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RESUMO

A}/ALIAC}AO DA QUALIDADE DO ESPERMATOZOIDE BOVINO CRIOPRESERVADO
APOS SEXAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO E SUAUTILIZACAO NA PRODUCAQO IN
VITRO DE EMBRIOES

José de Oliveira Carvalho®, Roberto Sartori?

Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, DF, “Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” - ESALQ, SP

Estudos utilizando sémen sexado por citometria de fluxo tém demostrado uma
menor fertilidade deste quando comparado ao ndo sexado. Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar a qualidade estrutural e funcional da célula espermética apds sexagem por
citometria de fluxo. Amostras de sémen congelado de quatro touros foram utilizadas. Um
ejaculado de cada touro foi coletado e fracionado em trés partes, sendo: ndo sexado (NS),
contendo espermatozoide sexado X (SX) e Y (SY). Uma palheta de sémen foi descongelada
sendo uma amostra retirada para avaliagdo da cinética espermatica por sistema
computadorizado (CASA — computer-assisted semen analysis), aglutinacdo de cabeca,
alteracbes morfoldgicas, integridade das membranas plasmaticas e acrossomal, capacitacao
espermatica e integridade da cromatina. O restante foi depositado em gradiente de Percoll de
90:45% (NS90) ou 60:45% (NS60, SX e SY). Apds centrifugacdo em gradiente de Percoll, o
pellet resultante foi homogeneizado, sendo utilizado para avaliacdo espermatica ou PIV. Cada
procedimento foi repetido trés vezes em manipulacdes diferentes. Para PIV, 2271 ovocitos
maturados in vitro foram utilizados, sendo avaliada taxa de fecundagdo por coloragdo
lacmoide 18 horas pi, clivagem avaliada em D2 (48 hpi) e a taxa de producdo de blastocisto
avaliada em D6, D7, D8 e D9 de cultivo. Os dados foram analizados usando procedimento
GLIMMIX do programa SAS® (p < 0,05). Nas caracteristicas espermaticas avaliadas antes
ou apos a passagem pelo gradiente de Percoll, nenhuma diferenca foi observada entre os
grupos SX e SY para todas as variaveis estudadas. As avaliacOes realizadas antes e apés a
passagem pelo gradiente de Percoll mostraram que o sémen ndo sexado apresentou maior
motilidade, maior porcentagem de celulas com membrana integra e células vivas com

acrossoma intacto do que o sémen sexado. Foi observado um efeito do gradiente de Percoll
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nas amostras de sémen nédo sexado, sendo que aquelas submetidas ao gradiente de 90:45%
apresentaram maior motilidade, maior porcentagem de células com membrana intacta e menor
taxa de recuperacdo do que as submetidas ao gradiente de 60:45%. Para taxa de fecundacgéo
ndo foi encontrada diferenca entre os grupos. O grupo NS90 apresentou maior taxa de
clivagem do que o grupo SY, enquanto que os grupos NS60 e SX foram semelhantes aos
demais. A taxa de producéo de blastocisto dos dias 6, 7, 8 e 9 de cultivo foi maior no grupo
NS90 do que no NS60, SX e SY. Com relacdo a cinética de desenvolvimento embrionario,
ndo foi observado diferenca entre os grupos no estagio do embrido nos dias 6, 7, 8 e 9 pi. Os
resultados indicam que o processo de sexagem afeta as caracteristicas espermaticas, mas ndo
causa diminuigdo da fertilidade in vitro. No entanto, a diferenca nas taxas de blastocisto entre
0s grupos NS60 e NS90 indica que hd um efeito do protocolo de selecdo espermatica na

producdo de embrides.

Palavra chave: Desenvolvimento embrionario, fecundacéo, sexo dos embrides, FIV
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ABSTRACT

QUALITY ASSESSMENT OF BOVINE SPERM CRYOPRESERVED AFTER SEX SORTING
BY FLOW CYTOMETRY AND ITS USE ON IN VITRO EMBRYO PRODUCTION

José de Oliveira Carvalho®, Roberto Sartori?

!School of Agronomy and Veterinary Medicine - UnB, DF, 2College of Agriculture “Luiz de
Queiroz” — ESALQ, SP

Several studies using sex-sorted sperm by flow cytometry have shown that sexed sperm has
lower fertility than the non-sexed. Therefore, the objective of the present study was to
evaluate structural and functional characteristics of sperm sexed by flow cytometry. In
addition, in vitro embryo production and development was assessed when sexed and non-
sexed sperm were used for in vitro fertilization. Frozen sexed and non-sexed semen from four
sires were used. One ejaculate from each bull was obtained and separated into three portions,
being non-sexed (NS), sexed for X (SX) and sexed for Y (SY). Frozen-thawed semen from
each sample was analyzed for motility by computer-assisted semen analysis (CASA), sperm
head agglutination, sperm morphology, plasma membrane integrity, acrosome integrity,
capacitation and chromatin integrity. Then, the samples were placed in 90:45% (NS90) or
60:45% (NS60, SX e SY) Percoll gradient. After Percoll centrifugation, the pellet was used
for sperm analysis or IVF. All sperm quality tests and IVF experiments were repeated three
times in independent replicates. For IVF a total of 2271 in vitro matured oocytes were used.
To assess fertilization rate presumptive zygotes were fixed and stained with lacmoid at 18 hpi.
Cleavage was evaluated at D2 (48 hpi) and blastocyst at D6, D7, D8 and D9 of culture. Data
were analyzed using proc GLIMMIX of SAS® (p < 0.05). No differences were observed
between SX and SY groups for any of the sperm variables evaluated either before or after
Percoll centrifugation. The evaluations performed before and after Percoll treatment showed
that non-sexed sperm had higher motility, higher percentage of cells with intact membrane
and higher percentage of live cells with intact acrosome than sexed sperm. An effect of
Percoll gradient was observed in the non-sexed samples, with those submitted to 90:45%
gradient presenting higher motility, higher percentage of cells with intact membrane and
lower recovery rate than those submitted to a 60:45% gradient. No differences among groups

were observed for fertilization rate. NS90 group showed higher cleavage rate than the SY
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group, while groups NS60 and SX had similar rates to the others. Blastocyst rates at D6, D7,
D8 and D9 of culture was greater for group NS90, and similar among NS60, SX and SY
groups. Regarding embryo development kinetics, all groups showed similar developmental
stages on D6, D7, D8 and D9. The results suggest that although the sex-sorting procedure by
flow cytometry affected sperm characteristics, it did not cause a decrease on in vitro fertility.
In addition, differences in blastocyst rates between groups NS60 and NS90 indicated an effect

of sperm selection protocol on embryo production.

Key-words: Kinetics of development, Fertilization, sex of embryo, IVF



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

A escolha do sexo dos descendentes tem sido almejada desde a época da Grécia
antiga em que o sexo masculino, por sua importancia social e cultural, era o mais desejado. Os
gregos acreditavam que os espermatozoides do testiculo esquerdo originavam os individuos
do sexo feminino e, preconizavam sua retirada como método para gerar apenas individuos do
sexo masculino. Posteriormente, Aristoteles prop6s que o sexo era determinado pelo calor do
parceiro masculino e que as fémeas seriam machos cujo desenvolvimento foi interrompido
precocemente quando o frio do Utero superava o calor do sémen paterno. J& no final do século
XIX a determinacdo do sexo era atribuida apenas ao cromossomo X, sendo 0 macho X0 e a
fémea XX. Foi somente no inicio do século XX que Bridges em 1914 descobriu que o0 sexo
masculino era determinado pela associacdo de um cromossomo X com outro
morfologicamente distinto, denominando-o Y (citado por Pergorato & Hossepian de Lima,
2001).

Com base nesse conhecimento e em estudos mais aprofundados desses dois
cromossomos assim como dos gametas, € que teve inicio uma busca mais embasada por
técnicas que pudessem pre determinar 0 sexo. Sendo que esses estudos tiveram como alvo o
gameta masculino, considerando que esse era o responsavel pela determinacdo do sexo do
embrido.

Vérias técnicas foram desenvolvidas na tentativa de separar os espermatozdides
carreadores do cromossoma X e do Y. Essas técnicas foram baseadas em caracteristicas dos
espermatozoides tais como: sensibilidade ao pH (Emmens, 1960), carga elétrica da superficie
da membrana (Gordon, 1957; Kaneko et al., 1984), morfologia do nucleo e cabeca (Shettles,
1960), antigenos de superficie (Koo et al., 1973) e diferenca no contetdo de DNA (Johnson et
al., 1987; 1989).



Em animais domésticos, a partir da década de 80, com o incremento do uso da
inseminacao artificial (IA) e com inicio da utilizacdo da transferéncia de embribes (TE) nos
programas de melhoramento genético, 0 interesse por técnicas de sexagem comecou a ser
mais intenso.

Entdo, Johnson et al. (1987), baseado na diferenca de DNA entre os cromossoma X
e Y, desenvolveu um procedimento de separacdo de espermatozoide utilizando a citometria de
fluxo. Dentre as diversas técnicas ja citadas, esta tecnologia é a Unica provada cientificamente
que, com seguranca, pode separar espermatozéides X ou Y com aproximadamente 90% de
pureza. Esse procedimento, portanto, tornou a escolha do sexo dos descendentes uma
realidade na produgéo animal.

A selecdo do sexo tem um valor econémico significativo na pecudria de leite ou
corte, em sistemas onde a produtividade é favorecida pela progénie de um dos sexos. Desta
forma, a utilizacdo do sémen sexado contribui para o aumento da rentabilidade na producéo
(Seidel Jr, 2008), por possibilitar a producdo de descendentes com o sexo desejado, visando a
vantagem de se produzir machos e fémeas para mercados especificos. Além disso, sua
aplicacdo em testes de progénie pode reduzir os custos inerentes a este programa, devido ao
direcionamento do sexo dos animais nascidos, diminuindo o numero convencional de
inseminacdes hoje utilizadas.

Atualmente o emprego do sémen sexado na reproducdo de bovinos ja é uma
realidade, o que pode ser constatado pelo aumento na producdo de mais de 4 milhdes de
palhetas de sémen em 2008, superando os 2 milhdes produzidas em 2007 (Sharpe & Evans,
2009). Entretanto, a sua utilizagdo esta restrita a apenas alguns setores de producdo devido a
algumas limitagBes do sémen sexado. A quantidade de doses produzidas € reduzida,
colaborando para o aumento do custo de producdo e consequentemente alto valor de
comercializagdo. Além disso, variagdes nas taxas de fertilidade também limitam a sua
utilizacdo dentro do sistema de producdo. Portanto, apesar da técnica de sexagem por
citometria de fluxo ser a mais eficiente até 0 momento, mais informacdes sdo necessarias para
a melhoria do processo de sexagem, de forma que essas limitagOes possam ser sanadas e seu
uso de acesso a todos os segmentos da producao animal.

A viabilidade do sémen sexado foi verificada em diversos estudos, sendo
demonstrado que as taxas de gestacdo ou de producdo de embribes sdo inferiores quando
comparadas as obtidas com sémen ndo sexado (Seidel Jr et al., 1999; Sartori et al., 2004;
Bodmer et al., 2005; Schenk et al., 2005; Andersson et al., 2006). Esses resultados sugerem

que esta técnica pode gerar alguns danos aos espermatozoides, provavelmente devido a



exposicdo ao laser, grande pressdo na passagem pelo citbmetro, queda em grande velocidade
dentro do tubo de colheita e/ou permanéncia durante algumas horas em temperatura ambiente
antes de ser processado (Chastant-Maillard & Druat, 2005).

Considerando estes aspectos, é necessario avaliar a qualidade ndo somente em
relacdo a acuidade de sexagem, mas também no que diz respeito a viabilidade dos
espermatozdéides apos a descongelacdo das doses de sémen, j& que os possiveis danos sofridos
pela célula espermatica durante o processo de sexagem podem ser responsaveis pela
diminuicdo nos indices de prenhez. No processo de producdo in vitro (PIV) de embrides,
apesar de menores indices de producdo de blastocistos serem observados quando
espermatozoides sexados sdo utilizados, essa ainda é a técnica mais vidvel para gerar
descendentes com o sexo pré-determinado em bovinos (Faber et al., 2003). Isso porque na
PIV é possivel utilizar um menor nimero de espermatozéides para fecundar um grande
namero de ovacitos, otimizando o uso de uma dose de sémen sexado que além de apresentar
células menos viaveis também apresenta menor concentracdo de células/dose. Portanto, a
tendéncia é que ocorra cada vez mais um aumento do uso do sémen sexado na PIV comercial,
tendo em vista as indmeras vantagens que esta técnicas traz para o mercado de embrides
bovinos.

Desta forma, mais estudos sdo necessarios para verificacdo de possiveis
alteragdes causadas na cé€lula espermatica durante o processo de sexagem (Dell’Aqua Jr. et
al., 2006). Esse conhecimento permitird estabelecer procedimentos mais adequados para
melhorar o aproveitamento e os resultados quando da utilizacdo deste sémen na producdo de

embrides.



1.2 OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a qualidade estrutural e funcional da
célula espermaética criopreservada apds sexagem por citometria de fluxo. Além disso, visou

comparar a cinética de desenvolvimento de embrides machos e fémeas produzidos in vitro.



1.3 HIPOTESE

O processo de sexagem por citometria de fluxo afeta a qualidade estrutural e
funcional da célula espermaética criopreservada. E, quando produzidos in vitro, embrides

fémeas apresentam desenvolvimento mais lento que embrides machos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Morfoldgicos e Funcionais da Célula Espermatica

O gameta masculino é produzido nos tibulos seminiferos dos testiculos por um
longo processo chamado espermatogénese (Cheng et al., 2004). Tal processo envolve vérias
divisdes e transformacdes das células germinativas primordiais dando origem aos
espermatozéides e pode ser dividido em espermatocitogénese e espermiogénese (Garner &
Hafez, 2004).

Na espermatocitogénese, as espermatogbnias, originam 0s espermatocitos
primarios (n = 4), que entram em meiose sofrendo duas divisdes consecutivas resultando em
espermatdcito secundario e espermatide, respectivamente, formando a célula hapléide (Barth
& Oko, 1989).

Na espermiogénese, ocorre a remodelacdo das espermatides, que se
diferenciam de células arredondadas em células germinativas maduras, na forma de
espermatozoéides (Johnson et al., 2000). Essa diferenciacdo envolve as fases de Golgi,
proacrossomaticos. Estes granulos se fundem, formando um Unico compartimento que se
adere ao envelope nuclear, dando inicio a fase do Capuchdo. Esta Gltima é caracterizada pela
migracao e aderéncia dos granulos ao redor do nucleo da espermatide (Setchell, 1993) até que
aproximadamente dois tergos da por¢do anterior do mesmo sejam recobertos por um fino
envoltério de dupla camada, denominado acrossoma, que se adere intimamente ao envelope
nuclear (Garner & Hafez, 2004). Na proxima fase, conhecida como fase do Acrossoma,

ocorrem maiores modificagbes no nucleo, acrossoma e cauda das espermatides. As



modificagdes incluem condensacdo da cromatina, prolongagéo do acrossoma e organizagao
das mitocéndrias. A Gltima fase, denominada Maturacdo envolve a transformacdo final das
espermatides alongadas em células que serdo liberadas para dentro do lumen dos tabulos
seminiferos, em um processo chamado espermiacao (Garner & Hafez, 2004). Nesse processo,
uma grande fracdo do citoplasma é eliminada, quando o espermatozdéide € liberado no lIimen
dos tubulos seminiferos. O restante do citoplasma permanece ligado ao colo do
espermatozdide formando a gota citoplasmatica, que é posteriormente eliminada durante a
passagem do espermatozoide pelo epididimo (Setchell, 1993; Garner & Hafez, 2004).

Os espermatozéides mamiferos, quando liberados, possuem dois componentes
principais, a cabeca e o flagelo ou cauda, unidos pelo colo, sendo toda a célula coberta pela

membrana plasmatica (MP) (Mortimer, 1997).

2.1.1 Cabeca

O formato da cabeca e as dimensdes do espermatozoéide variam segundo a
espécie. Nos bovinos, a cabeca possui forma arredondada e achatada, assim como em outras
espécies domésticas. A cabeca espermatica consiste, em sua maior parte, de um nucleo
envolvido pelo envelope nuclear, e formado por uma massa condensada de DNA, a cromatina
(Johnson, 1994). Esta € sustentada inicialmente por histonas, ricas em lisina, que sao
substituidas pelas protaminas, ricas em cisteina (Setchell, 1993), o que ocorre principalmete
na fase do acrossoma e maturacao, durante a espermatogénese.

Os residuos de cisteina sofrem oxidacdo do grupo tiol, formando grande
namero de ligacOes dissulfeto, reagdo que ocorre especificamente durante a maturagdo do
espermatozdéide no epididimo. As protaminas se tornam altamente alfa-helicoisadas e se ligam
ao DNA, possibilitando as duplas hélices se compactarem, conferindo estabilidade ao nucleo
do espermatozoéide, para que o complexo desoxirribonuclear-protéico (DNP) seja resistente a
desnaturacdo. Portanto, a cromatina espermatica resulta na associagdo entre 0 DNA e as
protaminas (Unanian, 2000).

Recobrindo até dois tergos da por¢édo anterior da cabeca, entre o lado interno
da MP e o nucleo, ha o acrossoma, que contém enzimas hidroliticas tais como a hialuronidase

e acrosina (Johnson, 1994). Esta estrutura é de grande importécia, pois é responsavel por



todas as reagdes iniciais necessarias ao processo de fecundagdo (Barth & Oko, 1989) pois
auxilia a penetracdo do espermatozdide no ovdcito.

O acrossoma se dispde sobre o nucleo na porcdo anterior da cabeca do
espermatozdide, sendo contido pela membrana acrossomal interna e membrana acrossomal
externa. A membrana acrossomal interna fica em contato com a membrana nuclear, enquanto
a membrana acrossomal externa estd em contato com o lado interno da membrana plasmaética.
Durante a reacdo acrossdmica, a membrana acrossomal externa e a MP se fundem e formam
vesiculas, liberando o conteddo acrossomal. A membrana acrossomal interna e o segmento
equatorial persistem até a fusdo do espermatozdide com o ovdcito (Flesch & Gadella, 2000),
sendo o segmento equatorial, a por¢do que se fusiona inicialmente com a membrana do
ovocito durante a fecundacao (Garner & Hafez, 2004).

Na regido pos-acrossomal encontra-se a parte posterior do nucleo e
microtubulos onde é formada a fossa de implantacdo ou colo em que a cauda € inserida (Barth
& Oko, 1989).

