise
Fracao | Fracéao Il Fracao I Fracao IV Fracdes | + 11 + [II* (riai?iollritﬁ})
Diluentes
Oh 24 h Oh 24 h Oh 24 h Oh 24h Oh 24 h Oh 24 h
Fresco 19500 | 6.938° 6563 58130 33.000" 38.813°
t=3h | (49,1%)*® (14,0%)>* 20,6%°C (16,2%)"° __ (83,8%)™°
TG 8.438%° 8.625%° 5.063%%¢ 3.188% 27.750"  22.313* 938" 5.250°° | 41.250%"  34.125%" | 42.188° 39.3752
(22,7%)°°  (18,6%)"° | (11,9%)*"  (10,1%)*" | (63,9%)* (57,4%)™" | (1.5%)*  (13,9%)™C | (98,5%)*  (86,1%)™
ca 21938 24.188*" 6.375° 8.250% 5.625% 12.000% 3.938% 11.063"®  3.393%"  44.438*"  37.875° 55.5002
(64,9%)*  (50,0%)™ | (14,8%)"  (10,6%)™  (12,8%)°C (23,5%)®°  (7,5%)™°  (15,9%)°° | (92,5%)%®  (84,2%)™
LG 1.500% 4.313%" 2.438% 2.625% 4.875% 9.188%° 19.500”  30.188*" 8.813%° 16.125"° 28.313° 46.3132
(4,3%)"  (9,0%) | (11,2%)*°  (6,4%)"™" | (14,5%)™C (18,6%)C = (70,0%)*"  (66,0%)*  (30,0%)*F  (34,0%)*
TGG 9.938%¢ 6.563% 9.188%%¢ 5.250% 11.063"® 14250 | 46.875%  23.063*° 30.188*"  26.063 %" 77.063° 49.1252
(14,7%)°°®  (16,3%)° | (10,1%)**  (7,8%)"* = (13,2%)°C  (33,9%)°® = (62,1%)*" (42,0%)*® @ (37,9%)F  (58,0%)*
GG 8.813% 10.688%° | 12.750%° 10.125%° 33.188*" 18.938%° | 10.125°°“ = 33.000" : 54.750*"  39.750 " 64.875° 72.7502
(12,2%)°°®  (13,8%)° | (20,1%)™"  (14,4%)" = (46,7% " | (29,8%)*® (21,0%)°°C | (42,0%)*® = (79,0%)*°  (58,0%)
LGG 6.000%° 3.750% 5.063% 4.125% 31.875% 33375 . 10.125" 5.438°C | 42938 41.250%" | 53.063% 46.6882
(9,9%)™F  (8,5%)°° | (12,1%)™  (11,3%)** = (61,9%)*  (65,8%)*" @ (16,2%)°°° (14,4%)°° = (83,8%)**C  (85,6%)
BOtUBOV® 6.000%° 4.875% 5.813% 5.438% 10.875®  11.250%° = 18.000®"  22.688*" @ 22.688°""  21.563%" | 40.688% 44.2502
(13,9%)°°°  (11,3%)° | (11,5%)*"  (12,2%)" = (36,0%)™ (26,1%)°°C (38,6%)™° (50,5%)*® = (61,4%)°°  (49,5%)*
ep.m +4.079 +2.763 +6.595 +5.861 +10.396 +12.142
T (+ 4,7%) (+ 4,2%) ( 8,2%) ( 8,1%) (+ 8,1%)

a-e:
A-E:

Ndmeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente (P<0,05).
NUmeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).

*Superescritos denotam somente comparacdes estatisticas entre o0 t=0 h e o t= 24 h dentro do somatdrio das fragdes |, Il e Il (Fracdes | + Il + 111).

e.p.m.: erro padrao médio por fragdo ou totais das fracdes, para ambos os tempos (t=0 h e t=24 h).

Marcados na tabela estdo os padr6es mais predominantes de migracdo de células somaticas seminais bovinas nas frac6es de acordo com os tempos de
avaliacdo em cada diluente utilizado, com a segregacéo do sémen fresco utilizada como referéncia.
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e nos totais de fracdes (I+lI+1l e Total) de 150 uL retiradas do gradiente de Percoll

apos a segregacdo celular, de acordo com o tipo de diluente, visto ndo haver
diferenca entre os tempos de andlise (média = epm). 2" Colunas com diferentes
superescritos entre diluentes diferem estatisticamente, em apenas no t=0 h ou
t=24 h (P<0,05). *®“ Colunas com diferentes superescritos entre diluentes diferem
estatisticamente, para ambos os tempos (P<0,05). *tendéncia estatistica entre

diluentes (P<0,1).
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Figura 11. Proporcéo de células somaticas seminais bovinas obtidas em cada fragcéo (I, II, Il
IV) e nos totais de fracbes (I+lI+Il e Total) de 150 uL retiradas do gradiente de
Percoll® apos a segregacdo celular, de acordo com o tipo de diluente, visto ndo
haver diferenca entre os tempos de analise (média + epm; P>0,05).
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6.1.5 Correlagdes entre a segregacdo de células viaveis por fracao

Nos ovinos, foram observadas correla¢des positivas (r>0,5, P<0,05) com
relacdo a quantidade e proporcdo de células somaticas viaveis obtidas em
cada fracdo, sendo evidentes entre as fracdes FTI, FTIl e FTIIl com relacdo ao
somatorio das fracdes FTI, FTIlI e FTIII. Tal observagéo é esperada, visto que o
aumento da concentracdo de células em uma destas fracdes acarreta um
aumento também no somatorio de todas. O mesmo tipo de correlagdo também
ocorreu entre as fracbes FTIl e FTIII com o somatorio total das quatro fracdes.
No entanto, também foram encontradas correlagdes negativas (r>-0,5, P<0,05)
entre o numero e a propor¢do de CSS obtidas nas fracdes FTI e FTIII, ou seja,
0 aumento da concentracdo de células em uma fracdo acarreta a diminuicdo na
outra, e vice-versa. O mesmo ocorreu entre a fracdo IV e o somatério das
fracbes I, Il e lll. Tais resultados também corroboram a hipétese de que a
composicdo do diluente interfere na distribuicdo das células pelas fra¢des, visto
gue quando ocorre uma diminuicdo de células em uma das fracbes com o
aumento em outra fracdo, podemos observar esta redistribuicdo de células nas
diferentes colunas do gradiente de Percoll®.

