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Resumo:

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de gradientes de densidade continuos de
Percoll e OptiPrep para a separagdo de espermatozoides portadores do cromossomo X, e avaliar a
influéncia sobre a viabilidade espermatica, taxa de prenhez e propor¢do do sexo. Para isso, 100
milhdes de espermatozoides foram depositados em cada tubo contendo o gradiente de densidade,
previamente preparados, em tubos de poliestireno, 24 horas antes da centrifugacdo e mantidos a 4
°C. Centrifugou-se a 500 x g por 15 minutos a 22 °C e, posteriormente, 0s sobrenadantes foram
aspirados e o0s espermatozoides recuperados no fundo dos tubos. Uma amostra foi avaliada antes a
apos a centrifugacdo para verificagdo da motilidade e vigor espermatico. Os espermatozoides foram
utilizados para a inseminagéo artificial em tempo fixo. Os resultados indicaram que a centrifugacéo
ndo afetou a viabilidade espermatica e a taxa de prenhez, entretanto ndo houve desvio da proporcéo
do sexo para fémeas. Mais estudos sdo necessarios para determinar a necessidade de adaptacdo da
técnica de centrifugacéo para a espécie ovina e assim obter o desvio da propor¢éo do sexo como na
espeécie bovina.

Palavras-chave: carneiro; sémen; sexagem; viabilidade espermatica.

Abstract:

The objective of this study was to evaluate the efficiency of continuous density gradients of Percoll
and OptiPrep for separation of X-bearing sperm, and assess the influence on sperm viability,
pregnancy rate and sex ratio. With this purpose 100 million spermatozoa were deposited into each
tube containing density gradient, which were previously prepared in polystyrene tubes, 24 hours
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before centrifugation and stored at 4 °C. The tubes were centrifuged at 500xg for 15 minutes at 22
°C, and then the supernatants aspirated and sperm recovered from the bottom of the tubes. A sample
was evaluated before and after centrifugation to verify motility and sperm vigor. The sperm were
used for fixed time artificial insemination. The results indicated that centrifugation did not affect
sperm viability and pregnancy rate, however there was no deviation of sex ratio for females. More
studies are needed of adapting the centrifugation technique to sheep and thus obtain the deviation of
sex ration as in bovine.

Keywords: ram; semen; sexing; sperm viability.
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Introducéo

Técnicas de separacdo de espermatozoides X e Y vém sendo estudadas hd muitos anos, devido a sua
Importancia para a producdo animal e a medicina humana, para evitar doengas ligadas ao sexo. Uma
técnica que é capaz de separar espermatozoides X dos Y, com acuidade de mais de 90%, é a
citometria de fluxo; no entanto, apesar do seu aperfeicoamento ao longo de mais de 25 anos, ela
ainda é ineficiente”. Além disso, ela requer a utilizacio de equipamento de alto custo (em torno
US$ 350.000), promove danos aos espermatozoides durante o processo®?® e reduz a taxa de prenhez
em bovinos®.

Utilizando-se uma metodologia simples, a centrifugacdo foi capaz de separar espermatozoides
bovinos X e Y, com menor custo, sem reducéo da viabilidade espermatica®®), sem danos ao DNA®
e com acuidade de 60% a 74%®©#9). Devido & importancia socioeconémica da ovinocultura para o
Brasil, onde a demanda por carne ovina vem aumentando, existe a necessidade do desenvolvimento
de pesquisas para maximizar a producio nesta espécie@®®, além da possibilidade de se direcionar os
nascimentos para machos ou para fémeas, de acordo os objetivos de cada rebanho. Este trabalho
teve como objetivo a separacdo de espermatozoides ovinos X e Y utilizando-se a centrifugacdo em
gradiente de densidade continua, além de avaliar a viabilidade espermatica apds a centrifugacéo e a
proporc¢ao do sexo ao nascimento.

Material e Métodos

Os produtos quimicos e meios utilizados foram adquiridos da Sigma (Saint Louis, USA), exceto
aqueles assinalados. Os protocolos utilizados nos animais estdo de acordo com os preconizados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UFBA e foram aprovados de acordo com o protocolo 05/2013.