2.1.2 Cauda

A cauda ou flagelo do espermatozoide mamifero varia entre as espécies em
relacdo ao tamanho e forma, mas a estrutura geral é similar. A cauda do espermatozoide é
constituida por colo, peca intermediaria, principal e terminal. No centro da cauda encontra-se
0 axonema, composto por nove microtubulos localizados na periferia do cilindro e por dois
microtUbulos simples centrais (Garner & Hafez, 2004). Entretanto, a medida em que vao se
tornando mais distais, os tubulos duplos véo se dissociando e desaparecendo, sendo que 0
ultimo a desaparecer € o tubulo central (Barth & Oko, 1989). Na peca intermediaria,
recobrindo todas estas estruturas, encontra-se uma espiral de mitocondrias (Manella, 2000).

O colo, proximo a pega intermediaria, é a porcao da cauda que se liga a cabeca
do espermatozoOide. A extremidade proximal, consiste numa regido articulada chamada de
capitulum, a qual é fixada & membrana basal do nucleo por uma série de delicados filamentos
(Setchell, 1993).

A peca intermediaria estende-se do ponto de unido da cauda com a cabeca

espermatica (colo) até o final da hélice mitocondrial. A principal funcdo fisiologica das



mitocdndrias, presentes nesta regido da cauda, é disponibilizar energia através da producéo de
ATP via fosforilacdo oxidativa (Manella, 2000).

Na peca principal, desaparece a helice mitocondrial, mas ha continuidade dos
filamentos do axonema, recoberto por uma bainha fibrosa fenestrada (Setchell, 1993). A
bainha fibrosa € uma estrutura do citoesqueleto que rodeia 0o axonema e as fibras densas
externas, fornecendo um suporte no controle e restricdo do movimento flagelar (Eddy &
O’brien, 1994; Mortimer, 1997).

2.1.3 Membranas espermaticas

As membranas (plasmética, nuclear e acrossomal) da célula espermatica séo
agregados de lipidios e proteinas construidas durante a espermatogénese e modificadas
durante o transito e armazenamento no epidimo e ejaculacdo. A funcdo das membranas é
determinada pela interacdo de seus varias componentes; desse modo, algum evento que
modifique estas interacdes, pode alterar sua funcdo (Flesch & Gadella, 2000).

A MP exerce um papel fundamental na sobrevivéncia do espermatozéide no
trato reprodutivo feminino e na manutencdo de sua capacidade fecundante (Celeghini, 2005),
uma vez que é responsavel pelo equilibrio osmotico, pois atua como uma barreira seletiva
entre 0s meios intra e extracelular. Proteinas especificas da MP facilitam o transporte de
glicose e frutose do meio extracelular para o espermatozdide, sendo a glicose e frutose fontes
indispensaveis de substrato energético (Celeghini, 2005; Silva & Gadella, 2006).

A MP ¢é formada basicamente por uma bicamada lipidica com proteinas,
glicoproteinas de superficie e glicolipidios organizados em um mosaico fluido (Eddy &
O’brien, 1994). Desta forma, as membranas espermaticas apresentam-se em um estado
liquido, sendo esta caracteristica um pré-requisito para o desempenho de suas funcgdes. Os
principais fatores que afetam esta fluidez sdo a sua composicgéo relativa entre fosfolipidios e
colesterol e a temperatura a qual a membrana esta exposta (Hammerstedt et al., 1990). A
manutencdo do estado liquido e das proteinas de membrana permitem a movimentagéo livre
dos componentes, o que garante suas interacdes (Hammerstedt et al., 1990; Flesch & Gadella,
2000).

A MP ¢ separada dentro de regides especificas e dominios. Na cabeca do

espermatozdide, a MP possui dois dominios maiores: regido acrossomal e regido poés-
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acrossomal. Na regido acrossomal a MP pode ser sub-dividida em segmento marginal
(apical), segmento principal (acrossomal) e segmento equatorial. Os segmentos marginal e
principal, sdo denominados capa acrossomal. Na regido pés acrossomal, a membrana
plasmatica € sustentada por uma densa camada chamada bainha po6s-acrossomal ou lamina
densa pos-acrossomal. Na extremidade caudal, as membranas nucleares formam a fossa de
implantacdo onde a cauda é inserida (Setchell, 1993).

A MP da cauda é separada em dominio da peca intermediaria, que cobre a
bainha mitocondrial, e dominio da cauda posterior, que cobre as pecas principal e terminal da
cauda (Eddy & O’brien, 1994).

A MP da cabeca do espermatozoide é separada da MP da pega intermediaria
pelo anel posterior, 0 qual é separado da MP do flagelo pelo anel anular. Estes dominios
diferentes contém concentracdes e distribuicdes de particulas intra-membranosas variadas
(Flesch & Gadella, 2000).

Esta diferenciacdo regional com seus dominios especificos, que compde a
superficie espermatica, € relacionada com funcdes especializadas. Assim, moléculas
envolvidas na reacdo acrossdmica estdo presentes no acrossoma anterior, moléculas
envolvidas na fusdo do espermatozdide com o ovdcito, estdo presentes sobre 0 acrossoma
posterior e moléculas envolvidas na atividade flagelar estdo associadas a MP da cauda (Eddy
& O’brien, 1994).

Portanto, a integridade da MP exerce papel fundamental na sobrevivéncia do
espermatozéide no trato genital da fémea e na manutencdo de sua capacidade fecundante
(Graham et al., 1990).

2.2 Mecanismos Envolvidos na Fecundacéao

A fecundagdo é um processo complexo que depende da interacdo de um
ovocito maduro e competente com um espermatozéide movel, capacitado e capaz de sofrer a
reacdo acrossomica (Molnarova et al., 2006). Somente 0 espermatozoide que passa
corretamente pelo processo de capacitacdo e reacdo do acrossoma, sofrendo todas as
alteracOes funcionais e estruturais, se torna apto a fecundar o ovécito (Gadella et al., 2001;

Areekijseree & Veerapraditsin, 2007).
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O processo de capacitagdo consiste na remocgdo ou alteragbes de substancias
que estabilizam a membrana plasmética do espermatozoide. Dentre os processos envolvidos,
destacam-se modificacGes da fluidez e da morfologia da MP e alteragdes do fluxo de ions e do
pH intracelular. Além disso, também ocorrem alteracfes das glicoproteinas periféricas,
rearranjo das proteinas integrais, reducdo da quantidade de colesterol e mudangas na
distribuicdo e composicdo dos fosfolipideos que estdo associados a reacdo acrossomal
(Blondin et al., 2009).

Um importante componente relacionado & capacitacéo é o célcio (Ca*"). A
incubacdo em meio contendo Ca** em niveis elevados acelera a transicao de espermatozéides
do estado nédo capacitado para o estado de capacitacdo (Marquez & Suarez, 2007).

Outro elemento envolvido no processo de capacitacdo € a albumina, que
promove o efluxo de colesterol, iniciando a desestabilizacdo da membrana do espermatozéide
(Nimmo & Cross, 2002). Além da albumina, outro componente importante envolvido no
processo de capacitacdo espermatica é o bicarbonato de sédio (HCO®). Acredita-se que o
HCO® induz & redistribuicdo lateral do colesterol da MP, facilitando a extragdo do lipidio pela
albumina (Flesch et al., 2001). A eliminacdo do colesterol € uma das Gltimas etapas deste
processo, e resulta na capacitagéo, hiperativacédo e reacdo acrossomica.

A hiperativacdo ¢ um fendbmeno célcio-dependente, que altera o padrdo de
motilidade do espermatozoide. Este padrdo hiperativado é determinado por uma maior
amplitude de batimento flagelar, aumento da flexibilidade da regido proximal da peca
intermediaria, tendo uma maior velocidade curvilinea e deslocamento lateral da cabeca, e
menor linearidade (Mortimer, 1997). Uma possivel funcdo da hiperativacdo é que o padrao de
batimento flagelar de um espermatozoide hiperativado ajuda na orientacdo do espermatozéide
ao local de fecundacdo (Katz & Drobnis, 1990). Além disso, em parte, essa hiperativacdo
auxilia na penetracdo do espermatozoide a zona pellcida (ZP) do ovdcito (Boatman &
Magnoni, 1995), evento necessario a fecundacdo. No entanto, outro pré-requisito para
fecundacdo, aléem da capacitacdo e hiperativacdo, € a reacdo acrossémica, fendmeno que
ocorre apo6s a capacitacdo e é induzida pela ligacdo do espermatozoides as glicoproteinas
especificas da ZP.

A ZP ¢é uma camada extracelular, constituida de glicoproteinas sulfatadas, de
diferentes pesos moleculares e fungdes, denominadas ZP1, ZP2 e ZP3. Estas proteinas séo
sintetizadas pelo ovdcito em crescimento e secretadas para formar estruturas de dimeros de
ZP2 e ZP3, que possuem receptores secundarios e primarios, respectivamente, e sao
interligadas por ZP1 (Petersen et al., 2000).
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Os espermatozdides capacitados se ligam aos receptoes priméarios de ZP3,
sendo esta ligacdo espécie-especifica (Wassarman et al., 2001). A ligacdo com a ZP3 provoca
uma cascata de eventos, culminando em um aumento intracelular de Ca**, pela liberacéo de
reservas intracelulares e pela entrada de Ca** extracelular. O Ca®* age em fosfolipidios da MP
facilitando a fusdo do espermatozéide e ovécito. Outro evento causado pelo aumento de Ca**
¢ a abertura dos canais de sodio, permitindo a entrada de sodio e hidrogénio, levando a um
aumento do pH intracelular (Gadella et al., 2001). Além da entrada de Ca®*, o aumento do pH
e producdo de substancias fusogénicas, ocorre ainda um influxo de agua resultando em um
aumento da pressdo hidrostatica, a qual auxilia o inicio da rea¢do acrossdémica ('Yanagimachi,
1994).

A reacdo acrossdémica consiste inicialmente na fusdo entre a membrana externa
do acrossoma e a porcdo da membrana plasmatica que o envolve, resultando na formacéo de
vesiculas originarias de ambas as membranas, as quais liberam enzimas acrossomais. Em um
estdgio mais adiantado, as vesiculas sdo eliminadas da superficie do espermatozdide,
ocorrendo uma liberagdo mais intensa das enzimas acrossomais (Cardullo & Florman, 1993).
Apds a reacdo acrossomal, outro receptor no espermatozdide € exposto, e esse se liga a outra
glicoproteina da membrana (ZP2) e com o auxilio das enzimas que foram liberadas e da
hipermotilidade, o espermatozdide ultrapassa a ZP (Wassarman et al., 2001).

Apos passar a ZP, a regido equatorial do espermatozoide ainda permanece
intacta. O espermatozoide entdo, ja no espaco perivitelinico do ovdcito, através da regido
equatorial, se liga a MP do ovdcito e é incorporado ao citoplasma do mesmo (Areekijseree &
Veerapraditsin, 2007). Se a reacdo do acrossoma € iniciada antes da ligagdo do
espermatozéide a ZP, as enzimas sdo perdidas e o espermatozoide ndo é capaz de ultrapassar
a ZP e de fecundar o ovdcito (Gadella et al., 2001).

Imediatamente apds a penetracdo espermaética, as proteinas perinucleares que
formam o envelope nuclear, sdo dissolvidas no citoplasma pela acdo de fatores
citoplasmaticos e das microvilosidades do ovocito (Sutovsky et al., 1997). Inicia-se a
descondensacdo do material nuclear, que ocorre ap0s a reducdo das pontes dissulfidricas das
protaminas nucleares e substituicdo das protaminas por histonas (Yanagimachi, 1994). A
cromatina nuclear descondensa, surge uma nova membrana nuclear formando uma estrutura
denominada pro-nucleo masculino (Gongalves et al., 2001).

Nos bovinos, o desenvolvimento do pré-nicleo masculino tem inicio 4 horas
apos a inseminacgdo (fecundacdo in vitro), sendo a fase S (sintese de DNA), iniciada apés 8 a
10 horas (Laurincik et al., 1998).
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Concomitantemente, a penetragdo do espermatozoide no ovocito, também faz
com que ocorra a ativacdo do ovdcito, iniciando uma série de eventos morfoldgicos e
bioquimicos. Acredita-se que a ativacdo leve a um aumento do pH intracelular. Outra
mudanca que pode ser notada apds a ativacdo, € o aumento do célcio intracelular e a
diminuicdo do sodio, causando uma despolarizagdo do ovécito (Bleil, 1991). Essa
despolarizacdo causa exocitose dos granulos corticais, que levam a modificagdes na ZP,
causando o chamado bloqueio da zona, ou bloqueio a poliespermia, que previne a entrada de
outros espermatozoides. Tais modificacGes consistem na hidrolise parcial da ZP3 e da ZP2, as
quais se tornam ZP3f e ZP2a (Yanagimachi, 1994). Além disso, o ovdcito também ¢é
estimulado a completar a segunda divisdo meidtica, com expulsdo do segundo corpusculo
polar (Palma et al., 2001). Os cromossomos restantes sdo envolvidos por uma membrana
nuclear, formando o pré-nicleo feminino.

Os microfilamentos presentes no cortex do ovocito, agora com pré-nucleos
masculino e feminino, sdo responsaveis pela migracdo dos pro-nucleos para o centro do
citoplasma do ovécito, ocorrendo sua unido, processo conhecido por singamia, o qual resulta
na formacdo de um nuicleo diploide que originard um novo individuo (Yanagimachi, 1994;
Gongalves et al., 2001).

2.3 Avaliacbes de Caracteristicas Fisicas e Morfologicas do

Espermatozoéide

A avaliacdo espermatica tem como objetivo principal predizer o potencial de
fertilidade de um individuo, determinar, entre varios individuos aqueles com maior
fertilidade, e estabelecer caracteristicas confiaveis que possam ser utilizadas como indicadores
de fertilidade (Amann & Hammerstedt, 1993).

A andlise de rotina do sémen consiste em avaliagdo subjetiva de motilidade,
estimativa da proporcdo de espermatozdéides com morfologia normal e estimativa da
concentracdo de espermatozoides por dose. Porém, ndo se pode estimar a fertilidade do sémen
baseado nestas avaliagdes (Rodriguez-Martinez et al., 1997), uma vez que ndo é avaliada a
capacidade do espermatozoide de sofrer alguns processos in vivo, tais como a capacitacdo e a

reacdo acrossémica, necessarios para a fecundagéo (Lonergan et al., 1994).
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Sendo assim, o desenvolvimento de ensaios laboratoriais para predizer a
capacidade fecundante do sémen tem instigado ha muitos anos os pesquisadores. Entretanto,
nenhum teste laboratorial isolado pode estimar o potencial de fertilidade do sémen (Graham et
al., 1990; Arruda et al., 2003). Por essa razdo, tém ocorrido grandes avancos no estudo da
célula espermatica, permitindo o desenvolvimento de muitas técnicas para avaliar outros
aspectos do espermatozoide, tais como: integridade de membrana plasmatica e acrossomal,
capacitacdo e integridade da cromatina. A analise destes parametros fornece importantes

informacdes sobre a amostra de sémen.

2.3.1 Avaliacdo da motilidade e morfologia espermatica

A motilidade espermatica é uma avaliacdo importante, pois é essencial para a
migracdo do espermatozoide no trato reprodutivo da fémea, bem como para a interacdo dos
gametas na fecundacao (Rodriguez-Martinez, 2006; Suarez & Pacey, 2006).

O método mais utilizado para avaliagdo da cinética de movimento espermatico
é a determinacdo subjetiva da porcentagem de células méveis em uma amostra de sémen
através de microscopia Gtica. Este método é uma forma indireta de avaliacdo, sendo simples e
de baixo custo, no entanto, pode apresentar grande variabilidade (Garner et al., 1997).

Na busca de uma maior objetividade na analise da motilidade, varios métodos
tém sido propostos, tais como: passagem continua, velocidade avaliada por laser, tempo de
exposicdo a fotomicrografia, exposicdo multipla de fotomicrografia, microcinematografia
(“cine”), videomicrografia e sistema de anélise computadorizado do movimento espermatico
(CASA), permitindo uma avaliagdo mais exata e objetiva de motilidade (revisado por
Mortimer, 1997). Dentre os métodos citados, o0 CASA tem sido o mais utilizado para
avaliacdo objetiva, fornecendo informacdes precisas e significativas da cinética da célula
espermatica (Mortimer, 1997; Cox et al., 2006). Este método baseia-se na obtengdo de
imagens precisas dos espermatozdides moveis. As imagens sdo obtidas através de uma leitura
do campo avaliado com uma série consecutiva de flashes de 1 a 3 milisegundos, com uma
frequéncia de aproximadamente 60 Hz. Apds a aquisi¢do, as imagens sdo imediatamente
congeladas, e transmitidas seqlencialmente para o processador de imagens, sendo
digitalmente codificados. Cada imagem € entdo analisada separadamente pelo

microprocessador, reconstruindo a trajetoria espermatica. Este tipo de avaliacdo determina



15

ndo somente a porcentagem de células moveis, mas também quantifica caracteristicas
especificas do movimento espermético (Garner et al., 1997), tais como: velocidade de trajeto
(VAP), velocidade progressiva (VSL), velocidade curvilinear (VCL), amplitude lateral da
cabeca (ALH), frequéncia de batimentos (BCF) e retilinearidade (LIN). No entanto, o sistema
CASA tambem apresenta algumas desvantagens, como a identificacdo de debris celulares
como célula espermética; a digitalizacdo de espermatozoides aglutinados como sendo um
unico espermatozdide e juncao de trajetoria de dois espermatozoides apds colisdo (Mortimer,
1997).

Sendo a motilidade uma importante varidvel necessaria para a fecundacao,
diversos estudos tém sido feitos na tentativa de correlacionar motilidade e fertilidade. Para
analise visual (estimativa em percentual), o nivel de correlacdo pode variar entre 0,15 e 0,83
(Januskauskas et al., 2003) e para estimativa pela analise computadorizada, entre 0,82 e 0,98
(Farrell et al., 1998). De fato, alguns autores identificaram correlagdo entre motilidade
espermatica e fertilidade, tanto pela avaliagdo subjetiva quanto pela avaliacdo
computadorizada (Januskauskas et al., 2000; Gillan et al., 2008). Para Maxwell e Watson
(1996) e Oehninger et al. (2000), em decorréncia das alteracbes nas membranas celulares
durante a criopreservacdo, a viabilidade dos espermatozoides analisada através da motilidade
é maior do que sua real capacidade de fecundacéo.