Nos bovinos, correlagdes positivas (r>0,5, P<0,05) também foram
observadas entre as fracbes FTI e FTII, entre as fracées FTI, FTIl e FTIIl com a
fracdo FTI+II+III, e entre as fracdes FTI, FTIl, FTIIl e FTIV com a FTotal,
conforme esperado. Também foram evidenciadas correlagbes negativas (r>-
0,5, P<0,05) entre a proporcédo de CSS (%) nas fracdes FTIII e a FTIV,
indicando uma relagéo inversa entre estas fracdes. O mesmo ocorreu entre a
fracdo FTIV e a FTI+II+lll (%). Tais resultados também corroboram a hipétese
de que a composicdo do diluente interfere na distribuicdo das células pelas
fracOes, visto que quando ocorre uma diminuicdo de células em uma das
fracbes com o aumento em outra fragdo, podemos observar esta redistribuicao

das células nas distintas fracdes do gradiente de Percoll®.
6.2 Proporcdo de células e debris celulares
6.2.1 Proporgdao de células somaticas seminais viaveis e ndo viaveis

6.2.1.1 Ovinos

Uma menor propor¢cédo de CSS totais ovinas foi observada na fracéo

FTI+lI+11l (P=0,014) e na fracao FTIIl (P=0,05), respectivamente, em amostras
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congeladas (Tabela 17). Da mesma forma, também houve uma maior
proporgéo de células inviaveis na fracdo FTtotal (P<0,05) oriundas de amostras
congeladas (Tabela 17). Uma maior proporcédo de células totais foi observada
na fracdo FTIV no tempo 0Og (35,9%) em comparacdo aos tempos 0 e 24 (5,9%
e 6,6%). No tempo -3 (sémen fresco), houve uma menor proporcdo de células
totais (35,3%) na FTI+lI+IIl em relagcdo aos tempos 0 e 24 (94,1% e 93,4%).
Também houve uma maior proporcao de células inviaveis na fracdo FTtotal nos

tempos 0g e PC, referentes as amostras congeladas.

Tabela 17. Proporcdo de células somaticas seminais ovinas viaveis, nao
vidveis e totais obtidas nas fracbes de 150 pL retirados do
gradiente de Percoll® apés a segregacao celular, de acordo com o
método de preservacdo do sémen ovino (média £ epm)

Método de preservacgao

Fracdes Células

Fresco Refrigerado Congelado
Viaveis 100? 94,5° 86,9°
FTI N&o viaveis 0,0% 5,52 4,8°
Total 15,9° 32,8° 16,1°
Viaveis 100? 81,8° 78,3%
FTII N&o viaveis 0,0? 2,4° 0,9
Total 21,0%® 15,22 35,9
Viaveis 100? 72,6 67,3
FTII N&o viaveis 0,0% 6,4 20,2°
Total 61,9% 46,17 24,8°
Viaveis 33,3° 47,42 73,5°
FTIV N&o viaveis 0,0% 0,0% 14,0%
Total 1,02 5,92 23,2°
Viaveis 100° 97,42 95,42
FTI+4+111 N&o viaveis 0,02 2,6° 4,6%
Total 99,0% 94,1% 76,8"
Total Viaveis 100? 97,5 76,8°
N&o vidveis 0,0° 2,5° 5,5

2P Numeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente (P<0,05).

As amostras submetidas aos diluentes com glicerol (TGG, CGG, LDG e
BotuBOV®) apresentaram uma maior proporcdo de células recuperadas na
fracdo FTII | no tempo 24 h do que no t=0 h, com tal relagdo n&o ocorrendo nas
amostras diluidas sem glicerol (TG, CG e LD). Também houve uma menor
recuperacdo de CSS na fracdo FTIII no diluente LD (5,8%). J& nas fracOes
FTI+II+1Il e FTotal, houve uma menor propor¢cdo de células viaveis nos
diluentes TGG, CGG, LDG e BotuBOV®. Foram observadas correlacdes
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positivas (r>0,5, P<0,05) entre as fragcbes FTI, FTIl e FTIII com relagdo ao
somatorio das fragcdes FTI, FTIl e FTIIl e com o somatério total das quatro

fracOes (FTotal).

6.2.1.2 Bovinos

Uma maior e menor propor¢cdo de CSS totais bovinas (viaveis e
invidveis) foi observada na fragéo FTIII (P=0,05) e na fracdo FTI+lI+lll (P<0,05),
respectivamente, em amostras de sémen congelado em relagao ao fresco e ao
refrigerado, com uma maior proporcao de células inviaveis (P<0,05) na fracéo
FTtotal nas amostras de sémen congelado (Tabela 18). Com relagdo ao tempo
de analise, foi observada uma maior porcentagem de células totais na fracédo
FTI no tempo -3, 0 e 24 (49,5%; 30,7% e 26,7%) em comparacdo aos tempos
0g e PC (12,7% e 12,8%).

Tabela 18. Proporcdo de células soméaticas seminais bovinas viaveis, nao
vidveis e totais obtidas nas fragbes de 150 pL retirados do
gradiente de Percoll® ap6s a segregacéo celular, de acordo com o
meétodo de preservacdo do sémen ovino (média + epm)

Método de preservagao

Fracdes Células -
Fresco Refrigerado Congelado

Viaveis 1002 1002 1002

FTI N&o viaveis 0,0% 0,0% 0,0%
Total 46,62 21,42 12,92

Viaveis 1002 1002 1002

FTIl N&o viaveis 0,0% 0,0% 0,0%
Total 13,92 9,52 13,92

Viaveis 1002 1002 1002

FTI N&o viaveis 0,0% 0,0% 0,0%
Total 17,22 24,32 35,8%

Viaveis 1002 1002 1002

FTIV N&o viaveis 0,0° 0,0° 0,0°
Total 17,62 18,22 31,72

Viaveis 1002 1002 99,42

FTI+1+11 N&o viaveis 0,0° 0,0 0,62
Total 82,4° 81,3 68,3"

Total Viaveis 1002 1002 98,52
N&o viaveis 0,0% 0,0? 1,5°

2P Numeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente (P<0,05).

