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“Tem gente que tem cheiro de colo de Deus. De banho de mar quando a
dgua é quente e o céu é azul. Ao lado delas, a gente ndo acha que o amor
é possivel, a gente tem certeza.

Tem gente que tem cheiro de cafuné sem pressa. Do brinquedo que a
gente ndo largava. De passeio no jardim. Ao lado delas, a gente lembra
que no instante em que rimos Deus estd dangando conosco de rostinho
colado.

Costumo dizer que algumas almas sdo perfumadas, porque acredito que
os sentimentos também tém cheiro. Minha avd era alguém assim. Ela
perfumou muitas vidas com sua luz e suas cores. A minha, foi uma delas. ”

(Ana Jacomo)
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RESUMO

A recuperacdo de espermatozoides da cauda do epididimo (EP) permite o uso de gametas que
seriam perdidos devido a morte ou falhas na capacidade reprodutiva de animais. Os EP diferem
dos espermatozoides do ejaculado (EJ) por ndo serem expostos ao plasma seminal, essas
diferencas fisioldgicas podem interferir em fatores como a longevidade, vias de capacitacao e
potencial de fecundagdo. Portanto para que se possa estabelecer os procedimentos mais
adequados para o uso eficiente de EP na produc¢do in vitro de embrides (PIVE), melhor
conhecimento sobre seu comportamento morfofisiolégico é necessario. O presente estudo
objetivou identificar o comportamento fisiolédgico de EP durante o processo de PIVE,
estabelecer melhorias no protocolo de PIVE ao utilizar EP e, caracterizar morfologicamente os
EP. EP e EJ foram coletados de sete touros Gir e utilizados em cinco experimentos. No
Experimento 1 foi avaliado o efeito da suplementa¢do com heparina (EP+) na longevidade e
viabilidade espermatica, e no experimento 2 a influéncia da heparina nas taxas de fecundacao
(TF). No experimento 3, dois gradientes descontinuos (Percoll e PureSperm) foram testados na
PIVE, e sua influéncia no sexo dos embrides foi avaliada. O experimento 4 foi realizado para
avaliar o tempo necessario que EP precisam para atingir o maximo de ovdcitos fecundados, para
isto, diferentes tempos de co-incubacdo (3, 6, 12 e 18h) foram propostos. Por fim, no
experimento 5 foi realizada a caracterizacdo morfolégica de EP utilizando a microscopia de forga
atébmica (MFA). Os dados obtidos nos experimentos 1 e 5 foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) seguido de comparacdo multipla de Tukey-Kramer (P<0,05), além disso uma
analise dos componentes principais foi realizada no experimento 5. Os resultados da TF e
producdo embrionaria foram analisados pelo Qui-quadrado (P<0,05) e a sexagem embrionaria
pelo teste de Wilcoxon (P<0,05). Os experimentos 1 e 2 mostraram que a heparina afetou a
viabilidade, longevidade e o tempo necessario para EP fecundar os ovdcitos. Apds 6h, o grupo
EP+ ja havia fecundado 82% dos ovdcitos, sendo superior aos grupos EJ (19%) e EP (42%). As 12
e 18h, a TF permaneceu mais alta no grupo EP+, e um aumento gradual na polispermia foi
observado. No Experimento 3, o uso de gradientes para a selecdo espermatica de EP apresentou
maior producdo embriondria (Percoll 54%; PureSperm 52%) do que o observado no método de
lavagem (37%), apds sete dias de cultivo embriondrio. Os embrides produzidos por EP
selecionados em gradiente resultaram e um desvio de sexo em favor de embriées machos. Em
relagdo ao tempo necessario para co-incubagdo analisado no experimento 4, n3ao foram
observadas diferengas entre os grupos. Os dados obtidos na MFA, experimento 5, mostraram
gue as dimensdes uni, bi e tri dimensionais ndo diferiram entre os grupos EP e EJ. Entretanto, os
descritores de forma mostram que o grupo EP apresentou maior rugosidade e elongamento, e
menor fator de forma e taxa de circularidade. Concluindo, ao utilizar EP o tempo de fecundacao
in vitro pode ser reduzido para 6h sem afetar a producdao e qualidade do embrido, a selecao
espermatica do EP pode ser realizada utilizando Percoll ou PureSperm, no entanto, um desvio
de sexo nos embrides produzido foi observado. Quanto as caracteristicas morfolégicas, EP e EJ
coletados dos mesmos reprodutores sdao morfologicamente semelhantes em 19 dos 24
parametros avaliados, indicando que auséncia de plasma seminal ndo afeta a morfologia de EP.

Palavras-chave: Sémen; Biotecnologia; Heparina; Viabilidade Espermatica; Fecundagao in vitro.



ABSTRACT

The recovery of sperm from the epididymis tail (EP) allows the use of gametes that would be
lost due to death or failures in the reproductive capacity of animals. EP differ from ejaculate
spermatozoa (EJ) because they are not exposed to seminal plasma, these physiological
differences can affect factors such as longevity, pathways of capacitation and fertilization
potential. Therefore, in order to establish the most appropriate procedures for the efficient use
of EP in the in vitro production of embryos (IVEP), better knowledge about its morphological
and physiological behavior is necessary. The present study aimed to identify the physiological
behavior of EP during the IVEP process, to can establish improvements in their protocol when
EP is using, and to characterize the morphologically of the EP. EP and EJ were recovery from
seven Gir bulls and used in five experiments. Experiment 1: the effect of heparin
supplementation (EP+) on longevity and sperm viability was evaluated, after which the influence
of heparin on fertilization rates (FR) was tested (experiment 2). In experiment 3, two
discontinuous gradients (Percoll and PureSperm) were tested in IVEP, and their influence on the
sex of the embryos was evaluated. Experiment 4 the time needed for EP to reach the maximum
number of fertilized oocytes was evaluated, different co-incubation times (3, 6, 12, and 18h)
were proposed. Finally, for the morphological characterization of EP using atomic force
microscopy (AFM), experiment 5 was developed. Thus, with the objective of establishing
improvements in the IVEP protocol using EP, physiological differences in the behavior of EP
during the IVEP process and their morphological characterization were evaluated. The data
obtained in experiments 1 and 5 were submitted to an analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey-Kramer multiple comparison (P<0.05) and a principal component analysis was made for
the results of experiment 5. The results of the FR rate and embryo production were analyzed by
the Chi-square test (P<0.05) and the embryo sex was analyzed through the Wilcoxon test
(P<0.05). Experiments 1 and 2 showed that heparin affected the viability, longevity, and time
required for EP fertilize oocytes. After 6h, the EP+ group had fertilized 82% of the oocytes, being
superior to the EJ (19%) and EP (42%). At 12 and 18h, FR remained higher in the EP+, and a
gradual increase in polyspermy was observed. Experiment 3: the use of gradients for the
selection of EP showed higher embryo production (Percoll 54%; PureSperm 52%) than that
observed in the washing method (37%) after seven days of embryo culture. Embryos produced
using EP selected in gradients resulted in a gender deviation in favor of male embryos.
Regarding the time required for co-incubation analyzed in experiment 4, no differences were
observed between the groups. The data obtained in the AFM analysis in experiment 5 showed
that the one, two and three dimensional measurements did not show differences between the
EP and EJ groups. However, the shape descriptors show that the EP group presented higher
roughness and elongation, and lower form factor and circularity rate. In conclusion, in vitro
fertilization time can be reduced to 6h without affecting embryo production and quality, the
spermatic selection of EP can be performed using Percoll or PureSperm; however, a gender
deviation in the produced embryos was observed. Concerning the morphological characteristics
observed, EP and EJ collected from the same sire presented similar morphological
characteristics in 19 of the 24 parameters evaluated, indicating that absence of seminal plasma
does not affect the morphology of EP.

Key words: Semen; Biotechnology; Heparin; Sperm Viability; In Vitro Fertilization.
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INTRODUGAO E REVISAO LITERARIA



INTRODUCAO

Material genético de animais de interesse econémico, animais silvestres ou em perigo de
extincdo pode ser perdido a qualquer momento por morte inesperada, ou por incapacidade
reprodutiva adquirida. Estas situa¢®es, na maioria das vezes, causam uma perda de material
genético importante e também um prejuizo econémico. Portanto, esfor¢os tém sido feitos para
desenvolver alternativas que permitam a utilizagdo desse material, evitando assim a sua perda
definitiva. De fato, vdrias técnicas de reproducdo assistida (TRAS) estdo atualmente disponiveis
e sdo ferramentas importantes para viabilizar o armazenamento e uso futuro desse material.

A recuperacdo e criopreservacdo de espermatozoides do epididimo (EP) de animais
mortos é uma dessas alternativas, pois permite a preservacdo de gametas masculinos e a
manutencdo de bancos de germoplasma (Kaabi et al., 2003; Martinez-Pastor et al., 2005). Esses
espermatozoides podem ser utilizados na inseminacdo artificial (IA) ou na producdo in vitro de
embrides (PIVE), seja por injecdo intracitoplasmatica (ICSI) ou por fecundagdo in vitro (FIV)
(Martins et al., 2007; Martins et al., 2009; Chaveiro et al., 2015; Bertol et al., 2016; Rodriguez-
Villamil et al., 2016).

Apds deixarem os testiculos os espermatozoides sdo armazenados na cauda do
epididimo e, no momento da ejaculacdo, entram em contato com os fluidos secretados pelas
glandulas acessorias, formando o sémen. Essas secrecdes das glandulas acessérias contém
varios fatores, incluindo ions, lipidios, substratos energéticos, compostos organicos e proteinas
(Moura et al., 2006; Juyena e Stelletta, 2012) que sdo importantes para a sobrevivéncia e
transporte do espermatozoide no trato reprodutivo da fémea (Juyena e Stelletta, 2012). Além
disso, proteinas secretadas no plasma seminal sdo fatores importantes para a estabilidade da
membrana, formacdo do reservatério do istmo, capacitacdo espermatica e interacdo
espermatozoide-ovdcito (Ignotz et al., 2001; Gwathmey et al., 2006; Juyena e Stelletta, 2012).

Portanto, os EP diferem dos espermatozoides do ejaculado (EJ), principalmente por ndo
terem entrado em contato com os fluidos das glandulas acessérias. E, por sua vez, nao tiveram
contato com substancias que sdo importantes para a sobrevivéncia e a capacidade de fecundar,
0 que pode afetar a fisiologia e longevidade dessas células. De fato, estudos tém mostrado que
os EP sdo mais resistentes que os EJ, apresentando maior viabilidade apds a refrigeracao e

maior longevidade apds o descongelamento (Cunha et al., 2016). Além disso, EP parecem



responder de maneira diferente a capacitacdo in vitro, sendo capaz de fecundar ovdcitos suinos
e bovinos em menor tempo (Matas et al., 2010; Cunha et al., 2019).

Considerando esses resultados, pode-se supor que outros aspectos como a morfologia
espermatica também sejam diferentes entre EP e EJ. Essas diferencas, caso existentes, precisam
ser levadas em considerac¢do quando EP sejam utilizados nas TRAS.

Os EP ja foram utilizados na IA em bovinos, sejam eles armazenados a temperatura
ambiente logo apds a castracdo e coleta (Bertol et al., 2016), apds a refrigeracdo ou apds serem
criopreservados (Martins et al., 2007), resultando em prenhez ou gerando o nascimento de
bezerros. Além disso, diversos estudos ja relataram o uso de espermatozoides bovinos
recuperados do epididimo para a PIVE (Fraser e Drury, 1976; Martins et al., 2007; Matas et al.,
2010; Krishnakumar et al., 2011; Stout, 2012; Chaveiro et al., 2015; Bertol et al., 2016).

No entanto, os resultados de producdao de embrides bovinos quando se utiliza EP sdo
variaveis e contraditérios. Alguns autores relatam taxas de blastocisto similares aquelas obtidas
com o uso de EJ (Martins et al., 2009; Stout, 2012; Chaveiro et al., 2015; Bertol et al., 2016)
outros relatam taxas inferiores (Rodriguez-Villamil et al., 2016). A variacao nos resultados de
producdo de embrides na PIVE com EP pode ser devido ao fato de que os EP sdo submetidos a
protocolos de preparacdao espermatica estabelecidos para EJ, desconsiderando, assim, as
diferencas fisioldgicas entre EP e EJ. Portanto, para que se possa obter melhores resultados e
usar de forma mais eficiente os EP, estudos que avaliem as caracteristicas morfofisioldgicas
deste tipo especifico de espermatozoides sao necessarios, para entdo propor mudancgas que
maximizem os resultados quando EP s3o utilizados em TRAS como a PIVE.

Este estudo tem como objetivo estabelecer o melhor protocolo para utilizacdao de EP na
PIVE. Desta forma, o comportamento de EP foi avaliado diante de varios fatores envolvidos na
preparagdo espermatica para a PIVE, como o efeito da heparina no comportamento e
viabilidade dos EP, a influéncia de diferentes métodos de selecdo espermatica, o efeito de
diferentes tempos de co-incubacdo de espermatozoides-ovdcitos na producdo de embrides.
Além disso, a caracterizacdo morfoldgica de EP utilizando a microscopia de forga atomica (MFA)

foi realizada.



OBJETIVOS
Objetivo Geral

Estabelecimento de protocolo para utilizacdo de EP na PIVE.

Objetivos Especificos

HIPOTESE

Avaliar o efeito da heparina na viabilidade e longevidade de EP apds a sua incubagao
em meio FIV;

Avaliar a influéncia da heparina nas taxas de fecundacao de EP;

Avaliar a influéncia no método de sele¢cdo espermatica na produgdo e no sexo de
embrides PIVE;

Avaliar o efeito do tempo de co-incubacdo de EP com ovécitos na PIVE;

Caracterizar morfologicamente os EP por microscopia de for¢a atébmica.

Espermatozoides recuperados da cauda do epididimo sdo diferentes fisiologica e

morfologicamente dos espermatozoides do ejaculado, sendo necessario o uso de protocolos

especificos para a PIVE.



REVISAO LITERARIA

Espermatozoides

Os espermatozoides sdo células haploides, alongadas e constituidas de dois
componentes principais: cabe¢a e cauda, unidas pela regido do colo (Flesch e Gadella, 2000).
Trés membranas estdo presentes no gameta masculino: membrana nuclear, membrana
acrossomal (interna e externa) e membrana plasmatica (Barth e Oko, 1989).

A cabeca do espermatozoide possui formato arredondado e achatado, contendo na
porgdo superior, o acrossoma, e sendo constituida basicamente pelo nucleo e uma pequena
quantidade de citoplasma (Flesch e Gadella, 2000). As dimensdes e formato da cabeca dos
espermatozoides podem variar de acordo com a espécie. Além disso, a populacdo de
espermatozoides de um mesmo ejaculado pode apresentar caracteristicas morfoldgicas
heterogéneas, normalmente imperceptiveis em avaliacdbes morfoldgicas de rotina (Rubio-
Guillén et al., 2007; Ramon et al., 2014).

Quanto a morfologia dos espermatozoides, utilizando a microscopia de luz associada a
um sistema computadorizado de analise morfoldgica, o Sperm-Class Analyzer (SCA), trés
subpopulacdes de células espermaticas foram classificadas apds o descongelamento de acordo
com o tamanho e forma da célula (Rubio-Guillén et al., 2007). As dimensdes espermaticas
observadas neste estudo apresentaram espermatozoides com darea entre 32,15 um? a 42,02
um2. Em estudos um pouco mais recentes realizados por Carvalho et al. (2013), a microscopia
de forga atomica foi utilizada para a compara¢ao morfoldgica de caracteristicas como formato e
tamanho entre espermatozoides portadores do cromossomo X e Y. Os resultados mostraram
dimensdes de drea entre de 46,9 um? a 49,4 um?, ndo havendo diferenca no tamanho entre os
grupos estudados.

O nucleo do espermatozoide é envolto pelo envelope nuclear e possui uma cromatina
altamente condensada devido a um evento conhecido como protaminacao (Flesch e Gadella,
2000), onde protaminas substituem as histonas do DNA, levando a uma condensac¢do acentuada
da cromatina (Balhorn, 2007). A troca de histonas por protaminas ocorre durante o processo
final da formacdo das espermatides, a espermiogénese, e pode ser definida em duas etapas.

Inicialmente, proteinas de transicdao substituem aproximadamente 90% das histonas, em



seguida, as proteinas de transicdo sdo substituidas por protaminas (Fuentes-Mascorro et al.,
2000). A quantidade de histonas que permanecem no DNA determina o grau de condensacgao e
estabilidade da cromatina, sendo que esta caracteristica é especifica em cada espécie, sendo
que em humanos aproximadamente 15% das histonas permanecem no DNA (Fuentes-Mascorro
et al., 2000). Como consequéncia dessas modificacGes proteicas na arquitetura nuclear durante
a espermiogénese, a capacidade de transcricdo e tradugdo da célula espermatica passa a ser
restrita.

Na regido superior da cabe¢a do espermatozoide estd localizado o acrossoma, formado
por duas membranas, interna e externa, contendo em seu interior glicoproteinas, agucares, e
enzimas como a hialuronidase e acrosina, as quais sdo liberadas apds a ligacdo dos
espermatozoides a zona pelicida do ovdcito. Essa ligagcdo induz a reagdo acrossomal, em que
membrana acrossomal externa e a membrana plasmatica se fundem, formando poros para que
sejam liberadas as enzimas importantes para que o espermatozoide possa digerir a zona
pelucida. Desta forma, o acrossoma pode ser definido como uma vesicula secretora modificada,
oriunda do complexo de Golgi (Flesch e Gadella, 2000; Gilbert, 2003).

A membrana plasmatica é composta por uma bicamada lipidica anfipatica com faces
interna e externa, as quais estdo associadas proteinas, glicoproteinas, colesterol e glicolipidios.
Estes diferentes componentes formam um grande mosaico fluido, altamente organizado, que
recobre o acrossoma e toda a célula espermatica. A membrana plasmatica atua como uma
barreira seletiva para componentes presentes no meio intra e extracelular. Cada regido da
membrana possui sitios de ligacdo com afinidades altamente especificas a determinadas
moléculas (Gwathmey et al., 2006). Sendo assim, a membrana plasmatica exerce um papel
fundamental na sobrevivéncia do espermatozoide, sendo que eventos que modifiquem sua
estrutura comprometem a sua funcdo, levando a perda da viabilidade e longevidade no trato
reprodutivo da fémea, e, consequentemente, afetando a capacidade fecundante do
espermatozoide.

A cauda da célula espermatica é composta de colo ou pescoco e pecas intermediaria,
principal e terminal. O colo conecta a cabeca do espermatozoide com a cauda (Knobil e Neill,

2006). A cauda é formada pelo axonema central, uma estrutura composta por nove pares de



microtubulos dispostos radialmente ao redor de dois microtubulos centrais (Mortimer, 2000).
Entretanto, a medida que se tornam mais distais, os tubulos duplos vdo se dissociando e
desaparecendo, sendo que o ultimo a desaparecer é o tubulo central (Barth e Oko, 1989). Na
peca intermedidria, o axonema é circundado por um conjunto de mitocéndrias dispostas em
espiral, que possuem a funcdo de fornecer energia para o batimento flagelar, através da
producao de ATP.