Além da motilidade, o exame morfolégico da célula espermatica tem sido
utilizado de forma rotineira para selecdo e controle de qualidade do sémen. No entanto a
avaliacdo individual da morfologia espermatica, ndo permite predizer a fertilidade de uma
amostra de sémen, sendo recomendada a avaliagdo conjunta de outras caracteristicas
espermaticas (Chacén et al., 2001). O sistema de classificacdo para morfologia espermatica
foi inicialmente descrito por Langerlof, em 1934. Mais tarde, Bloom (1973), subdividiu 0s
defeitos morfoldgicos em primarios e secundarios. Este sistema foi novamente revisado por
Rao (1971), que classificou os defeitos entre maiores e menores, de acordo com 0 prejuizo
causado a fertilidade. Posteriormente, Saacke et al. (1990) propuseram um novo modelo de
classificacdo espermatica, sendo defeitos compensatorios, que estdo relacionados com
incapacidade ou dificuldade de chegar ao local de fecundacédo e defeitos ndo compensatorios,
que estdo relacionados com a incapacidade de fecundacéo do ovacito.

Alguns estudos tém demonstrado que a fertilidade de uma amostra de sémen
cai progressivamente a medida que se aumentam as anormalidades morfoldgicas de

espermatozéides presentes na amostra (Saacke et al., 2000). Isto é particularmente observado
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em amostras com alta porcentagem de anormalidades de cabeca (Saacke et al., 2000),
vacuolos nucleares (Pilip et al., 1995) e anormalidades acrossomais (Thundathil et al., 2002).

Em geral, a fertilidade do touro diminui quando as células espermaticas
anormais excedem 20% de defeitos totais e 10% de defeitos maiores, que incluem cabeca
isolada, gota proximal, cauda enrolada, cabeca piriforme, defeitos de acrossoma e defeitos de
peca intermediaria (Ax et al., 2004).

Para identificacdo das patologias, diversas técnicas tém sido usadas, incluindo
microscopia de campo claro e/ou contraste de fases, contraste interdiferencial (DIC),
preparacdes utilizando corantes, como fucsina eosina, vermelho congo ou rosa bengala e

microscopia eletronica de transmissao (Barth & Oko, 1989).

2.3.2 Avaliagdo de integridade de membrana plasmatica, acrossomal e

capacitacao

Os espermatozéides sdo constituidos por varios compartimentos na MP, e a
manutencdo da integridade e funcionalidade desta membrana é de fundamental importancia,
visto que uma membrana intacta e funcionalmente ativa é requerida para o metabolismo
espermatico, capacitacdo, reacdo do acrossoma, ligacdo e penetracdo do ovocito (Brito et al.,
2003). Sendo assim, a avaliacdo da funcionalidade das membranas parece ser um importante
parametro para avaliar a capacidade fecundante dos espermatozoides.

Graham e Mocé (2005) definem integridade de membrana plasmatica (IMP)
como sinbnimo de viabilidade espermatica. Muitos estudos basearam-se na idéia de que a
membrana plasmatica intacta impede certos corantes de penetrarem na célula espermatica.
Estes estudos foram realizados inicialmente com avaliacdes de esfregacos secos de corante
supravital, como eosina, conjugada ou ndao com nigrosina (Hancock, 1951) e posteriomente
com azul de tripan (Wilson et al., 1969), um corante carregado negativamente que ndo reage
com a célula, a ndo ser que esta tenha uma lesdo de membrana.

Outro método de avaliagdo da viabilidade da MP baseia-se no principio
fisioldgico do teste hipo-osmotico (HOS), desenvolvido por Jeyedran et al. (1984). Segundo
0s autores, o HOS avalia a integridade funcional da MP e, estando intacta, quando o
espermatozdéide é incubado em solucdo hipo-osmotica ocorre o influxo de dgua até que seja

atingido o equilibrio osmotico. Como consequéncia desse processo a membrana se expande
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causando o enrolamento da cauda; no entanto, se a membrana estiver danificada, essa reagdo
ndo ocorre.

Mais recentemente, tem sido desenvolvido e testado o uso de sondas
fluorescentes para DNA, enzimas intracitoplasmaticas, lecitinas ou mesmo de potencial de
membrana, o que tem provido novas ferramentas para avaliar a funcionalidade do
espermatozdide pos-descongelacdo (Rodriguez-Martinez et al., 1997). Os estudos iniciais para
avaliacdo da IMP em espermatozéides com o uso de sondas fluorescentes citam o brometo de
etideo (Bilgili & Renden, 1984; Halangk et al., 1984), o qual penetra apenas em células com
lesdo de membrana, tendo especificidade por DNA, e quando intercalado a dupla hélice, sua
fluorescéncia aumenta (Pal et al., 1998), no entanto devido a sua grande toxicidade, 0 uso
deste fluorocromo tem sido restringido. No entanto, outros corantes fluorescentes com
propriedades similares passaram a ser utilizados, tais como o Hoechst 33342 e Hoechst 33258
(De Leeuw et al., 1991; Casey et al., 1993; Celeghini, 2005), lodeto de Propideo (IP) (Graham
et al., 1990; Harrison & Vickers, 1990; Garner et al., 1999; Celeghini, 2005) e SYBER-14
(Garner et al., 1999; Harrison & Vickers, 1990). Dentre estes, o IP vem sendo mais
amplamente utilizado devido a facilidade de preparacéo e aplicacdo da técnica, estabilidade e
eficiéncia na avaliacdo da IMP (Graham et al., 1990). O IP é um fluorocromo de alta
intensidade ao qual a MP integra é impermeavel. Dessa forma, ele se liga somente ao DNA de
espermatozéides cuja membrana esta danificada, corando o nlcleo de vermelho (Garner et al.,
1999).

Atualmente, a associacdo de sondas fluorescentes vem sendo utilizada, tais
como o uso simultaneo de IP e Hoechest 33342 (Casey et al., 1993; Maxwell et al., 1997); IP
e Hoechest 33258 (De Leeuw et al., 1991); IP e SYBER-14 (Segovia et al., 2000). Outra
sonda que vem sendo amplamente utilizada juntamente com o IP para avaliacdo de IMP é o
diacetato de 6-carboxifluoresceina (C-FDA). O C-FDA é um fluorocromo que penetra
rapidamente na MP intacta, ainda na forma ndo fluorescente. No entanto, no interior da célula,
0 C-FDA é hidrolizado por esterases, resultando em 6-carboxifluoresceina livre, altamente
fluorescente, o qual se torna impermeavel a membrana integra, sendo retido no interior da
célula com MP integra, fluorescendo de verde (Garner et al., 1986).

Devido ao grande nimero de possibilidades de avaliacdo de IMP por diferentes
métodos, comparacdes entre diferentes tipos de coloragdes vém sendo realizadas. Carvalho et
al. (2008b) mostraram que a média de porcentagem de espermatozdides com membrana
intacta foi similar entre as técnicas de Azul de Tripan e Eosina/nigrosina, que também

coincide com a motilidade total das amostras. No entanto, a propor¢ao de espermatozoides
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com membrana intacta foi menor quando avaliado por C-FDA/IP. Resultados semelhantes
foram encontrados por Brito et al. (2003).

Tanghe et al. (2002) verificaram uma alta correlacdo entre nimero de células
integras apos a FIV e taxa de formacdo de pro nucleos. No entanto, Brito et al. (2003) nédo
encontraram correlacdo entre a taxa de fecundacgéo e avaliacdo de IMP, sugerindo a relacdo de
outros pardmetros espermaticos com a taxa de fecundacdo, tais como a capacitacdo e reacao
do acrossoma.

As mudancas que ocorrem durante a capacitacdo, antes da reacdo acrossomal
sdo mais dificeis de serem avaliadas (Pérez et al., 1996). Geralmente, a capacitacdo do
espermatozéide envolve mudancas na MP e metabolismo intracelular do espermatozdide
(Berggvist et al., 2007). Algumas destas alteracdes sdo o efluxo de colesterol na membrana,
mudancas na sua permeabilidade e um aumento do influxo de ions Ca* (Flesh & Gadella,
2000). Baseado nisto, o uso de hidroclorido de clortetraciclina (CTC) tem sido proposta como
um método réapido para avaliacdo de capacitacdo do espermatozoide (Saling & Storey, 1979).
A técnica de fluorescéncia com CTC tem se mostrado vantajosa, pois permite ndo apenas a
diferenciacdo entre células com acrossoma intacto e reagido, mas também dividir as células
com acrossoma intacto em duas categorias diferentes: ndo capacitados e capacitados (Gillan et
al., 1997). A CTC é uma sonda fluorescente quelante do Ca®*. Desta forma a molécula de
CTC possui a habilidade de indicar a localizacdo de Ca®* na membrana. Durante a
capacitacdo, modificacdes na distribuicdo da fluorescéncia da CTC, sdo observadas em
resposta as alteracbes na MP da cabeca do espermatozoide (Saling & Storey, 1979),
demonstrando diferentes padrdes de coloragdes, o qual reflete diferentes estagios do processo
de capacitacdo (Fraser et al., 1995). Inicialmente a técnica foi testada em camundongos
(Saling & Storey, 1979) e posteriormente testados em outras espécies, sendo estipulados trés
padrGes de fluorescéncia: padrdo F, do inglés Full, devido & caracteristica da cabega do
espermatozoéide apresentar-se com completa fluorescéncia, indicando espermatozdides nédo
capacitados e com acrossoma intacto; padrdo B, do inglés Banded, devido a fluorescéncia
estar distribuida de forma brilhante na regido acrossomal e auséncia de brilho na regido pds
acrossomal, indicando espermatozoides capacitados e com acrossoma intacto; e padrdo AR,
do termo acrosome reaction, que corresponde a auséncia de brilho fluorescente na cabeca,
indicando espermatozdides com reagédo acrossomal (Fraser et al., 1995; Cormier et al., 1997).

Assim como para as demais caracteristicas espermaticas, diversos estudos tém
sido realizados na tentativa de correlacionar a avaliagéo de capacitacéo e fertilidade. Gillan et

al. (2008) e Collin et al. (2000) nédo identificaram correlacdo entre os padrdes de coloracao
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com CTC e taxa de fertilidade. J& Thundathil et al. (1999), identificaram que a propor¢éo de
células ndo capacitadas pode estar correlacionada a dados de fertilidade de touros a campo.

Para avaliacdo da condigcdo acrossomal, assim como para IMP, um maior
numero de técnicas pode ser utilizado. Dentre elas, a dupla coloracdo com azul de tripan e
Giemsa (Didion et al., 1989), ou diferentes técnicas de fluorescéncia, tais como LysoTracker
Gren DND-26 (LYSO-G) (Thomas et al., 1997), anticorpos anti-acrosina (Thomas et al.,
1997) e anticorpos anti-hialuronidase (Baccetti et al., 1999). Outro meio de mensurar a
integridade acrossomal é através do uso de lecitinas conjugadas. As lecitinas conjugadas se
ligam a glucose, mannose, galactose e N-acetilglucosamina ou outros carboidratos especificos
de glicoproteinas que estdo exclusivamente localizados no acrossoma. Dependendo da espécie
de mamifero, as lecitinas mais comumente utilizadas sdo Psium sativum (Green pea) (PSA)
ou Arachis hypogaea (peanut; PNA) (Silva & Gadella, 2006), podendo citar ainda Triticum
vulgare (WGA) (Baker et al., 2004; Silva & Gadella, 2006) ou Conconavalia ensiformis
(ConA) (Silva & Gadella, 2006). Para visualizagdo em microscopia de epifluorescéncia, estas
aglutininas devem ser conjugadas a fluoresceinas, tal como o isoticianato de fluoresceina
(FITC) (Baker et al., 2004) ou R-ficoeritrina (RPE) (Gadella & Harrison, 2000). As lecitinas
sdo impermedveis ao acrossoma intacto, no entanto a reagdo acrossomal ou acrossoma
danificado permite a entrada destas macromoléculas. O PNA se liga a glicoproteinas da
membrana acrossomal externa e 0 PSA se liga a componentes enzimaticos da matriz na luz do
acrossoma, se ligando especificamente ao agucar a-manosidade, encontrado no contetido
acrossomal (Cross & Meizel, 1989; Silva & Gadella, 2006). Para células ndo fixadas, a
presenca de coloracdo verde na regido do acrosssoma indica acrossoma reagido. Em
espermatozéides que foram fixados e permeabilizados, o acrossoma fluorescente é
considerado intacto (Silva & Gadella, 2006).

Assim como para IMP, a grande variedade de testes para avalia¢cdo acrossomal
pode apresentar diferenca nos resultados para uma mesma amostra. Carvalho et al. (2008a)
identificaram maior porcentagem de espermatozoéides vivos com acrossoma integro pelo uso
do corante azul de tripan e Giemsa, em relagdo a técnica de coloragdo com PNA. Valcarcel et
al. (1997), trabalhando com trés tipos de lecitinas conjugadas (PNA, PSA e WGA), ndo
encontraram diferenca nos resultados, indicando que as técnicas utilizando diferentes lecitinas
podem apresentar resultados semelhantes. Mocé & Grahan (2008) identificaram uma
correlacdo entre 0 nimero de espermatozoides vivos com acrossoma integro e a motilidade,
independentemente se avaliada subjetivamente ou pelo CASA. Em relacdo a fertilidade, Chan

et al. (1996) encontraram correlacdes positiva entre a porcentagem de espermatozoides com
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acrossoma intacto e a taxa de fecundagdo em ovocitos “zona-free” de hamster. Ja Gillan et al.
(2008) ndo encontraram correlacdo entre a porcentagem de células com acrossoma integro e a
fertilidade. Resultado semelhante foi observado por Mocé et al. (2006), no entanto, quando
estes autores agruparam avaliacdo de outras caracteristicas espermaticas, ocorreu um aumento
na correlagdo com a fertilidade. Estes dados sugerem que a integridade da membrana
acrossomal pode estar relacionada também com a integridade de outras membranas e também

com a motilidade celular.

2.3.3 Avaliacdo da integridade de cromatina

Para avaliacdo da cromatina, diversas técnicas podem ser utilizadas, sendo que
0s primeiros estudos sobre mudancas na organizacdo do nucleo espermatico, nos bovinos,
foram descritos por Ghedhill (1966). Em 1969, McCosker descreveu, originalmente, a
presenca de alteracdes na cromatina em espermatozéides com vacuolos nucleares (pouch),
associando-as a infertilidade.

As alteracBes na cromatina originam-se a partir da diferenciacdo pos-mei6tica,
especificamente, durante o remodelamento nuclear, e estdo intimamente associadas a presenca
de “fendas” no DNA e anormalidades na topoisomerase II, enzima responsavel pela reparagao
continua de pequenas alteracbes no DNA. A inibicdo ou falha da topoisomerase Il, antes de
completar a espermiogénese, pode favorecer o aparecimento de fragmentacdo no DNA ou, em
parte, da cromatina nuclear (Risley et al., 1986).

De acordo com Beletti et al. (2005), na maioria dos mamiferos, a cromatina
espermatica possui dois tipos de protaminas, P1 e P2 e alteracdes na proporgdo destas
protaminas sdo causas importantes de anormalidades na cromatina. No entanto, a célula
espermatica dos bovinos tem somente um tipo de protaminas, sugerindo que alteracdes na
cromatina desta espécie sejam ocasionadas por outros fatores. Tais fatores podem ser agentes
toxicos e patogénicos, mutacdo génica e cromossomal, altos niveis de estresse oxidativo e,
mais frequentemente, pela perda da termorregulacéo testicular (Karabinus et al., 1997). Todos
estes fatores podem resultar em uma baixa condensacdo da cromatina, gerando danos ao
DNA, como a presenca de fitas quebradicas. No entanto, alguns espermatozéides com

anormalidades na cromatina podem fecundar o ovdcito, porém, problemas na cromatina do



21

espermatozéide podem levar a morte embrionaria, por gerar embries degenerados (Ellington
etal., 1998).

Para identificacdo do nivel de fragmentacdo ou condensacdo anormal da
cromatina, diversas técnicas podem ser utilizadas. De acordo com Evenson et al. (2002), ha
uma relagdo distinta entre suscetibilidade do DNA a desnaturacédo e a presenga de fraturas ou
quebras na estrutura do DNA. No primeiro caso sdo usados testes para identificar a
estabilidade da estrutura da cromatina. Estes testes incluem o terminal dexynucleotidyl
transferase mediated dUDP Nick-end labeling (TUNEL) (Martins et al., 2007), single cell gel
electrophoresis (COMETA) (Hellman et al., 1995), sperm chomatin structure assay (SCSA)
(Everson et al., 2002), e acridine Orange test (AOT) (Martins et al., 2007). No caso de
condensacdo anormal da cromatina, pode-se identificar fragmentacdes nucleares com as
coloracdes de Fuelgen (Everson et al., 2002) e azul de toluidina (ATOL) (Beletti et al., 2004).
E importante destacar que diferentes técnicas sdo usadas para avaliar condensagio e
estabilidade da cromatina espermaética. As coloragdes de feugen e ATOL sdo usadas na
avaliacdo da condensacdo anormal da cromatina. Os testes que incluem COMETA, TUNEL,
SCSA e AOT sdo usados para identificar a estabilidade da estrutura da cromatina (Everson et
al., 2002).

Dentre os testes citados, 0 AOT é comumente utilizado pela facilidade de seu
preparo. O fluorocromo alaranjado de acridine avalia a estabilidade do DNA a desnaturacdo
acida ou pelo calor, assim, o fluorocromo se intercala a fita dupla integra de DNA na forma de
monémero e fluoresce de verde. No entanto, caso o DNA encontra-se danificado, o
fluorocromo se liga a fita de DNA em forma de agregado, emitindo fluorescéncia
vermelho/alaranjado, permitindo contar o nimero de células com DNA desnaturado (Kosower
etal., 1992; Agarwal & Said, 2003).

A coloragdo com ATOL detecta os espermatozoides com DNA fragmentado.
Assim, no espermatozdide anormal a cromatina esta pouco condensada e o complexo DNP
alterado, havendo, portanto, um maior nimero de grupos fosfato disponivel para a ligacédo
com o corante, sendo observada uma coloragdo azul escuro ou violeta (Belleti et al., 2004).

Provavelmente, devido a grande estabilidade da cromatina espermatica, as
porcentagens de fragmentacdo e vacuolizacdo nuclear nos espermatozoides bovinos
geralmente sdo baixas (Barth & Oko, 1989). No entanto, a sua relacdo com a taxa de
fertilidade e desenvolvimento embrionario é variavel. Pilip et al. (1995) verificaram um
menor percentual de fertilidade in vitro ao se utilizar sémen com aproximadamente 80% de

fragmentacdo nuclear, enquanto que Thundathil et al. (1999) ndo encontraram diferenca na
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taxa de clivagem e blastocistos em touros com alta e baixa porcentagem de DNA
fragmentado.

2.4 Avaliacao Funcional da Célula Espermética

Alguns métodos in vitro de avaliacdo funcional da célula espermatica podem
ser realizados, tais como fecundagdo competitiva (teste heterospérmico), ligacdo ou aderéncia
a ZP e taxa de fecundacdo (Saacke et al., 2000).