Foram utilizados trés carneiros da raca Dorper, com idade entre um ano e oito meses e dois anos,
escore de condicdo 3,5 de acordo com a classificagdo de 1 a 5 segundo Thompson e Meyer®?,
clinicamente sadios, os quais foram submetidos previamente a exames clinicos e androlégicos,
estando, portanto, aptos para reproducdo, segundo preconizado pelo Manual para Exame
Androldgico e Avaliacdo de Sémen Animal do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal®?. Os
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animais foram mantidos em regime semi-intensivo de criacdo, pastejando em piquetes formados por
capim transvala (Digitaria decumbens) e receberam concentrado balanceado, sal mineral e 4gua ad
libitum. Para o experimento, utilizaram-se somente ejaculados que continham no minimo 70% de
motilidade progressiva, vigor 4 e concentracio espermatica total de 2x10° espermatozoides /mL.
Para a colheita do sémen, realizou-se previamente a higienizacdo do prepucio de cada animal e foi
empregado o método da vagina artificial contendo agua pré-aquecida com temperatura entre 40 e
45 °C, utilizando-se uma ovelha em estro natural ou induzido, como manequim. As colheitas foram
realizadas duas vezes por semana, seis colheitas de sémen por animal, totalizando 18 ejaculados. As
médias obtidas para motilidade, vigor e concentragdo espermatica do sémen recém-colhido foram
de 84,04%, 4,85 e 3 x 10%/mL, respectivamente.

O gradiente de Percoll (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden) foi elaborado misturando-se
a solucdo estoque de Percoll com DMEM, pH 7.4, 280 a 290 mOsm/Kg/H20, com 0,3%
(peso/volume) de BSA (Calbiochem, Darmstadt, Germany), para se obterem densidades variando
de 1.110 a 1.123 g/mL. O gradiente de OptiPrep foi preparado misturando-se diferentes proporcdes
de DMEM contendo 0,3% (peso/volume) de BSA (Calbiochem, Darmstadt, Germany), pH 7,4 para
se obterem densidades variando de 1,110 a 1,123 g/mL. As trés camadas dos gradientes de
densidade continuos de Percoll e OptiPrep foram consecutivamente montadas em tubos de 15 mL
de poliestireno. Os tubos permaneceram a 4 °C por 24 h para transformacdo do gradiente
descontinuo em um gradiente continuo de densidade, coforme descrito no Manual de Elaboracéo de
Gradiente de Densidade®),

Para a centrifugacdo, cerca de 100 milhGes de espermatozoides recém-colhidos (sémen fresco)
foram depositados sobre cada tubo contendo os gradientes continuos de Percoll e OptiPrep. A
motilidade foi avaliada subjetivamente, utilizando-se microscépio de luz com contraste de fase, e a
concentracdo espermatica por meio da camera de Neubauer. Os tubos foram centrifugados a 500 x
g por 15 min a 22 °C. Os sobrenadantes foram cuidadosamente aspirados e 0s espermatozoides,
localizados no fundo dos tubos, colhidos. A concentracdo espermatica, motilidade e a taxa de
recuperacdo foram determinadas. Os espermatozoides foram utilizados para o controle de qualidade
da centrifugacdo pela coloragdo de Azul de Tripan / Giemsa (avaliacdo da integridade de
membrana e do acrossoma) e para a inseminacdo artificial. Uma aliquota ndo foi centrifugada
(grupo controle) com intuito de se efetuar a comparagao com os grupos Percoll e OptiPrep.

A membrana espermatica e a integridade do acrossoma foram avaliadas por microscopia de luz
comum de acordo com Didion et al.*®, com pequena modificacio, pelo uso da coloracdo Azul de
Tripan / Giemsa. Uma amostra de 20 puL de cada tratamento (Percoll e OptiPrep) e do grupo
Controle (ndo centrifugado) foram incubadas com 20 pL de do corante Azul de Tripan 0,4% a 37
°C por 20 min, quando entdo foram centrifugadas duas vezes a 700 x g por 5 min. O sedimento foi
re-suspenso com 0,5 mL de agua destilada, dois esfregacos de cada amostra foram confeccionados,
fixados em metanol por for 5 minutos, secos e corados por 18 a 20 h com Giemsa (10%). As
laminas foram avaliadas contando-se 200 espermatozoides em microscépio de luz comum, com
aumento de 400X, sendo os espermatozoides classificados em vivos com acrossoma intacto (V1),
vivo sem acrossoma (VSA) e mortos.

Cento e trinta e cinco ovelhas mestigcas de Dorper e Santa Inés, divididas aleatoriamente, em trés
grupos (Percoll, OptiPrep e Controle), foram submetidas a um protocolo de sincronizacao, no qual
no Dia O foi inserido dispositivo intravaginal de progesterona (Progespon® MSD Satde Animal,
Brasil), no Dia 6 foram aplicados 400Ul de eCG (Novormon®, MSD Satde Animal, Brasil) e
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37,5ug de prostaglandina (Ciosin®, MSD Salde Animal, Brasil) e retirado o dispositivo de
progesterona.