Cada regido da membrana plasmatica contém dominios e funcdes especificas. A regido
que recobre a cabega do espermatozoide tem como fungdo interagir com o ovdcito; a regiao
que recobre a peca intermedidria, onde estdo localizadas as mitocéndrias, esta envolvida no
influxo de calcio (Singh e Rajender, 2015; Vicente-Carrillo et al., 2016) e producdo de energia,
agindo como um dos desencadeadores da motilidade (Flesch e Gadella, 2000). As proteinas
presentes nos diferentes sitios da membrana plasmatica possuem funcdes distintas, como por
exemplo o efluxo do colesterol (Thérien et al., 1998) e a ligacdo a zona pelucida (Harkema et al.,
2004).

A fluidez e permeabilidade da membrana estdo diretamente relacionadas com a
composicao lipidica (Alberts et al., 1994), quantidade de colesterol, niveis de saturacdo de
acidos graxos e proteinas presentes (Wolfe et al., 1998), assim como pela temperatura a qual a
membrana é exposta (Alberts et al., 1994; Flesch e Gadella, 2000). A preservacdo de todas as
estruturas da célula espermatica é importante para que ocorra a fecundacdo e a formacao do
zigoto.

Depois de deixar os testiculos, os espermatozoides ainda ndo adquiriram a capacidade
de se mover progressivamente sendo incapazes de fecundar ovdcitos em condi¢des normais de
reproducdo. Para se tornarem aptos a fecundar, dois processos sdo necessdrios, a maturacao

gue ocorre no epididimo e a capacitacao que ocorre no trato reprodutivo da fémea.

Epididimo
Apds sairem dos tubulos seminiferos, os espermatozoides seguem em direcdo ao
epididimo. O epididimo é formado por um ducto enovelado que fica localizado entre o ducto

aferente e o deferente e em bovinos pode atingir até 40 metros de comprimento. Os



espermatozoides transitam pelo epididimo por um periodo de aproximadamente nove a 13 dias
(Dacheux e Dacheux, 2014).

Anatomicamente o epididimo de bovinos pode ser dividido em cabeca, corpo e cauda,
sendo que essa divisdo anatomica é extremamente importante, uma vez que cada regido exerce
um papel no processo de maturacdo da célula espermatica. O epididimo é composto por um
epitélio onde diferentes tipos de células epiteliais sdo descritos, incluindo células principais,
células estreitas (encontradas apenas no segmento inicial), células claras e células basais
(Dacheux e Dacheux, 2014; Paunescu et al., 2014). Cada um desses tipos de células possui uma
estrutura e funcdo especificas que variam dependendo de sua localizagdo ao longo do
epididimo, atuando na secrecdo, absorcdo, acidificacdo do liquido luminal, protecdo contra
resposta imune, fagocitose, producdo de antioxidantes e proteinas (Caballero et al., 2009).

A cabeca do epididimo é formada por epitélio pseudoestratificado, com limen estreito,
cilios altos e presenca de baixa quantidade de espermatozoides. O corpo do epididimo é
composto por um epitélio pseudoestratificado, com cilios encurvados e alguns vacuolos
apresentando maior lumen. O ambiente da cauda do epididimo possui epitélio
pseudoestratificado, com poucos cilios e um Iimen amplo contendo a maior concentracdo de
espermatozoides (Schimming et al., 2012). Ao final do transito pelo epididimo, os gametas

masculinos maturos sdo armazenados na cauda.

Altera¢Oes espermaticas durante o transito epididimario: maturagao

A maturacdo abrange importantes alteracdes morfoldgicas e fisiolégicas, envolvendo
mudancas sequenciais na composi¢cdao bioquimica da célula espermatica. Cada segmento do
epididimo apresenta caracteristicas distintas, como a populacdao de células, expressao
diferencial de genes e, consequentemente, perfil de proteinas (Gervasi e Visconti, 2016).
Durante o transito no epididimo importantes modificacdes espermaticas sdao descritas, como a
diminuicdo na proporcdo de colesterol e fosfolipidios da membrana, mudancas no perfil de
proteinas, condensacao final da cromatina, transito da gota citoplasmatica localizada na regiao
proximal para a regido distal, aquisicio da motilidade progressiva e da capacidade de

fecundacdo (Cornwall, 2009; Dacheux e Dacheux, 2014; Gervasi e Visconti, 2017).



A primeira por¢do do epididimo, a cabeca, estd relacionada com a reabsorc¢do da maioria
dos fluidos provenientes dos tubulos seminiferos. Apdés a reabsor¢do de fluidos, os
espermatozoides seguem para o corpo do epididimo.

Logo apds os espermatozoides deixarem a cabeca e entrarem no corpo do epididimo
ocorre o inicio da migracdo da gota citoplasmatica, a aquisicdo da habilidade de se ligarem a
zona pelucida do ovdcito, a ativacao da cascata de fosforilagdo da proteina tirosina induzida
pelo AMPc, sendo um dos fatores responsdveis por desencadear movimentos vibratorios
(Knobil e Neill, 2006; Cornwall, 2009; Dacheux e Dacheux, 2014; Gervasi e Visconti, 2017). No
corpo do epididimo também é descrito uma importante alteracdo nuclear, a condensacao final
da cromatina. Os mecanismos que atuam na condensacdo da cromatina envolvem a reticulacao
das protaminas em decorréncia da formacdo de pontes dissulfeto e diminuicdo da dgua
remanescente do processo de espermatogénese, aumentando ainda mais a compactacdo da
cromatina (Golan et al., 1996; Fuentes-Mascorro et al., 2000).

Finalmente, a cauda do epididimo atua como um reservatério, garantindo a manutencao
da viabilidade espermadtica e o armazenamento de espermatozoides vidveis e aptos a
fecundacao, para serem liberados no momento da ejaculacdo, ou gradualmente fagocitados na
auséncia da ejaculagao (Barth e Oko, 1989; Knobil e Neill, 2006).

Grande parte das altera¢bes que o gameta masculino sofre durante o transito no
epididimo estd relacionada com as mudancas no perfil proteébmico dos espermatozoides
durante a maturagao. Considerando que o genoma do espermatozoide seja transcricionalmente
inativo, acredita-se que as alteracGes observadas no perfil de proteinas durante a maturacao
sejam originadas da incorporacdao de novas proteinas de origem epididimaria ou de
transformacdes pds-traducionais das proteinas ja existentes, como a fosforilacdo e oxidacao,
destacando-se no ambiente epididimario as proteinas tiol (Bedford e Calvin, 1974; Dias et al.,
2014; ljiri et al., 2014).

A maioria das proteinas espermaticas que sdao alvo de modificacdes durante o transito
no epididimo pertencem ao grupo tiol e estdo localizadas na regido do flagelo. Proteinas tiol sdo
ricas em cisteina, e através de reacoes oxidativas entre dois residuos de cisteina, uma ponte de

dissulfeto é formada, resultando em proteinas com ligacdes de aminodacidos altamente estaveis
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e rigidas, comumente relacionadas as fung¢des estruturais do espermatozoide (Calvin e Bedford,
1971; Bedford e Calvin, 1974; Dias et al., 2014).

Desta forma, tem sido descrito que através da oxidacdo de proteinas tiol, as ligacdes de
dissulfeto sao reduzidas (Calvin e Bedford, 1971; Bedford e Calvin, 1974), gerando uma
estabilizacdo gradual de regides da célula espermatica ricas em proteinas tiol, como a regido do
flagelo, resultando na motilidade espermatica (Dias et al., 2014; Gervasi e Visconti, 2017).

Corroborando com esses estudos a respeito das proteinas tiol, Shalgi e colaboradores
(1989) relataram que conforme os espermatozoides de ratos transitavam pelo epididimo, a
oxidacdo gradual dos grupos tiol foi observada, de acordo com o surgimento da motilidade. Em
garanhdes, a diminuicdo gradual das ligacdes de dissulfeto em proteinas espermaticas
relacionadas com a estrutura do flagelo, como a ODF-1 (outer dense fiber-1 protein), durante o
transito no epididimo, também foram descritas através da técnica de eletroforese em gel
bidimensional (Dias et al., 2014).

Além da alteracdo no perfil das proteinas ja presentes nas células espermaticas antes de
entrarem no epididimo, também pode-se citar a incorporagdo de novas proteinas originarias do
epitélio epididimario, que se aderem a membrana espermatica através do contato direto do
espermatozoide com o epitélio, ou através do transito de epididimossomos (Gervasi e Visconti,
2017).

Epididimossomos também s3ao conhecidos como vesiculas extracelulares ou exossomas.
Essas pequenas estruturas nada mais sdo do que pequenas vesiculas membranosas (25 a 300
nm de didmetro), liberadas das células que compdem o epitélio do epididimo e que podem
carregar em seu interior diferentes moléculas como aminoacidos, proteinas, lipidios e pequenos
RNAs (Gervasi e Visconti, 2017; Barcelo et al., 2018; Silveira et al., 2018).

Além dos epididimossomos, estudos realizados por Paunescu et al. (2014) mostram
através de imagens de alta resolucdo, que existem alguns pontos especificos e bem estreitos
onde os espermatozoides se conectam diretamente com a superficie epitelial apical do
epididimo, permitindo assim que algumas proteinas também sejam transferidas diretamente

para o espermatozoide.
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Embora algumas hipoteses sejam apontadas e comprovadas, todos os mecanismos de
transferéncia de moléculas do epididimo para os espermatozoides ndo sdao completamente
elucidados, no entanto, diferentes métodos investigativos tém sido usados com o intuito de
caracterizar o perfil de proteinas secretadas por diferentes regides do epididimo.

O estudo da protedbmica de espermatozoides recuperados de diferentes regides do
epididimo fornece informagdes para o entendimento do processo de maturagdo espermatica,
no entanto, na maioria dos casos, esses estudos foram limitados devido a falta de modelos in
vitro que permitam a correta correlagdo de determinadas proteinas com a fun¢ao espermatica.

Algumas proteinas ja foram identificadas por terem papel especifico em importantes
funcdes espermaticas como a motilidade (Eickhoff et al., 2001; Frenette et al., 2003; Eickhoff et
al., 2004; Frenette et al., 2004; Murta et al.,, 2016), a capacitacdo espermadtica, reacao
acrossomal, interacdo entre espermatozoide-zona pellcida e fecundacao (Frenette et al., 2005;
Oh et al., 2005; Caballero et al., 2013; Joshi et al., 2013).

Além de proteinas, estdo presentes no fluido epididimario alguns compostos como
glicoproteinas, enzimas pertencentes ao grupo das glicosidases (B-D-galactosidades, B-N-acetil
glucosaminidase, a-fucosidase, a-glucosidase e a-manosidase) e aminoacidos como a carnitina,
um agente delipidante. Esses componentes estao envolvidos nos mecanismos como a formacgao
do conteldo acrossomal, migracao da gota citoplasmatica e capacidade de a célula espermatica
reconhecer de sitios especificos sobre a superficie dos ovdcitos no momento da fecundacao
(Tulsiani et al., 1993; Dacheux et al., 2003).

Durante o transito epididimario algumas proteinas adquiridas sdo identificadas como
marcadores de células defeituosas, como por exemplo a ubiquitina (Sutovsky et al., 2001) e a
ELSPBP1, a Proteina Epididimaria de Ligacdo Espermatica 1 (D'amours et al., 2012) que sdo
ligadas apenas a espermatozoides defeituosos ou que morrem durante o transito pelo
epididimo.

Estudos apontam que além do transporte contendo novas moléculas como lipidios, os
epididimossomas também podem estar atuando na remocdo de proteinas. A presenca da
proteina Dicarbonil Lxylulose Redutase (DCXR) é maior nos epididimossomas presentes na

cauda do epididimo quando comparada a por¢ao inicial do epididimo, e é menor nos
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espermatozoides presentes na cauda do que em espermatozoides presentes na cabeca,
sugerindo que de alguma maneira, essa proteina é externalizada dos espermatozoides e
absorvida pelos epididimossomas durante a maturacdo (Akintayo et al., 2015).

Por fim, abordagens recentes identificaram que epididimossomas também estdo
envolvidos no transporte de pequenos RNAs aos espermatozoides de mamiferos durante a
maturacdo espermatica (Sharma et al.,, 2015). Esses pequenos RNAs, conhecidos como
microRNAs podem se ligar a regides especificas de RNAs mensageiros atuando como
silenciadores pds-transcricionais (Godia et al., 2018), podendo modular a expressao génica do
gameta e interferir na ativacdo do genoma embrionario (Sharma et al., 2015; Godia et al.,

2018).

Plasma Seminal e Espermatozoides: Formagao do sémen

No momento da ejaculacdo, o plasma seminal entra em contato com os
espermatozoides, proporcionando um ambiente nutritivo e protetor para a célula se manter
vidvel no trato reprodutivo da fémea até o momento da ovulacao.

Embora a composicao do plasma seminal ndo seja completamente descrita,
principalmente devido a alta variabilidade entre individuos, sabe-se que o plasma seminal
contém vdrias substancias como 4acido citrico, glicoproteinas, proteinas e aglcares como a
frutose. O plasma seminal é produzido pelas glandulas sexuais, principalmente pelas vesiculas
seminais (Juyena e Stelletta, 2012).

Dentre as moléculas presentes no plasma seminal, as proteinas exercem importante
funcdo nos espermatozoides, pois participam na formacdo dos reservatdrios espermaticos,
capacitacao e ligacao dos espermatozoides a zona pellcida do ovécito. Dentre estas proteinas, a
familia composta pelas Binder Sperm Proteins (BSPs) merece destaque e corresponde a mais de
70% das proteinas totais do plasma seminal (Ignotz et al., 2007), sendo trés BSPs identificadas
como principais: BSP-A1, BSP-A3 e a BSP-A5 (Ignotz et al., 2001; Moura et al., 2006).

As BSPs, especificamente a BSP-A3, atuam na formacdo do reservatério de
espermatozoides agindo como receptores ligantes da membrana plasmatica a aclcares, como a
fucose e manose, presentes na regido apical das células epiteliais da tuba uterina (Ignotz et al.,

2001; Ignotz et al., 2007; Kadirvel et al., 2012). Além do reservatoério, as BSPs também possuem
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relacdo com a capacitagdo espermatica, sendo receptores que promovem a intera¢do da

heparina com a membrana plasmatica (Desnoyers e Manjunath, 1992).

Reservatodrio da tuba uterina

A formacdo do reservatério ocorre especificamente na regido do istmo, sendo um
mecanismo presente no processo de fecundacdo, descrito em vdrias espécies de mamiferos. O
reservatério de espermatozoides possui fungdes como a regulagdio da selecdo de
espermatozoides vidveis, manutencdo da viabilidade espermdtica e prevencdo da polispermia
(Ignotz et al., 2001; Gualtieri et al., 2010).

A ligacdo dos espermatozoides as células da tuba uterina estd relacionada com a
presenca de proteinas presentes na membrana plasmdtica do espermatozoide e acucares
presentes nas células da tuba uterina (Fazeli et al., 1999; Ignotz et al.,, 2001). Como
anteriormente mencionado, em bovinos os principais acUcares presentes nas células da tuba
uterina que atuam como receptores ligantes sao a fucose, manose, ou um glicano conhecido
como o SuleA (Ignotz et al., 2001; Ignotz et al., 2007; Kadirvel et al., 2012). Além da fucose,
manose e SuleA, anexinas também s3o apontadas como receptores presentes no epitélio da
tuba (Gualtieri et al., 2010).

Apds a formacao dos reservatérios, os espermatozoides permanecem ligados até que
ocorra a ovulagao, quando se desprendem gradativamente e seguem para a regidao da ampola.
O mecanismo exato que faz com que os espermatozoides se desliguem do reservatdrio no
momento da ovula¢do, ainda sdao desconhecidos. De fato, estudos que relacionam fatores
bioquimicos, biofisicos e quimiotaxicos ja foram descritos por diversos grupos de pesquisa
(Gualtieri et al., 2010; Gualtieri et al., 2012; Gualtieri et al., 2013; Tung et al., 2014). Alguns dos
possiveis desencadeantes desse complexo processo sdo apontados como fatores secretados
pelo trato reprodutivo da fémea, como por exemplo, heparina e penicilamina, descritos por
Gualtieri et al. (2013), bem como a progesterona, prostaglandinas (Hunter e Rodriguez-

Martinez, 2004) e sinaliza¢cGes ovocitarias (Elsokary e Miller, 2017).
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Capacitacdao Espermatica

O processo de capacitacdo é definido por um conjunto de alteragGes fisioldgicas que se
iniciam durante o desligamento dos espermatozoides do reservatério da tuba uterina (Fazeli et
al., 1999), ou in vitro, através da incubag¢do dos espermatozoides em meios especificos (Parrish
et al., 1986; Parrish et al., 1988; Parrish et al., 1989). Em bovinos, a heparina, o bicarbonato de
sédio (NaHCOs), a albumina e o Cax+, presentes no trato reprodutivo da fémea, atuam no
processo de capacitacdo espermatica (Miller et al., 1990; Harrison et al., 1992; Thérien et al.,
1998; Flesch et al., 2001).

As mudangas descritas durante a capacitagao em bovinos sdo induzidas pela liga¢ao da
heparina as BSPs, que se encontram ancoradas aos fosfolipidios que compdem a membrana
plasmatica (Desnoyers e Manjunath, 1992). Desta forma, a ligacdo da heparina as BSPs em
conjunto com os altos niveis de albumina e NaHCOs3, presentes no trato reprodutivo da fémea,
promovem o efluxo do colesterol, causando uma desorganizacdo estrutural da membrana
plasmadtica e consequentemente alterando sua fluidez e aumentando o pH intracelular (Miller et
al., 1990; Flesch e Gadella, 2000; Parrish, 2014; Kuo et al., 2016).

Durante a capacitacdo espermatica, a albumina atua sempre em conjunto com o
NaHCOs, agindo como um aceptor, captando o colesterol removido e evitando que ele retorne
para a membrana (Leahy e Gadella, 2015; Kuo et al., 2016).

Recentemente, pequenos canais localizados na regido flagelar dos espermatozoides, tém
sido descritos como o principal responsavel pelo transporte de ions de Cay+ para dentro da
célula, esses canais sdo conhecidos como CatSper e ja foram identificados em suinos, humanos,
murinos e ovinos (Singh e Rajender, 2015; Vicente-Carrillo et al., 2016).

Devido ao aumento da concentracdo intracelular de Cax+ e NaHCOs, ocorre também o
aumento do pH intracelular e com isso a ativacao de um tipo Unico de adenilciclase presente no
espermatozoide, a adenilciclase soluvel (SACY). A principal caracteristica do SACY é ser ativada
por Cax+ e NaHCOs, e ndo pela proteina G ou pela forskolina, assim como a maioria das
adenilciclases (Gadella e Harrison, 2000). Apds a ativacao, a enzima adenilciclase-SACY ira atuar
na conversdo de ATP em AMPc. Com o aumento dos niveis de AMPc ocorre a ativacao da

proteina Kinase A (PKAs), AMPc dependente, induzindo a fosforilacgdo da proteina tirosina
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(Signorelli et al., 2012; Parrish, 2014) e desencadeando a hipermotilidade, caracteristica de um
espermatozoide capacitado (Mortimer et al., 1998).