2.4.1 Produgéo in vitro de embrides

A PIV é a técnica que permite um maior aproveitamento do uso do sémen,
permitindo a utilizacdo de reprodutores com alto valor comercial, além do uso do sémen
sexado (Faber et al., 2003). De fato, a técnica de PIV em conjunto com o sémen sexado
apresenta-se, atualmente, como a associacdo de biotécnicas mais aconselhavel para a geracdo
de descendentes com sexo pré-determinado. Isso se deve ao fato da PIV otimizar o
aproveitamento do sémen sexado em relacdo a quantidade de embrides produzidos, por
permitir que doses comercias de sémen sexado, mesmo apresentando um namero limitado de
espermatozdides, possam ser compartilhadas entre ovdcitos provenientes de mais de uma
doadora (Dell’Aqua et al., 2006).

A PIV compreende a maturacao in vitro (MIV) de ovdcitos, a fecundacéo in
vitro (FIV) e o cultivo embrionério in vitro (CIV), sendo que o inicio deste processo ocorre
com a recuperacdo dos ovocitos presentes no interior dos foliculos. Os ovdcitos podem ser
obtidos dos foliculos através de aspiracao folicular guiada por ultrassom em animais vivos ou
atraveés de ovarios de vacas abatidas, sendo esta a principal fonte de ovdcitos utilizados nas
pesquisas (Dode et al., 2002). Apos a recuperacdo e selecdo, os ovocitos sdo submetidos a
MIV, durante a qual ocorrem diversas alteracGes nucleares e citoplasmaticas que preparam o

ovdcito para ser fecundado.
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O processo de maturacdo nuclear envolve a retomada da meiose, culminando
com o final da primeira divisdo mei6tica e a expulsdo do primeiro corpusculo polar (CP). In
vitro, esta fase é reiniciada logo apos a retirada do ovocito do ambiente folicular (Lonergan et
al., 2003), com quebra da vesicula germinativa (Sirard & First, 1988) e posterior progressao
da meiose para o estagio de metéfase Il (Van den Hurk & Zhao, 2005). Os ovdcitos ficam
retidos em metéfase Il até a fecundacgdo ou ativacao partenogenética.

A maturacdo citoplasmatica envolve o aumento das goticulas de lipidios,
reserva energética para o provavel embrido, alteracdes no complexo de Golgi, alteracdes no
formato das mitocondrias, indicando uma maturacdo mitocondrial e migragcdo dos grénulos
corticais para a periferia do ovdcito, para evitar a polispermia no momento da fecundacao
(Merton et al., 2003).

Para a MIV os ovdcitos bovinos sdo, esses sdao cultivados por um periodo de
22-24 horas utilizando normalmente como base 0 meio para cultivo de tecido 199 (TCM 199)
com sais de EARLE (Ayoub & Hunter, 1993). Este meio pode ser modificado de acordo com
os protocolos de cada laboratério, podendo ter diversas fontes de suplementacdo energética.
Além da composicdo do meio, outros fatores como pH, osmolaridade, composicdo i6nica,
temperatura da estufa e tenséo de CO, e O, sdo importantes para que a maturagao ocorra com
sucesso (Nagai, 2001).

A etapa seguinte é a FIV, a qual depende, além da qualidade dos ovdcitos, da
qualidade dos espermatozoides utilizados (Hansen, 2006). Portanto, ap6s a maturacdo, 0s
ovocitos sdo expostos aos espermatozoides para que ocorra a fecundacdo. Neste processo
estdo envolvidas varias etapas, culminando com a penetracdo do ovécito pelo espermatozoéide
e formacdo de um nucleo dipl6ide que originara um novo individuo (Gongalves et al., 2001).
Para a FIV, realiza-se inicialmente a selecdo dos espermatozoides, com o objetivo de remover
o plasma seminal e o crioprotetor e aumentar a concentracdo de espermatozoides de boa
qualidade (Parrish et al., 1995). Além disso, as técnicas de selecdo separam 0s
espermatozoéides vivos dos mortos, evitando os efeitos deletérios que 0s espermatozoides
mortos possam exercer. A separacdo por gradiente de densidade (Percoll) e o método de
migracdo de espermatozdides pelo swim-up sdo as técnicas mais utilizadas para selecdo de
espermatozoéides viaveis, porém outras técnicas como a lavagem do sémen, também podem
ser utilizadas sem afetar o sucesso da FIV. O gradiente de Percoll proporciona uma maior
recuperacdo quando comparado ao swim-up, entretanto a qualidade e viabilidade dos

espermatozdides recuperados é semelhante em ambos os métodos (Rho et al., 2001).
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Além da selecdo, outro passo importante € a capacitagdo e a hiperativagdo da
celula espermatica, aumentando sua atividade e facilitando a sua penetracdo no ovdcito
(Goncalves et al., 2001; Palma et al., 2008). Esta hiperativacdo e capacitacdo normalmente
sdo induzidas com a adi¢cdo ao meio de fecundacdo dos aminoacidos penicilamina, hipotaurina
e epinefrina (PHE) e heparina.

Para a FIV, os espermatozoides e ovocitos maduros sdo co-incubados em meio
especifico, por um periodo de aproximadamente 18 horas, em temperatura de 39°C, em
atmosfera de 5% de CO, em ar e umidade saturada (Gongalves et al., 2001). Apés a
fecundacdo os possiveis zigotos sao transferidos para o0 meio de cultivo onde permanecem até
atingirem o estagio de blastocisto. Para atingirem o estagio de blastocisto, muitos eventos
importantes ocorrem durante o desenvolvimento embrionario. Isto inclui a primeira clivagem,
a ativacdo do genoma embrionario, no estagio entre oito e 16 células, a compactacdo da
morula e a formacgdo do blastocisto entre os dias 6 e 7 ap6s a FIV. A partir deste momento, se
estabelece a formacdo de dois tipos celulares, o trofectoderma e a massa celular interna
(Lonergan et al., 2003).

Apesar da qualidade do ovocito ser um fator determinante para que o embrido
PIV possa chegar ao estagio de blastocisto, as condi¢cdes de cultivo podem influenciar,
principalmente, a qualidade dos embrides (Lonergan et al., 2003). Estas condigdes envolvem
varios fatores, dentre eles: o tipo de meio, a atmosfera gasosa, a densidade, ou seja, a
guantidade de embrides/volume de meio, a presenca ou nao de co-cultivo e o tipo de
suplementacdo protéica (Donnay et al., 1997; Wrenzycki et al., 2001).

Para o sistema de cultivo, varios tipos de meio tém sido utilizados. O TCM 199
€ um meio de cultivo desenvolvido para o cultivo celular em geral (Tervit et al., 1972),
enquanto que o fluido sintético de oviduto (SOF) é um meio direcionado para a producéo de
embrides.

A densidade ou nimero de embrides cultivados por volume de meio, também
afeta a eficiéncia do sistema de producdo. Embrides bovinos produzidos em grupo adquirem
maior competéncia para o desenvolvimento do que embribes cultivados individualmente
(Donnay et al., 1997). Outro fator importante para alcancar a eficiéncia do sistema de CIV é a
presenca ou auséncia de co-cultivo. O co-cultivo pode ser realizado com varios tipos de
celulas somaticas, como células do cummulus ou da granulosa. Além de proporcionar um
ambiente adequado para o desenvolvimento dos embrides, as células do co-cultivo protegem
0s ovocitos e embriGes contra o estresse oxidativo provocado pelas condi¢Bes de cultivo,

proporcionando maior producdo embrionaria (Fatehi et al., 2005).
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Além da qualidade dos ovocitos e do ambiente de cultivo, outro fator
importante que afeta o sucesso da PIV € o touro, sendo esta uma grande fonte de variacdo. De
fato, Palma e Sinowatz (2004) realizaram um estudo no qual utilizaram, na PIV, sémen de 63
touros que na IA haviam apresentado taxa de prenhez aos 60 a 90 dias de 65 a 75% e
observaram taxas de blastocisto variando de 6,9 a 51,2%. Esta variagdo entre touros na taxa
de blastocisto na PIV também foi demonstrada por outros autores (Cesari et al., 2006; Alomar
et al., 2008).

Outro ponto importante a ser observado € a cinética de desenvolvimento
embrionario entre embrifes machos e fémeas. De acordo com Peippo et al. (2001), embriGes
machos clivam mais rapidamente do que embriGes fémeas, atingindo um estagio de quatro
células cerca de 2 horas mais cedo. Avery et al. (1991) e Gutiérrez-Adan et al. (2000),
também encontraram diferencas entre embribes machos e fémeas. Eles observaram que
embrides machos produzidos in vitro crescem mais rapido do que embrides fémeas durante 0s
7 a 8 primeiros dias apds a fecundacdo. Estes resultados contrastam com os encontrados por
Grisart et al. (1995) e Holm et al. (1998) que ndo observaram diferenca na cinética de

desenvolvimento de embrides machos e fémeas produzidos in vitro.

2.5 Determinagdo do Sexo em Mamiferos

Diferentes metodologias vém sendo testadas a fim de determinar ou identificar
0 sexo em mamiferos. Nesse sentido, existem duas alternativas: sexagem de embrides ou
separacdo dos espermatozdides portadores do cromossomo X daqueles portadores do
cromossomo Y (Hossepian de Lima, 2006).

Para identificacdo do sexo dos embribes, algumas técnicas tém sido descritas,
sendo que os métodos podem ser divididos em duas categorias: as ndo invasivas, como a
quantificacdo de enzimas ligadas ao cromossomo X e testes imunolégicos e as invasivas, que
incluem analise citogenética e 0 método de Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR; Gardon et
al., 2004).
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2.6 Selecdo de Espermatozéides Contendo Cromossomo X ou Y

Para a separacdo do espermatozoide contendo o cromossomo X daqueles que
contém o Y, tem-se testado uma tecnologia que possa ser inserida na industria de produgdo de
sémen congelado e que tenha aplicabilidade comercial. A separacdo dos espermatozoides
portadores do cromossomo X daqueles portadores do Y baseia-se na deteccdo de diferencas
fisicas ou quimicas entre esses dois tipos de células (Hossepian de Lima, 2006). Portanto, a
separacgdo pode ser feita por: sensibilidade ao pH (Emmens, 1960), carga elétrica da superficie
da membrana (Gordon, 1957; Kaneko et al., 1984), morfologia do ndcleo e da cabeca
(Shettles, 1960), antinenos de superficie (Koo et al., 1973) e diferenca no contetdo de DNA
(Johnson et al., 1987; 1989).

No entanto, entre as técnicas citadas, apenas as que se baseiam no método
imunoldgico ou por diferenca no conteddo de DNA vém sendo amplamente estudadas e

utilizadas.

2.6.1 Métodos imunoldgicos para identificacdo de proteinas de membrana

especificas para espermatozéides contendo o cromossoma X ou Y

A presenca do antigeno H-Y na membrana dos espermatozoides foi relatada
pela primeira vez por Goldberg et al. (1971). Estudos para verificar esta hipotese foram
conduzidos em camundongos por Bennet e Boyse (1973), em que soro anti H-Y foi
adicionado ao sémen previamente a IA. Mediante esta técnica 0s autores conseguiram uma
progénie de 45,5% de machos, em comparagdo a 53,4% do grupo controle.

Blecher et al. (1999), incubaram amostras de espermatozdides bovinos com
anticorpos antiproteinas especificas do sexo feminino, promovendo aglutinacdo de 50% das
células. As celulas que ndo sofreram aglutinacdo produziram embrides in vitro, que foram
sexados por citogenética, e 92% destes foram do sexo masculino. Ndo foi relatado se a
incubacdo de espermatozOides com anticorpos antiproteinas macho especifica, também
promoveria o desvio da proporc¢do sexual em favor do sexo feminino.

Blecher et al. (1999) relataram a identificacdo e isolamento de proteinas

especificas do sexo para obtencdo de anticorpos especificos do sexo masculino e do sexo
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feminino. No entanto, estudos eletroforéticos da membrana dos espermatozdides X e Y,
separados por citometria de fluxo, tém demonstrado que ndo é possivel identificar diferencas
entre as proteinas de membrana dos portadores do cromossomo X e Y (Hendriksen et al.,
1999). Este fato poderia ser explicado pela existéncia de varios mecanismos bioldgicos como
a possivel troca de MRNA devido a presenca de pontes citoplasmaticas entre as espermatides
X e Y (Ericksson et al., 1981), além de alguns autores levantarem a hipdtese de que

espermatozdides X poderiam reter na membrana atigeno H-Y.

2.6.2 Diferenca no conteudo de DNA

A quantidade de DNA dos cromossomos X e Y varia significativamente entre
as espécies e, até 0 momento, é a Unica diferenca estabelecida e validada cientificamente para
a separacdo eficiente dos espermatozoides X ou Y, in vitro (Johnson, 1994).

Summer e Robinson (1976) demonstraram que 0s espermatozoides X contém
mais DNA e proteina nuclear do que os espermatozbides Y, e que esta diferenca €
proporcional a diferenca de massa entre os dois tipos de células. Como revisado por Garner
(2006) e Hossepian de Lima (2006), a analise dos espermatozdides X ou Y de varias espécies
por mensuracdo das cromatides ou por citometria de fluxo, revelou que a diferenca no
conteddo de DNA varia de 2,8% na espécie humana a 12,5% no Microtus oregoni.

Nos animais domésticos, as diferencas de DNA entre os espermatoz6ides X ou
Y variam de 3,5% a 4,2%, sendo que nos bovinos ela é de aproximadamente 4%. Nesta
espécie, observou-se uma diferenca média do contetdo de DNA dos espermatozdides X ou Y
entre as racas, mas ndo entre os individuos da mesma raga. Entre os espermatozoides X ou Y
de touros Jersey observou-se a maior diferenca (4,24%) quando comparados as ragas Angus
(4,05%), Hereford (4,03%), Holandés (3,98%) e Brahman (3,73%). Com base nesta diferenca,
existem duas técnicas que podem ser utilizadas para a sele¢do do sexo dos espermatozdides: a

sedimentagdo ou centrifugacdo em gradiente de densidade e a citometria de fluxo.
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2.6.2.1 Sexagem por gradiente de sedimentagéo ou centrifugacgéo

Os procedimentos envolvendo sedimentacdo ou centrifugacdo de
espermatozdides baseiam-se na diferenca de densidade existente entre os portadores do
cromossomo X ou Y. Esta diferenca é proporcional a diferenca de massa entre os dois tipos de
células. A grande quantidade de agua e de lipideos contida na cabeca dos espermatozdides, ja
que o DNA corresponde a apenas 18% da massa, faz com que a diferenca do contetdo de
DNA produza uma pequena diferenca no peso e, consequentemente, na densidade (Hossepian
de Lima, 2006).

Estimou-se que a diferenca no conteido de DNA entre os espermatozoides X
ou Y de bovinos resulta em uma diferenca de densidade de pelo menos 7x10 g/cm® ou 0,06%
(Chandler et al., 1999). Os autores ressaltaram que esta diferenca faz com que a separacdo dos
espermatozéides seja possivel desde que se utilizem gradientes com alta resolucdo de
densidade.

Os gradientes de densidade podem ser divididos em dois grupos: continuos,
onde hd um aumento gradual da densidade, da parte superior do gradiente até a parte inferior,
ndo sendo possivel observar as camadas formadas; e descontinuos, onde é possivel visualizar
as camadas dos gradientes, sendo que a camada mais densa fica na parte inferior do tubo,
diminuindo nas partes superiores (Hossepian de Lima, 2006).

Para a formacdo do gradiente continuo, ha necessidade de se montar um
gradiente descontinuo de trés a quatro camadas inicialmente, no qual a transformacéo ocorre
pela difusdo destas camadas, colocando-se o tubo na horizontal, e em seguida, reorientando-o
para a posicao vertical. A difusdo das camadas também pode ocorrer através do resfriamento
de um gradiente descontinuo. A vantagem do gradiente continuo € que ele pode ser feito com
densidades maiores (e de maior resolucéo) e pode ser estocado ou refrigerado, ao contrario do
gradiente descontinuo que se for estocado por algum tempo, pode ter as camadas misturadas
(Pergorato & Hossepian de lima, 2001).

Em estudo visando a selecdo de espermatozoéides portadores do cromossomo X
ou Y, através de sedimentacdo em diferentes gradientes de Percoll, foi identificado a
separacdo do espermatozoide X ou Y, de aproximadamente 74%, utilizando para aferir este
resultado a maior fluorescéncia do corpusculo F, presente no cromossomo Y, quando corado
com Quimacrina mostarda (Hossepian de Lima, 1998) ou verificagdo por hibridizacdo in situ
(Blottner et al., 1993).



29

2.6.2.2 Sexagem por citometria de fluxo

Na década de 80 (Johnson et al., 1987; 1989) iniciaram em mamiferos,
tentativas para a selecdo de subpopulacGes espermaticas pela identificacdo das diferencas na
quantidade de cromatina entre os espermatozoéides X ou Y por citometria de fluxo. Em 1993,
Chan e colaboradores utilizaram para FIV, pela primeira vez, espermatozdides X e Y de
bovinos, separados por citometria de fluxo. Desde entdo muitas pesquisas foram realizadas na
tentativa de aumentar a velocidade de sexagem e melhorar a qualidade da célula espermatica
apos sexagem por citometria de fluxo. Em 2001, a tecnologia foi adaptada para producao
comercial pela XY Inc. (Sexing Technologies, Novasota, TX) para sémen de bovinos.

Assim como na diferenca de densidade, a sexagem por citometria de fluxo se
baseia na diferenca no conteldo de DNA entre os espermatozdides contendo cromossomo X
ou Y. Esta pequena diferenca pode ser medida pelo citdmetro de fluxo, com cerca de 90% de
acuracia para 50% dos espermatozoéides, sendo 0s outros 50% descartados (Seidel Jr, 2007).