*Tendéncia estatistica na linha (p<0,1)
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O namero total de células na fracdo FTI no diluente CG foi superior
(57,4%) aos demais diluentes (TG, LG, TGG, CGG, LGG e BotuBOV®). J& na
FTII, os diluentes LDG e TG apresentaram uma maior concentracdo de CSS
(64,2% e 52,9%). Ja os diluentes LG e TGG apresentaram a concentracao
celular mais elevada de CSS na FTIV (67,5% e 52,2%), acarretando de forma
direta em uma menor concentracdo de CSS na fracdo FTI+II+Il (LG, 32,5%;
TGG, 47,8%).

6.2.2 Proporcdo de tipos celulares apés a segregacao por Percoll®

6.2.2.1 Ovinos

Esfregacos de amostras de cada fracdo foram analisadas quanto a
presenca de CSS, debris celulares e espermatozoides. Houve uma maior
quantidade de debris celulares na FTIl em amostras refrigeradas em relacdo ao
sémen fresco, e de células sométicas na FTIV em amostras congeladas, o que
corrobora com os achados ja descritos acima, com as amostras congeladas
apresentando uma maior quantidade de células viaveis na FTIV e de células
inviaveis totais em relagdo ao sémen fresco e refrigerado.

Também houve uma maior quantidade de debris celulares e uma menor
qguantidade de células somaticas na FTIl no t=24 h. A fracdo FTII dos diluentes
LDG e CGG, nos tempos 0 h e 24 h, apresentaram uma maior propor¢cao de
células do que as demais fracdes e diluentes. As amostras com os diluentes
BotuBOV® e TGG diferiram nos tempos 0 h e 24 h, conforme ja descrito,
apresentando uma maior propor¢céao de células soméaticas na fracdo FTIV. Por
fim, foi observada uma correlacéo positiva na fracdo FTIII entre a presenca de
debris e células somaticas (r=0,538, P<0,05), ou seja, quanto maior ou menor a
presenca de debris, maior ou menor a presenca de CSS e vice-versa. Também
foi observada uma correlacdo negativa sobre a presenca de debris entre as
fracbes FTII e FTIII (r=-0,445, P<0,05), e na fracao FTIV entre a presenca de
debris e espermatozoides (r=-0,532, P<0,05), o que pode ter uma conotacéo

importante para a segregacao espermatica para a FIV.

6.2.2.2 Bovinos

N&o houve diferenca entre touros com relacdo a presenca de debris

celulares, espermatozoides e CSS, independente dos diluentes, tempos e
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fracOes avaliadas. Porém, amostras de sémen congelado apresentaram uma
menor quantidade de espermatozoides e menor concentragdo de CSS na
fracdo FTI em comparacdo ao sémen fresco. Ja na FTIII, houve o oposto, com
as amostras de sémen congelado apresentando uma maior concentracdo de
CSS que no sémen fresco, indicando uma possivel alteracdo no padrao de
migracdo celular durante a segregacdo, de acordo com o método de
preservacao do sémen. De fato, o sémen fresco, no t=-3 h, apresentou uma
maior quantidade de CSS na fracdo FTI em relacdo aos tempos 0g e PC,
relacionados ao sémen congelado, contendo glicerol. J& na FTIIl, o tempo PC
apresentou uma maior presenca de CSS do que o tempo Og. Por fim, foi
observado que no tempo PC houve uma maior presenca de debris celulares na
FTIV do que os tempos 0 e Og, indicando novamente uma possivel acdo do
processo de criopreservacgao na integridade das CSS e nos espermatozoides.
Quando comparados os diferentes diluentes e seus respectivos tempos
de andlises, observaram-se diferencas nas fracbes FTI, FTIIl e FTIV entre os
grupos. Na fracdo FTI, as amostras dos grupos Fresco e CG, nos tempos de 0
h e 24 h, apresentaram uma maior propor¢cdo de CSS do que os demais
grupos. Na fracdo FTIIl, os diluentes TG e LGG apresentaram uma maior
porcentagem de CSS, com uma maior presenca de debris celulares nos
diluentes TG e TGG. Ja na fracdo FTIV, uma maior porcentagem de debris

celulares no diluente BotuBOV®.

6.2.3 Motilidade e vigor dos espermatozoides

6.2.3.1 Ovinos

Durante o experimento também foi analisada a motilidade espermética

(M; 0-100%) e o vigor de motilidade espermética (V; 1-5), antes e depois das
amostras passarem pela segregacdo com gradiente de Percoll® (Tabela 19).
Foram observadas correlacdes fortes e positivas (r= 0,937 para M; r= 0,649
para V) entre os parametros de M e V pré- e pés-Percoll®. Também foi
observada uma redugdo nos parametros de M e V na maior parte dos
diluentes, na avaliacdo no t=24 h quando comparado ao t=0 h, com tal
resultado biologico sendo esperado como consequéncia das condicbes de
resfriamento e congelamento que as amostras foram expostas. Ja com relacao

aos tipos de diluentes, foi observado que ocorreram diferencas na M e V pré- e
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pos-Percoll®, indicando a influéncia dos diluentes nestes parametros. Houve
uma reducdo de M e V nos dois periodos e nos dois tempos (0 h e 24 h) nos
diluentes que apresentam glicerol comparado aos que nao apresentavam
glicerol (t=24 h sendo a avaliacdo pds-descongelacdo nos grupos congelados).
Tal efeito também era esperado, visto que as amostras foram expostas aos
diluentes com e sem (glicerol deste o inicio da curva de refrigeracdo
(temperatura ambiente de 27°C), e que tal componente apresenta uma certa
toxicidade celular quando exposto a temperatura ambiente, sendo por vezes
recomendada a adicdo do glicerol ao diluente com sémen ovino apenas
quando a curva se estabiliza a 5°C (=0 h), ndo havendo consenso entre
autores. Nao obstante, a exposi¢cdo do sémen ao glicerol ocorreu a temperatura
de 27°C visto que o diluente comercial (BotuBOV®) ja apresenta 7% de glicerol
em sua composicdo. Desta forma, padronizou-se a exposicao de todas as

amostras aos diluentes com glicerol, sob a mesma temperatura.