Tem sido descrito que os mecanismos envolvidos durante o processo de capacitacdao
diferem entre os espermatozoides do ejaculado e do epididimo (Matds et al., 2010). Tais
observacdes podem estar relacionadas as mudancas estruturais que a membrana plasmatica
sofre durante a maturagdo epididimaria e a ejaculacdo. Além das fun¢bes anteriormente
mencionadas, o plasma seminal atua como uma pelicula protetora para o espermatozoide
sobreviver ao ambiente do trato reprodutor feminino. Muitas proteinas do plasma seminal
servem como fatores decapacitantes, sendo que, durante o processo de capacitagao
espermatica, essas proteinas sdo removidas da superficie dos espermatozoides (Juyena e
Stelleta, 2012). De fato, resultados obtidos por Matas e colaboradores (2010) indicaram que
espermatozoides epididimarios se capacitam mais rapido que espermatozoides do ejaculado. O
que pode ser atribuido ao fato de que espermatozoides que entram em contato com o plasma
seminal recebem os fatores decapacitantes que se aderem a sua membrana, retardando o

processo de capacitacao (Juyena e Stelleta, 2012).

Avaliagoes da viabilidade espermatica

Andlise de rotina do sémen criopreservado consiste na avalia¢cdo subjetiva de motilidade,
proporcao de espermatozoides com morfologia normal e concentracao de espermatozoides por
dose. Porém, para estimar de forma mais acurada a fertilidade de uma amostra é necessario
avaliar eventos fisiolégicos tais como a capacitacdo e a reagdo acrossomal, que sao importantes
no processo de fecundacdo. Portanto, amostras de sémen que apresentam caracteristicas de
motilidade e morfologia normais nem sempre atingem taxas aceitaveis de fecundacao, pois os
espermatozoides podem ter algum problema estrutural ou funcional que possam prejudicar a
sua capacidade fecundante (Celeghini et al., 2007; Hossain et al., 2011; Standerholen et al.,
2014; Sapanidou et al., 2015; Cunha et al., 2015).

Sendo assim, outras técnicas in vitro que avaliem outros aspectos das células
espermaticas tem sido objeto de estudo de varios pesquisadores (Celeghini et al., 2007; Hossain
et al., 2011; Standerholen et al., 2014; Sapanidou et al., 2015). Embora nenhuma técnica de

avaliacdo, apresente, isoladamente, sensibilidade suficiente para a estimar a fertilidade, a
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combinacdo de diversos métodos permite uma estimativa mais acurada do potencial de
fecundagdo das amostras de sémen.

Quanto a avaliacdo da motilidade, o sistema de analise computadorizada do movimento
espermatico - “computer-assisted semen analysis” (CASA) tem sido o mais utilizado. Este tipo de
analise permite uma avaliacdo mais exata e objetiva da motilidade, fornecendo informacdes
precisas e significativas da cinética da célula espermatica (Mortimer et al., 1998; Cox et al.,
2006). Ou seja, determina ndo somente a percentagem de células mdveis como também
quantifica caracteristicas especificas do movimento espermatico (Garner et al., 1997).

Além da avaliacdo da motilidade, avaliagdo da funcionalidade da célula através da
marca¢do de compartimentos/organelas especificos, ou o metabolismo celular também sdo
ferramentas importantes. Dentre as varias técnicas disponiveis para esses ensaios laboratoriais,
o emprego de corantes fluorescentes associados a microscopia de fluorescéncia permite
avaliagbes de organelas ou compartimentos, associadas ou n3ao a outros eventos como o
transporte de ions e metabolismo celular, ou a localizacdo de proteinas (Combs, 2010).

Dentro da microscopia de fluorescéncia pode ser destacado o uso da citometria de fluxo,
gue permite andlises de varios parametros em uma Unica célula, de forma simultanea, rapida e
objetiva. Além disso, permite a avaliagdo de milhares de células em andlises que associem mais
de uma caracteristica em uma mesma amostra. O equipamento mais sofisticado que pode ser
destacado sdo citOmetros de fluxo que possuem uma cdmera acoplada ao sistema, onde
softwares especificos permitem além de graficos a aquisicdo de imagens instantaneas. Esses
citbmetros sdo conhecidos como flow cytometry image.

A avaliacdo da integridade de membrana pode ser feita com o uso de sondas
fluorescentes para DNA, tais como o corante vital Hoechst 33342 (H33342), Hoechst 33258
(Hoechst 33342), SYBR-14 e o lodeto de Propideo (IP). As sondas Hoechst 33342 e Hoechst
33258 se ligam ao DNA, possuindo especificidade as regidoes das bases nitrogenadas da adenina
e timina (Garner et al., 1997; Gillan et al., 2005; Hallap et al., 2006; Yoon et al., 2015), marcando
de azul o nucleo de todas células (H33342) ou apenas de células lesionadas (H33258). O IP e o

SYBR-14 sdo fluorocromos com afinidade a cromatina, que penetram no nucleo de células com a
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membrana lesionada e de células com a membrana integra, respectivamente, emitindo assim
uma coloragdo estavel (Harrison et al., 1992; Gillan et al., 2005; Celeghini et al., 2007).

No que se refere a avaliacdo da capacitacdo espermatica, atualmente dois métodos sao
utilizados: a sonda fluorescente lipofilica Merocianina 540 e o hidroclorido de clortetraciclina
(CTC). A Merocianina 540 atua como um marcador do nivel de desordem dos fosfolipidios da
bicamada lipidica da membrana plasmatica, tendo afinidade especificamente com
fosfatidilcolina presente na membrana. A desordem entdo seria um indicativo de membrana
desestabilizada, aumentando a emissdao da intensidade de fluorescéncia ao ligar-se a
fosfatidilcolina (Fernandez-Santos et al., 2007; Caballero et al., 2009). O CTC é uma molécula
ndo fluorescente que atua como um quelante do Ca?*, ao ser excitado pelo microscépio de
epifluorescéncia permite a visualizacdo identificando a presenca e localizacdo de Ca?* na célula
espermatica (Fraser et al., 1995).

Para avaliacdo da condicdo acrossomal varias técnicas estdo disponiveis. O conteudo
acido presente na vesicula acrossomal, quando intacta, possibilita a utilizacdo de sondas
acidofilicas como LysoTracker Green DND-26 (LYSO-G) ou anticorpos anti-acrosina e anticorpos
anti-hialuronidase. Outro meio de mensurar a integridade acrossomal é através do uso de
lectinas conjugadas, devido ao seu ambiente glicoproteico. As lectinas conjugadas se ligam a
glucose, manose, galactose e N-acetilglucosamina ou outros carboidratos especificos de
glicoproteinas que estdo exclusivamente localizados no acrossoma, revisado por Cunha et al.
(2015).

Dependendo da espécie, as lectinas comumente utilizadas sdo Pisum sativum (Green
pea; PSA) ou Arachis hypogaea (peanut; PNA). Para visualizacdo em microscopia de
fluorescéncia, estas aglutininas devem ser conjugadas a fluoresceinas, tal como o isotiocianato
de fluoresceina (FITC) (Baker et al., 2004, Silva e Gadella, 2006).

Outro evento fisioldgico que pode ser avaliado nas células espermaticas é a apoptose, ou
morte celular programada. No inicio do processo de apoptose a membrana plasmatica torna-se
ligeiramente permedvel, perdendo a organizacdo dos fosfolipidios e fazendo com que a
fosfatidilserina, um fosfolipidio presente apenas na face interna da membrana, seja translocada

para a face externa da membrana plasmadtica. Este sinal inicial de apoptose pode ser
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identificado pela ligagdo da anexina V, cdlcio-dependente, a fosfatidilserina externalizada,
presente apenas em células que iniciaram o processo de apoptose. A anexina V é uma proteina
ndo fluorescente, mas que ao ser conjugada ao FITC pode ser visualizada em epifluorescéncia,
detectando assim a apoptose (Chaveiro et al., 2007; Pena, 2007).

Dentre as avaliacdes in vitro disponiveis para a predi¢cdo da fertilidade de amostras de
sémen, além das avaliagbes mencionadas, o exame morfoldgico da célula espermdtica tem sido
utilizado de forma rotineira para selecdo e controle de qualidade do sémen, representando uma
etapa crucial no exame androlégico. Para esta avaliagdo podem ser utilizados esfregacos
corados com vermelho congo, rosa bengala, ou através da preparagdao umida em microscopio
de contraste de fase ou interferéncia diferencial (CBRA, 2013).

O contraste de fase representa uma 6tima ferramenta quando se trata de avaliagdes que
buscam a identificacdo de defeitos morfoldgicos, no entanto, quando o objetivo da anilise
morfolégica envolve a identificacdo de componentes menores ou a caracterizacdo celular,
ferramentas ainda mais precisas como a microscopia de forca atébmica (MFA) podem ser
utilizadas (lerardi et al., 2008; Whited e Park, 2014).

lerardi e colaboradores (2008) ao estudar espermatozoides de coelhos, mostraram que
os detalhes mais precisos da estrutura dos espermatozoides sdao imperceptiveis as avaliagdes
através de microscopia éptica, que utiliza métodos manuais para identificacdo e mensuragao de
estruturas, pois estes oferecem resolucdo limitada. Como alternativa, a MFA tem se tornado
uma ferramenta multidisciplinar inestimdvel para a caracterizagdo avancada de diferentes
materiais. Em sua aplicacdo bdsica, fornece imagens com alta resolucdo de estruturas
superficiais em escalas que variam de nanémetros a micrometros (Silva, 2005; Whited e Park,
2014).

Para a analise especifica de espermatozoides, a MFA ja foi utilizada em estudos de
caracterizacao (lerardi et al., 2008), organizacdo da membrana de plasmatica (Jones et al., 2007;
Whited e Park, 2014) investigacdo de defeitos morfolédgicos (Saeki et al., 2005; Ma et al., 2018),
interacdo de componentes extracelulares com proteinas de membrana (Barboza et al., 2004;
Whited e Park, 2014) e comparacdo entre o tamanho e forma de espermatozoides portadores

do cromossomo X e Y (Carvalho et al., 2013).
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Diferentes técnicas podem ser empregadas em andlises na MFA. Para a célula
espermdtica pode-se destacar o modo contato, onde uma pequena ponteira geralmente em
formato piramidal, encontra-se na extremidade de um cantilever altamente flexivel. Desta
maneira, em conjunto com um laser, a ponteira permanece em contato direto com a superficie
do material avaliado, permitindo o monitoramento das deflexdes presentes na superficie da
amostra, através de uma varredura altamente discriminadora das dire¢cdes X e Y, mantendo
sempre fixo o eixo Z. A partir deste mecanismo, a MFA gera resultados com resolugdo atomica,
que permitem o estudo da morfologia de materiais bioldgicos ou nao (revisado por Silva 2005;
Whited e Park, 2014).

De uma maneira geral, as avaliacOes espermadticas sdo necessarias apds eventos que
causem injurias ao espermatozoide, como por exemplo o processo de criopreservacao e
sexagem, bem como a identificacdo de animais subférteis ou animais que apresentem alguma

alteragdao em seu estado reprodutivo.

Fecundacgdo

Nos mamiferos, a fecundacdo ocorre apds a interagao do espermatozoide com o ovécito,
iniciando a formacdo de um novo individuo. O processo de fecundacdo envolve varias etapas,
em sintese, a fecunda¢cdo pode ser descrita em: ligagdo a zona pelldcida; contato e
reconhecimento entre os gametas; passagem do espermatozoide pela zona pellcida;
incorporacdo do espermatozoide no citoplasma do ovdcito; ativacdo do ovdcito,
descondensacdo da cabeca; formacao de pré-nucleos, singamia e inicio do desenvolvimento
embrionario (Gilbert, 2003; Evans, 2012).

E descrito que a capacitagdo espermdtica ocorre logo apds os espermatozoides se
desligarem do reservatério da tuba uterina (Ignotz et al., 2001; Rodriguez-Martinez, 2007). Em
seguida, para que o espermatozoide passe pelas células do cumulus expandidas que circundam
0 ovdcito, uma hialuronidase espermatica é ativada, a PH-20 (Lin et al., 1994). Além da PH-20, a
proteina denominada Hyal5, com atividade hialuronidase, também atua facilitando a passagem
do espermatozoide pelas células do cumulus, ambas agem na digestdo da matriz de acido
hialuronico. Desta forma, o espermatozoide passa a barreira formada pelas células do cumulus

sem lesionar seu acrossoma (Kim et al., 2005). Somente apds a capacitacdo, com o auxilio da
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hipermotilidade, o espermatozoide é capaz de passar pelas camadas de células do cumulus e se
ligar a zona pelucida do ovécito (Mortimer et al., 1998; Flesch e Gadella, 2000; Kanai et al.,
2007).

Apds ultrapassar a barreira formada pelas células do cumulus, o espermatozoide
capacitado se liga a zona pelucida, composta por uma série de glicoproteinas (Kanai et al.,
2007), que nos mamiferos sdao ZP1, ZP2 e ZP3. Sua atividade reside em uma classe de
serina/treonina, ligados a cadeias de oligossacarideos, o que permite que receptores presentes
na superficie espermdtica desencadeiem a reagao acrossomal, requisito indispensdvel para a
fecundacdo (Kanai et al., 2007; Litscher et al., 2009).

A reacdo acrossomal modifica a permeabilidade da membrana espermdtica devido a
formacao dos poros na regido acrossomal, modificando assim a morfologia e algumas proteinas
presentes no segmento equatorial do gameta masculino (Litscher et al., 2009; Parrish, 2014).

Os espermatozoides passam pela zona pelicida e chegam ao espacgo perivitelino do
ovécito, onde ocorre a fusdo da membrana plasmdtica do espermatozoide, especificamente
através da regido do segmento equatorial espermatico, com o oolema (Kupker et al., 1998). No
espermatozoide, proteinas como a 1,4-galactosiltransferase (GalTase), a fertilina e as ADAM1 e
ADAM?2, tém sido associadas com o reconhecimento das membranas espermatica e ovocitdria
(Evans, 2012). Ja no gameta feminino, o reconhecimento estd associado a familia de proteinas
GPI em conjunto com as proteinas Cd9 integrina (Lu e Shur, 1997; Evans, 2012). Ainda sobre as
sinalizagdes que envolvem as proteinas, a proteina de membrana espermatica expressa apds a
reacao acrossomal, a IZUMO1, e seu receptor homdlogo ovocitario JUNOG6, foram identificados
como uma “proteina-chave”, essencial para a incorporacdo do espermatozoide no ovdcito
(Ohto et al., 2016).

Apds a fusdao dos gametas, os ovdcitos dos mamiferos sao ativados. A ativacdo do
ovécito inclui a conclusdo da meiose com a extrusdo do segundo corpusculo polar,
estabelecimento do bloqueio de polispermia, desenvolvimento dos prdé-nucleos, inicio da
mitose e o recrutamento seletivo RNA mensageiro materno (Duncan et al., 2016).

A ativacdo ovocitaria é iniciada pela liberacdo de uma fosfolipase espermatica, a

fosfolipase C Zeta, que desencadeia oscilagGes intracelulares de calcio no ovécito (Fujimoto et
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al., 2004; Xu e Yang, 2017). Além do calcio, também tem sido relatado que a liberacdo
coordenada de zinco, o zinc spark, no espago extracelular é um elemento essencial para a
ativacdo do gameta feminino, atuando principalmente na retomada da meiose e transicdo para
a mitose (Duncan et al., 2016).

Em resposta ao aumento de calcio, a reacdo cortical ovocitdria é ativada. O conteudo
liberado pelos granulos corticais, a enzima N-acetil glicosaminidase, resulta na clivagem
proteolitica da ZP3, promovendo também a clivagem da ZP2. Esse mecanismo gera o
enrijecimento da zona pellcida, de maneira que os espermatozoides ndao tenham mais
capacidade de se ligar, resultando assim no mecanismo de bloqueio a polispermia (Visconti e
Florman, 2010).

Apds o espermatozoide entrar no ooplasma, o envelope nuclear do espermatozoide se
desfaz, aumentando de forma considerdvel, mecanismo conhecido como descondensacdo da
cabeca (Payne et al., 1997; Kupker et al., 1998). Com a degradacao do envelope nuclear, ocorre
a reducdo de ligacdes de dissulfeto entre as protaminas, que sdao degradadas e substituidas por
histonas ovocitarias (Kupker et al., 1998). Aproximadamente uma hora apés a descondensacgao
da cabeca do espermatozoide ocorre a formacdo do pré-nucleo masculino e, simultaneamente,
ocorre a descondensacdo da cromatina materna e formacgdao do prd-nucleo feminino (Payne et
al., 1997). Os pré-nucleos feminino e masculino se aproximam, desintegram as membranas e o
alinhamento dos cromossomos é direcionado pelos microtubulos formados pelos centrossomos
do primeiro fuso de clivagem. Isso marca o fim do processo de fecundacdo, a retomada da

mitose e o inicio do desenvolvimento embriondrio (Payne et al., 1997; Kupker et al., 1998).

Uso de espermatozoides do epididimo na produgao in vitro de embrides

O uso de EP na PIVE e sua relagcdo com a taxa de embrides produzidos comecaram a ser
realizados hd pouco mais de uma década. Esses estudos tiveram como objetivo a determinacao
do melhor método de recuperacao de EP, incluindo o tempo de recuperagdao post-mortem, o
tempo de viabilidade quando mantidos em temperatura de resfriamento, ou o armazenamento
a temperatura ambiente (Martinez-Pastor et al., 2006; Martins et al., 2009; Bertol et al., 2016).
No que se refere a producao de embrides utilizando EP, os resultados sdo variadveis, sendo que

alguns estudos mostram taxa de producdo semelhante ao do EJ (Martins et al., 2007; Stout,
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2012; Chaveiro et al., 2015; Bertol et al., 2016) enquanto em outro (Rodriguez-Villamil et al.,
2016) a taxa de embrides é menor do que o EJ. Na maioria destes estudos, nenhuma alteragao
no protocolo foi proposta, sendo utilizados os protocolos para EJ.

Para a PIVE, com o objetivo de obter uma populagao espermatica de melhor qualidade,
inicialmente os espermatozoides sdo preparados através da selecdo espermatica. A preparacao
de espermatozoides refere-se ao uso de procedimentos que selecionem uma populagdo de
células vidveis e com melhor padrdao de motilidade. Dentre esses procedimentos podem ser
citados o método swim-up e a centrifugacdao em gradiente de densidade.

O swim-up é um método mais antigo, simples e econémico utilizado para a separar
espermatozoides moveis do plasma seminal, diluidor e de restos celulares indesejados durante
o processo da PIVE (Arias et al., 2017). A técnica swim-up consiste em homogeneizar o sémen
em meio SpTALP (Lactato e Piruvato de Albumina Tyrode), mantendo-o incubado a temperatura
de 38 °C, em um tubo inclinado de maneira que se forme um angulo de 45°C. Desta forma,
através da motilidade ascendente, os espermatozoides moveis migram para a regido
sobrenadante do tubo enquanto os demais constituintes permanecem na porg¢ao inferior
(Parrish et al.,, 1995; Arias et al., 2017). A técnica resulta em alta porcentagem de
espermatozoides moveis e com morfologia normal, no entanto, a concentracdo de
espermatozoides separados é baixa e a literatura descreve que o swim-up pode ser prejudicial
aos espermatozoides, devido a alta producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidos
durante o periodo necessario para a migracao dos espermatozoides até regidao superior do tubo
(Arias et al., 2017).