A diferenca de contetdo de DNA dos espermatozdides pode ser determinada
usando um fluorocromo, Hoechst 33342, que ultrapassa rapidamente a membrana celular dos
espermatozéides e se ligando seletivamente a dupla fita de DNA. A ligacdo do Hoechst 33342
ao DNA ¢ estabilizada por pontes de hidrogénio, Van de Waals e interacOes eletrostaticas
entre o corante e 0 DNA (Garner, 2009). Um outro corante, como IP pode ser adicionado a
amostra durante o preparo, com a finalidade de identificar células mortas (com membrana
danificada), permitindo que somente células vivas (com membrana integra) sejam sexadas
(Johnson, 2000). Apds incubacdo com corante, 0s espermatozoides apresentam fluorescéncia
azul quando expostos a um raio laser de onda curta, que emite uma luz ultra-violeta de 175
mW (351-363 nm). A fluorescéncia emitida por cromossomo é proporcional ao seu tamanho.
Os espermatozoides passam pelo citdmetro de fluxo por uma fila unica, em alta velocidade e
pressdo, onde recebem o laser. Os espermatozdides contendo o cromossomo X emitem um
sinal de fluorescéncia maior que os que possuem o cromossomo Y, devido ao seu maior
contedo de DNA. Os sinais fluorescentes emitidos sdo recebidos simultaneamente por
detectores 6ticos colocados a 0° e 90° em relacdo a face plana e extremidades da cabeca,
respectivamente. Os detectores convertem estes sinais em sinais eletrénicos que séo
armazenados em um computador como um histograma. A medida que a corrente de fluido
contendo os espermatozoides saem pelo classificador, este é vibrado em alta freqiiéncia (60

a70 KHz), causando a formacdo de gotas individuais (correspondendo a formacdo de uma
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gota no periodo de 16 a 14 ps, respectivamente para cada freqliéncia) a uma taxa de
aproximadamente 70.000 a 80.000/seg (Schenk et al., 1999; Pergorato & Hossepian de Lima,
2001). Cerca de um terco destas gotas contém um espermatozdide, os outros dois tercos
podem estar vazios e uma pequena porcentagem das gotas contém dois ou mais
espermatozdides. As gotas contendo um espermatozdide X, identificado pelo computador,
recebem uma carga elétrica positiva, enquanto as gotas contendo um espermatozbide Y
recebem uma carga elétrica negativa. As gotas que ndo possuem espermatozdides, que
apresentem mais de um espermatozdide, espermatozoides identificados como danificados ou
que ndo foi possivel distinguir a relativa diferenca de DNA, ndo recebem carga elétrica
(Seidel Jr, 2007). As gotas contendo espermatozdide X ou Y, com carga elétrica positiva ou
negativa, respectivamente, saem do citdmetro de fluxo, a uma velocidade de 80 a 100 km/h, e
pressdo de 40 a 50 psi, passando por um campo elétrico com placas carregadas positivamente
ou negativamente. Desta maneira, as gotas contendo espermatozéides X, Y ou sem carga
elétrica sdo encaminhadas para trés diferentes tubos coletores (Schenk et al., 1999).

Visando tornar este processo cada vez mais eficiente, pequenas modificacdes
tém sido feitas na tentativa de melhorar a qualidade do sémen sexado por citometria de fluxo,
dentre elas: orientacdo do laser, vibragdo acustica, orientacdo das células e velocidade e
pressdao de passagem, podendo sexar cerca de 8000 espermatozoéides/seg, produzindo
aproximadamente 14 palhetas de cada sexo por hora por citometro (Sharpe & Evans, 2009).
No entanto, apesar das modificacfes e precisdo de aproximadamente 90%, o sémen sexado
por citometria de fluxo ainda apresenta algumas falhas, como o comprometimento parcial da
viabilidade e da fertilidade espermaética (Garner, 2006; Wheeler et al., 2006).

Blondin et al. (2009), avaliando sémen contendo espermatozdide sexado X e
ndo sexado, fresco e congelado, de trés diferentes touros identificaram uma queda na
motilidade do sémen de todos os touros ap6s o processo de sexagem por citometria de fluxo.
Estes autores também identificaram que o processo de congelacdo e ndo de sexagem causou
um aumento na porcentagem de espermatozdides com acrossoma reagido, danos de
membrana e atividade mitocondrial. Resultados semelhantes foram encontrados por Klinc et
al. (2007) ao incubar sémen sexado com antioxidante e BSA.

Boe-Hanson et al. (2005) e Blondin et al. (2009), avaliando integridade de
DNA entre sémen sexado e ndo sexado identificaram uma maior porcentagem de DNA
integros em espermatozoides com cromossomo X e Y em relacdo ao ndo sexado, sugerindo
gue nestes trabalhos, o processo de sexagem pode ter descartado previamente

espermatozéides com cromatina danificada.
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Parrilla et al. (2004), demostraram que a taxa de prenhez e tamanho da
leitegada ndo foram afetadas pela concentracdo do Hoechst 33342, concluindo que tanto o
corante quanto a incidéncia do laser ndo ocasionariam efeitos genotoxicos em leitdes
adivindos de inseminacGes com espermatozoides sexados. Da mesma forma, Zhang et al.
(2003) em estudo com bovinos, ndo observaram diferencgas significativas entre as taxas de
producdo de embrides utilizando sémen sexado, sémen submetido somente ao corante para
sexagem ou sémen convencional, concluindo que a separacdo dos espermatozoides ou o
corante utilizado para a separacdo por citometria de fluxo ndo interferiram no
desenvolvimento embrionario in vitro. Entretanto, outros estudos tém mostrado que as taxas
de producdes de embrides e gestacdo sdo inferiores quando sémem sexado € utilizado. Vacas
inseminadas com sémen sexado criopreservado apresentaram taxas de fecundacao ou prenhez
de 10 a 30% menores que as do grupo controle com utilizacdo de sémen nao sexado (Lu et al.,
1999; Seidel et al., 1999; Sartori et al., 2004; Bodmer et al., 2005; Shenk et al., 2005;
Andersson et al., 2006).

Estes estudos demonstram uma grande variacdo de resultados quanto a
utilizacdo do sémen sexado, ndo sendo ainda muito bem elucidadas as causas destas variacdes
ou das menores taxas de fertilidade do sémen sexado comparado ao néo sexado.

Portanto, sdo nescessarios estudos para verificacdo das possiveis alteragdes
causadas na cé€lula espermatica durante o processo de sexagem (Dell’Aqua Jr. et al., 2006).
Este conhecimento permitira estabelecer procedimentos mais adequados, que possibilitem um
melhor aproveitamento do sémen sexado associado a melhores resultados quando da

utilizacdo deste sémen na producao de embrides.
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1 RESUMO

Estudos utilizando sémen sexado por citometria de fluxo tém demostrado uma
menor fertilidade deste quando comparado ao ndo sexado. Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar a qualidade estrutural e funcional da célula espermética apds sexagem por
citometria de fluxo. Amostras de sémen congelado de quatro touros foram utilizadas. Um
ejaculado de cada touro foi coletado e fracionado em trés partes, sendo: ndo sexado (NS),
contendo espermatozdide sexado X (SX) e Y (SY). Uma palheta de sémen foi descongelada
sendo uma amostra retirada para avaliagdo da cinética espermatica por sistema
computadorizado (CASA — computer-assisted semen analysis), aglutinacdo de cabeca,
alteracdes morfoldgicas, integridade das membranas plasmaticas e acrossomal, capacitacdo
espermatica e integridade da cromatina. O restante foi depositado em gradiente de Percoll de
90:45% (NS90) ou 60:45% (NS60, SX e SY). Apds centrifugacdo em gradiente de Percoll, o
pellet resultante foi homogeneizado, sendo utilizado para avaliacdo espermatica ou PIV. Cada
procedimento foi repetido trés vezes em manipulac@es diferentes. Para PIV, 2271 ovdcitos
maturados in vitro foram utilizados, sendo avaliada taxa de fecundagdo por coloragdo
lacmdide 18 horas pi, clivagem avaliada em D2 (48 hpi) e a taxa de producéo de blastocisto
avaliada em D6, D7, D8 e D9 de cultivo. Os dados foram analizados usando procedimento
GLIMMIX do programa SAS® (p < 0,05). Nas caracteristicas espermaticas avaliadas antes
ou apos a passagem pelo gradiente de Percoll, nenhuma diferenca foi observada entre os
grupos SX e SY para todas as variaveis estudadas. As avaliacOes realizadas antes e apés a
passagem pelo gradiente de Percoll mostraram que o sémen ndo sexado apresentou maior
motilidade, maior porcentagem de células com membrana integra e células vivas com
acrossoma intacto do que o sémen sexado. Foi observado um efeito do gradiente de Percoll

nas amostras de sémen ndo sexado, sendo que aquelas submetidas ao gradiente de 90:45%
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apresentaram maior motilidade, maior porcentagem de células com membrana intacta e menor
taxa de recuperacdo do que as submetidas ao gradiente de 60:45%. Para taxa de fecundagéo
ndo foi encontrada diferenca entre os grupos. O grupo NS90 apresentou maior taxa de
clivagem do que o grupo SY, enquanto que os grupos NS60 e SX foram semelhantes aos
demais. A taxa de producéo de blastocisto dos dias 6, 7, 8 e 9 de cultivo foi maior no grupo
NS90 do que no NS60, SX e SY. Com relagdo a cinética de desenvolvimento embrionério,
ndo foi observada diferenca entre os grupos no estagio do embrido nos dias 6, 7, 8 e 9 pi. Os
resultados indicam que o processo de sexagem afeta as caracteristicas espermaticas, mas nao
causa diminuigdo da fertilidade in vitro. No entanto, a diferenca nas taxas de blastocisto entre
0s grupos NS60 e NS90 indica que hd um efeito do protocolo de selecdo espermaética na

producdo de embrides.

Palavra chave: Desenvolvimento embrionario, fecundacéo, sexo dos embrides, FIV



49

2 ABSTRACT

Several studies using sex-sorted sperm by flow cytometry have shown that sexed sperm has
lower fertility than the non-sexed. Therefore, the objective of the present study was to
evaluate structural and functional characteristics of sperm sexed by flow cytometry. In
addition, in vitro embryo production and development was assessed when sexed and non-
sexed sperm were used for in vitro fertilization. Frozen sexed and non-sexed semen from four
different sires were used. One ejaculate from each bull was obtained and was separated into
three portions, being non-sexed (NS), sexed for X (SX) and sexed for Y (SY). Frozen-thawed
semen from each sample was analyzed for motility by computer-assisted semen analysis
(CASA), sperm head agglutination, sperm morphology, plasma membrane integrity, acrosome
integrity, capacitation and chromatin integrity. Then, the samples were placed in 90:45%
(NS90) or 60:45% (NS60, SX e SY) Percoll gradients. After Percoll centrifugation, the pellet
was used for sperm analysis or IVF. All sperm quality tests and IVF experiments were
repeated three times in independent replicates. For IVF, 2271 in vitro matured oocytes were
used. To assess fertilization rate presumptive zygotes were fixed and stained with lacmoid at
18 hpi. Cleavage was evaluated at D2 (48 hpi) and blastocyst at D6, D7, D8 and D9 of
culture. Data were analyzed using proc GLIMMIX of SAS® (p < 0.05). No differences were
observed between SX and SY groups for any of the sperm variables evaluated either before or
after Percoll centrifugation. The evaluations performed before and after Percoll treatment
showed that non-sexed sperm had higher motility, higher percentage of cells with intact
membrane and higher percentage of live cells with intact acrosome than sexed sperm. An
effect of Percoll gradient was observed in the non-sexed samples, with those submitted to
90:45% gradient presenting higher motility, higher percentage of cells with intact membrane

and lower recovery rate than those submitted to a 60:45% gradient. No differences among
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groups were observed for fertilization rate. NS90 group showed higher cleavage rate than the
SY group, while groups NS60 and SX had similar rates to the others. Blastocyst rates at DG,
D7, D8 and D9 of culture was greater for group NS90, and similar among NS60, SX and SY
groups. Regarding embryo development kinetics, all groups showed similar developmental
stages on D6, D7, D8 and D9. The results suggest that although the sex-sorting procedure by
flow cytometry affected sperm characteristics, it did not cause a decrease on in vitro fertility.
In addition, differences in blastocyst rates between groups NS60 and NS90 indicated an effect

of sperm selection protocol on embryo production.

Key-words: Kinetics of development, Fertilization, sex of embryo, IVF.
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3 INTRODUCAO

Sexagem dos espermatozoides portadores do cromossomo sexual masculino
(Y) e do feminino (X) é uma alternativa extremamente interessante, principalmente para a
indUstria de producdo animal. Esse procedimento permite um maior ganho genético,
eficiéncia na producao e maior flexibilidade no manejo do rebanho, bem como o nascimento
de fémeas ou machos, dependendo da demanda do mercado, resultando também em um maior
ganho econdmico (Rumpf et al., 2000). Estas vantagens tém feito com que o uso de
espermatozdides sexados tenha aumentado consideravelmente nos Ultimos anos,
possibilitando uma producgéo de mais de 4 milhdes de palhetas de sémen em 2008, superando
0s 2 milhdes produzidos em 2007 (Sharpe & Evans, 2009).

Para a sexagem espermatica, diversas técnicas foram desenvolvidas a fim de
tornar o processo mais eficaz. Tais técnicas foram baseadas em caracteristicas dos
espermatozéides tais como: sensibilidade ao pH (Emmens, 1960), carga elétrica da superficie
da membrana (Kaneko et al., 1984), morfologia do nicleo e cabeca (Shettles, 1960),
antigenos de superficie (Koo et al., 1973) e diferenca no contetdo de DNA (Johnson et al.,
1987; 1989). No entanto, a aplicabilidade comercial da sexagem dos espermatozdides
depende do estabelecimento de uma metodologia que, minimize a perda de espermatozoides
durante a sexagem, nao reduza o poder fecundante dos mesmos, além de ser compativel com
0 processo de criopreservacao.

Até 0 presente, somente o procedimento em que a separacdo é feita por
citometria de fluxo tem se mostrado eficaz para uso comercial. Esse método baseia-se na
diferenga do contetdo de DNA dos espermatozdides, em que o cromossomo X do bovino
contém em torno de 4% a mais de DNA, quando comparado aos espermatozoides com

cromossomo Y (Almeida & Alvares, 2003).
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Entretanto, com a utilizagdo do sémen sexado por citometria de fluxo na
inseminacdo artificial (IA) e transferéncia de embrides (TE) tem-se alcancado taxas de
gestacdo ou de producdo de embrides inferiores quando comparadas as obtidas com sémen
ndo sexado (Seidel et al., 1999; Sartori et al., 2004; Shenck et al., 2005; Bodmer et al., 2005;
Andersson et al., 2006). Esses resultados sugerem que esta técnica pode gerar alguns danos
aos espermatozoides, provavelmente devido a exposicdo ao laser, grande pressdo na
passagem pelo citdmetro, queda em grande velocidade dentro do tubo de colheita e/ou
permanéncia durante algumas horas em temperatura ambiente antes de ser processado
(Chastant-Maillard & Druat, 2005).

Considerando estes aspectos, € necessario avaliar a qualidade ndo somente em
relacdo a acuracia da sexagem, mas também no que diz respeito a viabilidade dos
espermatozdides apds a descongelacdo das doses de sémen, ja que os possiveis danos sofridos
pela célula espermética durante o processo de sexagem podem ser responsaveis pela
diminuicdo nos indices de prenhez. No processo de producgdo in vitro de embrides (PIV),
apesar de menores indices de producdo de blastocistos serem observados quando
espermatozdides sexados sdo utilizados, essa ainda é a técnica mais viavel para gerar
descendentes com o sexo pré-determinado em bovinos (Faber et al., 2003). Isso porque na
PIV é possivel utilizar um menor nimero de espermatozéides para fecundar um grande
namero de ovdcitos, otimizando o uso de uma dose de sémen sexado que além de apresentar
maior porcentagem de células invidveis, também apresenta menor concetracdo de
ceélulas/dose.

Desta forma, mais estudos sdo necessarios para verificacdo de possiveis
alteracOes causadas na célula espermaética durante o processo de sexagem (Dell’Aqua Jr. et
al., 2006). Esse conhecimento permitird estabelecer procedimentos mais adequados para
melhorar o aproveitamento e os resultados quando da utilizagdo deste sémen na producdo de
embrides.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a qualidade estrutural e funcional da
célula espermatica apds sexagem por citometria de fluxo. Além disso, visou avaliar a cinética
de desenvolvimento de embriGes machos e fémeas a partir de ovocitos fecundados com

espermatozoéides sexados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes

Com excecdo daqueles especificamente indicados, todos os demais produtos

quimicos utilizados foram adquiridos da Sigma (Sto Louis MO, USA).

4.2 Delineamento Experimental

Sémen congelado de quatro touros da raca Nelore foi utilizado no presente
estudo. Para a producdo desse material experimental, um ejaculado de cada touro foi coletado,
e fracionado em trés partes. Uma destas foi congelada (sémen ndo sexado — Grupo NS) e as
outras duas foram separadas por citometria de fluxo para grupos contendo espermatozoéide
contendo xromossomo X ou Y (Grupo SX e Grupo SY, respectivamente) e posteriormente
congelada. Todo o procedimento foi realizado por empresa comercial (ABS Pecplan,
Uberaba, SP, Brasil), sendo o sémen adquirido desta empresa. O sémen foi entdo utilizado
para avaliacdo dos parametros espermaticos e PIV, sendo cada procedimento repetido em trés
diferentes manipulagdes. Em cada repeticdo, uma palheta de cada grupo (NS, SX e SY) foi
descongelada para avaliacdo das caracteristicas esperméticas antes e ap0s passagem pelo
gradiente de Percoll. Foi feita avaliagio da motilidade espermatica por sistema

computadorizado (CASA - computer-assisted semen analysis), aglutinacdo de cabeca,
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alteracbes morfoldgicas, integridade das membranas plasmética e acrossomal, capacitacdo
espermética e integridade da cromatina. Para PIV, 2271 complexos ovocitos cummulus
(COCs) foram maturados in vitro, sendo realizada a fecundacdo in vitro (FIV) de cada grupo
simultaneamente, utilizado um touro por manipulacéo, em um total de trés manipulacdes por
touro. Para controle da PIV, em todas as manipulagbes realizadas um quinto grupo foi
adicionado. Neste, os ovdcitos foram fecundados com sémen de um touro controle (TC) de
fertilidade in vitro conhecida e utilizado por anos no Laboratorio de Reproducdo Animal da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia como touro referéncia, sendo que somente

manipulagdes cujo TC apresentou resultado superior a 35% de blastocisto foram utilizadas.

4.3 Avaliacéo dos Parametros Espermaticos

4.3.1 Avaliacdo da cinética espermatica, morfologia e taxa de recuperacgao

A cinética espermética foi determinada pelo CASA. Para a avaliacdo da
motilidade, dois microlitros de sémen foram colocados na lamina de leitura (Leja® standard
count, SC20.01.04.B, 20 microns) sendo a amostra avaliada no aparelho modelo Ivos-
Ultimate 12 da Hamilton Thorne Biosciences, previamente ajustado (setup) para analise de
sémen bovino (Anexo A). No minimo, sete campos foram selecionados para a leitura e
analise. Os parametros de cinética esperméatica mensurados foram os seguintes: motilidade
total (%; MT), motilidade progressiva (%; MP), velocidade de trajeto (um/s; VAP),
velocidade retilinea (um/s; VSL), velocidade curvilinear (um/s; VCL), amplitude lateral de
cabega (um; ALH), freqliéncia de batimentos (Hz; BCF) e linearidade (%; LIN).

