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CARACTERIZAGAO DO TRANSCRIPTOMA DE ESPERMATOZOIDES
SEXADOS POR CITOMETRIA DE FLUXO OU POR GRADIENTE DE
DENSIDADE

RESUMO

Os procedimentos durante a sexagem pelo citbmetro de fluxo garantem a
acuidade de 85%, mas causam danos na viabilidade espermatica que levam a baixa
taxa de prenhez apds os 90 dias. Os objetivos dessa Dissertacao foram: 1)
caracterizar a expressao génica diferencial em transcriptoma de espermatozoides
congelados pelo método convencional, sexados por centrifugagdo em gradiente de
densidade ou sexados por citometria de fluxo; 2) comparar as taxas de clivagem e
de blastocistos produzidos in vitro de bovinos utilizando sémen convencional,
sexado por citometria de fluxo ou por centrifugacdo em gradiente de densidade. Os
grupos experimentais para sémen e embrides foram: 1) grupo controle: sémen
convencional submetido ao gradiente de Percoll™ 45/90% e respectivos embrides
produzidos com esse sémen; 2) grupo gradiente: centrifugacdo em gradiente de
densidade e respectivos embrides produzidos com esse sémen,; 3) grupo citometria:
sémen sexado pelo citometro de fluxo, submetido ao mini gradiente de Percoll™
45/90% e respectivos embrides produzidos com esse sémen. O RNA total foi
extraido dos espermatozoides (20 x 10° células) obtendo-se 400 ng RNA/ 20 x 10°
celulas/ animal, ou seja, 20 fg RNA por espermatozoide. Entretanto, nao foi possivel
a construgdo da biblioteca de cDNA, provavelmente, devido ao alto grau de
degradagao do RNA. Os Complexos cumulus oécito (COCs) classificados como
graus 1, foram aspirados de foliculos antrais de 3 a 8 mm de didmetro a partir de
ovarios de abatedouros e maturados durante 18 horas em estufa a 38,5°C, 100% de
umidade e atmosfera de 5% de CO, em ar. Os o6citos maturados serdo colocados
em contato com os espermatozoides previamente preparados para fecundagao e
incubados por 20 horas em 5% de CO,, na temperatura de 38,5°C. Os provaveis
zigotos serdo lavados por trés vezes em meio SOF (meio sintético de fluido de
oviduto) sem SFB e sem glicose e cultivados e transferidos para placas com quatro

pogos contendo 500 pL do mesmo meio utilizado para lavagem dos zigotos apés a
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fecundacdo. O desenvolvimento embrionario foi avaliado 7-8 dias apods a
fecundagdo. As taxas de clivagem e de blastocistos foram 10 por cento menores e
estatisticamente diferentes no tratamento em que se utilizou espermatozoides

sexados pela citometria de fluxo.

Palavras chave: bovino, espermatozoide, selegao do sexo, transcriptoma
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CHARACTERIZATION OF TRANSCRIPTOME FROM SEXED SPERMATOZOA BY
FLOW CYTOMETRIC OR DENSITY GRADIENT

SUMMARY - The procedures for sexing by flow cytometry guarantee the accuracy of
85%, but cause damage in sperm viability leading to lower pregnancy rate after 90
days of pregnancy. The objectives of this study were: 1) to characterize differential
gene expression in transcriptome of spermatozoa frozen by conventional method,
sexed by density gradient centrifugation, by flow cytometry. 2) Compare blastocyst
and cleavageratesproduced in vitro by conventional semen sexed by flow cytometry
and by density gradient centrifugation. The experimental groups for semen and
embryos were: 1) control group: conventional semen subjected to Percoll™ gradient
of 45/90% and their embryos produced with this semen, 2) gradientgroup:
centrifugation in density gradient and their embryos produced with this semen, 3)
cytometry group: semen sexed by flow cytometer, subjected to Percoll™mini gradient
45/90% and their embryos produced with this semen. Total RNA was extracted from
sperm (20 x 10° cells) and it was possible to extract 400 ngRNA/ 20x1 0° cells/animal
or it means, 20 fg of RNA per spermatozoa. However cDNA libraries were not built,
probably due a high RNA degradation. The cumulus oocyte complexes (COCs) were
classified as grade 1, aspirated from antral follicles with 3-8 mm in diameter,
ovariesfromslaughterhouse were used and matured for 18 hours in an incubator at
38.5°C, 100% humidity and atmosphere of 5% of CO2 in air. The matured oocytes
are going to be placed in contact with the prepared spermatozoa for fertilization and
incubated for 20 hours in 5% CO2 at a temperature of 38.5 °C. Presumptive zygotes
are going to be washed three times in SOF (half synthetic oviduct fluid) without FBS
and without glucose, cultivated and transferred to plates with four wells containing
500 ul of the same medium used for washing zygotes after fertilization. Embryonic
development was evaluated 7-8 days after fertilization. The cleavage and blastocysts
rates were 10 percent smaller and statistically different in the treatment which was

used sexed sperm by flow cytometry.