Tabela 19. Motilidade (%) e vigor (1 a 5) dos espermatozoides ovinos pré- e
pés-segregacdo com o gradiente de Percoll®, de acordo com o tipo
de diluente e o tempo de analise (média £ epm)

Pré-Percoll® P6s-Percoll®

Diluentes  Motilidade (%)  Vigor (1-5)  Motilidade (%)  Vigor (1-5)

Oh 24 h Oh 24 h Oh 24 h Oh 24 h

Fresco,t=-3h 75,02 4,084 80,0%" 3,08
TG 70,0%® 500 30  30* 800" 650° 30" 30%

CG 75,0° 50,0 40  30% 750" 650° 30 30%

LD 60,0® 50,0# 40" 20% 700" 650° 30* 30"

TGG 350°° 300" 30" 20" 450° 450" 30* 2,0
CGG 40,0°° 200" 30®  20” 600® 350" 30* 30"
LDG 40,0°° 200" 30" 20" 550" 450" 30* 2,0

BotuBOV®  60,0°°® 30,0 3,0 3,0 70,0 450°®  3,0* 3,0¢

2% Numeros seguidos de letras desiguais na linha, entre os tempos t=0 h e t=24 h para M ou

V, diferem estatisticamente (P<0,05).

AB NUmeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).
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6.2.3.2 Bovinos
Nos bovinos, também foram observadas correlacdes fortes e positivas

(r=0,981 para M; r= 0,939 para V; P<0,05) entre os paramentos de M e V pré- e
pés-Percoll® (Tabela 20). Assim como nos ovinos, também foi observada uma
redugéo nos parametros de M e V na maior parte dos diluentes, na avaliagdo
no t=24 h quando comparado ao t=0 h, sendo que nos diluentes TGG, CGG,
LGG e BotuBOV®, houve uma reducdo na M em comparacdo aos grupos sem
glicerol no t=0 h, com o0 sémen néo resistindo ao processo da criopreservacao.
Possivelmente, o fator animal e as caracteristicas das amostras do sémen
coletado influenciaram na menor resisténcia a criopreservacdo. Porém, foi
possivel segregar CSS viaveis em altas propor¢cdes a partir destas amostras de

sémen bovino congelado, de todos os grupos.

Tabela 20. Motilidade (%) e vigor (1 a 5) dos espermatozoides bovinos pré- e
pds-segregacdo com o gradiente de Percoll®, de acordo com o tipo
de diluente e o tempo de analise (média = epm)

Pré-Percoll® P6s-Percoll®

Diluentes Motilidade (%) Vigor (1-5) Motilidade (%) Vigor (1-5)

Oh 24 h Oh 24 h Oh 24 h Oh 24 h

Fresco, t=-3h  65,02" 3,02 75,08" 3,02"
TG 60,0 50,0 3,0 3,0 7008 70,0 3,0 3,0¢

CG 60,0 550*  3,0™ 3,04 70,00 70,04 3,0 3,0

LD 65,0 50,0 4,0 20 750" 60,0 3,0 2,0%

TGG 55,0%* 0,0 3,0% 0,0°® 650 0,0™® 3,0¢ 0,0°®
CGG 50,0°®  0,0"® 3,0% 0,0°® 650" 0,0™® 3,0¢ 0,0
LDG 50,0°®  0,0"® 3,0% 0,0°® 60,02 0,0 3,0 0,0°®

BotuBOV® 50,0°®  0,0"® 3,0% 0,0°® 65,0 0,0 3,0¢ 0,0°®

2% Numeros seguidos de letras desiguais na linha, entre os tempos t=0 h e t=24 h para M ou

V, diferem estatisticamente (P<0,05).

AB Numeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente (P<0,05).
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7. DISCUSSAO

A utilizacdo do gradiente de Percoll® para a segregacéo de células em
suspensdes, utilizando uma uUnica centrifugacado, ja esta descrita na literatura,
apresentando bons resultados para segregacao de células do sangue (SEGAL
et al., 1980), da medula 6éssea (OLOFSSON et al., 1980), do timo (SALISBURY
et al., 1979) e do figado (SMEDSROD e PERTOFT, 1985). Da mesma forma,
Nel-Themaat et al. (2008), utilizando o mesmo principio, obtiveram sucesso na
segregacao de células soméaticas seminais e espermatozoides vivos e mortos
de amostras de sémen utilizando distintos gradientes de densidades de
Percoll®. Entretanto, é algo mais desafiador, visto as células diferirem em
ndamero, tamanho (SCHUMACHER et al., 1978) e morfologia (YAO et al.,
1996). O protocolo desenvolvido pelos autores possibilitou a utilizacdo de CSS
com sucesso para a clonagem por TNCS, além de permitir o uso dos
espermatozoides viaveis segregados para a producao in vitro de embrides pela
FIV. Tal segregacdo, além de resultar em um melhor aproveitamento do
material biolégico, possibilita o posterior cultivo in vitro e criopreservacao de
CSS isoladas, visto que quando os espermatozoides vidveis permanecem
presentes (em alta concentragdo) durante o cultivo celular, a caracteristica de
motilidade cria fluxos de correntes no meio de cultivo, afetando diretamente a
fixacdo e aderéncia das células no sistema de cultivo (NEL-THEMAAT et al.,
2007). Além disso, as fontes de energia presentes no meio, podem sofrer
deplecdo pelo metabolismo espermético, com acumulo de metabdlitos que
acarretam alteracbes de pH e das condicbes do meio, dificultando a
proliferacdo de células somaticas (NEL-THEMAAT et al., 2007).