A morfologia das células espermaticas foi avaliada em preparacdo umida em
microscopio de contraste de fase sob imersdo com aumento de 1.000 x (Nikon Eclipse E200)
de acordo com Barth e Oko (1989). Para esta analise, consideraram-se as anormalidades de
cabeca, peca intermediaria e cauda. Foi feita contagem de 200 células e os resultados
expressos em porcentagem de espermatozoides normais.

Para avaliacdo de aglutinacdo de cabeca foi feita preparacdo Umida, semelhante

ao descrito para morfologia espermatica. Para esta andlise consideraram-se aglutinadas,
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cabecas agrupadas em duas ou mais células. Foi feita contagem de 200 células e os resultados
expressos em porcentagem.

A concentracdo espermatica também foi determinada no hematocitbmetro, na
diluicdo de 1:200. O resultado foi espresso em células espermaticas/mL, sendo os dados
utilizados para se obter a taxa de recuperacdo (quantidade de espermatozdides recuperados
apos passagem pelo gradiente de Percoll), sendo calculada a partir da formula: (Concentracao

final x Volume final) x (Concentracdo inicial x VVolume inicial)™ x 100.

4.3.2 Avaliacdo da capacitacgdo, integridade de membrana plasméatica, do

acrossoma e da cromatina

Para avaliacdo da capacitacdo foi utilizada técnica de coloracdo com
hidroclorido de clortetraciclina (CTC), modificado de Cormier et al. (1997). Amostra de
sémen (10 pL) foi diluida em uma solugdo de corante de CTC (15 pL) (Anexo B). Uma
aliquota de 10 pL de solugdo de corante com sémen foi colocada sobre uma lamina e coberta
com uma laminula. A amostra foi mantida em caixa contendo &gua para manter a umidade,
protegida da luz a temperatura de 4°C por aproximadamente 4 a 5 horas. Foram examinadas
200 células espermaticas em microscopio de epifluorescéncia (Axiophot Zeiss: Filtro de
comprimento de onda 494/517 excitacdo/emissdo). Foram considerados capacitados 0s
espermatozéides que apresentaram auséncia ou baixa fluorescéncia na regido pés acrossomal
e fluorescéncia brilhante na regido acrossomal (Figura 1).

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada utilizando o diacetato de 6
carboxifluoresceina (C-FDA) e iodeto de propideo (IP) (Molecular Probe®, Eugene, Oregon,
EUA), conforme descri¢do de Harrison e Vickers (1990). Uma amostra de s€émen (10 pL) foi
adicionada a solugao de corante (40 uL) (Anexo C) e incubada por 10 minutos em microtubo
protegido da luz. Uma aliquota de 10 pL de solugdo de corante com sémen foi colocada em
uma lamina coberta com uma laminula e observada em microscopio de epifluorescéncia
(Axiophot Zeiss: filtro de comprimento de onda de 395/420 nm excitagdo/emisséo). Foram
examinadas 200 células espermaticas por lamina, sendo classificadas de acordo com a
membrana espermética em: membrana integra (presenca de coloragdo verde na cabeca);

membrana semi-lesada (presenca de coloracdo verde e vermelha na cabeca); membrana lesada
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(presenca de coloracéo vermelha na cabega) (Figura 2). Para fins de andlise utilizaram-se 0s

percentuais de espermatozdides com membrana integra.

e

”

Figura 1. Espermatozéide corado com hidroclorido de clortetraciclina (CTC) apresentando
auséncia ou baixa fluorescéncia na regido po6s acrossomal e fluorescéncia brilhante na regido
acrossomal (padrdo capacitado), observado em microscopio de epifluorescéncia em aumento
de 100x.

Figura 2. Espermatozoides corados com diacetato de 6 carboxifluoresceina (C-FDA) e iodeto
de propideo (IP), demonstrando membrana plasmatica integra (A), membrana plasmatica
lesada (B) e membrana plasmatica semi lesada (C), observado em microscopio de
epifluorescéncia em aumento de 40x.

A integridade do acrossoma foi avaliada utilizando uma conjugacdo de

isoticianato de fluotresceina — FITC (sonda fluorescente) com lecitina de amendoim (peanut
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aglutinin — PNA) e IP, como descrito por Klinc e Rath (2007). Amostra de sémen (10 uL) foi
diluida em uma solucdo de corante (30 mL) (Anexo D) e incubada por 10 minutos. Uma
aliquota de 10 puL de solugdo de corante com sémen foi colocada sobre uma lamina e coberta
com uma laminula. Foram examinadas 200 células espermaticas em microscopio de contraste
de fase e microscopio de epifluorescéncia (Axiophot Zeiss: Filtro de comprimento de onda
494/517 excitacdo/emissdo). Os espermatozoides foram classificados em quatro categorias,
sendo: morto com acrossoma integro (presenca de coloracdo vermelha na cabeca e auséncia
de coloracdo no acrossoma); morto com acrossoma reagido (presenca de coloracdo vermelha
na cabeca e verde no acrossoma); vivo com acrossoma integro (auséncia de coloracdo na
cabeca e acrossoma); vivo com acrossoma reagido (auséncia de coloracdo na cabeca e

presenca de coloracdo verde no acrossoma) (Figura 3).

Figura 3. Fotografia em microscopia de contraste de fase (1) e epifluorescéncia (2) do mesmo
campo de leitura. Espermatozdide vivo com acrossoma integro (A) visualizado no contraste
de fase (1) ndo se apresenta corado com a conjugacdo de isoticianato de fluotresceina — FITC
(sonda fluorescente) com lecitina de amendoim (peanut aglutinin — PNA) e iodeto de
propideo (IP) quando avaliado em epifluorescéncia (2). Espermatozéide morto com
acrossoma reagido (B) visualizado no contraste de fase (1) apresenta-se corado com IP-PNA
em epifluorescéncia (2) em aumento de 40x.

A integridade de cromatina foi determinada usando coloragdo com
alaranjado de acridine. Dois esfregacos foram preparados para cada amostra, secados
em ar e fixados overnight em solucdo fixadora (metanol:acido acético, 3:1). As
laminas foram secadas em ar e incubadas em solugcdo tampéo (80 mmol/L de &cido

citrico e 15 mmol/L de Na2HPO4, pH 2,5) a 75°C por 5 minutos. Posteriormente, as



58

laminas foram coradas por 5 minutos com solucdo de alaranjado de acridine (0,2
mg/mL), &cido citrico (0,1 M) e fosfato di-sddico (0,3M; Anexo E) e analisadas no
mesmo dia em microscopio de fluorescéncia (450/530 nm excitacdo/emissao, filtro
09). Para todas as amostras, 500 células foram examinadas em cada lamina, em
aumento de 40x. Apenas espermatozodides que fluoresceram de verde foram

considerados tendo cromatina normal (Figura 4).

Figura 4. Espermatozoide corado com alaranjado de acridine, demonstrando espermatozéide
com cromatina integra (A) e cromatina lesada (B), observado em microscopio de
epifluorescéncia em aumentode 40 Xx.

4.4 Producdo de Embrides In Vitro

4.4.1 Recuperacao de ovocitos e maturacao in vitro

Ovérios de vacas mesticas (Bos taurus indicus x Bos taurus taurus) foram
coletados em abatedouro e transportados em solugdo salina (NaCl 0,9%) aquecida a 35°C,

suplementada com penicilina G (100 UI/mL) e sulfato de estreptomicina (50 pg/mL). Os
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COCs foram aspirados de foliculos de 2 a 8 mm de didmetro com escalpe 18 gauge. O liquido
folicular aspirado com os COCs foi depositado em tubo conico de 15 mL. Apés a
sedimentacdo, os COCs foram recuperados e selecionados com auxilio de esteriomicroscopio.
Somente os COCs que apresentavam citoplasma homogéneo e com pelo menos trés camadas
de células do cummulus, foram utilizados. Os COCs selecionados foram lavados e
transferidos, em ndmero de 25 a 30, para uma gota de 200 pL de meio de maturagdo sob 6leo
de silicone e incubados por 22 horas a 39°C em 5% de CO, em ar.

O meio de maturagdo consistiu em TCM 199 sais de Earl (Gibco BRL®)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 24 Ul/mL de horménio luteinizante (LH),
10 pg/mL de hormonio foliculo estimulante (FSH), 1 pg/mL de L-glutamina e 50 pg/mL de

estreptomicina.

4.4.2 Selecao espermatica

O sémen de cada touro foi descongelado a 37°C por 30 segundos em banho-
maria e as células espermaticas selecionadas por centrifugacdo em gradiente descontinuo de
Percoll 45 e 90% (grupo NS90 e TC) ou 45 e 60% (grupo NS60, SX e SY).

Para o grupo NS90 e TC, foi utilizado o protocolo descrito por Marinheiro et
al. (2009). As amostras de sémen foram colocadas sobre um volume total de 800 pL, sendo
400 pL de gradiente de Percoll 45% e 400 uL de gradiente de Percoll 90%, colocados em
microtubos de 2 mL e centrifugados a 5.400 g por 5 minutos. Apo6s a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e o pellet centrifugado por 5 minutos em SP-TALP a 5.400 g. O
pellet resultante foi ressuspendido com meio de fecundagéo (FEC) para avaliacdo espermaética
ou FIV.

Para os grupos NS60, SX e SY, foi utilizado protocolo de preparagédo
espermatica para sémen sexado, de acordo com Blondin et al. (2009) com modificagdes. Para
isto as amostras de sémen foram colocadas sobre gradiente de Percoll, constituido de 400 puL
de Percoll 45% e 400 pL de Percoll 60%, colocados em microtubo para centrifuga (1,7 mL),
sendo centrifugados a 700 g por 5 minutos. Apos centrifugacdo o sobrenadante foi descartado
e o pellet centrifugado por 2 minutos em 500 puL de meio FEC a 200 g. O sobrenadante foi
retirado e o pellet resultante foi homogeneizado, sendo utilizado para avaliacdo espermética
ou FIV.
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O meio de fecundacdo utilizado foi o TALP (Parrish et al., 1995),
suplementado com 2 mM de penicilina G sddica, 1 mM de hipotaurina, 250 mM de epinefrina

e 10 pg/mL de heparina.

4.4.3 Fecundagio in vitro e cultivo de embrides

Os ovocitos maturados foram transferidos para gotas de 50 uL (NS60, SX e
SY) ou 200 uL (NS90 e TC) de meio FEC. Apos a centrifugacdo no gradiente de Percoll, foi
realizada a contagem dos espermatozéides no hematocitbmetro, sendo que a concentracdo
final na gota de fecundacdo foi de 1 x 10° espermatozéides/mL. Espermatozdides e ovécitos
foram co-incubados por 18 horas a 39°C em 5% de CO, em ar, sendo o dia da inseminacao in
vitro considerado o dia zero (DO).

Ap0s a co-incubacdo, os possiveis zigotos foram transferidos para gotas de 200
uL de meio de fluido de oviduto sintético (SOF), e cultivados a 39°C em 5% de CO, em ar
por 9 dias. Os embrides foram avaliados no D2 (48 horas) po6s-inseminacdo (pi) quanto a
clivagem e D6, D7, D8 e D9 pi para determinacdo da cinética de desenvolvimento.

Para cultivo in vitro foi utilizado meio SOF suplementado com aminoacidos
essenciais e nao essenciais, 0,34 mM de sodium tri citrato, 2,77 mM myo-inositol e 5% de
SFB (SOFaaci) (Holm et al., 1998).

4.5 Avaliacdo da Taxa de Fecundacdo e do Estagio de Desenvolvimento

Embrionério

Para avaliacdo da taxa de fecundacdo dos provaveis zigotos foi utilizada a
coloragdo com lacmdide. Para isto, 18 horas pi, aproximadamente cinco estruturas de cada
gota/grupo foram retiradas e transferidas para uma gota de 200 puL de PBS, totalizando 294
estruturas, sendo aproximadamente 73 por grupo. Os provaveis zigotos foram completamente
desnudados e fixados em solugdo de etanol e acido acético glacial (3:1) por pelo menos 24
horas. Apos a fixagéo, os provaveis zigotos foram lavados e corados com solucao de lacmoide
1% em 4cido acético glacial 45% (Anexo F). A leitura das laminas foi realizada em
microscopio de contraste de fase sob imersdo com aumento de 1.000 x (Nikon Eclipse E200),

sendo classificados em: a) ndo fecundados (presenca de cromatina feminina e auséncia de
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cromatina masculina); b) fecundados (presenca de cromatina feminina e de espermatozoide no
citoplasma, cabega descondensada, pro-nucleo ou clivado); c) fecundado com polispermia
(presenca de cromatina feminina e duas ou mais cabecas descondensadas e/ou pro-nucleos).

A cinética de desenvolvimento embrionario de cada grupo foi referenciada
dando uma nota para cada estagio de blastocisto, sendo posteriormente feita uma meédia para
cada dia de desenvolvimento embrionario (dias 6, 7, 8 e 9), por grupo (NS90, NS60, SX e
SY), sendo: 5 blastocisto inicial; 6 blastocisto; 7 blastocisto expandido e 8 blastocisto

eclodido, similar ao utilizado por Souza et al. (2007).

4.6 Analise Estatistica

Para a analise estatistica das variaveis relacionadas as avaliacdes espermaticas
antes e ap6s o Percoll, utilizando uma estrutura de medidas repetidas com sujeito definido
como touro*tratamento, as taxas de clivagem e blastocistos em relacdo aos nimeros totais de
ovacitos e clivados, foi utilizado um modelo matematico que incluiu os efeitos fixos de touro,
tratamento e fase. Na andlise estatistica utilizou-se o procedimento GLIMMIX (anélise de
varidbcia) do programa SAS, sob a metodologia dos modelos lineares generalizados
considerando para as variaveis de propor¢do uma distribuicdo binomial e para as de contagem
uma Poisson, com fungbes de ligacdo logit e logaritmica respectivamente, de acordo com
Nelder e Wedderburn (1972).

A estrutura de correlacdes entre as medidas repetidas foi modelada com a
matriz de correlacdo auto-regressiva de primeira ordem e as comparagdes estatisticas foram
realizadas sobre as medias ajustadas pelo método dos quadrados minimos com uma
aproximacéo do teste de qui-quadrado.

Adicionalmente, obtiveram-se as correlacbes (método de Pearson) das

caracteristicas espermaticas com a taxa de blastocisto.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados

As caracteristicas da célula espermatica para os diferentes grupos antes e ap0s
a selecdo pelo Percoll sdo apresentados na Tabela 1 e 2. Nas caracteristicas avaliadas antes ou
apos a passagem pelo Percoll, nenhuma diferenca foi observada entre os grupos SX e SY para
todas as varidveis estudadas. As avaliacOes realizadas ap6s a descongelacdo, antes da
passagem pelo Percoll, mostraram que 0 sémen ndo sexado apresentou maior motilidade,
maior porcentagem de células com membrana integra e células vivas com acrossoma intacto
do que o sémen sexado.

Apo0s a passagem pelo gradiente de Percoll, o grupo NS (90 e 60) apresentou
maior motilidade, motilidade progressiva, porcentagem de células com membrana integra e de
células vivas com acrossoma intacto do que os grupos sexados X e Y. Foi observado um
efeito do gradiente de Percoll nas amostras de sémen ndo sexado, sendo que as amostras
submetidas ao gradiente de 90:45% apresentaram maior motilidade, maior porcentagem de
células com membrana intacta e menor taxa de recuperacao do que as submetidas ao gradiente
de 60:45% (Tabela 2). Para avaliagcdo da taxa de recuperagédo, a concentracdo das amostras
também foi avaliada, sendo que o nimero de espermatozdéides por palheta foi maior no sémen
ndo sexado (35,0 + 2,7 x 10°) do que no sémen contendo espermatozdide sexado X (2,4 + 0,8
x 10%) ou Y (2,2 + 0,4 x 10°).



Tabela 1. Porcentagem (média dos quadrados minimos =+
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EP) de espermatozdides modveis, com motilidade progressiva,

morfologicamente normais, com cabeca aglutinada, com membrana plasmaética, acrossomal e cromatina integros, de sémen ndo sexado
(NS), contendo espermatozdide sexado X (SX) e Y (SY) antes da passagem pelo gradiente de Percoll.

Vivo com

. Motilidade = Espermatozdides Cabeca Membrana Cromatina
Grupo N Motilidade . ) . ) acrossoma .
progressiva normais aglutinada integra . integra
integro
NS 12 58,0 + 3,0° 83+12 89.6+0,8 26+0,4 58,2 + 3,0° 60,9 + 3,3% 98,7 +0,1
SX 12 296+ 1,3° 93+0,9 91,2+0,7 1,4+0,3 36,0 +2,9° 37,1+33° 98,6 +0,1
4 12 26,2 +21° 6,8+1,1 88,9+0,8 0,8+0,2 36,4 +2,9° 375+33° 99,5+0,1

*®Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p < 0,05).

Tabela 2. Porcentagem (média dos quadrados minimos =+

EP) de espermatozdides mdveis, com motilidade progressiva,

morfologicamente normais, com cabeca aglutinada, capacitados, com membrana plasmaética, acrossomal e cromatina integros, de
sémen nao sexado em dois diferentes gradientes de Percoll (NS90 e NS60), contendo espermatozoide sexado X (SX) e Y (SY) ap0s
passagem pelo gradiente de Percoll.

Vivo com

- Motilidade Espermatozdides  Cabeca . Membrana Cromatina Taxa de

Grupo N Motilidade . . . Capacitado . acrossoma . «
progressiva normais aglutinada integra integro integra recuperacao
NS90 12 819+32° 402=+35° 95,2 + 0,6 257+46 331+137 779+25" 660+32%° 988+01 283+21°
NS60 12 704+29° 385=+30° 92,8+0,7 226+29 305+134 659+29° 610+33% 987+01 479+4,0°
SX 12 37,1+40° 103+24° 94,9 + 0,6 272+25 347+138 396+30° 378+33° 987+01 52,7+39°
Sy 12 434+32° 132+14° 935+0,7 251+25 324+136 413+30° 404+33° 0985+01 487+43°

ab<Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p < 0,05).
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A comparacéo das caracteristicas das células esperméticas avaliadas antes e apos a
selecdo pelo Percoll para os diferentes grupos € apresentada na Figuras 5. A passagem pelo
gradiente de Percoll ndo afetou a porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais e
com cromatina integra. J& para os parametros de motilidade e cabeca aglutinada, foi observado
um aumento apos selecdo pelo Percoll em todos os grupos estudados. Com rela¢do a motilidade
progressiva, apenas o0 sémen contendo espermatozdide sexado X ndo apresentou diferenca apos a
passagem pelo Percoll. Foi observado um aumento para a porcentagem de células com
membrana integra, apds a passagem pelo gradiente de Percoll, independente do protocolo
utilizado. Quando o sémen ndo sexado foi avaliado, a porcentagem de células vivas com
acrossoma integro, s6 apresentou um aumento quando a amostra foi submetida ao gradiente de
Percoll de 90:45%.