Parrish et al. (1995) desenvolveram o procedimento de centrifugacdo com o uso do
gradiente de Percoll que em 2009 foi otimizado, onde foi possivel reduzir o volume de Percoll e
o tempo de centrifugacdo (Machado et al., 2009). O Percoll é composto por particulas de silica
coloidal (15-30nm de diametro) revestidas com polivinilpirrolidona (PVP) ndo dialisaveis (De Vos
et al., 1997). Essas particulas podem se ligar aos espermatozoides, e caso esses ndo sejam bem
lavados apds o procedimento de centrifugacdo, elas podem ter efeitos endotoéxicos.

Apesar do Percoll ser o gradiente mais utilizado comercialmente na area animal, o seu

efeito tdxico ja foi relatado em humanos, resultando em aumento na porcentagem de embrides
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fragmentados e menores taxas de gestacdo (De Vos et al., 1997). Além do efeito téxico, relatos
que descrevem a falta de padronizagdo na sua composi¢ao, diferindo entre lotes, estdo
relacionados com diminuicdo das taxas de clivagem e desenvolvimento embrionario (Mendes et
al., 2003). Devido a esses problemas, o uso do Percoll foi proibido na reprodugdo assistida
humana e as empresas farmacéuticas buscaram outros métodos livres de PVP em sua
composi¢ao (De Vos et al., 1997; Mccann e Chantler, 2000; Mendes et al., 2003).

O uso de gradientes como PureSperm, BoviPure e Isolate, compostos de particulas de

silica coloidal revestidas com silano, e também o OptiPrep, composto por particulas revestidas
com iodaxanol, sdo opg¢des para a substituicdo do Percoll na PIVE de bovinos (Mendes et al.,
2003; Samardzija et al., 2006; Vianna et al., 2014; Bertol et al., 2016). Apesar do BoviPure ter
sido formulado especificamente para uso com espermatozoides de touros, poucos estudos
foram realizados para avaliar o seu uso nessa espécie. J& a comparacado de OptiPrep e Isolate na
PIV de bovinos mostrou que o grupo em que o Isolate foi utilizado resultou em maiores taxas de
blastocistos no sétimo e oitavo dia de cultivo (Vianna et al., 2014).
Estudos utilizando EP ja relataram o uso do gradiente Percoll (Martins et al., 2007; Stout, 2012;
Rodriguez-Villamil et al., 2016), BoviPure (Bertol et al., 2016) e a simples lavagem por
centrifugacdo em meio TALP (Chaveiro et al., 2015). Esses autores compararam a producdo de
embrides entre EP e EJ, e os resultados obtidos foram variados e sem correlagdo com o método
de selecdo utilizado. Desta forma, nenhum estudo comparou diferentes protocolos de preparo
de EP para a PIVE, ndo sendo descrito até o momento se o método ideal para selecao de EP
seria 0 mesmo utilizado para EJ.

Apds a selecdao dos espermatozoides esses sdao co-incubados com os ovdcitos
maturados em um meio de cultivo onde a heparina é adicionada como indutor da capacitacdo
espermatica. A heparina, como mencionado anteriormente, induz a capacitacdo do
espermatozoide bovino por se ligar as BSPs e promover o efluxo de colesterol. Apesar do uso da
heparina ja estar bem estabelecido para espermatozoides do ejaculado (Mendes et al., 2003;
Stout, 2012; Parrish, 2014), a necessidade de se utilizar a heparina para o EP ndo esta claro, uma
vez que as BSPs ndo estdo presentes na membrana espermatica nesse tipo de espermatozoide

(Rodriguez-Villamil et al., 2016).
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Stout (2012) avaliou a viabilidade e longevidade de EP através da incubacdo em meio de
fecundacgdo suplementado com 5, 10 e 20ug/mL de heparina. Os EP foram avaliados apds 2h, 4h
e 6h pds-descongelamento. Os resultados desse estudo mostraram que a presenca da heparina
e/ou a concentracdo ndo afetaram a capacitacdo, integridade de membrana plasmatica ou
reacdo acrossomal dos espermatozoides. Esse mesmo autor avaliou a producdo de blastocistos
utilizando EP incubado em meio de fecundagdo suplementado ou ndo com 10ug/mL de
heparina, os resultados mostraram que na presenca da heparina a producao de blastocistos foi
similar para EP ou EJ, sendo também similar ao grupo EP na auséncia da heparina. Ja Rodriguez-
Villamil et al. (2016) ndo observaram diferencas na producdo de embrides quando o EP foi
exposto ou ndo a heparina durante a PIVE.

Além do método de selecdo espermatica e composicdao do meio de fecundacdo, outro
fator a ser considerado que pode afetar o sucesso da FIV é o tempo de co-incubacdo de
espermatozoides e ovdcitos. Dode et al. (2002) avaliaram a taxa de fecundagdo quando
espermatozoides e ovdcitos foram co-incubados por diferentes periodos (3h, 6h, 12 e 18h) e
observaram que os EJ precisam estar em contato com ovdcitos por no minimo 12 horas,
podendo se estender até 18 horas. J4 com EP todos os relatos descrevem como tempo de co-

incubacao utilizado 18 + 2h, conforme estabelecido para os EJ.
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RESUMO EXPANDIDO

RESUMO

A producdo in vitro de embrides (PIVE) utilizando espermatozoides recuperados do
epididimo (EP) permite a multiplicagdo de material genético de animais de producdo ou
silvestres. Entretanto, estudos sdao necessarios para o desenvolvimento de metodologias
especificas para tornar mais eficiente o uso de EP nas técnicas de reproducdo assistida.
Portanto, o objetivo deste estudo foi estabelecer um protocolo para uso de EP na PIVE de
bovinos. Para isso, o efeito da presenca de heparina, de diferentes métodos de selecdo
espermatica e de diferentes periodos de co-incubagdo na fecundagcdo e no desenvolvimento
embriondrio in vitro foram avaliados. Os resultados mostraram que a heparina acelera a
fecundacgdo e permite reduzir do tempo de co-incubagdo dos gametas sem afetar a producdo e
qgualidade do embrido. Além disso, a selecdo de EP pode ser realizada utilizando o gradiente
PureSperm ou Percoll, no entanto, o uso desses gradientes gerou um desvio na propor¢ao do
sexo dos embrides PIV.

Palavras-chave: Biotecnologia; sémen; gametas.

INTRODUCAO

Com a morte inesperada de um animal ou o surgimento de doencas que afetem sua
capacidade reprodutiva, a recuperacdo de espermatozoides da cauda do epididimo (EP),
representa uma biotécnica que permite o armazenamento de gametas que de outra forma
seriam perdidos. Os EP podem ser utilizados em varias técnicas de reproducdo assistida (TRAs)
tais como a inseminacao artificial (IA) e a producgao in vitro de embrides (PIVE) (Martins et al.,
2007; Costa et al., 2011).

Apds a espermatogénese os gametas vao para o epididimo, onde sdo maturados e
permanecem armazenados até a ejaculagdo, momento em que entram em contato com o
plasma seminal e ocorre a formacdao do sémen. O plasma seminal é composto por um conjunto
de moléculas importantes (Moura et al., 2006; Juyena e Stelletta, 2012) incluindo proteinas que

fornecem a célula maior estabilidade de membrana, sitios especificos que atuam na interacdo
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com a heparina, formacdo do reservatdrio do istmo, capacitacdo e intera¢cdo espermatozoide-
ovocito (Gwathmey et al., 2006; Juyena e Stelletta, 2012). Desta forma, os EP diferem dos
espermatozoides do ejaculado (EJ) por ndo serem expostos ao plasma seminal, essas diferencas
fisiolégicas podem interferir em fatores como a longevidade, vias de capacitacao e potencial de
fecundacao.

A literatura relata o uso de EP na PIVE (Fraser e Drury, 1976; Martins et al., 2007; Matas
et al., 2010; Krishnakumar et al., 2011; Chaveiro et al., 2015; Bertol et al., 2016) no entanto, as
taxas embriondrias apresentam grande variagdo. Alguns estudos mostram similaridade entre a
producdo de embrides utilizando EP e EJ (Martins et al., 2009; Stout, 2012; Chaveiro et al., 2015;
Bertol et al., 2016), enquanto outros mostram menor taxa ao utilizar EP (Rodriguez-Villamil et
al., 2016).

Os protocolos para o preparo de espermatozoides utilizados na PIVE sdo bem
estabelecidos, sendo que estudos relatam a importancia da sele¢do espermatica (Dode et al.,
2002; Matas et al., 2010; Vianna et al., 2014), da suplementagdo do meio de fecundagao (MF)
com heparina (Mendes et al., 2003; Stout, 2012; Rodriguez-Villamil et al., 2016) bem como do
tempo minimo necessario para a co-incubacdo entre espermatozoide-ovécito (Dode et al.,
2002). Entretanto, estudos que avaliem esses procedimentos utilizando EP sdo escassos e/ou
inexistente. Considerando a importancia da preparacao dos espermatozoides para PIVE (Dode
et al., 2002; Mendes et al., 2003; Matas et al., 2010; Vianna et al., 2014), a falta de consisténcia
e repetibilidade nos resultados de producdao embrionaria com o uso de EP, pode ser relacionada
ao protocolo utilizado. Na maioria dos estudos, os protocolos estabelecidos para o uso de EJ na
PIVE também sdo utilizados para o uso de EP, desconsiderando as possiveis diferencas
fisioldgicas existentes entre EP e EJ.

Portanto, com o objetivo de investigar o comportamento de EP durante a PIVE, o efeito
da heparina na viabilidade, longevidade e taxas de fecundacdo, o efeito dos métodos de selecado
espermatica e, o tempo de co-incubagao necessario para que se alcance o maximo de estruturas

fecundadas foram avaliados.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado utilizando EP e EJ criopreservados, coletados de sete touros da
raca Gir (Bos indicus) utilizados em estudos anteriores (Cunha et al., 2016). Os procedimentos
foram aprovados pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

Para a avaliacdo da longevidade e viabilidade foram realizadas sete repeti¢cdes, onde
cada animal foi avaliado individualmente. Para as demais etapas foram utilizados pools
compostos por EP (n=7) e por EJ (n=7).

Inicialmente foi avaliado o efeito da heparina na viabilidade, longevidade e taxas de
fecundacdo. EP e EJ foram incubados em meio fecundagdo suplementado com 10ug/ml de
heparina (H), formando trés grupos: EJ com H (EJ+H), EP com H (EP+H) e EP sem H (EP-H). Os
grupos foram incubados a 392C por 18h e amostras foram avaliadas as 0, 3, 6, 12 e 18h de
incubacdo. A cada momento foi avaliada a motilidade total e progressiva pelo CASA, e a
integridade da membrana plasmadtica e acrossomal, potencial mitocondrial, e estabilidade da
membrana plasmatica por citometria de fluxo. Para a avaliacdo da taxa de fecundacgdo, os
mesmos grupos foram co-incubados em meio de fecundagao suplementado ou ndao com
heparina com um total de 829 COCs em sete réplicas. Apds a fecundacgado, as estruturas foram
removidas as 3h, 6h, 12h e 18h, desnudadas, fixadas, coradas com lacmdide e avaliadas em
microscopia de contraste de fase. Os dados de viabilidade, longevidade e motilidade
espermatica foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida de testes de comparacao
multipla de Tukey-Kramer usando o SAS versdo 9.4 (SAS virtual University Edition). As andlises
consideraram os efeitos do grupo, tempo e suas intera¢des. O procedimento SAS MIXED
REPEATED foi utilizado para considerar a autocorrelacdo entre as mensuracdes sequenciais. As
taxas de fecundacao foram analisadas pelo Qui-quadrado (P<0,05).

Para a avaliacdo do efeito dos métodos de selecdo espermatica, trés métodos foram
utilizados: gradiente de Percoll (P) 45%90% (GE Healthcare Bio Science, Uppsala, Suécia),
gradiente PureSperm (PS) 40%80% (Nidacon Laboratories AB, Gothenborg, Suécia) e lavagem
em Lactato e Piruvato de Albumina Tyrode (SpTALP). Quatro grupos foram formados: controle,

EJ selecionado em P (EJ-P); EP selecionado em P (EP-P); EP selecionado em PS (EP-PS) e EP



45

selecionado em SpTALP (EP-T). Apds a selecdo as amostras foram co-incubadas com um total de
759 COCs em sete réplicas.

O desenvolvimento embriondrio foi avaliado quanto a clivagem no dia (D) 2, D6, D7, e
D8 de cultivo. Apds oito dias de cultivo, todos os embrides produzidos foram armazenados para
sexagem, a qual foi avaliada utilizando a técnica de PCR. A produgdo embriondria e os dados da
sexagem foram analisados utilizando o teste de Qui-quadrado (P<0,05).

Por fim, a ultima etapa foi realizada com o objetivo de estabelecer o tempo de co-
incubagdo necessario para que se alcance o maximo de estruturas fecundadas. Para isso foram
utilizados quatro grupos: EJ18h, grupo controle em que ovdcitos e EJ foram co-incubados por
18h) EP6h, co-incubacdo com EP por 6h; EP12h, co-incubacdo com EP por 12h; e EP18h, co-
incubagdo com EP por 18h. Foram realizadas cinco réplicas, com um total de 627 ovdcitos. Apds
a fecundacao as estruturas foram avaliadas no D2 quanto a clivagem, e nos D6 e D7 para a taxa
de blastocistos. No D7, os blastocistos expandidos foram avaliados quanto ao numero total e
numero de células apoptdticas, utilizando o método Transferase desoxynucleotidil Terminal
dUTP (TUNEL). Os dados de desenvolvimento embrionario foram analisados pelo Qui-quadrado
(P<0,05). A analise dos resultados obtidos no teste do TUNEL foram submetidas a ANOVA e

comparados através do teste de Tukey, utilizando o programa Prophet 5.0 (P<0,05).

RESULTADOS

Nas avaliagbes de viabilidade e longevidade foi possivel observar que apds 3h de
incubacdo o grupo EP-H apresentou maior motilidade total (33+2,3 x 18+ %) e progressiva
(25+2,4 x 1243,8%) do que o grupo EP+H, que foi similar ao EJ+H. Para os demais momentos e
parametros ndao foram observadas diferencas. A taxa de fecundacdo foi maior as 3h de co-
incubagdo para os grupos EP+H e EP-H e menor para EJ+H (Tabela 1). No entanto, apds 6h, 82%
dos ovdcitos do grupo EP+H foram fecundados, sendo superior a EJ+H e EP-H (Tabela 1). Apds
12h e 18h de fecundacdo, a quantidade de estruturas fecundadas foi maior nos grupos EP+H e
EP-H (Tabela 1).

Nos diferentes métodos de selecdo espermadtica, os resultados de producdo de

blastocistos em D7 e D8 apresentaram taxas similares entre os grupos EP-P e EP-PS (Tabela 2).
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Os grupos EP-T e EJ-P foram similares quanto a producdo de embrides em D6, D7 e D8 (Tabela

2), sendo inferiores aos demais.

Tabela 1. Taxa de fecundagao de ovdcitos inseminados com espermatozoides do ejaculado (EJ),
espermatozoides do epididimo na presenca (+H) heparina (EP+H) e espermatozoides do
epididimo na auséncia (-H) de heparina (EP-H) apds 3h, 6h, 12h e 18h de co-incubagao.

Grupos Momento N ovdcitos Fecundagao

Fecundado Polispermia
EJ+H 3h 75 3 (4%) >* 0 (0%)~2
EP+H 3h 75 23 (30,7%) bA 0 (0%) @A
EP-H 3h 58 15 (25,8%) A 0 (0%) @A
EJ+H 6h 56 11 (19,6%) B 0 (0%) @A
EP+H 6h 74 61 (82,4%) b8 4 (5%) 2B.C
EP-H 6h 69 29 (42%) B 0 (0%) >~
EJ+H 12h 67 45 (67,1%) ¢ 5 (7%) b8
EP+H 12h 70 62 (88,5%) b8 9 (12%) B
EP-H 12h 69 53 (76,8%) 2>¢ 0 (0%) A
EJ+H 18h 69 59 (85,5%) P 0 (0%) @A
EP+H 18h 75 75 (100%) B¢ 10 (13%) b8
EP-H 18h 72 63 (87,5%) ¢ 2 (2%) ¢

3 b ¢ Médias seguidas de letras diferentes dentro de cada momento indicam

diferenca entre os grupos (P<0,05).

A B G D Médias seguidas de letras diferentes dentro de cada grupo indicam diferenca entre os
momentos (P<0,05).

Os diferentes momentos de co-incubagdo, apresentados na Tabela 3, mostraram
resultados similares para as taxas de clivagem e producdo embrionaria em D6 e D7. Além disso,
todos os tratamentos foram similares quanto ao numero total de células e porcentagem de
células apoptéticas: EJ18h (158; 4,0%), EP6h (174; 4,0%) EP12h (164; 4,2%) e EP18h (173; 4,0%).

Pode-se concluir que a suplementacdo com heparina resulta em maiores taxas de
fecundacdo e permite que o tempo de co-incubacdo seja reduzido para 6h, sem que a producdo
ou qualidade embrionaria sejam afetados. Além disso, maior producdo embriondria é obtida
com o uso de EP selecionado em PS ou P, no entanto, maior quantidade de embrides macho foi

observada.
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Tabela 2. Taxa de clivagem e producdo de blastocistos nos dias 6, 7 e 8 de cultivo utilizando
para inseminacdo espermatozoides do ejaculado selecionados em Percoll (controle),
espermatozoides do epididimo (EP) selecionados em Percoll (EP-P) PureSperm (EP-PS) ou lavado
em meio spTALP (EP-T).

Produg¢ao embrionadria

Tratamento N Clivagem D2] N Blastocistos  Blastocistos D7 Blastocistos D8
ovdcitos (%) D6 N (%) N (%) N (%)
Total Total Total
Controle 181 136 (75%)*P 59 (33%)° 80 (44%)Pc 82 (45%)>P
EP-P 197 157 (80%)2> 73 (37%)° 106 (54%)? 110 (56%)?
EP-T 177 127 (72%)P 49 (28%)° 66 (37%)° 67 (38%)P
EP-PS 204 164 (80%)?2 96 (47%)? 107 (52%)2° 110 (54%)?

a,b,cMédias seguidas de letras diferentes dentro de cada coluna diferem os grupos (P<0,05).

Tabela 3. Taxa de clivagem e producado de blastocistos nos dias 6 e 7 de cultivo utilizando para
inseminac¢do espermatozoides do ejaculado (EJ) e do epididimo (EP) co-incubados com ovdcitos
durante 18 horas (EJ 18h; EP 18h), seis horas (EP 6h) ou doze horas (EP 12h).