Ao empregarmos a metodologia descrita por Nel-Themaat et al. (2008)
para a segregacdo de CSS de ovinos e bovinos em experimentos pilotos
(dados néo apresentados), observamos que o gradiente apresentava diferentes
camadas ou halos ap6s a centrifugacéo, visualmente distintas. Por curiosidade,
ao analisarmos tais camadas, percebemos que, diferentemente do que foi
descrito por Nel-Themaat et al. (2008), as células sométicas viaveis ndo se
restringiam apenas & camada de 20% de Percoll®, estando, também, presentes
de forma significativa e variavel também nas camadas de 50% e 90% de
Percoll®, o que pareceu estar associado ao tipo e & composicéo do diluente de

sémen. Tais observacdes foram a base para as hipoteses deste estudo, que
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aos serem testadas, demonstraram que o perfil de migracdo das CCS é de fato
alterado de acordo com a origem e o tipo de amostra de sémen utilizada e,
principalmente, de acordo com o diluente e 0 método de preservacdo do
sémen. Porém, apesar de termos evidenciado diferencas de comportamento
entre as espeécies bovina e ovina, ndo ocorreram diferencas no padrdo de
migracao celular entre amostras provenientes de animais da mesma espécie,
visto que o perfil de migracédo celular foi semelhante, entre os trés carneiros e
entre os quatro touros utilizados neste estudo. Mesmo que algumas amostras
apresentassem maiores concentracdes de CSS do que outras, como nos
bovinos, as CSS foram segregadas de forma semelhante no gradiente de
Percoll® entre os animais.

O fato de ndo haver diferencas entre as concentracfes de células
viaveis na espécie ovina, mas sim na espécie bovina, pode estar associado ao
método de coleta de sémen utilizado neste estudo, diferente para cada
espécie. Nos ovinos foi utilizado o método da vagina artificial, método
reconhecido por resultar em sémen com caracteristicas fisiolégicas para a
espécie em coleta (COLLINS; BRATTON; HENDERSON, 1951; MOORE &
HASLER, 2017; NADAF et al., 2020). Por outro lado, o sémen dos bovinos foi
coletado pelo método da eletroejaculacdo, reconhecido por resultar em
ejaculados com variacdes nado fisiolégicas, especialmente do volume e
concentracdo espermética (DZIUK; GRAHAM; PETERSEN, 1954; MOORE &
HASLER, 2017; NADAF et al., 2020). Tais caracteristicas seminais podem ser
visualizadas nas Tabelas 1 e 2, com o sémen dos trés carneiros estando dentro
dos padrdes fisiolégicos de fertilidade para a espécie, em termos de
caracteristicas macro- e microscopicas (MIES FILHO, 1987, CBRA, 2013). Ja
na espécie bovina, os Touros 2, 3 e 4 apresentaram concentracdes
espermaticas (176, 135 e 430 x 10° espermatozoides/mL) abaixo dos padrdes
fisioldgicos para a espécie (>600 x 10° espermatozoides/mL de acordo com
MIES FILHO (1987) e o CBRA (2013). Somente o Touro 1 estando com valores
acima do padrdo minimo (665 x 10° espermatozoides/mL). Desta forma, o
Touro 1 apresentou uma maior concentracdo espermatica que os demais
touros, e também uma menor concentragdo de CSS. O mesmo ocorreu com 0S
carneiros, pois o sémen do Carneiro 3 possuia a maior concentracao

espermatica (2.400 x 10° espermatozoides/mL) que os demais carneiros, e
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uma tendéncia de menor concentracdo de CSS. Tal caracteristica é
corroborada pelo aspecto dos ejaculados de cada touro (Tabela 1), que
denotam uma despropor¢ao entre a emissdo de espermatozoides e a secrecao
do plasma seminal durante o estimulo elétrico na coleta. Outro fator que pode
ter influenciado, foi a diluicdo utilizada durante o processamento do sémen,
visto que nos bovinos e ovinos, para atingir uma concentracéo de 30 e 70 x 10°
espermatozoides/dose, respectivamente, diferentes propor¢cdes de sémen e de
diluente foram utilizadas. Um volume maior de diluente foi utilizado na diluicéo
no Touro 1 e do Carneiro 3, 0 que pode ter alterado o perfil de segregacéo de
CSS entre os animais e entre os diluentes.

Neste estudo, foram desprezadas as secre¢cbes seminais, compostas
visualmente de plasma seminal, antes da coleta do sémen per se. Porém, a
coleta pode conter fracdes mais ricas ou pobres em espermatozoides durante a
coleta por eletroejaculacdo (DZIUK; GRAHAM; PETERSEN, 1954; MOORE &
HASLER, 2017; NADAF et al., 2020; Tabela 2). Desta forma a composicdo do
ejaculado pode ter sido um fator determinante das diferencas observadas entre
as concentracdes de CSS, nos touros, neste estudo, e em relacdo ao sémen

ovino. Estes aspectos ainda necessitam ser melhor investigados.

Outros fatores que podem estar relacionados aos resultados deste
estudo sdo a idade e a maturidade sexual dos machos, e o condicionamento
dos animais ao método de coleta, visto que tais fatores influenciam na
qualidade espermatica (ALMQUIST & AMANN, 1961, 1976; SCHENK, 2018).
Nos ovinos, foram utilizados animais adultos, maduros sexualmente, no inicio
da estacdo reprodutiva, e de idades semelhantes, ja condicionados a coleta
frequente de sémen por VA. J& nos bovinos, foram utilizados dois touros
Brangus virgens de 18 meses de idade (Touros 1 e 2), e dois touros Brangus
maduros de 30 e 40 meses de idade (Touros 3 e 4), ambos com experiéncia
em coberturas em nivel de campo. Curiosamente, o touro que apresentou uma
menor concentracdo total de células foi o Touro 1, o mais jovem e de maior
concentracdo espermatica no ejaculado, conforme acima, em contraste aos
touros maduros (Touros 3 e 4), que resultaram em maiores concentragcdes de
células sométicas seminais nos ejaculados. Esta possivel relacdo da idade com

a concentracao celular no ejaculado também levantou uma nova hipotese de
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gue a ocorréncia de CSS pode estar relacionada com a origem tecidual destas
células. Em ovinos, sabe-se que a maior parte das CSS isoladas sao de origem
epitelial (NEL-THEMAAT et al., 2007, 2008; SAINI et al., 2019). Porém, ainda
nao ha relatos definitivos da origem destas células em bovinos, mas observa-
se um fenodtipo que caracteriza em geral uma origem epitelial (LIU et al., 2010
SELOKAR et al., 2014, 2015).