Nas Tabelas 3 e 4 sdo apresentados os parametros de movimento espermatico
fornecidos pelo sistema CASA, para os diferentes grupos antes ou apds a selecdo pelos gradientes
de Percoll. Na avaliacdo antes (Tabela 3) ou apds (Tabela 4) a passagem pelo Percoll, nenhuma
diferenca foi observada entre os grupos SX e SY para todas as varidveis estudadas. No entanto, o
grupo NS apresentou maiores valores de VCL, BCF e LIN do que os grupos SX e SY. O sémen
contendo espermatozoide sexado Y apresentou VSL semelhante ao grupo NS e SX, sendo 0 SX
superior ao NS.

Apos passagem pelo gradiente de Percoll, o sémen ndo sexado apresentou valores
semelhantes de VAP, VSL e LIN, independente do gradiente utilizado, sendo esses valores
superiores aos observados para 0s grupos sexados X e Y.

A selecdo pelo gradiente de Percoll ndo afetou nenhuma das caracteristicas
avaliadas pelo sistema CASA no sémen sexado (Figura 6). Entretanto, um aumento nos valores
de VAP, VSL, BCF e LIN e uma diminui¢do em VCL foram observados quando sémen nédo

sexado foi utilizado, independente do gradiente de Percoll.
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Figura 5. Proporcdo (média dos quadrados minimos + EP) de espermatozoides mdoveis, com
motilidade progressiva, morfologicamente normais, com cabe¢a aglutinada e com membrana
plasmaética, acrossomal e cromatina integras, antes e apds passagem pelo gradiente de Percoll de
sémen ndo sexado em dois diferentes gradientes (NS90 e NS60), contendo espermatozdide
sexado X (SX) e Y (SY). *"Diferentes sobrescritos na coluna de cada grupo, diferem (p < 0,05).
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Tabela 3. Valores (média dos quadrados minimos + EP) da cinética espermatica fornecidos pelo
sistema CASA para de sémen ndo sexado (NS), contendo espermatozoide sexado X (SX) e Y
(SY) antes da passagem pelo gradiente de Percoll.

Grupo N VAP VSL VCL ALH BCF LIN
(um/s) (um/s) (um/s) (um) (Hz) (%)
NS 12 457+11 303+10° 65+02° 57+08 233+09° 387+14°
SX 12 449+12 350+10° 46+02° 56+08 285+09° 443+14°
4 12 419+13 328+10™ 47+02° 56+08 275+09° 425+14°

VAP — velocidade de trajeto

VSL - velocidade retilinea

VCL - velocidade curvilinear
ALH — amplitude lateral de cabega
BCF — frequéncia de batimentos
LIN - linearidade
*PDiferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p < 0,05).

Tabela 4. Valores (média dos quadrados minimos + EP) da cinética espermatica fornecidos pelo
sistema CASA de sémen ndo sexado em dois diferentes gradientes de Percoll (NS90 e NS60),
contendo espermatozdéide sexado X (SX) e Y (SY) apds passagem pelo gradiente de Percoll.

Grupo N VAP VSL VCL ALH BCF LIN
(nm/s) (um/s) (nm/s) (um) (Hz) (%)
NS9O 12 61,6+1,0°0 616+10° 44+02 46+08 350+09° 529+14°
NS60 12 595+1,1° 595+10*° 45+02 44+08 333+09*" 503+14°
SX 12 41,1+12° 411+10° 45+02 45+08 321+09° 450+14°
SY 12 438+13° 438+10° 47+02 46+08 309+09° 422+14°

VAP — velocidade de trajeto

VSL — velocidade retilinea

VCL - velocidade curvilinear
ALH — amplitude lateral de cabeca
BCF — frequéncia de batimentos

LIN - linearidade

*PDiferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p < 0,05)
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Figura 6. Valores (média dos quadrados minimos + EP) da cinética espermatica fornecidos pelo
sistema CASA antes e ap6s passagem pelo gradiente de Percoll de sémen ndo sexado em dois

diferentes gradientes (NS90 e NS60), contendo espermatozéide sexado X (SX) e Y (SY).
“PDiferentes sobrescritos na coluna de cada grupo, diferem significativamente (p < 0,05).

Para avaliar a taxa de fecundacdo, 294 possiveis zigotos foram utilizados, ndo

havendo diferenca entre os grupos para essa variavel (Figura 7). Quanto a avaliacdo dos

fecundados, constatou-se que a maioria dos zigotos apresentava a cromatina masculina em

estagio de pré nucleo as 18 horas pi, ndo sendo observada diferenca entre os grupos para qualquer

um dos estagios encontrados (Figura 8).
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Figura 7. Porcentagem (média dos quadrados minimos + EP) de ovocitos fecundados 18 horas pi
utilizando sémen ndo sexado em dois diferentes gradientes de Percoll (NS90 e NS60), contendo
espermatozéide sexado X (SX) e Y (SY), ndo sendo encontrada diferenca (p > 0,05) entre os
grupos (ovocitos fecundados/ovacitos inseminados).
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Figura 8. Distribuicdo (média dos quadrados minimos + EP) da cromatina masculina em zigotos
18 horas pi, utilizando sémen ndo sexado em dois diferentes gradientes de Percoll (NS90 e
NS60), contendo espermatozodide sexado X (SX) e Y (SY), ndo sendo encontrada diferenca (p >
0,05) entre os grupos para qualquer estagio da cromatina masculina.
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O grupo ndo sexado submetido ao gradiente de Percoll 90:45%, apresentou maior
taxa de clivagem do que o grupo SY, enquanto que os grupos ndo sexado submetido ao ao
gradiente de Percoll 60:45% e SX foram semelhantes aos demais (Tabela 5). A taxa de
blastocisto dos dias 6, 7, 8 e 9 de cultivo foi maior no grupo NS90 do que no NS60, SX e SY. A
mesma diferenca foi observada quando a taxa de blastocisto em relacdo ao nimero de ovdcitos
clivados foi avaliada (Tabela 6). Na PIV realizada simultaneamente aos tratamentos, utilizando o
touro controle do laboratério, a média + EP da taxa de clivagem foi de 80,3 + 4,1 e a da taxa de
producdo de blastocisto nos dias 6, 7, 8 e 9 de cultivo foi de 18,5 + 3,2, 38,8 +3,9, 43,7 £ 40 ¢
44,5 £ 4,1, respectivamente (Anexo G).

Tabela 5. Taxa de clivagem e producéo de blastocisto nos dias 6, 7, 8 e 9 de cultivo em relagéo
nimero total de ovdcitos (média dos quadrados minimos + EP), p6s fecundacdo in vitro,
utilizando sémen ndo sexado em dois diferentes gradientes de Percoll (NS90 e NS60), contendo
espermatozdide sexado X(SX) e Y(SY).

Grupo Ovdcitos Clivagem D6 D7 D8 D9

NS90 549 59,6 +3,8° 11,7+23" 291+34% 349+36% 351+3,6°
NS60 516 536+36 59+17° 193+30° 222+32° 231+32°
SX 431 524+42* 55+18° 164+31° 181+33° 203+33°
4 481 45,0 + 4,0 34+14°  120+26° 148+29° 159+34°

*PDiferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p < 0,05).

Tabela 6. Taxa de blastocisto nos dias 6, 7, 8 € 9 de cultivo em relagdo ao nimero de ovocitos
clivados (meédia dos quadrados minimos + EP), pds fecundacdo in vitro, utilizando sémen néo
sexado em dois diferentes gradientes de Percoll (NS90 e NS60), contendo espermatozoéide

sexado X(SX) e Y(SY).

Grupo Ovacitos D6 D7 D8 D9
NS90 331 19,3 +3,7° 493 + 4,9 57,6 + 4,9 59,7 + 4.9
NS60 281 10,7 + 3,0° 359+51° 41,7+5,3" 435+53"
SX 228 10,6 + 3,5 31,9+55° 35,3 +5,6° 39,7 +58°
Sy 215 75+31° 26,6 +5,4° 329+58° 354 +59°

*Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p < 0,05).
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Com relagdo a cinética de desenvolvimento embrionario, ndo foi observada

diferenga entre 0s grupos no estagio do embrido nos dias 6, 7, 8 e 9 pi (Figura 9).

—— NS90 —=— NS60 SX SY

Estégio de
desenvolvimentc

8 9

Dias pds inseminacao in vitro

Figura 9. Distribuicdo (média dos quadrados minimos + EP) do estagio de desenvolvimento
embrionario utilizando sémen ndo sexado em dois diferentes gradientes de Percoll (NS90 e
NS60), contendo espermatozdide sexado X (SX) e Y (SY). Sendo: 5 = Blastocisto inicial; 6 =
Blastocisto; 7 = Blastocisto expandido; e 8 = Blastocisto eclodido.

Na tabela 7 estdo apresentadas as correlaces de Pearson das variaveis
espermaticas apds passagem pelo gradiente de Percoll e a taxa de blastocisto em D8 em
relacdo ao nimero de ovocitos fecundados. Foi observada correlagdo positiva e significativa
para motilidade, motilidade progressiva, membrana integra e os valores de VAP, VSL e LIN
avaliados pelo sistema CASA. No entanto, todas as correlacdes encontradas foram de média

intensidade, com amplitude entre 0,48 e 0,53.
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Tabela 7. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre diferentes variaveis espermaticas apos
passagem pelo gradiente de Percoll e taxa de producgéo de blastocisto em D8

Variaveis correlacionadas com taxa de blastocisto r P

Motilidade 0,51 0,04
Motilidade progressiva 0,53 0,03
Espermatozoides normais -0,17 0,5
Membrana integra 0,47 0,05
Vivo com acrossoma integro -0,06 0,8
Cromatina integra 0,34 0,19
Velocidade de trajeto (VAP) 0,48 0,05
Velocidade retilinea (VSL) 0,49 0,05
Velocidade curvilinear (VCL) 0,36 0,16
Amplitude lateral de cabeca (ALH) 0,04 0,87
Frequencia de batimento (BCF) 0,34 0,19
Linearidade (LIN) 0,48 0,05

5.2 Discussao

O sémen sexado vem sendo amplamente utilizado como método de determinagédo
do sexo dos descendentes, e seu uso associado a PIV apresenta-se atualmente como uma das mais
vantajosas associacdes entre biotécnicas (Faber et al., 2003). No entanto, muitos estudos relatam
uma menor fertilidade do sémen sexado em relacdo ao ndo sexado tanto in vivo como in vitro
(Seidel et al., 1999; Lu et al., 1999; Sartori et al., 2004; Bodmer et al., 2005; Andersson et al.,
2006; Bermejo-Alvarez et al., 2008; Seidel & Schenk, 2008). Desta forma, o presente estudo,
objetivou avaliar a viabilidade estrutural e funcional do sémen bovino sexado por citometria de
fluxo.

Apos a descongelacéo, a proporcdo de espermatozdides moveis, com membrana
integra e vivos com acrossoma integro foi menor para o sémen sexado quando comparado ao nao

sexado. Estes resultados ja eram esperados, considerando que uma menor fertilidade do sémen
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apos sexagem por citometria de fluxo tem sido relatada por diversos autores, tanto in vivo (Sartori
et al., 2004; Shenk et al., 2005; Andersson et al., 2006), como in vitro (Lu et al., 1999; Wilson et
al., 2006; Morton et al., 2007; Bermejo-Alvarez et al., 2008).

A queda na motilidade observada no sémen sexado pode ser causada, por
exemplo, pela exposicdo ao corante Hoechst 33342, devido a sua toxicidade como ja
demonstrado em espermatozoide humano (Watkins et al., 1996) e bovino (Hollinshead et al.,
2004). E importante ressaltar que, uma vez ligado ao DNA, o corante permanece por longo
periodo incorporado a0 mesmo, 0 que poderia agravar a sua toxicidade. Isto foi constatado neste
estudo, uma vez que ao se fazer as avaliagGes espermaticas em microscopio de fluorescéncia, foi
observado que os espermatozéides sexados ainda apresentavam-se corados com Hoechst, mesmo
apos serem descongelados, lavados e submetidos a passagem pelo gradiente de Percoll. Além
disso, o efeito da exposicdo ao corante e posteriormente ao laser pode diminuir a atividade
mitocondrial, o que foi demonstrado em ovdcitos bovinos (Smith, 1993). Esse tipo de dano
também poderia explicar a queda da motilidade observada nos espermatozéides sexados, uma vez
que a funcdo das mitocondrias é produzir ATP como fonte de energia metabdlica para o
movimento das células espermaticas (Manella, 2000).

Outra caracteristica fisica afetada pelo processo da sexagem foi integridade da
membrana. Essa alteracdo pode ser devido ao estresse mecanico sofrido pelo espermatozéide
(Garner, 2006), visto que ja foi demonstrado que uma diminuicdo da pressdo durante 0 processo
de sexagem aumentou a sobrevivéncia de espermatozéides sexados e, consequentemente a taxa
de fecundacdo (Suh et al., 2005) e de gestacdo (Schenk et al., 2009). No entanto, apesar da menor
pressdao minimizar os danos no espermatdide, ela pode comprometer a acuracia da sexagem,
sendo que em algumas espécies torna a célula incapaz de se orientar corretamente no aparelho
(Garner, 2006).

O presente estudo também detectou uma menor porcentagem de células vivas com
acrossoma intacto nas amostras de sémen sexadas, provavelmete devido aos mesmos fatores
responsaveis pela diminuicdo de motilidade e da integridade da membrana. Uma maior (Mocé et
al., 2006) ou igual (Klinc et al., 2007; Blondin et al., 2009) porcentagem de células com
acrossoma reagido no sémen sexado que no nao sexado também foram observadas. Essa variacao
nos resultados sugere que pode existir uma sensibilidade individual de touro ao processo de

sexagem. Além disso, a técnica utilizada para identificacdo do acrossoma nos diferentes
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trabalhos, também pode influenciar a porcentagem de deteccdo da reacdo acrossomal (Carvalho
et al., 2008).

E importante ressaltar que os danos aos espermatzdides podem no ser devido
diretamente ao processo de sexagem, mas sim também ao processo de congelacdo, de forma que
a sexagem apenas tornaria 0s espermatozoOids mais sensiveis a futuras injurias. Isto foi
demonstrado por diversos trabalhos avaliando sémen sexado fresco e criopreservado, sendo que 0
processo de congelacédo, e ndo a sexagem gerou danos a membrana do espermatozoide (Mocé et
al., 2006; Blondim et al., 2009).

Apesar dos resultados com relagdo ao efeito da sexagem na integridade da
cromatina serem controversos (Boe-Hanson et al., 2005; Blondin et al., 2009) o presente estudo
mostrou ndo haver diferenca nessa caracteristica entre 0 sémen sexado e 0 ndo sexado. Tem sido
demonstrado que espermatozdides submetidos a irradiacdo por UV ndo perdem a capacidade de
fecundar, mas que a capacidade funcional da cromatina € afetada (Bordignon & Smith, 1999).
Portanto, resultados encontrados em nosso trabalho, em que o processo de sexagem ndo induziu
alteracdo na cromatina, foi inesperado. E comprovado que a maior estabilidade da cromatina do
espermatozéide bovino, seja devido principalmente a uma maior proporcdo de protaminas e de
apenas um tipo comparado a outros mamiferos que possuem menor proporcao e dois tipos de
protaminas (Beletti et al., 2005), seja responsavel pela resisténcia a UV. Além disso, a técnica
utilizada nesse estudo para avaliar as alteracdes da cromatina pode ndo ter sido a mais indicada,
considerando que essa detecta menos problemas de alteracdo de DNA do que, por exemplo, a
técnica de TUNEL (Martins et al., 2007).

O objetivo desse estudo além de avaliar o efeito do processo de sexagem nas
caracteristicas fisicas de espermatozéides bovinos, foi também avaliar o seu efeito nas
caracteristicas funcionais utilizando a PIV como ferramenta. Portanto, para essa avaliacdo o
sémen foi submetido aos procedimentos ja estabelecidos para essa biotécnica. JA que o sémen
utilizado para fecundar ovocitos é previamente selecionado, na maioria dos laboratorios, atraves
da passagem por um gradiente de Percoll, a avaliacdo das caracteristicas espermaticas apos essa
selecdo, foi também realizada.

As diferencas entre sémen sexado e ndo sexado observadas apos a descongelacéo
foram mantidas ap6s a passagem pelo gradiente de Percoll. Sendo que ao se comparar as

avaliacOes antes e ap0s a passagem pelo gradiente de Percoll, os efeitos mais marcantes em todos
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0s grupos foram na motilidade e na percentagem de cabeca aglutinada. O efeito do gradiente de
Percoll na selecdo de espermatozdides com melhora na porcentagem de espermatozdides méveis
em uma amostra de sémen tem sido relatado por varios autores (Parrish et al., 1995; Tanghe et
al., 2002; Trentalance & Beorlegui, 2002; Cesari et al., 2006; Alomar et al., 2008; Marinheiro et
al., 2009). A aglutinacdo de cabeca, por sua vez, esta relacionada a capacitacdo espermatica, que
poderia ser induzida pela passagem pelo gradiente de Percoll (Trentalance & Beorlegui, 2002;
Cesari et al., 2006). O grande aumento de cabeca aglutinada encontrada em todos 0s grupos apos
o gradiente de Percoll sugere este efeito. No entanto, isto ndo pode ser confirmado no presente
estudo, pois a presenca do diluente e criopotetores impedem a realizacdo da técnica de CTC,
antes da passagem pelo gradiente Percoll. Também tem sido sugerido que a capacitacdo pode ser
induzida pelo processo de sexagem (Maxwell et al., 1997), o que também néo foi identificado
neste estudo, ja que a porcentagem de células capacitadas foi semelhante em todos os grupos
avaliados. Apesar disso, esse efeito ndo pode ser excluido, ja que neste estudo a reagdo do
acrossoma, que ¢ a etapa final dos multiplos eventos que ocorrem na capacitacdo (Blondin et al.,
2009), foi afetada pela sexagem, sendo a percentagem de espermatozoides vivos com membrana
e acrossoma integros maior no sémen ndo sexado do que sexado. A capacitacdo, assim como as
outras caracteristicas avaliadas, tem sido amplamente estudada por diversos autores (Thundathil
et al., 1999; Trentalance e Beorlegui, 2002; Gillan et al., 2008; Mocé & Grahan, 2008) na
tentativa de correlaciona-la com a taxa de fecundacéo e de blastocisto, sendo os resultados muito
variaveis.