Clivagem Blastocisto
D2 D6 D7
Grupo N.ovécitos Total (%) Total (%) Total (%)
EJ 18h 155 121 (78%) 38 (25%) 65 (42%)
EP 6h 164 121 (74%) 43 (26%) 63 (38%)
EP 12h 153 118 (77%) 37 (24%) 61 (40%)
EP 18h 155 127 (82%) 40 (26%) 71 (46%)

Ndo houve diferenca entre grupos (P>0,05).
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ARTICLE 1
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HEPARIN ACCELERATES FERTILIZATION AND ENABLES A REDUCTION IN COINCUBATION
TIME
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ABSTRACT

This study aimed to establish a protocol for in vitro embryo production using
epididymal sperm (EP). Samples were obtained from ejaculated sperm (EJ) and epididymis of 7
Gir bulls. First, the effect of heparin (+) on the viability, longevity (Experiment 1) and fertilization
rates (Experiment 2) of the EP was evaluated. In experiment 2, a pool of EP and EJ sperm (n =7)
was coincubated with cumulus-oocyte complexes (COCs) for 0, 3, 6, 12 and 18 h, and the
fertilization rate (FR) was evaluated. A third experiment was performed to test sperm
treatments for IVP using the Percoll (P) or PureSperm (PS) gradients or a spTALP wash for sperm
selection. Cleavage, blastocyst rate (BR) and embryo sex were evaluated. In experiment 4,
embryos were produced using 6, 12, and 18 h of sperm-oocyte coincubation. The cleavage, BR,
and total number and percentage of apoptotic cells were deter- mined. Heparin affected EP
viability, longevity and FR. After 6 h, 82% of the oocytes were fertilized in the EP+ group, a higher
value (P<0.05) than that in the EJ (19%) and EP- (42%) groups. At 12 and 18 h, FR remained
higher in the EP+ group, and a gradual increase in polyspermy was observed. The use of a P or
PS gradient yielded a similar BR on D7 (54% and 52%), which was higher than the rate obtained
using the washing method (37%). The embryos produced by EP and selected in a P or PS gradient
resulted in a sex deviation in favor of male embryos (P>0.05). No differences (P>0.05) were

observed among the groups that were coincubated for 6, 12 and 18 h with respect to embryo
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production, kinetics of development, total cell number and percentage of apoptotic cells. In
conclusion, IVF time can be reduced to 6 h without affecting embryo production and quality.

In addition, EP sperm selection can be performed by either a PS or P gradient.

INTRODUCTION

Genetic material from animals of economic interest, wild animals or endangered
species may be lost at any time by unexpected death or by acquired reproductive failure.
In most of these cases, there is a loss of genetic material, as well as an economic loss.
Therefore, efforts should be made to avoid the waste of that material, which can be
achieved through the use of different assisted-reproduction biotechnologies. In fact,
various assisted-reproduction techniques (ARTs) are currently available and are
important toolsto enable the storage and future use of this material.

The recovery and cryopreservation of epididymal sperm (EP) is one of these
alternatives, because this process allows the preservation of male gametes and the
maintenance of germ- plasm banks [1, 2]. These spermatozoa can be used in artificial
insemination (Al) or in vitro embryo production (IVP), either by intracytoplasmic injection
(ICSI) or by in vitrofertilization (IVF) [3,4].

After leaving the testicles, spermatozoa are stored in the tail of the epididymis and
at the moment of ejaculation, come in contact with the fluids secreted by the accessory
glands, forming semen. These secretions contain several factors, including ions, lipids,
energetic substrates, organic compounds and proteins [5, 6], that are important for the
survival and transport of spermatozoa in the female reproductive tract [6]. In addition,
proteins secreted in seminal plasma are important factors in membrane stability, heparin
binding, the formation of the isthmus reservoir, sperm capacitation, and spermatozoa-
oocyte interaction [6, 7]. Therefore, EP differ from EJ sperm, mainly because the former
have not been exposed to accessory gland fluids. Additionally, EP sperm have had no
contact with substances that are known to be important for the fertilization process. This
lack of contact with seminal plasma can affect various aspects of the spermatozoa
physiology, such as longevity, capacitation pathways and fertilizing potential.

Studies have shown that EP is more resistant than EJ and presents greater viability
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after refrigeration and longevity after thawing [8]. Considering these results, it can be
assumed that other aspects related to sperm functionality are also different between EP
and EJ. These differences, if any, need to be taken into account when EP is used in ARTs.

Several studies have reported the use of bovine sperm recovered from the
epididymis tail in bovine IVP [3, 4, 9, 10, 11, 12, 13]; however, the results of bovine
embryo production when this type of sperm is used are variable and inconsistent. Some
reports showed a similar embryo rate [4, 9, 11, 14] and others showed a lower embryo rate
[15] than those obtained with EJ. The lack of consistency in the results can be due to the
preparation of EP sperm for the in vitro fertilization step, which usually is the same as that
used for EJ sperm. Therefore, the possible physiological differences between EP and EJ are
disregarded. In fact, studies in pigs have shown that methods of processing spermatozoa
can affect the in vitro fertilization parameters [13].

The various steps involved in the IVF, such as the sperm selection process and its
influence on quality and embryo sex [16, 17, 18], the presence and concentration of
heparin in fertilization media [11, 15, 17] and the time necessary for sperm-oocyte
coincubation [19], are well established for EJ sperm. However, in regard to the use of EP,
little is known regarding the changes that the sperm experience after being exposed to the
different treatments and in vitro conditions.

Therefore, we aimed to investigate how EP behave in the face of various procedures
needed to perform IVF. Next, we evaluated the effect of heparin on EP sperm viability and
longevity, as well as its effect on fertilization and embryo development. We additionally
attempted to determine the best selection method and the coincubation time in which

the majority of the oocytes would be fertilized.
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Fig 1. Percentage of total (A) and progressive motility (B) at different time points of
ejaculated (EJ) and epididymal (EP) sperm cultured in fertilization medium in the presence
(EP+) or absence of heparinin (EP-).

A B Different letters in the line indicate a difference in time points (0, 3, 6, 12 and 18 hours)
within each group, analyzed by Tukey-Kramer test (P<0.05).

RESULTS
Experiment 1: Effect of heparin on viability and longevity of epididymal sperm

Total and progressive motility (Fig 1) were similar among all groups at all incubation

time points. However, a decrease in total and progressive motility was observed for the EJ+
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and EP+ groups after 3 h of incubation, while in the group EP-, this decrease only occurred
after 6 h for total motility and after 12 h for progressive motility.

Similar to the motility results, the percentage of cells with intact plasma
membrane at the onset of incubation was similar for all groups (Fig 2). At 3 h of
incubation, all groups already showed a decrease in the percentage of sperm with intact
plasma membrane; however, after that time point, the proportion did not change with
time. Regarding the percentage of apoptotic sperm cells, no difference was observed
among the groups at any of the time points during incubation (P>0.05). Since all groups
showed that less than 1% of cells were stained with the pattern characteristic of apoptotic
status, we chose not to present the data.

The presence of heparin in the IVF medium similarly affected the mitochondrial
potential (Fig 3), the acrosome integrity (Fig 2) and the plasma membrane stability (Fig
3). By 3 h of incubation, the EJ and EP+ sperm groups presented a reduction on both

parameters, whilein the EP-, this decrease was only evident at 6 h (Figs 2 and 3).
Experiment 2: Effect of heparin on fertilization rates

After 3 h of sperm and oocyte coincubation, the percentage of fertilized oocytes
was similar between the EP+ and EP- groups and was higher than that in the EJ group
(Tab. 1). However, at 6 h of coincubation, the presence of heparin affected the ability of
sperm from the epididymis to fertilize oocytes, as the epididymal-sperm group exposed

toheparinshowedthe highest percentage of fertilized oocytes (Table 1).
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Tukey-Kramer test (P<0.05).
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Table 1. Fertilization rate of bovine oocytes co-incubated for 3, 6, 12 or 18 hours with
ejaculated (EJ) and epididymal (EP) sperm in the absence (EP-) and presence of heparin (EP+).
Treatment Time of Evaluation N Oocytes Fertilized

Total N (%) Polyspermy N (%)

EJ+ 3h 75 3 (4.0)>A 0(0)>A
EP- 3h 58 15 (25.8)>A 0 (0)>~
EP+ 3h 75 23 (30.7)>A 0 (0)>A
EJ + 6h 56 11 (19.6)>8 0 (0)>~
EP- 6h 69 29 (42.0)%8 0 (0)>~
EP+ 6h 74 61 (82.4)" 8 4 (5)>8¢
EJ+ 12 h 67 45 (67.1)>¢ 5(7)>8¢
EP - 12 h 69 53 (76.8)> ¢ 0 (0)>A
EP + 12 h 70 62 (88.5)>8 9 (12)>8
EJ + 18 h 69 59 (85.5)> P 0 (0)>A
EP - 18 h 72 63 (87.5)*¢ 2(2)>¢
EP + 18 h 75 75 (100)® € 10 (13)%°

a.b,¢\Values with different superscripts in the same time of evaluation are significantly different,
analyzed by chi-squared test (P<0.05).

A B, G D values with different superscripts in the columns indicate differences between time-
points of each treatment, analyzed by chi-squared test (P<0.05).

At 3 h of coincubation, regardless of the presence of heparin, the EP groups had
higher fertilization rate than the groups receiving EJ sperm (Table 1). However, at 6 h of
incubation, the effect of heparin on EP sperm was evident; the percentage of fertilized
oocytes was higher than that in the EP- and EJ groups. After 12 h, the percentage of
presumptive zygotes increased in the EP- and EJ groups but remained the same for the
EP+ group. At 18 h of coincubation, the EJ group exhibited an increase in fertilization
rate, which was similar to that observed for the EP+ group. An increase in fertilization
rates was also observed at 18 h for the EP+ group. It is important to note that although
the fertilization rate for this group was similar at 6 and 12 h, a gradual increase in

polyspermy also occurred.
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Experiment 3: Effect of the epididymal-sperm selection method on in vitro embryo production

and embryosex

The cleavage rate was affected by sperm treatment since the EP sperm washed in
spTALP showed a lower rate than the EP sperm selected by the PS gradient (Table 2). The
finding of the lowest embryo production in the washed group compared to the gradient
selection groups was maintained until the end of embryo development. On D6, the

blastocyst rate was higher when the epididymal sperm was selected by PS (Table 2).

However, this difference was not observed on D7 and D8, when the EP sperm
selected using P and PS exhibited a similar blastocyst rate (Table 2). Regarding
development kinetics (Table 3), in the EP group washed in spTALP, most of the embryos
were in the initial blastocyst (Bi) stage. On D7, the EP group selected by PS produced more
expanded blastocysts (Bx) than the EJ group selected in P. However, EP-P and EP spTALP
were similarin all groups. On D8, no difference was observed in embryo development.

To verify if the method used for sperm selection would affect the male:female
ratio, we sexed all the embryos produced (Fig 4). The results showed that the embryos
produced with the epididymal sperm selected via the 45-90% P gradient and the 40—-80%

PS gradient exhibited a higher number of male embryos (P<0.05).
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Table 2. Cleavage on D2 and blastocyst rates on days 6, 7 and 8 of culture using ejaculated sperm selected in Percoll (EJ-P), and
epididymal sperm (EP) selected in Percoll (EP-P), PureSperm (EP-PS) or washed in spTALP (EP-spTALP). Fertilization medium of all
treatments was supplemented with 10 pg/mL of heparin.

Embryo Development

Treatment  Noocytes Cleavage D2 N (%) Blastocyst D6 N (%)  Blastocyst D7 N (%) Blastocyst D8 N (%)

EJ-P 181 136 (75%)*° 59 (33%)° 80 (44%)>° 82 (45%)>°
EP-P 197 157 (80%)*® 73 (37%)° 106 (54%)? 110 (56%)?
EP-spTALP 177 127 (72%)° 49 (28%)° 66 (37%)° 67 (38%)°

EP-PS 204 164 (80%)? 96 (47%)? 107 (52%)*° 110 (54%)?

a.b.¢ Means followed by different letters within each column differ between groups analyzed by chi-squared test (P<0.05).

Experiment 4: Effect of coincubation time of EP sperm and oocyte on embryo production

To confirm that the 6 h of coincubation for IVF with EP sperm would not affect embryo production, we evaluated the
embryo rate and quality. The results showed that the time of incubation affected neither the cleavage nor the blastocyst rate
(Table 4) nor the embryo quality (Tables 5 and 6). The kinetics of development during embryo culture was similar among the
groups (Table 5). Moreover, the number of total cells and the percentage of apoptotic cells from the expanded blastocysts did

not differ between the groups (Table 6).
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Table 3. Embryo developmental stages on days 6, 7 and 8 of culture using ejaculated sperm selected in Percoll (EJ-P) and epididymal
sperm (EP) selected in Percoll (EP-P), PureSperm (EP-PS) or washed in sp-TALP (EP-spTALP). Fertilization medium of all treatments
was supplemented with 10 pg/mL of heparin.

Blastocyst D6 N (%) Blastocyst D7 N (%) Blastocyst D8 N (%)
. Total . Total Total
Treatment Bi BI Bx Embryos Bi BI Bx Bn/Be Embryos BI Bx Bn/Be Embryos
EJ-P 22 (37%)* 20 (34%)* 17 (29%)° 59 7(9%) 25(31%)* 44 (55%)° 4 (5%)° 80 15 (18%)* 40 (49%)° 27 (33%)° 82
EP-P 20 (27%)° 34 (47%)* 19 (26%) 73 6(6%)° 32(30%) 65(61%)*® 3(3%)° 106  20(18%) 56 (51%) 34(31%)* 110

EP-spTALP 23 (47%)® 15 (31%)® 11 (22%)° 49 8(12%)® 19 (29%)° 38 (58%)*° 1 (2%)° 66 8 (12%)° 41(61%)* 18(27%)° 67
EP-PS 26 (27%)° 35(36%)* 35 (36%)° 96 5(5%)* 24 (22%)° 75(70%)* 3 (3%)° 107 11 (10%)* 65 (59%)° 34 (31%)° 110

a, b, ¢ Means followed by different letters within each column differ between groups analyzed by chi-squared test
(P<0.05).

Embryo developmental stages: initial blastocyst (Bi), blastocyst (Bl), expanded blastocyst (Bx), hatching blastocyst (Bn) and
hatched blastocyst (Be).
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Fig 4. Percentage of male and female D8 embryos produced in vitro using ejaculate
spermatozoa submitted to the Percoll selection (EJ-P) and epididymal sperm submitted
to the Percoll (EP-P), PureSperm (EP-PS) and the wash with spTALP medium (EP-
spTALP). @ ® indicate difference between the proportion of male: female embryos within
each group, analyzed by chi-squared test (P<0.05).

Table 4. Cleavage on D2 and blastocyst rates on days 6 and 7 using ejaculated sperm (EJ-P) or
epididymal sperm (EP) co-incubated with oocytes for 6, 12 and 18 h in fertilization medium
supplemented with 10 pg/mL of heparin.

Embryo Development

Treatments N oocytes Cleavage D2 N (%) Blastocyst D6 N (%) Blastocyst D7 N (%)

EJ 18h 155 121 (78%) 36 (23%) 65 (42%)
EP 6h 164 121 (74%) 40 (24%) 63 (38%)
EP 12h 153 118 (77%) 32 (21%) 61 (40%)
EP 18h 155 127 (82%) 35 (23%) 71 (46%)

Values analyzed by chi-squared test. There was no difference between treatments
(P<0.05).
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Table 5. Blastocysts developmental stages on days 6 and 7 of culture originated from oocytes
co-incubated with ejaculated sperm (EJ 18h) per 18 hours and with epididymal sperm for 6,
12 and 18 h (EP 6h, EP 12h, EP 18h). Fertilization medium of all treatments was
supplemented with 10 pg/mL of heparin.

Blastocyst D6 N (%) Blastocyst D7 N (%)
Treatment Bi BI Bx Total Embryos Bi BI Bx Bn/Be Total Embryos
EJ 18h 9 (25%) 23 (64%) 4(11%) 36 6(9%) 26(40%) 33 (51%) 0 (0%) 65
EP 6h 14 (35%) 20 (50%) 6 (15%) 40 3(5%) 24(38%) 34 (54%) 2 (3%) 63
EP12h 13 (41%) 16 (50%) 3 (9%) 32 8 (13%) 20(33%) 29 (48%) 4 (7%) 61
EP18h 11 (31%) 22(63%) 2 (6%) 35 6(8%) 30(42%) 34 (48%) 1(1%) 71

Values analyzed by chi-squared test. There was no difference between treatments
(P<0.05). Embryo developmental stages: initial blastocyst (Bi), blastocyst (Bl),
expanded blastocyst (Bx), hatching blastocyst (Bn) and hatched blastocyst (Be).

Table 6. Total cell number (mean £SD) and percentage of apoptotic cells (mean +SD) of day
7 embryos produced from oocytes co-incubated with ejaculated sperm for 18 hours (EJ
18h), and epididymal sperm for 6 (EP 6h), 12 (EP 12h) and 18 h (EP 18h).

Apoptotic cells

Treatment N Embryos Total cell number N (%)

EJ 18h 29 158 +47 714 (4.4%)
EP 6h 31 174 + 45 7 + 3 (4.0%)
EP 12h 26 164 + 45 7+4(4.2%)
EP 18h 31 173 + 43 7 + 4 (4.0%)

Values analyzed by Tukey test. There was no difference between treatments (P<0.05).

DISCUSSION
The recovery of EP sperm and its usein ARTssuch as Aland IVP[1, 2, 3,9, 15] has

become a viable alternative to avoid the loss of genetic material of males that have
accidentally died or have become infertile. However, the results obtained when these
sperm cells are used in ARTs are inconsistent, which is probably due to lack of
knowledge regarding their physiology and due to treating them in a similar manner as
for the EJ. Therefore, aiming to establish the best protocol to use epididymal spermin
IVP, we evaluated their behavior in face of several factors that are involved in the
preparation of sperm for its usein IVF.

Initially, we aimed to evaluate if the presence of heparin in the IVF medium

would affect the physiological parameters of epididymal sperm. For this purpose, EP
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sperm was incubated for 18 h in the presence or absence of heparin, and the sperm
samples were evaluated at various time points during culture. The results showed that
EP presented a higher resistance during incubation and maintained total motility,
progressive motility, the percentage of cells with mitochondrial potential and stable
membrane for a longer time than the EJ sperm. The higher stability of EP sperm post-
thawing has been previously reported in other studies [8, 11,20]. However, the
exposure of EP sperm to heparin altered their resistance, and the sperm exhibited a
pattern of motility and viability similar to that observed for the EJ sperm.

One of the differences between EJ and EP is the exposure to seminal plasma,
which contains various components, particularly proteins that bind to the plasma
membrane and alter its permeability and stability. Therefore, the difference between
the plasma-membrane compositions is possibly the factor responsible for the higher
resistance of the EP sperm compared to EJ sperm.

The effect of heparin on EP-sperm resistance suggests that heparin has, through
some mechanism, interacted and altered their physiology. It is well established that
heparin interacts with seminal plasma proteins (BSPs) that bind to the epididymal
spermatozoa when they are exposed to the seminal plasma in ejaculation [15, 21].
Heparin binding to BSPs induces loss of sperm surface components, which leads to the
loss of cholesterol, phospholipids [22] and, finally, capacitation. Nevertheless,
spermatozoa of the epididymis are not exposed to seminal plasma and, thus, do not
have membrane-bound BSPs [22].