As fémeas foram inseminadas por via laparoscopica, 55 horas apds a retirada do dispositivo
intravaginal contendo progesterona, no D9. O meio contendo espermatozoides centrifugados nos
gradientes de densidade foi envasado em palhetas de sémen de 0,25 mL (IMV Technologies, Paris,
Franca) com concentracdo de 15 a 20 x 10° espermatozoides por dose. As palhetas foram colocadas
em bainhas para inseminacdo (Aspic®, IMV Technologies, Paris, Franca). As fémeas foram
previamente tratadas com anestesia dissociativa composta de 4% de cloridrato de xilazina
(Dorcipec®, Vallée, Brasil), 20% de cloridrato de ketamina (Vetenarcol®, Konig, Argentina) e
76% de solucéo salina, na dosagem de 1 mL/10kg de peso vivo e, posteriormente, apds a tricotomia,
receberam 2 mL de cloridrato de lidocaina a 2% (Anestésico Bravet®, Bravet, Brasil) no local da
introducdo dos trocateres. Preventivamente, cada animal recebeu 10 mg/kg de peso vivo de
oxitetraciclina LA (Terramicina LA®, Pfizer, Brasil) pela via intramuscular. Apds as inseminacgoes,
0s animais tiveram as feridas cirurgicas tratadas com “spray” cicatrizante (Bactrovet Prata AM®,
Konig, Brasil) e repelente contra insetos (Valléecid Spray® Vallée, Brasil), mantendo-se o
tratamento até completa cicatrizacao.

O diagnéstico de gestacdo foi realizado 35 dias ap6s a inseminagdo artificial, por ultrassonografia
via transretal com probe de 5 MHz, adaptada para pequenos ruminantes, utilizando-se um suporte
rigido. A proporcdo do sexo foi avaliada ao nascimento, com observacéo direta da genitalia das
crias.

Os dados obtidos dos espermatozoides corados com Azul de Tripan/Giemsa foram avaliados
utilizando-se o Teste exato de Fisher. A taxa de prenhez e a proporcdo do sexo foram avaliadas
pelo Teste do Qui-quadrado. Algumas fémeas pariram mais de um produto, sendo o0 sexo de ambos
considerado na analise estatistica da proporcdo do sexo. Para todas as andlises foi considerada
significativa uma probabilidade de 5%.

Resultados e Discussao

Neste trabalho, pela primeira vez em nosso conhecimento, foi utilizada a centrifugacdo em
gradientes de densidade continuos de Percoll e OptiPrep na tentativa de se separarem
espermatozoides X ovinos recém colhidos e utiliza-los diretamente para inseminagdo artificial.
Além disso, foi verificada a viabilidade espermatica e integridade do acrossoma por meio de teste in
vitro.

Antes da centrifugacdo, a média de motilidade foi de 84,04% e apds a centrifugacdo, 63,63% e
70,76% para o grupo Percoll e OptiPrep, respectivamente. A taxa de espermatozoides recuperados
no sedimento, apds a centrifugacdo, foi de 22,12% e 20,05% para o Percoll e OptiPrep,
respectivamente, o que foi semelhante aos resultados obtidos por Hossepian de Lima et al.®,
utilizando sémen bovino congelado e centrifugado em gradiente descontinuo de Percoll. Com a
utilizacdo de sémen bovino congelado e aplicando também gradientes continuos, Resende et al.®
obtiveram taxas de recuperacdo média de 5,7% e 19,4%, para Percoll e OptiPrep, respectivamente,
sendo que somente o grupo Percoll obteve sucesso na separacdo de espermatozoides X.
Mousset-Simeon et al.*> demonstraram que o OptiPrep foi menos efetivo do que o Percoll em
separar espermatozoides humanos com motilidade e sem alteragdo na morfologia. Contrariamente,
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os resultados obtidos aqui indicaram que o Percoll e o OptiPrep foram semelhantes quanto a
motilidade pds-centrifugacdo, o que esta de acordo com os resultados encontrados em trabalho com
humanos® e bovinos®.

Os resultados da viabilidade espermaética e integridade do acrossoma pela coloracdo Azul de
Tripan/Giemsa estdo apresentados na Tabela 1, com a comparacgédo das classes de espermatozoides
(VI, VSA e mortos) antes (grupo controle) e apds a centrifugacdo nos gradientes de Percoll e
OptiPrep (grupos sexagem). O grupo Percoll apresentou a menor porcentagem de espermatozoides
VI (73%); contudo, ndo deferiu em relacdo ao grupo OptiPrep e ao grupo néo centrifugado
(P>0,05). A classe VI representa espermatozoides integros, no aspecto da viabilidade e integridade
do acrossoma, porém espermatozoides VSA séo capazes de fecundar, desde que o tempo requerido
entre centrifugacdo e a fecundacdo nédo seja longo, o que seria somente utilizado em processo in
vitro®?),

Tabela 1: Porcentagens de espermatozoides apos a coloragao com Azul de Tripan/Giemsa dos
grupos sexagem (Percoll e OptiPrep) e grupo nio centrifugado (Controle) de acordo com as classes
de espermatozoides

G No. de espermatozoides Classes de espermatozoides (%)
rupo
P contados A% | VSA Mortos
Percoll 200 73,08 17,02 10,0®
OptiPrep 200 78,00 7,00 15,0%
ont 2
Controle (ndo 200 77 00 5.0bc 18.0°

centrifugado)

VI: vivos com acrossoma intacto, VSA: vivo sem acrossoma ¢ mortos. Valores seguidos de letras diferentes nas colunas
diferem entre si (P<0,05).