Puglisi et al. (2004) relatam que a capacitacdo esta relacionada com a habilidade
do espermatozoide de se ligar a zona pellcida e a velocidade de penetracdo do espermatozéide no
ovocito. Essa afirmativa foi comprovada em nosso estudo, em que a porcentagem de
espermatozoéides capacitados, 0 estagio de descondensagdo da cromatina e porcentagem de
ovocitos fecundados 18 horas pi ndo diferiu entre os grupos. Estes resultados sao semelhantes aos
encontrados por Lu et al. (2004) e Morton et al. (2007), sugerindo que a penetragdo do
espermatozdide no ovécito ndo é afetada pelo processo de sexagem.

Apesar da taxa de fecundagéo ter sido semelhante, a producgédo de blastocisto do
grupo ndo sexado submetido ao gradiente de Percoll 90:45% foi superior a todos 0s outros.
Nenhum efeito do processo de sexagem foi observado também na taxa de clivagem e blastocisto

considerando o sémen ndo sexado submetido ao gradiente Percoll 60:45% como nosso controle.
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A maior taxa de blastocisto no grupo NS90 pode ter sido devido a uma melhor selecdo, que
resultou em maior porcentagem de células moveis e com membrana integra. Curiosamente, esse
fato ndo afetou a fecundacdo, mas sim o desenvolvimento embrionario posterior. Entretanto, esse
mesmo efeito ndo foi observado no grupo NS60 em relacdo ao SX e SY, que apesar de apresentar
maior motilidade e mais células com membrana integra ndo mostrou diferenca na taxa de
blastocisto.

A partir destes resultados, questiona-se se 0 uso do sémen sexado selecionado em
gradiente de Percoll de 90:45% apresentaria uma melhor producdo de embrifes do que em
gradiente de Percoll de 60:45%, ou se diferencas entre o sexado e 0 ndo sexado seriam
detectadas. Para responder a essa questdo, sémen sexado e ndo sexado de um mesmo ejaculado
deveriam ser comparados utilizando os diferentes protocolos de gradiente Percoll. Esse tipo de
informacdo € inexistente na literatura. Os estudos que comparam sémen sexado, em geral,
utilizam o protocolo de rotina do gradiente Percoll (90:45%) (Wilson et al., 2006; Morton et al.,
2007; Bermejo-Alvarez et al., 2008) ou quando usam um protocolo diferenciado para o sémen
sexado (60:45%), esse também é utilizado no grupo controle (Blondin et al., 2009). Além disso,
alguns trabalhos usam como controle sémen ndo sexado de touros diferentes ou de partidas
diferentes (Palma et al., 2008), o que também pode comprometer o resultado. Em contraste, as
amostras utilizadas no presente trabalho foram todas processadas dos mesmos ejaculados, o que
torna esse resultado diferenciado em relagdo a outros estudos. H& evidéncias demonstrando a
importancia de se comparar diferentes protocolos de preparacdo espermatica e estabelecer o mais
adequado para PIV utilizando sémen sexado, que garanta as melhores taxas de blastocisto.

Devido ao grande nimero de doses necessarias e ao alto custo que representa ndo
foi realizada a comparacao entre sémen sexado e ndao sexado utilizando os dois protocolos de
gradiente Percoll. Entretanto, alguns fatores devem ser considerados para utilizagdo do sémen
sexado em gradiente de Percoll de 90:45% na busca de uma melhor producdo de embrides. Uma
dose que contém menor concentracdo espermatica com menor motilidade e padrdo de movimento
pos-descongelacdo diferentes de uma dose de sémen ndo sexado, quando submetida a uma
selecdo mais rigorosa resultaria em uma menor taxa de recuperacdo limitando o uso dessa dose
para um pequeno numero de ovdcitos. Isto poderia ser resolvido descongelando mais doses de

sémen sexado em cada manipulacdo. No entanto, o elevado custo da dose de sémen sexado
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acarretaria em um aumento significativo do custo de produgdo, o que poderia inviabilizar o
processo, mesmo gque uma maior porcentagem de embrides fosse alcancada.

A porcentagem de células moveis e com membrana integra juntamente com
motilidade progressiva e alguns parametros avaliados pelo sistema CASA, tiveram correlacédo de
media intensidade com a taxa de blastocisto, sendo o grupo NS90 o que apresentou melhores
valores para estas caracteristicas, tendo também a maior taxa de blastocisto. Entretanto, ndo foi
possivel explicar a correlacdo das caracteristicas espermaticas afetadas pela sexagem com a taxa
de producdo de embrido quando o gradiente Percoll 60:45% foi utilizado. Nesse caso, 0 grupo
NS60 apresentou valores superiores em relacdo ao grupo SX e SY para as caracteristicas
espermaticas que tiveram correlacdo com a taxa de blastocisto. Porém, a taxa de clivagem e de
producdo de blastocisto foram semelhantes entre eles. Estudos mais especificos das correlacfes
espermaticas e taxa de producdo de blastocisto devem ser realizados, uma vez que as
caracteristicas antes e apés a selecdo de gradiente Percoll podem ser variadas, com influéncia de
touro e protocolos utilizados, sem que haja uma clara relagdo com a taxa de clivagem e
blastocisto (Alomar et al., 2006).

Outra diferenca na PIV foi encontrada ao se comparar a taxa de blastocisto entre
0s grupos em relacdo ao numero de ovécitos clivados. Foi observado que no grupo ndo sexado
utilizando gradiente de Percoll 90:45% uma maior porcentagem dos ovdcitos que clivaram, se
desenvolveram até o estagio de blastocisto, sugerindo uma maior porcentagem de embribes
degenerados nos grupo sexados e no NS60, ndo havendo portanto diferenca do sexado para o
controle. Esses resultados diferem dos obtidos por Sartori et al. (2004) que mostraram uma alta
taxa de embrides degenerados em novilhas superovuladas, quando sémen sexado foi comparado
ao n&o sexado.

Outra variavel estudada juntamente com a taxa de blastocisto foi a cinética de
desenvolvimento embrionario. De acordo com alguns autores (Avery et al., 1991; Lu et al., 1999;
Gutiérrez-adan et al., 2000) embribes machos produzidos in vitro, se desenvolvem mais
rapidamente do que embrides fémeas durante os 7 a 8 primeiros dias apos a fecundagdo. No
presente estudo, assim como em outros trabalhos (Grisart et al., 1995; Holm et al., 1998; Morton
et al., 2007), ndo houve diferenca na cinética de desenvolvimento de embrides produzidos com
sémen sexado macho, fémea ou ndo sexado. Esta variacdo nos resultados pode ser devida a

influéncia de touros, de protocolos utilizados para FIV ou componentes nos meios de cultivo
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(Peippo et al., 2001). Outro aspecto interessante é que na producdo comercial de embrides PIV
em geral ocorrre um maior nascimento de produtos do sexo masculino, sendo que muitos autores
citam que uma maior percentagem de embrifes machos se desenvolvem e que o embrido fémea
seria mais sensivel a manipulacéo in vitro. Esse fato ndo foi comprovado no presente estudo,
sendo os embries produzidos com sémen contendo espermatozdide sexado Y 0s que menos se
desenvolveram apresentando cerca de 10% a menos de blastocisto do que o NS60 e cerca de 5%
a menos do que utilizando sémen contendo espermatozoide sexado X.

Os resultados do presente estudo mostraram claramente um efeito do protocolo de
selecdo espermética em diversas varidveis de avaliacdo espermética e na PIV. Esse efeito ndo
pode ser explicado somente pela selecdo de espermatozdides mais moveis e mais integros. E
possivel que o gradiente 90:45% selecione células com caracteristicas adicionais que ndo foram
avaliadas no presente estudo.

Como ja mencionado e mostrado por diversos autores todos os procedimentos
utilizados no processo de sexagem podem afetar caracteristicas do espematozdide e causar uma
reducdo da fertilidade. Entretanto, neste estudo essa reducdo na fertilidade n&o foi observada. E
posssivel que a reducdo da motilidade e da porcentagem de células com acrossoma e membrana
intactos claramente causada pelo processo de sexagem possam ndo ser tdo cruciais para as
condicBes in vitro em que os espermatozoides sdo colocados diretamente em contato com o
ovacito. Mas poderiam explicar a reducdo na fertilidade in vivo utilizando 1A, em que as
condicdes a que os espermatozdides sao submetidos sdo bastante distintas. Outro aspecto a ser
considerado ¢ a possibilidade da sexagem causar algum dano que néo foi possivel detectar com as
avaliaces realizadas no presente estudo. Ou seja, que ndo sejam visiveis morfologicamente no
estagio de blastocisto em D9, mas que venham a se manifestar posteriomente na taxa de prenhez.
AlteracGes tais como maior proporcdo de mitocondrias imaturas e lesdo de membrana nuclear
(Palma et al.,, 2008) e reducdo na expressdo de genes relacionados ao desenvolvimento
embrionario (Morton et al., 2007) foram identificadas em embrides produzidos com sémen
sexado quando comparados aos produzidos com sémen ndo sexado, e poderiam afetar este
embrido em um estagio mais avancado do desenvolvimento. Estas alteracdes puderam ser
confirmadas em um estudo realizado por Bodmer et al. (2005), que detectaram maior perda
embrionaria entre 30 e 90 dias ap6s IA com sémen sexado em relacdo ao ndo sexado em vacas e

novilhas, apesar da taxa de concepc¢do ter sido semelhante. Outro fator que também deve ser
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considerado é que o sémen de alguns touros é mais afetado negativamente pelo processo de
sexagem do que de outros, apresentando diferentes taxas de blastocisto (Blondin et al., 2009).
Considerando que todas as amostras de sémen utilizadas no presente estudo foram adquiridas em
uma central comercial, é possivel que seja feita uma selecdo prévia na prépria central daqueles
touros cujas células espermaéticas sejam mais resistentes ao processo de sexagem, apresentando
taxa de fertilidade in vitro semelhante & do néo sexado.

E importante ressaltar também que desde o desenvolvimento da técnica na década
de 80, esta vem sendo constantemente aprimorada pelas empresas através de modificacdes nos
parametros do aparelho, tais como tempo de exposicdo ao Hoechst, pressdo da sexagem,
velocidade de passagem do espermatozdide e angulacdo da incidéncia do laser. Desta forma, uma
nova geracdo de citdmetros e sistemas de laser estdo sendo continuamente pesquisados, visando a
obtencdo de celulas com melhor viabilidade espermatica apds sexagem. Portanto, com essas
modificacbes é possivel que os problemas causados pelo processo tenham sido reduzidos nos

altimos anos.
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6 CONCLUSAO

O processo de sexagem por citometria de fluxo afeta algumas caracteristicas
estruturais da célula espermatica, mas ndo afeta a sua capacidade de produzir embrides in vitro.
Além disso, a cinética de desenvolvimento de embrides machos e fémeas produzidos in vitro é

semelhante.
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ANEXO

Anexo A. Setup do Hamilton Thorne Biosciences (IVOS-Ultimate 12)
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o Caracteristica Ajuste
e  Captura de imagens

NuUmero de imagens adquiridas por CAMPO.........cccverveereereereereesieeseennens 30

Taxa de aquiSIGE0 das IMAGENS........ccerereririiieee e 60 Hz
e Deteccdo da célula

Contraste minimo da CEIUIA  .......cccoveveiiiiceeeee e 80

Tamanho Minimo da CElula...........c.ccoveiieiiii i 5 pix
e  Células progressivas

Velocidade de trajeto (VAP) ... e 50,0 um/s

Retilinearidade (STR).....cooiiiiiiiiiiieee s 70%
e Valor de corte VSL para células lentas.............ccocevevniienninieneinenenns 10 um/s
e Padrdo

Tamanho da CElUa............coooiiiie e 5 pix

Intensidade da Celula............ccoovviiiiiii e, 70
e  Setup Optico

INEENSIAATE. ..o 2000 - 220

(0] 11 TSRS 50-55
* THPOUE CAMAA ..ot eneenes Leja®
L < 10101 o L0 U PRPT PR OPRPR 37°C

®  SeleGAOD d& CAMPOS. .....eiuviiiiiiiiciieee et Manual
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Anexo B. Solucéo do teste de capacitacédo pela Clortetraciclina (CTC)

B.1 Solugéo de 1,4-Diazabicyclo [2.2.2.] Octane, DABCO: 0,22 M

@ PBS PH 7/ttt 10 mL
o DABCO (Sigma-D2522).......cccoiiiiiiieiieeeieseene e 0,247g

Obs: - aliquotar em volumes de 60 pL e conservar a -20°C

B.2 solucéo de glutaraldeido (50%) em TRIS (2,5M)

@ TRIZMA BASE ..ottt 0,302 g
¢ AQUAMIlE Quueeee et 1000 pL
e Solucdo de Glutaraldeido 5...........cooeiiiiiiiineee s 1000 puL

Obs:-preparar diariamente

B.3 solucéo estoque de TRIS-NaCl : 20mM/130mM; pH 7,8)

@ TRIZMA BASE ..ottt 1,21 g
©  NACH .. 3,80
¢ AQUAMIE Quoeoeeeee et 500 mL

Obs:- aliquotar em volumes de 10 mL e conservar a -20 °C

B.4 Solucéo de trabalho de CTC

o  Solucdo estoque de TRIS-NACH.........cccooiiiiiiiiiiie e 10 mL
8 T C ettt bttt anes 0,0038 g
L I O 1) =1 [ - 0,0088 g

Obs:-preparar diariamente e estocar a 4°C, protegido da luz



88

Anexo C. Solucdo para avaliacdo da integridade de membrana plasmatica

C.1 Solugéo estoque de IP (0,75 mM) — Solucéo |

®  SOIUGED SAIING 0,9%0......ciieiiieieiee et 20 mL

Obs: - aliquotar em volumes de 10 uL e conservar a -20°C protegido da luz

C.2 Solucéo esoque de C-FDA — Solucéo 11

Obs: - aliquotar em volumes de 10 pL e conservar a -20°C protegido da luz

C.3 Solucao estoque de formaldeido — Solucéo 111

o FOrmMAldeido 40%0........ciiiieieiieie st 4 mL
®  SOIUGAD SANING 0,9%0......ccieieieieiccie ettt 96 mL
C.3 Solucao estoque de citrato de sddio 3% - Solucédo IV

®  Citrato de SOUIO ......c.eeiveeciecie e ere s 30

o SOIUGAD SAIING 0,9%0......ccieeeieieiccie et e 100 mL

C.4 Solucao de trabalho de C-FDA

L To ] 1oz Uo N OSSR R USRI 2%
LI 1o [FTox (o N I PSRRI 1%
®  SOMUGAOD T 1%
L 1o | (1o Lo AV SR 96 %

Obs:-preparar diariamente e estocar a 4°C, protegido da luz



89

Anexo D. Solucdo para avaliacdo da integridade acrossomal

D.1 Solucgéo estoque de IP (0,75 mM) — Solugéo |

e SOIUGAOD SAIING 0,9%0.......ccciiiiieiecie e 20 mL

Obs: - aliquotar em volumes de 10 uL e conservar a -20°C protegido da luz

D.2 Solucéo esoque de PNA — Solucéo Il

o Tampao FOSTatO (PBS)........ccciiiiiieiecie et s 1mL

Obs: - aliquotar em volumes de 10 pL e conservar a -20°C protegido da luz

D.3 Solucéo estoque de formaldeido — Solucéo 111

o FOrmaldeido 4090.........ccccueriiieiiiiiesieiee e s 4 mL
o SOIUGAOD SAlINA 0,9%0.......cccuiiiieeiicce e 96 mL
D.4 Solucéo estoque de citrato de sodio 3% - Solucéo 1V

®  CItrato d SOUIO ...ocveeieeeiecec et 30

o SOIUGAOD SAlINA 0,9%0.......cccuiiieeeie et 100 mL

D.4 Solucéo de trabalho de PNA

L To ] [1Tox Uo N OSSP UP PR 2%
LI 1o [FTox (o N I PSRRI 1%
®  SOMUGEOD T bbb 1%
L 1o | (1o To AV TSRS 96 %

Obs:-preparar diariamente e estocar a 4°C, protegido da luz
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Anexo E. Solucéo para avaliacédo da integridade de cromatina

E.1 Solucgéo fixadora

° IVIBTANON ...ttt 30 mL
@ ACIAO ACELICO...eeeveeeeeee oo e e e et e e e e e er e e e e et e e e e e er et 10 mL

E.2 Solucéo de 4cido citrico (80mM/L) e fosfato de sodio dibasico (15 mM/L)

@ ACIHD CILTICO vttt ettt ettt ettt ettt e et et e e et en e 1,53 g
e  Fosfato de SOAI0 dIDASICO .......eeevveviiiiiecee e e 0,231 ¢
¢ AQUAMIlE Quoceeece e 100 mL

E.3 Solucgéo de alaranjado de acridine
o Alaranjado de aCridiNe.........ccooeiiriiiieieeee e 20 mg
¢ AQUAMIlE Quueoeee ettt 100 mL

Obs: Preparar todas as solu¢des diariamente

Anexo F: Solucéo para coloracdo com lacmdide

L I Vol . (o o [ TSRS 1lg
@ ACIHO BCELICO ...t 45 mL
@ AQUAMINE Quoeeeeeeeee et 100 mL

Obs: filtrar a solugéo em filtro de papel
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Anexo G — Tabela com taxa clivagem e producéo de blastocisto de quatro touros
em dois diferentes gradientes de Percoll.

G.1 Tabela descritiva da taxa de clivagem e producéo de blastocisto nos dias 6, 7, 8 e 9 de cultivo
(média = EP), apds fecundacdo in vitro, utilizando sémen ndo sexado de quatro touros e touro
controle (TC) em gradiente de Percoll 45:90%

Touro Ovocitos Clivagem D6 D7 D8 D9

TC 355 80,3+4.1 18,6 + 3,2 38,8+3,9 43,7+4,0 445+471
1 164 69,6 £2.1 190+1,4 46,8 25 532+20 55,3+2,1
2 136 53,1+19 159+ 1,6 19,3+ 3,0 31,2+15 31,6+18
3 92 60,0+ 2,6 148+ 1,8 30,127 37,7+20 37,7+20
4 146 43,7120 1,0+£05 11,7+£22 18,4+2,0 20,3+2,3

G.2 Tabela descritiva da taxa de clivagem e producéo de blastocisto nos dias 6, 7, 8 e 9 de cultivo
(média = EP), apo6s fecundacdo in vitro, utilizando sémen ndo sexado de quatro touros em

gradiente de Percoll 45:60%

Touro Ovocitos Clivagem D6 D7 D8 D9

1 150 68,0 £ 2,0 142 +22 393+24 48,2+ 2,6 50,9+29
2 141 575+26 81+19 21,1+23 21,1+26 216+26
3 124 41,2+29 4014 139+19 159+272 16,6 £2,2
4 101 40,3+2,3 2,711 89+18 89+18 89+18