As principais diferencas de composicéo entre os diluentes avaliados se
restringiram aos protetores de membrana (gema de ovo ou leite desnatado), e
a presenca ou ndo do crioprotetor glicerol. Em estudos preliminares,
observamos uma possivel alteracdo na migracao celular em distintos diluentes,
e em diluentes com a mesma base, porém com a adi¢cdo ou nao de glicerol.
Nossas hipéteses foram confirmadas neste estudo, visto que em grande parte
das andlises, ocorreram diferencas no perfil de migracdo de CSS entre
diluentes com a mesma férmula base. Por exemplo, houve um maior nimero e
proporcao de CSS ovinas na fracdo FTI no diluente Leite Desnatado (LD). Com
a adicao de glicerol, o diluente Leite Desnatado Glicerolado (LDG) passou a
segregar uma maior concentracdo e propor¢do de CSS na fragdo FTII. Tal
evento pode ser explicado pelo mecanismo de acéo do glicerol, uma vez que
esse atua penetrando nas células por difusdo simples, desidratando-as e
protegendo-as dos danos durante o processo de criopreservacao, mantendo o
equilibrio osmaético com a solucdo extracelular (MAZUR, 1976). Desta forma,
ocorre a desidratacdo das células, reduzindo os danos dos solutos
concentrados (McGANN, 1978), interferindo no volume celular (MAZUR, 1997).
Tal caracteristica pode estar diretamente relacionada a migracdo celular por
gradientes de densidades diferentes (SCHUMACHER et al., 1978). Desta
forma a presenca do glicerol no diluente de sémen, por possivelmente alterar o
volume das CSS, pode ter alterado o perfil de migracdo das células no
gradiente de Percoll®.

O efeito do glicerol péde ser evidenciado também nos diluentes a base
de Tris-gema (TG, TGG), citrato-gema (CG, CGG), lactose-gema ou leite
desnatado-gema (LD e LDG), em bovinos (lactose-gema) e ovinos (leite
desnatado-gema). Na segregacgdo celular com os diluentes a base de Tris-
gema e leite desnatado em ovinos, a presenca de glicerol influenciou de forma

a aumentar a concentracdo de ceélulas para as fracbes mais baixas do
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gradiente em comparacdo aos diluentes TG (sem glicerol), o que corrobora
com a hipétese de que o glicerol diminui o volume celular, permitindo que
essas migrem de forma mais facil até as diferentes camadas de gradiente de
Percoll®. Porém, o oposto ocorreu com os diluentes CG e CGG em ovinos, e
LD e LDG em bovinos, com o diluente CGG apresentando uma maior
concentracdo de CSS ovinas viaveis na fracao FTII, e o CG na fracédo inferior,
FTII, enquanto em bovinos, o LD permitiu uma maior migracdo de CSS para a
fracdo FTIV, e o LDG para a fragcdo FTIIl. Tal acdo também pode estar
relacionada com desidratacéo e interferéncia no volume celular, causada pelo
glicerol (McGANN, 1978; MAZUR, 1997), além de, possivelmente, ocorrer uma
interacdo com os outros componentes do diluente, em especial os constituintes
bioldgicos da gema de ovo e do leite, interferindo nas diferentes densidades do
diluente e do Percoll®, facilitando ou dificultando a migracdo da estrutura celular
durante o processo de segregacao. Torna-se evidente entdo que o glicerol
pode também alterar caracteristicas fisico-quimicas da solucéo e do diluente de
forma a modificar o padrdo de migracdo celular, mas tais aspectos ainda
devem ser avaliados em estudos futuros.

Ao contrario dos ovinos, o diluente CG nos bovinos apresentou uma
maior proporcdo de células na FTI, divergindo do CGG que distribuiu as CSS
nas fracdes inferiores (FTIIl e FTIV). J4 o diluente TG apresentou mais CSS
bovinas na FTIIl, com o TGG concentrando células na fracao inferior (FTIV). Ja
com relac&o ao diluente BotuBOV®, nao foi possivel observar a comparacéo do
mesmo diluente sem o glicerol, visto este ser um diluente comercial que ja
apresenta 7% de glicerol em sua composicao (Botupharma, SP, Brasil). Porém,
em ambas as espécies, o diluente BotuBOV® apresentou um perfil de migracéo
com maior concentracdo de CSS também nas fracdes inferiores (FTIII e FTIV),
0 que corrobora com a potencial acdo do glicerol em aumentar a migracéo
celular, concentrando as CSS nas fra¢cdes mais baixas, incluindo na fragéo FIV,
que € a fracdo rica em espermatozoides destinada a FIV. Esta maior migracao
das CSS para a fracao FTIV é indesejavel, pois dificulta a segregacdo das CSS
(NEL-THEMAAT et al., 2007, 2008). O diluente comercial apresentou
resultados semelhantes aos observados com os diluentes contendo gema de
ovo. Apesar da nao disponibilidade da composi¢cédo do meio comercial, sabe-se

que h& a presenca de 20% de gema de ovo e 7% de glicerol (Botupharma, SP,
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Brasil). Tais achados deste estudo, até 0 momento, ainda ndo foram descritos

na literatura, tampouco relatados por Nel-Themaat et al. (2008).