The absence of heparin receptors would not allow its interaction with EP;
therefore, we were not expecting any effect of the heparin during the culture of
epididymal sperm. Although the data clearly show that heparininduces changesin EP,
the mechanisms and/or components involved in those changes are not known or
described until now.

Conversely, in bovines, not only heparin but also other molecules areinvolved in
capacitation events, such as high-density proteins, albumin and bicarbonate.
Commonly, these components are present in the female reproductive tractorinan IVF
medium [23]. Recent studies [24, 25] have reported the presence of other specific
regions in the plasma membrane of porcine spermatozoa, in which different glycans

can bind, allowing the sperm reservoir to formed in the oviduct. Taking these results
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into account, we can assume that heparin can interact, via some mechanism, with the
EP sperm through other specific unknown regions, which could be involved in the

sperm capacitation process.

Considering the effect of heparin on the viability and longevity of EP observed in
the first experiment, we hypothesized that the presence of heparin would also affect
the fertilization rate. The data showed that by 3 h of coincubation, regardless of the
heparin presence, the EP sperm groups exhibited more fertilized oocytes than the EJ
sperm groups. However, the effect of heparin on EP sperm was evident by 6 h of
coincubation, when there was a considerable increase in the percentage of fertilized
oocytes. This behavior was maintained until the end of the coincubation period. It is
important to note that at 6 h, most of the oocytes of the EP sperm exposed to
heparin were already fertilized and that additional coincubation time was not needed
to obtain the maximum fertilization rate. In fact, additional coincubation time
exhibited a detrimental effect on fertilization, because as the time increased, the
polyspermy rates also increased. If we disregard the polyspermic oocytes, the
fertilization rate obtained at 18 h was similar to that observed at 6 h.

Few studies have evaluated the effect of heparin on IVF using EP sperm. As
observed in this study, Pavlok et al. [26] observed that a greater amount of fertilized
structures when EP was used, including polyspermic structures. In contrast, a study by
Stout [11] that evaluated the rate of fertilization of oocytes inseminated with EP sperm
recovered from Holstein bulls showed that the presence of heparin did not affect the
fertilization. However, it is important to point out that our fertilization data are in
agreement with data from viability and longevity parameters, since it was shown in the
first experiment that heparin affected the physiological characteristics of EP sperm.
Thus, the greater the amount of spermatozoa available, the more rapidly fertilization
occurred; if the coincubation was prolonged, an increase occurred in the rate of
polyspermy.

After establishing the effects of heparin on EP sperm, the next step was to
evaluate which sperm-selection procedure should be used. Next, the effect of two
discontinuous gradients of selection and that of the washing procedure was evaluated
on embryo production and quality. Our results showed that although the cleavage rate

was similar, the blastocyst rate was higher when the sperm were selected via PS or P
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than when they were washed in spTALP. Our results using EP were similar to those
reported by other studies that used EJ sperm selected by different gradients [17, 27, 28,
29], which demonstrated that discontinuous gradients resulted in a better sperm
population compared with sperm that was only subjected to a washing method.

Considering that discontinuous gradients such as P and PS are commonly used to
obtain a high number of motile spermatozoa with more adequate fertilization function
on EJ sperm, it could be expected that the same would occur for EP.

Considering that EP sperm presented some physiological differences from EJ
sperm and that we were testing different discontinuous gradients to select the most
suitable gradient to be used for IVP with EP sperm, the embryo sex ratio was also
assessed. Surprisingly, a shift toward male embryos was observed when using EP
sperm that were passed through P and PS gradients, which altered the sex ratio. The
same results were not observed for the EJ that were selected using P and for EP that
was only subjected to washing, since in both groups no difference from the expected
1:1 ratio was noted. These findings do not corroborate with that from other studies
conducted by Martins et al. [3] and Vianna et al. [16] using EJ sperm, in which different
discontinuous gradients have not affected the embryo sex ratio. One possibility for the
contradictory results could be the effect of the sires, since effect of the bull on sex ratio
has been demonstrated in several studies [22, 30, 31]. Nevertheless in the present
study, the effect of an individual sire cannot be considered because the EP and EJ
sperm used were obtained from the same animals, which leads to the supposition that
the deviation may have resulted from the use of the discontinuous gradient. However,
literature shows no evidence to support that discontinuous gradient can separate X
and Y bearing sperm. Therefore, we cannot explain the sex ratio deviation observed in
our results. Additional studies are needed to clarify it.

Finally, to confirm that IVF with EP can last only 6 h without compromising
embryo development, we evaluated blastocyst production and quality using different
times for IVF. In this experiment, we chose to use PS as the sperm selection method.
Thereasontodo this was, first, because no differences were found in any of the studied
parameters between the two gradient methods, and, second, because P has been
previously described [32] as toxic, and thus the tendency is to exclude it from embryo

production systems in the future. The blastocyst rate at D7, total cell number and
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percentage of apoptoticcells were similar if we used either 6 or 18 h of coincubation.

Therefore, the results confirmed that only 6 h are needed for IVF when EP sperm
selected with PS is used. It has been shown that for EJ sperm, at least 12 h of
coincubation is needed to reach the maximum fertilization rate [19], and this period can
be extended to 18 h without affecting the embryonic quality or the polyspermy rate.
However, to our knowledge, different coincubation times using EP sperm have not yet
been evaluated, and the available studies that used EP sperm in embryo production
used the same protocol that has been commonly used for EJ sperm. It is possible that
differences in plasma membrane components, such as absence of seminal plasma and
the coat proteins, or less quantity of cholesterol may be responsible for the difference in
behavior of EP sperm in IVF procedures.

In conclusion, the presence of heparin in the IVF medium induces an acceleration
in the fertilizing ability of EP sperm. Therefore, the time of coincubation during IVF can
be reduced to 6 h, without affecting embryo production and quality. In addition, the
highest rates of embryo production are obtained by selecting EP sperm with PS or P;
however, both gradients altered the sex ratio, producing a greater quantity of male

embryos.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and ethic committee approval of animal procedures

Unless otherwise indicated, the reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). All procedures with animals were approved by the Ethics Committee of
Embrapa’s Animal Genetic Resources and Biotechnology (Protocol CEUA—Cenargen

004/2013).
Animals

Seven Gir bulls (Bos taurus indicus) aged between 36 and 40 months were
selected, and used for EP and EJ sperm recovery. The animals belonged to an Embrapa’s
experimental herd. During the experiment at the farm, the animals were raised in an
extensive system and fed pasture (Brachiara brizantha), mineral salt and water ad
libitum. Prior to the experiment, the bulls were subjected to three andrological
evaluations, and only sires that showed a subjective total sperm motility > 70% and a

minimum of 70% morphologically normal sperm were used.
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Approximately six months after the end of the experiment animals were sold in an

internal auction of the company.

Sperm collection and cryopreservation

Sperm samples were collected from ejaculated and epididymal of the same
animal, according to the method described by Cunha et al. [8]. Briefly, one ejaculate was
collected via electroejaculation from each Gir bull. Seven to fifteen days after semen
collection, all sires were orchiectomized. The testes were cleaned with saline solution
(NaCl 0.9%) and 70% alcohol, and sperm collection from the cauda epididymis was
performed [8]. Each epididymis was thoroughly cleaned, and the superficial blood
vessels of the tail were punctured so that most of the blood could be wiped off. Next,
the sperm from the epididymis tail were collected by means of cut administered with a
scalpel and removal of the white fluid coming out from the cut tubules with the aid of a
blade [33].

After recovery, the EJ or EP were diluted in Tris citrate-yolk-glycerol Dilutris
extender (SEMENCON-Agricultural Products Ltd., Porto Alegre, RS, Brazil), loaded at a

concentration of 25 to 30 x 108 sperm/straw (0.25 mL) and cryopreserved [8].

Orchiectomy procedures

Seven to fifteen days after semen collection the bulls were castrated. First, the
animals received sedation and analgesia by using xylazine (0.08 mg/kg) intravenously
administered. The local anesthesia was performed using chlorhydrate of lidocaine
(1000g/kg) without vasoconstrictor, into each spermatic cord and along the incision line
of each testicle. A horizontal incision was made and testicles were completely exposed,
then, spermatic cord was liberated from the tunica vaginalis and with a sterile lines of
nylon, the spermatic cords were ligated and the surgical procedure for completely
remove of testis, with the use of a scalpel, was performed.

Immediately after the removal, an antiseptic solution and repellent spray were applied.
After surgical procedures, animals received by intramuscular way flunixin meglumine
(1.5 mg/kg) twice a day, for 3 days. A local curative was made daily, per approximately ten

days once a day, or until the scrotum incision presented normal conditions of healing,
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without abnormal secretions.

Sperm quality assessments

Motility analysis: The percentages of total and progressive motility were evaluated
by the IVOS 12.3 Computer-Assisted Sperm Analyzer (CASA) system (Hamilton-Thorne
Bioscience, Beverly, MA, USA). For analysis, a setup was previously adjusted for bovine
spermatozoon, according to the manufacturer’s instructions. For evaluation, 8 uL of
sperm was loaded into a prewarmed Makler chamber (Makler, Santa Ana, CA, USA). At
least three fields were selected manually for reading and analysis.

Flow cytometry assessments: Evaluations were performed by flow cytometry
on an AMNIS FlowSight Image Cytometer (Amnis Corp., Seattle, WA) using the INSPIRE
V6.1 acquisition software. Fluorescent dyes were excited by lasers at 488 nm at 10 mW
and 405 nm at 30 mW. The signhals emitted by the green probes were collected in
Channel 2 (505-560 nm); those emitted by the red probes were collected in Channel 4
(595—-642 nm); and the blue signals were collected in Channel 7 (435-505 nm). A specific
acquisition template was previously created for identifying and acquiring only sperm
cells. Thus, 10.000 events were collected per sample/parameter evaluated. For
analysis of the results, dot plot graphs or histograms were created from unstained
control samples, and the populations were gated based on stain pat- terns. According
to the manufacturer’sinstructions and recommendations, a compensation matrix was
used for all evaluations that were composed of more than one fluorescent dye, and a
complete calibration of the equipment was performed each time that the system was
turned off.

Plasma membrane integrity and apoptosis were evaluated using an apoptosis
detection kit (Alexa Fluor 488 Annexin-V/Dead Cell Apoptosis—Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) that contained Annexin-V conjugated with Alexa Fluor 488 and
Propidium lodide (PI) solution. Sperm were classified as follows: alive (Pl and Annexin-V
negative), necrotic (Pl positive) and apoptotic (Annexin-V positive or double positive for
Annexin-V and PI).

Acrosome status was assessed using fluorescein isothiocyanate conjugated with

peanut agglutinin (FITC-PNA, Invitrogen, Eugene, USA) and Pl (Molecular Probes, Eugen,
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USA) as previously described [34], with modifications. The work solution for staining
consisted of 100 uL of sodium citrate (3% diluted in NaCl 0.9%), 1 uL of Pl (0.5 mg/mL),
and 1.5 pL of FITC-PNA solution (1 mg/mL in PBS). Pl-negative sperm were considered
alive, and Pl-positive sperm were considered dead. Alive or dead cells were classified as
acrosome-reacted (FITC-PNA positive) or as acrosome-intact (FITC-PNA negative).

The mitochondrial membrane potential was determined using MitoTracker Green
(MTGreen; Molecular Probes), as described by Celeghini et al. [35]. The work solution
for staining consisted of 100 pL of sodium citrate (3% diluted in NaCl 0.9%) and 0.25 pL
of MTGreen (1 mM). Sperm that were MTGreen-positive at the midpiece were
considered to exhibit a positive mitochondrial potential, sperm in which MTGreen
staining was absent on the midpiece were considered to be lacking a mitochondrial
potential.

Stability of the plasma membrane was assessed according to the method
described by Hal- lap et al. [36]. For this evaluation, Merocyanine 540 (M540)/YoPro1l
(Molecular Probes) was used. The work solution for staining was composed of 5 mL of
sodium citrate (3% diluted in NaCl 0.9%), 2.6 pL of M540 (1 mM in DMSO) and 1 uL of
YoProl (25 uM). Cells that were M540-negative and YoProl-positive or YoProl-negative
were considered as possessing stable sperm membranes. Cells that were M540-positive
and YoProl-positive or YoProl-negative were considered as possessing unstable sperm
membranes. To differentiate sperm cells from other events, all probes used in these
assessments contained Hoechst 33342 (bisBenzimide H33342 trihydrochloride) at a

concentration of 5 mg/mL (PBS), according to Hallap et al. [36].

Assessment of fertilization and embryo production

Oocyte collection and in vitro maturation: Ovaries from crossbred cows (Bos indicus
X Bos taurus) were collected immediately after slaughter and transported to the
laboratory in saline solution (NaCl 0.9%) supplemented with penicillin G (100 IU/mL)
and streptomycin sulfate (100 mg/mL) at 35°C. The cumulus-oocyte complexes (COCs)
were aspirated from 3 to 8 mm diameter follicles with an 18-gauge needle; only COCs
containing homogeneous cytoplasm and more than three compact layers of cumulus

cells were used [37].
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After selection, the COCs were transferred into a 200 plL drop of maturation
medium under silicone oil. The maturation medium consisted of TCM -199 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 0.01 IU/mL of
porcine FSH, 0.1 mg/ mLL-glutamine and antibiotic (amikacin, 0.075 mg/mL). The COCs
wereincubatedfor22to 24 h at 39°C under an atmosphere of 5% CO in air.

In vitro fertilization and embryo culture: Following maturation, the COCs were
transferred into a drop of fertilization medium, which consisted of Tyrode’s albumin
lactate pyruvate (TALP) [38] supplemented with penicillamine (2 mM), hypotaurine (1
mM) epinephrine (250 mM) and heparin (10 ug/mL). For fertilization, a pool of frozen EJ
(always used as control group) or EP from the 7 bulls were used.

Sperm samples were selected by a P (Pharmacia, Freiburg, Germany) 45-90%
gradient [39], PS (Nidacon Intl. AB, Gothenburg, Sweden) 40-80% gradient [9] or
washingin1mL of spTALP medium [19]. SpTALP medium was composed of 99 mM NadCl,
3.1 mM KCl, 25 mM NaHCOs3, 0.35 mM NaH;P0O4, 10 mM HEPES, 2 mM CaCl, 1.1 mM
MgCl3,21.6 Mm sodium lactate, 1 mg/mL sodium pyruvate, 6 mg/mLBSA, and 1 mg/mL
gentamicin (pH 7.4). The samples for both gradient methods were prepared in
microtubes in a total volume of 800 uL [39]. After gradient selection, the samples were
washed by centrifugation (300 x g per 5 min) in spTALP medium. After selection, the
sperm concentration was determined using a hemocytometer, and a final
concentration of 1 x 10° sperm/mL was added to fertilization drops containing the
COCs. Spermatozoa and oocytes were coincubated at 39°C under 5% of CO; in air.

Fertilization rate and embryo development: To evaluate the fertilization rate,
presumptive zygotes were removed from fertilization medium at 3, 6, 12 and 18 h after
insemination. Next, the zygotes were denuded, fixed in acetic acid:alcohol (1:3) and
stained with 1% lacmoid solution in 45% glacial acetic acid. After staining, the zygotes
were examined under a phase contrast microscope (Nikon Eclipse E200, 1000X) and
classified as follows: (a) non-fertilized— presence of female and absence of male
chromatin or (b) fertilized—presence of female and male chromatin in the cytoplasm, as
well as a decondensed sperm head, pronuclei or cleavage. Polyspermic sperm, in which
the cytoplasm contains female chromatin and two or more sperm or more than two
pronuclei, were included in the fertilized group.

For embryo development, after fertilization, the presumptive zygotes were
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washed and transferred to a 200 pL drop of SOFaaci medium [40] supplemented with
2.77 mM myo-inositol and 5% FBS. The zygotes were cultured at 39°C under 5% CO: in
air for 7 or 8 days. The embryos were evaluated on Day 2 (D2) postinsemination for
cleavageandonDays6(D6),7 (D7) and 8 (D8) for the blastocyst rate.

Embryo quality assessments: To evaluate the embryo quality, the parameters used
were the developmental kinetics, the total cell number and the percentage of apoptotic
cells. The developmental kinetics/speed of development was assessed from the stages of
embryo development on D6, D7 and D8. On D8, the embryos were stored for sex analysis.
To determine the total number and percentage of apoptotic cells of D7 expanded
blastocysts, a Click-iT TUNEL Alexa Fluor Thermo Fisher Kit (Waltham, MA, USA) was used.

The embryos were washed in PBS supplemented with polyvinyl pyrrolidone (PVP)
(1 mg/mL) and were fixed in 3.7% paraformaldehyde for 15 min. A second wash in 1
mg/mL PVP was per- formed, and the blastocysts were incubated in 0.5% Triton-X for 20
min. After the permeabilization procedure, the embryos were exposed to the TUNEL and
Alexa Fluor 488 mix for 1 h at 37°C and treated with H33342 for 10 min. Finally, the
embryos were washed in PVP and placed on slides for analysis under a fluorescence
microscope. The excitation wavelength filters used for visualization were 495/519 nm for
Alexa Fluor 488 and 350/461 nm for H33342. For each blastocyst, the total number of
cells (blue nuclei, H33342) and apoptotic cells (green nuclei, TUNEL) were determined,
and the percentage of apoptotic cells was determined.

Embryo sexing procedure: After culture, the embryos were stored at-20C" in a
lysis solution for sexing assessment. Sexing evaluation procedures was performed by
polymerase chain reaction (PCR) using two pair of primers (Ludwing) adapted from
the protocol described by Sousa et al. [41]. The first primer was specific to a region of
the Y chromosome, and the second pair was specific to a bovine autosomal gene.
Initially, the embryos were exposed for 5minat50°Cinlysis solution and PCR buffer 1X
that contained 15 pg of proteinase K (Invitrogen) in a final volume of 10 uL. Proteinase K
inactivation was performed at95°C for 5 min.

The PCR procedure was performed by mixing solutions containing 50 nM bovine
autosomal primerand 75 nM Y chromosome primer, 200 uM dNTP, 1X PCR bufferand 1
U of Taq Polymerase Platinum (Invitrogen), to obtain a final volume of 30 pL for each

individual sample. A male and female control sample, which had been previously
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tested and used in other assays in our laboratory, were used. The PCR program
consisted of heating at 94°C for 2 min, 40 cycles of 95°C for 30 sec, 57°C for 40 sec and
72°C for 40 sec and completing primer extension at 72°C for 3 min. The products were
visualized on a 1.5% agarose gel via staining with ethidium bromide (10 mg/mL) under
ultraviolet light. When two amplicons were detected (280 and 210 base pairs), the
embryo was identified as male, whereas detection of one amplicon (280 base pairs)

indicated a female embryo.