Utilizando técnica semelhante de separacdo de espermatozoides, Resende et al.® verificaram que o
processo de centrifugacdo selecionou uma maior porcentagem de espermatozoides bovinos vivos
com acrossoma intacto, em média, 21%. No presente trabalho, os resultados foram superiores,
obtendo no minimo 73% de espermatozoides vivos com acrossoma intacto, apesar da diminui¢éo no
grupo Percoll em relagdo ao grupo ndo centrifugado. Este fato pode ser explicado pela utilizagdo,
neste trabalho, de espermatozoides recém-colhidos e ndo criopreservados, ao contrario do que foi
utilizado em outros trabalhos com 0 mesmo objetivo, ou seja, a separacio de espermatozoides X9,
O fato de a criopreservacdo provocar danos & membrana e a perda do acrossoma ja foi
anteriormente descrito®),

Os dados obtidos de taxa de prenhez apés a inseminacdo artificial de ovelhas com espermatozoides
centrifugados estdo contidos na Tabela 2. A taxa de prenhez ndo diferiu entre 0s grupos
centrifugados em gradiente de Percoll e OptiPrep (P>0,05) do grupo controle, em que os
espermatozoides ndo foram submetidos a centrifugacdo. Como pode ser observado, o processo de
centrifugacdo em gradientes de densidade ndo compromete, significativamente, a taxa de prenhez.
Estes resultados sdo importantes no intuito de, no futuro, realizarem-se adaptacdes na técnica de
centrifugacdo para a espécie ovina e, possivelmente, utiliza-la na espécie caprina, na tentativa de
desvio da proporc¢édo do sexo para fémeas.
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Tabela 2: Taxa de prenhez apoés inseminacdo artificial de ovelhas com espermatozoides
centrifugados em gradiente de densidade continuo de Percoll e OptiPrep e grupo controle (nao
centrifugado)

Fémeas Taxa de prenhez i
tirupes inseminadas n (%) Yalexde®
Percoll 48 27 (56.,25%) 0.11
OptiPrep 45 30 (66,67%) 0,56
Controle 40 29 (72.50%) =

Nio houve diferenca estatistica entre os grupos (P=0,05).

Apesar de ndo ter ocorrido diminuigéo significativa, na taxa de prenhez, ndo foi observado desvio
da propor¢do do sexo para fémeas (P>0,05), que constituia o objetivo da centrifugacdo dos
espermatozoides nos gradientes de densidade continuos de Percoll e OptiPrep (Tabela 3).

Tabela 3: Propor¢io do sexo ao nascimento em ovelhas inseminadas com espermatozoides
centrifugados em gradiente de densidade continua de Percoll e OptiPrep comparados ao grupo
controle (nao centrifugado)

Proporgiio do sexo

Grupos Macho Fémea
n (%) n (%) Valor de P
Percoll 13 (48.15%) 15 (53.57%) 0.69
OptiPrep 14 (46,67%) 17 (54.84%) 0.61
Controle 16 (51.61%) 15 (48.39%) -

Nio houve diferenca estatistica entre os grupos (P=>0.05).

Estes resultados ficaram abaixo dos obtidos em outros trabalhos que utilizaram sémen
criopreservado e que apreentaram desvio para o sexo feminino em torno de 62%, quando se utilizou
gradiente continuo®, e de 55,7%%, 62%® e 75%®, quando utilizaram-se gradientes descontinuos.
Observa-se que, mesmo para bovinos, a técnica de centrifugacdo precisa ser aprimorada, no intuito
de melhorar a sua repetitividade. Este fato pode ser devido & montagem dos gradientes de densidade
ser feita de forma manual, enquanto que na citometria de fluxo, que apresenta resultados mais
homogéneos, o0 processo de separacdo dos espermatozoides X dos Y é realizado em equipamento
computadorizado que analisa 0s mesmos um a um®.

Conclusoes
Concluiu-se que o processo de centrifugacdo em gradientes de densidade continuos de Percoll e
OptiPrep, na espécie ovina, ndo interferiu na taxa de prenhez e na viabilidade espermatica. No

entanto, ndo foi possivel verificar o desvio da propor¢do do sexo para fémeas. Existe a necessidade
de se desenvolverem mais estudos para adaptar a técnica de centrifugacdo para a espécie ovina e
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assim se obter o desvio da proporcdo do sexo para fémeas, j& que, originalmente, a técnica foi
desenvolvida para bovinos.
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