Observamos que had uma aparente interacdo da espécie ou do método
de coleta do sémen com relacdo aos diluentes utilizados, havendo distintos
padrées de migracdo celular entre ovinos e bovinos, mesmo em condi¢cdes
semelhantes. Além dos fatores ja discutidos acima, tal diferenca também pode
estar relacionada ao tipo e a origem das CSS presentes nos ejaculados, uma
vez as caracteristicas morfoldgicas estdo potencialmente relacionadas a
migracdo das ceélulas em um gradiente de segregacdo celular. Como ja
relatado na literatura, existem populacdes de CSS em ejaculados de espécies
diferentes, porém o tecido de origem ainda é pouco conhecido. Em humanos,
por exemplo, foram encontradas células epiteliais e varias subpopulacbes de
leucdcitos, incluindo granuldcitos, mondécitos/macrofagos, linfécitos B, linfécitos
T auxiliares e supressores/citotoxicos (PHILLIPS et al.,, 1978; WOLFF e
ANDERSON, 1988; HOMYK et al.,, 1990). Ja em ovinos, as células foram
identificadas como epiteliais ou semelhantes a epiteliais pela presenca de
citoqueratina, porém ndo ha relatos concretos sobre tecidos de origem das
CSS (NEL-THEMAAT et al., 2007, 2008). Em bovinos, o érgdo de origem das
populacdes celulares ainda se encontram sob investigacdo, mas hé indicios de
serem de origem epitélio-uretral (dados nao publicados).

Neste estudo, observamos em ovinos que os diluentes com gema de
ovo apresentaram distribuicdes celulares em todas as camadas e de modo
mais desuniforme, em contrastes com os diluentes a base de leite desnatado,
que concentraram uma maior propor¢ao de células nas duas primeiras fracées
do gradiente (LG na FTl e LGG na FTII). Tais efeitos podem estar relacionados
a interacdo destes componentes com as estruturas celulares, alterando as
densidades das suspensdes celulares. Visto que a LDL da gema de ovo atua
carreando lipidios e, com o rompimento destas micelas, ocorre a estabilizacéo
da membrana celular com a introducéo de lipidios em sua estrutura (MOUSSA
et al.,, 2002). Tal acdo pode vir a alterar a densidades da suspensao e das
proprias células, levando a uma alteracdo no padrdo de migracdo das CSS
para fracdes mais inferiores. Além disso, outro ponto importante que deve ser

levado em consideracdo ao utilizar diluentes com gema de ovo é a
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necessidade de confirmar a origem das células isoladas, pois a gema de ovo
pode potencialmente ser uma fonte de células somaticas, gerando uma
contaminacao indesejada. Tal fenbmeno ndo deve estar presente pelo uso de
diluente a base leite desnatado, visto preparamos o diluente a partir de leite em
p6 reconstituido. Em bovinos, o diluente a base de lactose-gema apresentou o
mesmo perfil dos diluentes com gema de ovo, nada estando relacionado ao
diluente com leite desnatado, exceto pela presenca de lactose, que tem um
efeito osmatico no diluente. Também nédo existem relatos na literatura sobre
tais comparacoes.

Com base nos resultados deste estudo, e para as amostras de sémen
ovino diluidas em leite desnatado (LD e LDG), recomenda-se a utilizacdo das
duas primeiras fracBes de 150 pL isoladas apdés a segregacéo, visto que as
maiores proporcfes de CSS foram identificadas nestas fracfes, as quais
apresentaram poucos espermatozoides, em grande parte imoveis, o que facilita
o isolamento e o destino ao cultivo celular (NEL-THEMAAT et al., 2007). No
entanto, os demais diluentes, em bovinos e ovinos, ndo houve padroes
especificos de migracédo, recomendando-se a utilizacdo do conteudo presente
nas trés primeiras fragées (FTI, FTIl e FTIII). Tais resultados divergem com os
achados de Nel-Themaat et al. (2008), onde foi descrito que apenas a fracdo
de 20% de Percoll® apresentaria células viaveis para uso na clonagem por
TNCS.

Apesar das dificuldades relacionadas ao isolamento e cultivo das CSS, o
protocolo de segregacao empregado neste estudo é promissor, por apresentar
vantagens de ndo ser uma metodologia invasiva para fonte de células
somaticas, resultando em uma quantidade suficiente de células cultivaveis
(NEL-THEMAAT et al., 2007, 2008; LIU et al., 2010; SELOKAR et al., 2014).
Esta metodologia pode ser utilizada de forma mais eficiente para o isolamento
e cultivo de CSS para a clonagem por TNCS e de espermatozoides para a FIV
a partir de doses de sémen congelado (SELOKAR et al., 2014), de acordo com
a espécie e método de coleta de sémen, com o método de conservacdo do
sémen, e com o diluente utilizado para o processamento do sémen, e por fim,
com a estabilidade de metodologias de coleta de sémen, bem como com a

pratica de rotina nas centrais de producdo de sémen.
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CONCLUSOES

Os resultados observados neste estudo nos permitem concluir que:

O comportamento e distribuicdo das células somaticas seminais (CSS),
pelo parametro de proporcédo, manteve-se homogéneo entre os carneiros e
touros, apesar de haver, em alguns casos, diferencas entre as
concentragfes média de células por animal dentro das fra¢cdes do gradiente
de Percoll®, em especial para os touros.