Experimental design
1- Effect of heparin on viability and longevity of epididymal sperm

To determine if supplementation of fertilization medium with heparin would
affect the post- thawing longevity and viability of epididymal sperm, the EJ and EP
groups were used. All bulls were used in all groups, in a factorial design. The samples of
all animals were individually analyzed, and each animal was considered a biological
replicate. Each sample was composed of a pool formed by four straws from each
animal/group; this procedure was necessary to have a sufficient amount of cells for
cytometry and CASA assessments. Straws were thawed, pooled, subjected to a P 45—
90% gradient and adjusted to a final concentration of 2 x 10 sperm/mLin afinal volume
of 400 pL of fertilization medium with or without heparin supplementation. EP and EJ
sperm were distributed into three groups: 1) EJ +: EJ incubated in fertilization media; 2)
EP +: EP incubated in fertilization media and 3) EP-: EP incubated in fertilization media
without heparin. The samples were maintained at 39°C under a 5% CO; atmosphere for
18 h.

Assessments were performed at O h and after 3, 6, 12 and 18 h. At each time
point, a sample from each group was removed from the incubator and was used to
assess total and progressive motility, acrosome integrity, apoptosis, necrosis, plasma

membraneintegrity, membranestability and mitochondrial potential.

2- Effect of heparin on fertilization rate

To evaluateifthe presence of heparinin the fertilization medium would affect the

ability of EP to fertilize the oocytes, they were coincubated for different periods of time
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during IVF. To minimize the bull effect, EP and EJ sperm used in this experiment was
obtained from pooling one straw from each of the seven bulls. After pooling the
straws, motile sperm from each group (EJ and EP) were selected by centrifugation
througha45-90%discontinuous P gradient, asdescribed above.

A total of 829 oocytes were used in a seven-replicate experiment. In each
replicate, the oocytes were distributed into three treatments: 1) EJ+H: oocytes were
coincubated with EJ sperm in fertilization medium supplemented with heparin; 2)
EP+H: oocytes were coincubated with EP sperm in fertilization medium that was
supplemented with heparin; 3) EP-H: oocytes were coincubated with EP sperm in
fertilization medium without heparin. At 3, 6, 12 and 18 h postinsemination, the

oocytes weredenuded and fixed to assess the fertilization rate.

3- Effect of the epididymis-sperm selection method on in vitro embryo production and

embryo sex

The aim of this experiment was to assess if the sperm-selection method could
affect not only embryo production but also the sex ratio of the produced embryos.
Based on the results obtained from the second experiment, heparin was included in the
fertilization medium for all treatments. Three different methods of sperm preparation
for IVF were evaluated. A total of 759 COCs were used in a four-replicate experiment.

Oocytes were fertilized with a pool composed of EP or EJ sperm obtained from the
same seven sires used in the previous experiments. Treatments were defined as follows:
1) EJ-P: oocytes were coincubated with EJ sperm that were subjected to P gradient
selection; 2) EP-P: oocytes were coincubated with EP sperm selected by a P gradient; 3)
EP wash: oocytes were coincubated with EP sperm washed in spTALP medium; 4) EP-PS:
oocytes were coincubated with EP sperm selected by a PS gradient. The cleavage,
blastocyst rates and kinetics of embryo development were assessed at D2, D6, D7 and
D8. On D8, the embryos were classified and stored until used for sexing analysis

procedures.

4- Effect of sperm-oocyte coincubation time on embryo production

To confirm that 6 h of coincubation (experiment 2) would not affect embryo
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production, a total of 627 oocytes were used in a five-replicate experiment. Four
treatments were used: 1) EJ 18h: oocytes were coincubated with EJ sperm for 18 h; 2) EP
6 h: oocytes were coincubated with EP sperm for 6 h; 3) EP 12 h: oocytes were
coincubated with EP sperm for 12 h and 4) EP 18 h: oocytes were coincubated with EP
sperm for 18 h. For all groups, the IVF medium was supplemented with heparin, and
sperm selection was performed using the PS discontinuous gradient. Cleavage and
blastocyst rates were assessed on D2, D6 and D7. On D7, expanded blastocysts were

stored for TUNEL analysis.
Statistical analysis

Data of sperm viability/longevity and CASA sperm motion variables were analyzed
by analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey—Kramer multiple comparison tests
using SAS version 9.4 (SAS virtual University Edition). Analyses considered the main
effects of group (EJ+, EP+, and EP-), time (hours 0, 3, 6, 12, and 18), and their interactions.
The SAS MIXED procedure with a REPEATED statement was used to account for the
autocorrelation between sequential measurements. Fertilization and embryo and sex
rates were compared by the chi- squared test and TUNEL data by the Tukey test; for
both analyses, the Prophet 5.0 statistical package (BBN Systems and Biotechnology,

1997, USA) was used. For all results, a level of 5% (P<0.05) was considered ssignificant.
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RESUMO EXPANDIDO

RESUMO

Os espermatozoides recuperados da cauda do epididimo (EP) sdo células
fisiologicamente distintas quando comparadas a espermatozoides do ejaculado (EJ) devido a
nao terem sido expostas ao plasma seminal. Portanto, é possivel que a morfologia de EP
também seja diferente dos do EJ. O objetivo deste estudo foi caracterizar morfologicamente
a cabeca de EP, e avaliar se as diferencas fisioldgicas entre EP e EJ também sdo expressas na
morfologia. EP e EJ foram recuperados de sete touros Gir e avaliados individualmente. Um
total de 140 espermatozoides criopreservados foram analisados por cada grupo, utilizando a
microscopia de forga atdbmica (MFA). As imagens foram adquiridas através do modo contato
(SPM-9600 - Shimadzu, Japao). Em seguida, o software off-line SPM-9600 foi utilizado para a
segmentacdo manual das cabecas, através do zoom digital das imagens originais. Vinte e
qguatro caracteristicas estruturais foram avaliadas, incluindo 12 parametros uni, bi e tri
dimensionais, além de 12 descritores de forma que foram calculados a partir dos parametros
uni e bi dimensionais. Os dados foram analisados pelo T teste (P<0,05), e foram também
submetidos a andlise de componentes principais (ACP). Os descritores de forma mostraram
gue o grupo EP apresentou maior rugosidade e elongacdo, e menor fator de forma e taxa de
circularidade (P<0,05) do que o grupo EJ. Para os demais parametros, ndo foram observadas
diferencga estatistica. A ACP ndo distinguiu os grupos, os quais foram distribuidos de forma
semelhante. Os resultados obtidos neste estudo mostram que EP e EJ coletados dos mesmos
touros sdao morfologicamente semelhantes em 19 dos 24 parametros avaliados, indicando
gue a auséncia de plasma seminal ndo afeta a morfologia de EP.

Palavras-chave: cabeca do espermatozoide; morfologia; bovinos.

INTRODUCAO

Apds deixarem os tubulos seminiferos dos testiculos, os espermatozoides sao
transportados para o epididimo, onde ocorre a maturacdo. O processo de maturacao
abrange modificacdes morfolégicas e fisioldgicas necessdrias para que os espermatozoides
adquiram a capacidade de fecundacdo. Essas modificacbes incluem mudancas no perfil

bioquimico da membrana plasmatica, condensagado final da cromatina, transito das gotas
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citoplasmadticas e aquisicio da motilidade (Cornwall, 2009; Dacheux e Dacheux, 2014;
Gervasi e Visconti, 2017).

Apds passarem pelo epididimo, os espermatozoides maturados sdao armazenados na
cauda do epididimo, onde permanecem até a ejaculagdo. Na ejaculagdo os espermatozoides
se misturam com o plasma seminal e sdo revestidos por seus componentes, incluindo a
familia de proteinas de ligacao a heparina, conhecidas como Binder sperm proteins (BSPs). O
revestimento fornecido pelo plasma seminal estd relacionado a importantes eventos como o
aumento da estabilidade da membrana plasmdtica, forma¢dao do reservatdrio no istmo,
formacao de sitios especificos de membrana para a ligacdo da heparina, capacitacdo e
ligacdo dos espermatozoides a zona pelucida (Miller et al.,, 1990; Thérien et al., 1998;
Manjunath e Thérien, 2002; Gwathmey et al., 2006; Rodriguez-Villamil et al., 2016).

Considerando que os EP ndo sdo expostos ao plasma seminal, eles sdo
fisiologicamente diferentes dos espermatozoides do ejaculado (EJ) (Rodriguez-Villamil et al.,
2016). De fato, estudos tem mostrado que diferencas entre EP e EJ em relacdo a maior
resisténcia dos EP a refrigeracdao, maior longevidade pés-descongelamento, além de serem
capaz de se ligar ao istmo com a mesma eficiéncia que EJ, em ensaios in vitro (Cunha et al.,
2016). Achados mais recentes usando a tecnologia in vitro, sugerem que os EP respondem a
suplementacdo de heparina (Cunha et al., 2019) e requerem menos tempo para capacitacao
in vitro (Matas et al., 2010; Cunha et al., 2019). Essas diferencas fisioldgicas, sugerem que a
morfologia dos EP também seja diferente. Essa hipdtese também foi levantada por outro
estudo utilizando EP de outras espécies (Esteso et al., 2006).

Entretanto, a maioria dos relatos que estuda a caracterizacdo de espermatozoides
fazem uso de protocolos que utilizam corantes, e muitas vezes as dimensdes estruturais sao
determinadas manualmente, o que pode subestimar possiveis particularidades. De fato,
estudos utilizando espermatozoides de coelhos (lerardi et al., 2008) mostraram que os
detalhes mais precisos da estrutura dos espermatozoides ndo puderam ser detectados por
métodos manuais que oferecem resolucdo limitada. Uma alternativa para avaliar a
morfologia com mais precisdo é através do uso da microscopia de forca atébmica (MFA), que
representa uma ferramenta eficaz para analisar topograficamente a superficie de amostras
bioldgicas ou ndo bioldgicas, com resolucdo em nanoescala. A MFA tem sido utilizada para
estudos da célula espermatica envolvendo a organizagdo da membrana plasmatica (Jones et

al., 2007; Whited e Park, 2014), caracterizacdo espermatica (lerardi et al., 2008),
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investigacdo precisa de defeitos morfoldgicos (Saeki et al., 2005; Ma et al., 2018) e interacdo
de estruturas extracelulares com proteinas de membrana (Barboza et al., 2004; Whited e
Park, 2014). No entanto, ndo existem relatos em que EP e EJ recuperados do mesmo animal
sejam comparados utilizando MFA.

Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar morfologicamente os EP e comparar
sua morfologia com EJ, recuperados dos mesmos reprodutores, utilizando a MFA como

ferramenta.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Foram utilizadas amostras de sémen de sete touros da raga Gir, previamente
utilizadas em outros estudos (Cunha et al., 2016; Cunha et al., 2019). As amostras de sémen
foram coletadas do EJ e da cauda do epididimo do mesmo animal, em seguida foram
criopreservadas de acordo com o método descrito por Cunha et al. (2016). Brevemente, os
EJ foram coletados através de eletroestimulacdo e sete a 15 dias apds a coleta do sémen os
touros foram orquiectomizados para a recuperacao de EP.

Para as analises microscopicas dois grupos foram formados: EP e EJ. Uma palheta de
cada animal foi descongelada para cada grupo, avaliada individualmente e considerada uma
réplica bioldgica.

Apds o descongelamento foi retirado uma amostra de cada grupo para avaliacdo da
integridade acrossomal em citometria de fluxo, utilizando isotiocianato de fluoresceina
conjugado com aglutinina de amendoim (FITC-PNA — Invitrogen, Eugene, EUA) e iodeto de
propidio (IP — Molecular Probes, Eugen, EUA) conforme descrito por Cunha et al. (2019).

Para as analises em MFA, as amostras foram previamente lavadas e fixadas de acordo
com Carvalho et al. (2013). As imagens foram adquiridas através do microscépio SPM-9600
(Shimadzu, Japan), operando em modo contato, utilizando 200 um de comprimento com V
cantilevers (constante de ~0,15 N/m, frequéncia de ressonancia 24kHz) com ponteira
piramidal integrada (raio de curvatura <20 nm). A extensdo de 100 um foi usada para a
varredura seguindo a direcdo XY e 7 um na direcdo Z. A aquisicdo das imagens foi realizada

em 512 x 512 pixels e taxa de varredura de 1Hz (Bonatto et al., 2009).
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As imagens obtidas foram processadas utilizando o software off-line SPM-9600.
Inicialmente, todas as imagens foram submetidas a um ajuste automatico de nivelamento da
superficie, em seguida foram manualmente segmentadas, utilizando um zoom digital da
imagem original para a analise individual das cabecas dos espermatozoides. Desta forma,
foram analisadas medidas uni, bi e tri dimensionais da cabeca dos espermatozoides, em
seguida, utilizando as medidas uni e bi e tri dimensionais, descritores de formas foram
gerados a partir de férmulas matematicas, previamente relatadas por Carvalho et al. (2013)
e descritas abaixo:

Fator de forma: (4 x pi x Area excluindo orificios)/(Perimetro x Perimetro);
Circularidade: (4 x Area incluindo orificios)/pi x (Didmetro maximo x Didmetro maximo);
Taxa de aspecto: Didmetro maximo/largura; Didmetro efetivo: (Area incluindo orificios/pi) x
2; Grau de circularidade: pi x Didmetro mdaximo/4 x Area excluindo orificios; Taxa de
circularidade: (4 x pi x Area incluindo orificios)/Perimetro x Perimetro; Grau de fineza:
Didmetro maéximo/largura; Taxa de compactacdo: (V(4/pi) x Area incluindo
orificios))/Didmetro maximo; Elongacdo: (Perimetro x Perimetro)/Area incluindo orificios;
Rugosidade: (Perimetro x Perimetro)/(4 x pi x Area excluindo orificios).

Para cada animal, um total de 20 espermatozoides foram mensurados e
individualmente analisados quanto a 24 caracteristicas, totalizando 140 células analisadas
por grupo.

Os dados obtidos a partir das caracteristicas uni, bi e tri dimensionais, incluindo
também a integridade acrossomal e os descritores de forma, foram comparados atravésdo T
teste (P<0,05), apresentados como média * desvio padrdo (DP). Além das analises
individuais, os 24 parametros obtidos foram avaliados coletivamente utilizando um modelo
de andlise dos componentes principais (ACP). Todos os dados foram analisados através do

software Past3.

RESULTADOS

Para evitar a interferéncia da presenca do acrossoma no volume da cabeca do
espermatozoide, uma amostra de cada grupo foi removida para a avaliagao da integridade
acrossomal. Ndo foram detectadas diferencas na porcentagem de células com acrossoma

reagido entre os grupos EP (18,07%) e EJ (22,15%).
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Os valores obtidos através dos parametros uni, bi e tri dimensionais sdo mostrados na

Tabela 1, as medidas analisadas para EJ e EP foram semelhantes entre os dois grupos.

Tabela 1. Valores + (DP) de medidas uni, bi e tri dimensionais de espermatozoides bovinos
recuperados do epididimo (EP) e do ejaculado (EJ) avaliados por microscopia de forca
atoémica.

Medidas de estruturas uni dimensionais

Grupo Raio médio Variancia Altura Altura Altura Diametro Largura
(um) de raio maxima minima média Maximo (um)
médio (um) (um) (um) (um)
(pm)

EJ 4,21+0,14 1,13+0,06 0,52+0,03 0,16+0,02  0,31+0,04 12,13+0,49 9,32+1,11
EP 4,14+0,13 1,11+0,08 0,48+0,05 0,16+0,02  0,29+0,04 11,69+0,4 7,69+0,58

Medidas de estruturas bi e tri dimensionais

Grupo Perimetro Perimetro C Area incluindo Area de Volume (um?3)
(um) (um) orificios (um?) superficie (um?)
EJ 30,9+1,2 28,4+1,3 49,6%2,9 50,4+2,9 15,9+2,2
EP 31,1+1,3 28,2+1,0 47,943,2 48,813,4 15,6+2,3

Valores obtidos pela média * desvio padrdao de 140 espermatozoides por grupo.
N3o houve diferenca entre os grupos analisados (P>0,05).

Os descritores de forma (Tabela 2) mostram que o grupo EP apresentou maior
rugosidade e elongacao, e menor fator de forma e taxa de circularidade.

A andlise coletiva que teve como objetivo distinguir a qual grupo pertence cada
célula individualmente, apresentou similaridade entre EJ e EP quando as medidas uni, bi e tri
dimensionais foram agrupadas (Figura 1-A), e também mostrou similaridade quando apenas
os descritores de forma foram agrupados (Figura 1-B).

Os resultados obtidos neste estudo apontam que EP e EJ, coletados dos mesmos
touros, sdao morfologicamente semelhantes em 19 dos 24 parametros avaliados, indicando

gue a auséncia de plasma seminal ndo afeta a morfologia de EP.
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Component 2
Component 2

Component 1 Component 1
A B
Figura 1. Analise dos componentes principais dos espermatozoides
recuperados do epididimo (EP) e do ejaculado (EJ) utilizando medidas uni, bi e
tri dimensionais (A) e descritores de forma (B). Cada ponto representa um
touro em cada grupo. A andlise foi realizada utilizando 20 espermatozoides
por touro, 140 espermatozoides por grupo.

Tabela 2. Valores + (DP) de medidas dos descritores de forma de espermatozoides recuperados do epididimo (EP) e do ejaculado (EJ) avaliados
por microscopia de forga atébmica.
Grupo Distorgao Grau de Rugosidade Graude Fatorde Circularidade Taxade Diametro Taxa de Taxa de Elongacdao Circularidade
Circularidade fineza forma aspecto efetivo circularidade compactacao em grau

EJ 0,72+0,05  2,27+0,13 1,62+0,07* 1,65+0,15 0,62+0,03° 0,45+0,02 1,53+0,13 7,81+0,26  0,62+0,03? 0,67+0,02  20,24+0,85*° 0,79 0,02
EP 0,74+0,05  2,26+0,09 1,54+0,06° 1,60+0,17 0,65+0,03° 0,45+0,02 1,4610,17 7,94+0,23  0,65+0,03° 0,67+0,01  19,23+0,72° 0,81 +0,02

Valores obtidos pela média + desvio padrdo de 140 espermatozoides por grupo.
ab Dentro de cada coluna difere EJ e EP, analisados pelo T teste (P<0,05).
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ARTICLE 2

SHAPE AND SIZE OF EPIDIDYMAL SPERM FROM GIR BULLS USING ATOMIC FORCE
MICROSCOPY: A NANOSCALE CHARACTERIZATION
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Brasilia, Brazil.

ABSTRACT

As epididymal sperm (EP) are not exposed to seminal plasma, they are physiologically
different from ejaculated spermatozoa (EJ). Therefore, the aim of this study was to
morphologically characterize the head of EP recovered from the epididymis tail, and to
evaluate if the physiological differences between EP and EJ were also expressed in the
head’s shape and size. EP and EJ were recovered from seven Gir bulls and were individually
assessed. Sperm cells were washed, fixed, and 20 cells from each animal were analyzed by
atomic force microscopy (AFM). The images were acquired through contact mode. Then, an
off-line processing software was used and the images acquired were manually segmented
using digital zoom of the original images. Twenty-four structural features were assessed
including one, two, and three dimensional parameters, and also shape descriptors which
were calculated based on the one and two dimensional parameters. Data were compared by
T test, then, a collective analysis was performed using principal component analysis (PCA).
The EP group presented higher roughness and elongation (P<0.05), and smaller form factor
and circularity rate than that of the EJ group (P<0.05). For the other parameters no
differences (P 20.05) were observed. In addition, in the PCA analysis no differences among
EP and EJ were observed either (P<0.05). This study showed that EP and EJ collected from
the same sire presented similar characteristics in nineteen of the twenty-four parameters
evaluated, indicating that absence of seminal plasma does not affect the morphology of EP.