Keywords: bovine, spermatozoa, sex selection, transcriptome



1. INTRODUCAO

A producéo in vitro de embrides (PIVE) é um procedimento para promover o
melhoramento genético em animais de interesse zootécnico, sendo alternativa a
técnica convencional de multiplas ovulacdes e transferéncia de embrides (MOTE).
Tem-se encontrado muitas dificuldades no processo de PIVE de bovinos, desde o
nascimento do primeiro bezerro em 1982 (BRACKETT et al.,, 1982). Durante as
ultimas décadas, a producao de embrides foi aperfeicoada, principalmente, nos
passos que visam imitar o sistema natural de desenvolvimento embrionario.

Apesar do seu amplo uso, a PIVE possui algumas limitagdes, como por
exemplo, o sistema de cultivo in vitro que favorece o desenvolvimento de maior
nimero de embrides do sexo masculino (GUTIERREZ-ADAN et al., 2001; 2004).
Devido a este fato, métodos para separar populagdes de espermatozoides
portadores do cromossomo X e Y sao utilizados. A técnica de sexagem de
espermatozoides, disponivel comercialmente, é a citometria de fluxo, com média de
85% de acuidade, mas com relatos de diminuigdo da viabilidade espermatica. Esse
processo de sexagem pode ser responsavel por variagdes nas taxas de clivagem (0
a 89%), de blastocistos (3,5 a 38,8%) e contribuindo para perdas de 32% na taxa de
prenhez apés os 60 dias de gestacao (BODMER et al., 2005; PALMA et al., 2008;
UNDERWOOD et al., 2010).

Os embrides produzidos in vitro com sémen sexado por citometria de fluxo
apresentam alta propor¢dao de mitocdndrias imaturas e membranas nucleares
danificadas (PALMA et al., 2008) e reduzida expressao dos genes importantes para
o desenvolvimento embrionario (MORTON et al., 2007, BERMEJO-ALVAREZ, et al.,
2010, LUCIO, 2011). A quantificagao relativa de mRNA de varios genes candidatos
que regulam o desenvolvimento embrionario € parametro relevante para determinar
a qualidade do embrido (FARIN et al., 2004; DODE et al., 2006) e quando este
padrao de expressao € alterado, pode levar a desvios que afetam o desenvolvimento
embrionario e a ocorréncia de fendmenos patolégicos que fazem com que os
embrides produzidos in vitro estejam desprovidos do potencial para sustentarem a
prenhez (WRENZYCKI et al., 2005).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Utilizagao da técnica de sexagem de espermatozoides na inseminagao

artificial (IA) e na producao in vitro de embrides (PIVE)

Em bovinos, a selegdo do sexo tem valor econémico e genético significativo
quando esta associada a Inseminagao Artificial (IA) e a produgdo in vitro de
embrides PIVE, em sistemas nos quais a produtividade é favorecida pela progénie
de um dos sexos (SPLAN et al., 1998, HOHENBOKEN, 1999) e desde que a
metodologia utilizada ndo diminua a eficiéncia reprodutiva (WEIGEL, 2004).

Segundo dados da Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides sao
transferidos no pais 270 mil embrides bovinos por ano, o que corresponde a 86,60%
dos embrides transferidos mundialmente, atingindo o primeiro lugar na aplicagao
dessa biotecnologia (IETS, 2010). As ragas predominantemente exploradas sao as
ragas zebuinas, atingindo 94% da produgdo de embrides no Brasil (O Embrido,
2010).

A técnica de produgao in vitro de embrides, apresenta algumas limitagdes de
seu uso como o sistema de cultivo que desvia a propor¢cao dos sexos para o
masculino (GUTIERREZ-ADAN et al., 2001; 2004).

Considerando o mercado mundial, as empresas e cooperativas tém tentado
contornar o desvio da propor¢ao sexual em favor do sexo masculino no sistema de
cultivo da PIVE utilizando espermatozoides sexados pelo método de citometria de
fluxo.

Como em outros paises, a produg¢ao, a venda e a utilizagcao de doses de sémen
sexado pela técnica disponivel comercialmente (citometria de fluxo) esta aquém da
demanda do Brasil (ASBIA, 2009). A venda entre 2006 e 2009 foi de 500 mil doses e a
producao atual e cerca de 10 mil doses por més

(http://www.crvlagoa.com.br/semensexado.asp?orig=3&id=84 em margo de 2014) o

que representa cerca de 120 mil doses por ano. Vale lembrar que o Brasil comecializa
um milhdo de doses de sémen convencional por més (12 milhdes por ano, ASBIA,
2012). O custo elevado da dose do sémen sexado devido ao alto custo de aquisigéo e
manutengdo do citbmetro de fluxo, bem como tributos impostos pela legislacdo de


http://www.crvlagoa.com.br/semensexado.asp?orig=3&id=84

patentes (WEIGEL, 2004; De VRIES et al., 2008) pode ser um fator que define essa
venda restrita.