A segregacdo de células sométicas do sémen de bovinos e ovinos
utilizando o gradiente de Percoll® foi influenciada pela composicdo do
diluente e pela presenca de glicerol nas suspensdes celulares, havendo
diferencas no padrdo de migragdo de acordo com a composicao base dos
diluentes (Tris, citrato, lactose), do componente biolégico (gema de ovo,

leite desnatado) e da presenca ou nao de glicerol.
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9. PERSPECTIVAS

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, como perspectivas
futuras pretendemos realizar experimentos que possibilitem aperfeicoar o
protocolo de segregacdo de células soméaticas de sémen pelo gradiente de
Percoll®, bem como investigar se ha uma influéncia da idade do animal com a
quantidade de CSS presente no sémen. Para isso, deveremos repetir o
experimento com ovinos e bovinos jovens, de idades semelhantes,
comparando com ovinos e bovinos adultos, de idades semelhantes, avaliando
também multiplos ejaculados de cada animal. Também se faz necessario
investigar e caracterizar as CSS isoladas do sémen de bovinos, bem como
buscar identificar o 6rgao de origem das células, em bovinos e ovinos, uma vez
que tal informacdo devera auxiliar no sucesso do estabelecimento do cultivo
celular e da clonagem por TNCS. E premente também que se compare o
método de coleta de sémen, por VA ou eletroejaculacdo, com respeito a
presenca de CSS no ejaculado e o perfil de migracao frente ao processo de

segregacao celular.

Também deveremos buscar estabelecer estratégias que venham
solucionar o problema observado quanto a segregacdo de CSS em amostras
gue contenham glicerol, visto que grande parte das CSS das amostras com a
presenca de glicerol migraram para a fracdo FTIV junto aos espermatozoides,
impossibilitando a separacdo de espermatozoides para FIV. Além disso, se
cultivadas com os espermatozoides, as CSS deverdo apresentar dificuldades
de aderéncia e potenciais alteracbes no meio de cultivo. Os protocolos devem
ser ajustados para um maior rendimento de obtencdo de CSS em maior

guantidade, e com o minimo de contaminacédo com espermatozoides e debris.

Ademais, devemos buscar elucidar o mecanismo de atuacéo do glicerol
sobre a segregacdo de CSS e a relacdo com os demais componentes do
diluente, visto que, dependendo do diluente, o comportamento do glicerol é
alterado. Isto é relevante, uma vez que grande parte das amostras de sémen é
mantida criopreservada, em presenca de glicerol. Por fim, &€ necessario elucidar
como e quais componentes do diluente além do glicerol influenciam na
migracao celular e como ocorre tal influéncia, visando melhorar o protocolo de

segregacao celular de CSS para a clonagem por TNCS.
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11. ANEXOS
11.1 Anexo | - Diluentes para refrigeracao e congelamento de sémen

a) TRIS-gema (SALAMON & MAXWELL, 2000)

- Solucdo-mae de diluente TRIS

- TRIS (Tris-hidroxi-amino-etano): 3,63 g
- Acido Citrico: 1,99 g

- Frutose: 0,50 g

- Agua Milli-Q, g.s.p. 100 mL

pH: 6,5-7,5
Osmolaridade: 300 mOsm/kg

- Diluente TRIS-gema para refrigeracéo (TG)
- Solucdo-mae: 80%
- Gema de ovo: 20%
- Diluente TRIS-gema para congelamento (TGG)
- Solucdo TRIS-gema: 93%
- Glicerol: 7%

b) Citrato-gema (EVANS & MAXWELL, 1987)

- Solucdo-mae de citrato de sodio a 2,94%
- Citrato de Sddio (2 H,0): 2,94 g
- Agua Milli-Q, g.s.p. 100,0 mL

pH: 6,5-7,5
Osmolaridade: 300 mOsm/kg

- Diluente Citrato-gema para refrigeracéao (CG)
- Solugdo-mae: 80%
- Gema de ovo: 20%
- Diluente Citrato-gema para congelamento (CGG)
- Solucao Citrato-gema: 93%
- Glicerol: 7%
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c) Leite Desnatado a 10%
- Leite em P6 Desnatado (CCGL®): 10 g
- Agua Milli-Q, g.s.p. 100 mL
- Aquecer a solucao a 95°C por 15 min

pH: 6,5-7,5
Osmolaridade: 300 mOsm/kg

d) Lactose-gema-glicerol (NAGASE & NIWA, 1964)

- Solucao de lactose a 11%
- Lactose: 11 g
- Agua Milli-Q, g.s.p. 100 mL
- Diluente Lactose-gema para refrigeracéo (CG)
- Solucdo-mae: 80%
- Gema de ovo: 20%
- Diluente Lactose-gema para congelamento (CGG)
- Solucao Lactose-gema: 93%
- Glicerol: 7%

pH: 6,5-7,5
Osmolaridade: 300 mOsm/kg
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11.2 Anexo Il = Fichas de controle de dados

Animal: Hora de coleta: _
N de ejaculados: Volume de ejaculado:

Turbilhonamento: Cor: Aspecto:

Movimento de massa: Motilidade e vigor:

Concentracao espermatica/mL.:

Processamento:

Hora inicial | Motilidade /vigor | Hora a 5°C | Motilidade / vigor (5°C)

TG

CG

LD/LG

TGG

CGG

LDG/LGG

Botubov

Andalises

Diluente: Hora de andlise:

Motilidade e vigor pellet (FTIV):

SPTZ vivos | SPTZ mortos | N células vivas | N células mortas | Obs:

FTI
FTII
FTHI
FTIV

Detritos Celulares | SPTZ | Células somaticas | Obs:

FTI
FTII
FTHI
FTIV
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11.3 Anexo lll - Protocolos de coloragéo

a) Coloracado de Azul de Tripano (KOVACS e FOOTE, 1992)

1. Misturar 10 yL de sémen com 10 pL do corante azul de tripan a 0,4%
(1:1 viv; Sigma, T-8154) em tubo de 1,5 mL e incubar por 15 min a 37°C

(espermatozoides devem estar vivos);

2. Adicionar 10 yL na camara de Neubauer e realizar a contagem de

células marcadas em pelo corante com inviaveis.

b) Coloracdo de Pandtipo rapido (HOROBIN, 2011)

1.

N o o A~ WD

Adicionar 10 uL da amostra em laminas e fazer trés esfregacos;
Secar os esfregacos rapidamente em fluxo de ar ou secador;
Fixar os esfregacos em alcool absoluto por 2 min;

Submergir as laminas em eosina por 2 min;

Submergir as laminas em hematoxilina por 1 min;

Lavar as laminas agua corrente;

Secar em fluxo de ar ou secador.