Key words: sperm head; cattle; morphology.
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INTRODUCTION

When sperm cells leave the testes, they are not yet able to fertilize an oocyte, since
they need to undergo two important extra-testicular processes; maturation and
capacitation. As soon as they are released in the lumen of the seminiferous tubules of the
testis, they are transported to the epididymis. During their transit in the epididymis, sperm
undergo maturation process, which is characterized by both morphological and physiological
modifications that are necessary for them to acquire fertility. These modifications include
changes in the biochemical profiles of sperm membrane, final condensation of chromatin,
transit of the cytoplasmic droplets, and acquisition of progressive motility (Cornwall, 2009;
Dacheux e Dacheux, 2014; Gervasi e Visconti, 2017).

After sperm transit through the epididymis, matured sperm are stored in the
epididymis tail until ejaculation, when are mixed with seminal plasma. At this time,
spermatozoa are coated in a series of molecules including heparin binding proteins family
called "Binder Sperm Proteins" (BSPs). This coating is responsible for important events such
as the stability of the plasma membrane, formation of sperm reservoirs, formation of
membrane specific sites for heparin binding, capacitation, and sperm binding to the zona
pellucida (Miller et al., 1990; Thérien et al., 1998; Manjunath e Thérien, 2002; Gwathmey et
al., 2006; Rodriguez-Villamil et al., 2016).

Since epididymal sperm (EP) are not exposed to seminal plasma, they are
physiologically different from the ejaculated spermatozoa (EJ) (Rodriguez-Villamil et al.,
2016; Cunha et al., 2019). In fact, the physiological differences between EP and EJ regarding
resistance to refrigeration, post-thaw longevity, and binding to isthmus cells have already
been demonstrated (Cunha et al., 2016). More recent findings using in vitro assays suggest
that EP are responsive to heparin supplementation (Cunha et al., 2019), and require less
time for in vitro capacitation (Matas et al., 2010; Cunha et al., 2019) than EJ sperm. All of
these physiological differences lead us to hypothesize that the morphology of EP could also
be different to EJ sperm.

This question was also raised by another study using Iberian red deer (Esteso et al.,
2006); however, this study used conventional light microscopy. Most of the reports that
study the characterization of EJ sperm use protocols that include dyes, and usually the
structural dimensions are determined manually, which may not detect possible differences.

In fact, studying rabbit spermatozoa, lerardi et al. (2008) showed that the precise details of
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the spermatozoa structure could not be detected by manual methods that offer limited
resolution. One alternative to evaluate the morphology more accurately is to use atomic
force microscopy (AFM) technique which represents an effective tool for analyze
topographical surfaces of biological or non biological samples with resolution at nanoscale.
This technique has become an invaluable multidisciplinary tool for the advanced
characterization of different materials. In its basic application, it provides high-resolution
images of surface structures at scales ranging from a few nanometers to hundreds of
micrometers (Silva, 2005; Whited e Park, 2014).

AFM-based strategies have been used for studies of the sperm cell such as structural
characterization (lerardi et al., 2008), analysis of organization of sperm plasma membrane
(Jones et al., 2007; Whited e Park, 2014), investigation of specific morphological defects
(Saeki et al., 2005; Ma et al., 2018), and interaction of extracellular molecules with
membrane proteins (Barboza et al., 2004; Whited e Park, 2014). However, to our knowledge,
no studies have been conducted comparing EJ and EP from the same animal using AFM-
based approaches.

Thus, the aim of this study was to use AFM as a tool to morphologically characterize

EP and to compare its morphology with EJ sperm of the same sires.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and ethics committee approval

Unless otherwise indicated, all reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). All procedures with animals were approved by the Ethics Committee of
Embrapa’s Animal Genetic Resources and Biotechnology (Protocol CEUA—Cenargen
004/2013).

Animals

Seven Gir bulls (Bos taurus indicus) aged between 36 and 40 months were selected
and used for EP and EJ sperm recovery. Animals were raised in an extensive system and fed
pasture (Brachiaria brizantha), with mineral salt and water provided ad libitum. Prior to the
experiment, the bulls were subjected to three andrological evaluations, and only sires that
showed a subjective total sperm motility of at least 70 % and a minimum of 70 %

morphologically normal sperm were used for the experiment.



91

Sperm collection and cryopreservation

Sperm samples were collected from ejaculate and the epididymal tail of the same
animal according to the method described by Cunha et al. (2016). Briefly, one ejaculate was
collected via electroejaculation from each Gir bull and seven to fifteen days after semen
collection, all sires were orchiectomized. The testes were cleaned with saline solution (0.9 %
NaCl) and 70% ethanol, and sperm collection from the cauda epididymis was performed
(Cunha et al., 2016). Each epididymis was thoroughly cleaned and the superficial blood
vessels of the tail were punctured so that most of the blood could be removed. Next, the
sperm from the epididymis tail were collected by a series of cuts.

After recovery, the EJ or EP spermatozoa were diluted in Tris-citrate-yolk-glycerol
Dilutris extender (SEMENCON-Agricultural Products Ltd., Porto Alegre, RS, Brazil), loaded at
a concentration of 25-30 x 10° sperm/straw (0.25 mL) and cryopreserved.

Sperm processing for analysis

One straw of each animal from each group (EP and EJ) was thawed at 37°. After
thawing, one aliquot of 20 uL from each animal sample was removed for acrosome integrity
assessments and the remaining was processed to AFM analyses according to Carvalho et al.
(2013). Briefly, each sperm sample was centrifuged for 5 min at 200 x g to remove the
extender. The supernatant containing the extender was discarded and the pellet was fixed
for 5 min in 1 mL of formaldehyde saline (1.6 %) and then centrifuged for 5 min at 200 x g.
After centrifugation, the supernatant was discarded and the pellet was washed by
centrifugation twice in 1 mL of ultrapure water for 5 min at 200 x g. Finally, the pellet was
resuspended in approximately 150 pL of ultrapure water and 2 plL of this sample were
deposited onto glass coverslips and air dried for AFM assessments.

Acrosome integrity analysis

Acrosome status was assessed using fluorescein isothiocyanate conjugated with
peanut agglutinin (FITC-PNA, Invitrogen, Eugene, USA) and propidium iodide (PI) (Molecular
Probes, Eugen, USA) as previously described (Cunha et al., 2019). The working solution for
staining consisted of 100 uL of sodium citrate (3 % diluted in 0.9% NaCl), 1 uL of PI (0.5
mg/mL), and 1.5 pL of FITC-PNA solution (1 mg/mL in PBS). Pl-negative sperm were

considered alive, and Pl-positive sperm were considered dead. Alive or dead cells were
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classified as acrosome-reacted (FITC-PNA positive) or as acrosome-intact (FITC-PNA
negative).

Assessments were performed by flow cytometry on an AMNIS FlowSight Image
Cytometer (Amnis Corp., Seattle, WA) using the INSPIRE V6.1 acquisition software.
Fluorescent dyes were excited by lasers at 488 nm at 10 mW and 405 nm at 30 mW. A
specific acquisition template was previously created for identifying and acquiring only sperm
cells. Thus, 10,000 events were collected per sample/parameter evaluated. For analysis of
the results, dot plot graphs were created from unstained control samples, and the
populations were gated based on stain patterns.

Atomic force microscopy analysis

For the AFM analyses (Figure 2), a SPM-9600 microscope (Shimadzu, Japan) was used
and the images were acquired by contact mode (Bonatto et al., 2008), using 200 um length V
cantilevers (constant of ~ 0.15 N/m, 24 kHz resonance frequency) with integrated pyramidal
tip (radius of curvature <20 nm). A scanner with a The 100 um extension was used for
scanning travel following the XY direction and 7 um in the Z direction. The acquisition of the

images was performed at 512 x 512 pixels and a scan rate of 1 Hz.

Figure 2. Atomic force microscopy images of 2D (A) and 3D view (B) of epididymal sperm.

The images were processed according to Carvalho et al. (2013), using SPM-9600 off-
line software. The processing consisted of an automatic plane fit leveling the surface. A total
of fourty individual cells, twenty cells per each group (EP and EJ) were assessment per
animal and manually segmented using a digital zoom of the original image whilst using the

labeling function of the particle analysis software. Then, cell measurements were performed
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on the sperm head. Twenty-four characteristics were assessed, including one, two, and three
dimensional measures, and shape descriptors. Shape descriptor values were obtained using
a mathematical formula with one and two dimensional values (for details, see mathematical
formulas below).

Mathematical formulas used to generate the shape descriptors

In this study, shape descriptors were calculated using the mathematical formulas
described below.
Form factor: (4 x pi x Area excluding hole)/ (Perimeter x Perimeter).
Roundness: (4 x Area including hole)/pi x (Maximum diameter x Maximum diameter).
Aspect ratio: Maximum diameter/Pattern width.
Effective diameter: (Area including hole/pi) x 2.
Circular degree: pi x maximum diameter/4 x area excluding hole.
Circularity ratio: (4 x pi x Area including hole)/Perimeter x Perimeter.
Thin degree: maximum diameter/pattern width.
Compact aspect rate: (square root ((4/pi) x Area including hole))/Maximum diameter.
Elongation: (Perimeter x Perimeter)/Area including hole.

Roughness: (Perimeter x Perimeter)/(4 x pi x area excluding hole).

Statistical analyses

Data from the means of the twenty-four parameters obtained by AFM and the
acrosome assessments and the characters of each animal were compared between the
groups (EP and EJ) by T test (P<0.05). Then, the twenty-four parameters were also
collectively evaluated by a principal component analysis (PCA). All data were analyzed by

Past3 software and are presented as mean # standard deviation (SD).

RESULTS

To avoid an effect of the absence of acrosome in the sperm head volume, one sample
from each animal was removed for the evaluation of the acrosomal integrity. According to
Figure 1, no differences in the percentage of cells with intact acrosomes were detected

among the EP (18.07 %) and EJ (22.15 %) groups.
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Figure 1. Percentage of sperm cells with acrosome reacted of bovine spermatozoa (mean
obtained from seven sires) recovered from epididymal tail (EP) and ejaculation (EJ). Data
analyzed by Tukey test (P<0.05).

The values for one, two, and three dimensional parameters are depicted in Table 1,
which showed no significant differences between the EJ and EP sperm heads. Otherwise,
shape descriptors (Table 2) showed that the EP group presented higher roughness and

elongation, and smaller form factor and circularity rate than that of the EJ group.

Table 1. One, two, and three dimensional values (+SD) of bovine sperm recovered from
epididymal (EP) and ejaculated (EJ) sources, as evaluated by atomic force microscopy.

Measures of structural characteristics one dimensional

Groups Mean Mean Maximu Minimum AverageZ Maximum  Pattern
Radius Radius mZ(um) Z(um) (um) Diameter Width
(um) Variance (um) (m)
(nm)

EP 4.14+0.13 1.11+0.08 0.48+0.05 0.16%+0.02 0.29+0.04 11.69+0.4 7.69+0.58
EJ 4.21+0.14 1.13+0.06 0.52+0.03 0.16+0.02 0.31+0.04 12.13+0.49 09.32+1.11

Measures of structural characteristics two and three dimensional

Groups Perimeter C Perimeter Area including Surface area Volume
(um) (um) hole (um?) (nm?) (nm?)
EJ 30.9+1.2 284+1.3 49.6£2.9 50429 159+2.2
EP 31.1+1.3 28.2+1.0 47.9+3.2 48.8+3.4 156+2.3

Values are a mean % of 140 sperm cells for each group.
No difference were observed (P>0.05).

A simultaneous evaluation of all the measured traits was performed using a PCA, to
determine if it was possible to distinguish and identify to which group belong the cells of

each individual.
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Table 2. Shape descriptor parameters (+SD) of the bovine epididymal (EP) and ejaculate (EJ) sperm evaluated by atomic force microscopy.

Group Distortion Circular Roughness Thin Form Factor Roundness Aspect Effective  Circularity = Compact Elongation  Degree of
Degree Degree Ratio diameter ratio aspect circularity

rate
EJ 0.72£0.05 2.27+0.13 1.62 +0.07° 1.650.15 0.62+0.03* 0.45+0.02  1.53%0.13 7.81#0.26 0.62+0.03° 0.67+0.02 20.24+0.85°  0.79%0.02

EP 0.74+0.05 2.26+0.09 1.54 +0.06° 1.60+0.17 0.65+0.03° 0.45+0.02 1.46+0.17 7.94+0.23 0.65+0.03° 0.67+0.01 19.23+0.72°  0.81+0.02

Values are an average of 140 sperm cells for each group.
ab Within each column indicate significant differences between EP and EJ groups as analyzed by a Tukey test (P<0.05).
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The results are showed in Figure 3, in which both groups are represented by just one cluster,
containing dots of different colors. Meaning that the EP and EJ groups can not be

distinguished from each other.

Component 2
Component 2

Component 1 Component 1
A B

Figure 3. Principal component analysis of the sperm recovered from the epididymal tail (EP)
and ejaculate (EJ) using one two and three dimensional measurements (A) and using shape
descriptor parameters (B). Each point represents one bull of each group, from the average of
20 sperm cells per bull, to a total of 140 sperm cells for each group.

DISCUSSION

The use of EP in reproductive biotechnology represents an alternative for the
storage and use of gametes recovered from individuals with acquired fertility problems or
that die suddenly. Although there are physiological differences between EP and EJ sperm,
such as capacitation process and longevity (Matas et al., 2010; Cunha et al., 2019), EP can
fertilize an oocyte as efficiently as EJ sperm. The differences in physiological behavior, mainly
due to not being exposed to seminal plasma, could lead to morphological differences such as
dimensions or shape of the sperm head. These characteristics are not perceptible in routine
evaluations using conventional light microscopy (Esteso et al., 2003; Esteso et al., 2006), and
may be detected using other techniques. AFM is able to detect differences between the size
and shape of various biological molecules, such as proteins and extracellular molecules that
adhere to the membrane (Barboza et al., 2004; Gongalves, 2010; Whited e Park, 2014).

Therefore, to test our hypothesis that EP and EJ, besides being different in their
physiological behavior, are also morphological different, we chose to use AFM for the

analysis of sperm morphology.
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It is well described that the pre-equatorial region of the sperm head with a reacted
acrosome is approximately 40 % smaller than that of the spermatozoon with an intact
acrosome (Saeki et al., 2005; Jones et al., 2007). Therefore, to avoid interference of the
acrosomal volume on the total volume of the spermatozoon head between groups, one
sample from each animal was evaluated for acrosome integrity. No differences were found
between the EP and EJ groups for acrosome integrity.

Regarding to AFM analysis, size and shape of the spermatozoa were similar
between the EP and EJ for all parameters observed in one, two, and three dimensional
measurements. However, among shape descriptors, roughness and elongation showed
higher values, and form factor and circularity rate showed lower values for EP group than for
EJ group. In human and bovine sperm, roughness has been correlated with acrosomal
reaction (Saeki et al., 2005; Kumar et al., 2007). However, in the present study the amount
of spermatozoa with an acrosome reaction was similar between the EP and EJ groups, and
could not explain the difference found between them. It is possible that other characteristics
of EP plasma membrane such as the absence of seminal plasma proteins and quantity of
cholesterol can also be responsible by these shape descriptors differences. In an attempt to
verify if the EP and EJ could be distinguished from each other when various characteristics
are simultaneously taken into account, a PCA was performed. According to our results, PCA
analysis failed in discriminating groups of sperm.

In a previous study from our group using sexed sperm (Carvalho et al., 2013),
differences in some shape descriptors were also observed. However, in that study, it was
possible to differentiate sperm cell carrying X from those carrying Y chromosome by
multivariate analysis. In contrast, in the present even though there were difference in some
shape descriptors data between EP and EJ, these differences were not sufficient to
differentiate EP from the EJ group.

It is possible that some factors involved in sample preparation could have
contributed to this lack of difference. One example is the washing steps for coverslip
preparations that could remove or cleave the structures present in the EJ] membrane. In
addition to the washing process, another factor that may have interfered with the results is
cryopreservation. Cryopreservation could induce changes in both the EP and EJ, so that
when they were thawed, they showed similar characteristics. In fact, the cryopreservation

process has already been reported to modify the structure of the molecules that are
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anchored to the membrane (Ardon e Suarez, 2013), as well as decrease sperm dimensions
(Esteso et al., 2003; Esteso et al., 2006).

On the other hand, we used the same animals as the donors of EP and EJ, avoiding
variation among individuals, which allows having greater confidence in the data. Thus, the
results showed that the lack of exposure to seminal plasma does not induce a perceptible
change on overall sperm morphology. This knowledge about EP morphology assessed by a
tool that can identify even nanostructures can have an important application in the field of
studies regarding EP and epididymis biology.

Based on the obtained results, it is possible to confirm that sperm recoveries from
EP are morphologically similar to EJ in most of the aspects evaluated, indicating that absence

of seminal plasma does not affect the morphology of EP.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados destes estudos, pode-se observar que embora a literatura
ainda ndo descreva outros receptores de heparina na membrana plasmatica de
espermatozoides bovinos, EP s3o responsivos a suplementagdo com heparina. E possivel que
outras moléculas ainda nao identificadas, presentes na membrana plasmatica de EP, atuem
como receptores para a heparina. Estudos futuros utilizando anticorpos podem auxiliar no
esclarecimento desta hipdtese.

Ao realizarmos a avaliagao de diferentes formas de selecionar espermatozoides EP
para a PIVE, os resultados mostraram que o uso do gradiente resulta em uma maior
producdo embriondria. No entanto, a selecdo espermatica de EP com PureSperm ou Percoll
resultou em um desvio na proporc¢ao do sexo dos embrides produzidos.

Outro resultado importante observado foi que o periodo de co-incubacdo entre
espermatozoide-ovécito ao utilizar EP pode ser reduzido para 6h; EP e EJ sdo
morfologicamente semelhantes. Isso porque identificamos que o EP capacita mais
rapidamente, em consequentemente fecunda mais rapido. Sendo assim, concluimos que ao
utilizar EP o tempo necessdrio para a PIVE pode ser reduzido e que o uso de gradiente
descontinuo é necessario para se obter taxa de fecunda¢ao semelhante a obtida com EJ.

Considerando os resultados observados com o uso de EP na PIVE bovinos, as
descobertas deste trabalho podem ser utilizadas como modelo para o uso de EP
recuperados de animais em extingdo, representando uma grande importancia na
preservacao de espécies em extingdo, ou em ameaca de extin¢ao.

Estudos adicionais que investiguem a existéncia e a localizacdo de receptores para a
heparina na membrana plasmatica de EP, bem como o seu mecanismo de acdo no processo

de capacitacdo sao fundamentais para elucidar a fisiologia de EP diante da heparina.