Outra vantagem importante para a industria da PIVE que é atendida é a
possibilidade da sexagem de sémen convencional descongelado. Nesse caso
substitui-se, durante o processo da PIVE, a técnica a selecdo dos espermatozoides
viaveis pelo gradiente de sexagem. Essa substituicdo possibilita obter dois
beneficios ao mesmo tempo apdés a centrifugagado no gradiente de densidade para
sexagem: selecdo dos espermatozoides viaveis e selecdo de 65%, em média, de
espermatozoides X, sem diminuir significativamente a taxa de prenhez
(HOSSEPIAN DE LIMA et al. 2003).

A técnica de citometria de fluxo n&o proporciona os mesmos beneficios que a
centrifugacdo em gradiente de densidade. Os espermatozoides descongelados
(sémen convencional) tém a viabilidade diminuida significativamente quando s&o
sexados pela citbmetria de fluxo (UNDERWOOD et al.,, 2010). A utilizacdo de
espermatozoides descongelados diminui a eficiéncia de sexagem, pois 0 processo
de congelagdo prejudica a uniformidade da coloragdo dos nucleos, com Hoechst
33342 e a viabilidade espermatica (JOHNSON et al., 1994).

Existem touros cujo sémen in natura nao resiste ao processo de sexagem por
essa técnica (HOSSEPIAN DE LIMA, 2007) ou produzem variagbes nas taxas de
clivagem (0 a 89%) e de blastocistos produzidos (3,5 a 28,8%) (PALMA, et al.,
2008), indicando que a citometria de fluxo compromete a capacidade fecundante dos
espermatozoides (RATH et al., 2009). Portanto, se tem estimulado o
desenvolvimento de métodos alternativos de sexagem de espermatozoides (DE
JONGE et al., 1997; HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2000; 2003; CESARI et al., 2006;
HOSSEPIAN DE LIMA, 2007; CURRY et al., 2009; ALEAHMAD et al., 2009). Assim,
tomando como exemplo os Estados Unidos e considerando a produgao de “sémen
sexado” de todos os citdmetros existentes no pais isso representa menos que 0,5%

das necessidades diarias de doses de sémen do mercado (WEIGEL et al., 2004).



2.2. Citometria de fluxo

A quantidade de DNA entre os cromossomos X e Y varia significativamente
entre as espécies e, até o momento, € a unica diferenga estabelecida e validada
cientificamente para a separacao eficiente de espermatozoides X ou Y in vitro
(JOHNSON e WELCH, 1999). Essa diferenca é cerca de 4,0 % mais DNA para os
espermatozoides portadores do cromossomo X, e foi constatada em varias espécies
de mamiferos (GARNER et al., 1983; JOHNSON, 1994).

Embora com bons resultados na separacido espermatica, a citometria de fluxo
mostra-se pouco eficiente em relagdo ao investimento com o equipamento e pela
baixa producdo/equipamento/hora, que ndo ultrapassa 12x10° espermatozoides em
alta velocidade de separagao (JOHNSON e WELCH, 1999).

A utilizagdo de sémen sexado em programas de inseminagéo artificial
apresenta taxa de gestacédo de 21% (ANDERSSON et al.,, 2006). Esses autores
obtiveram 46% de gestacédo apds a inseminagao artificial com sémen convencional.
Na produgéo in vitro de embrides obtém-se 45% de prenhez utilizando sémen
convencional. Com a utilizagdo de sémen sexado, sem submeté-los a congelagao,
obtém-se 66% de clivagem e 16 a 20% de desenvolvimento (GUTHRIE et al, 2002).

Um exemplo deste fato foi um estudo realizado na Suiga, no qual
espermatozoides descongelados e sexados por citometria de fluxo e
espermatozoides nao sexados (dois milhdes/dose) foram depositados no corpo do
utero de novilhas e vacas. A taxa média de prenhez conseguida com
espermatozoides sexados foi de 29,6% e 23,8%, para novilhas e vacas,
respectivamente, enquanto que utilizando espermatozoides ndo sexados as taxas
foram 59,3% para novilhas e 26,6% para vacas, verificados aos 70 a 90 dias apods a
inseminacao artificial (BODMER et al., 2005). Neste mesmo estudo, foi constatada
uma maior perda embrionaria comparada com o controle, quando se utilizaram
espermatozoides sexados por citometria, alcangando uma taxa de 11,1% em
novilhas e 15,8% em vacas, e em contraste, utilizando-se espermatozoides nao
sexados, a taxa de 2,9% em vacas e de 0% em novilhas.

Em outro estudo realizado nos Estados Unidos foram utilizados odcitos de
104 vacas de alto mérito genético e alto desempenho fenotipico. Os ovarios foram



coletados apds o abate, foram aspirados e os odcitos inseminados com sémen
sexado por citometria de fluxo de trés touros da ragca Holandesa, que estavam sendo
submetidos ao teste de progénie. Apds sete dias de cultivo, os embrides foram
transferidos para vacas controle (sem sincronizagcdo hormonal) e vacas
sincronizadas pelo protocolo Ovsynch. As taxas de prenhez obtidas foram de
apenas 16,3% para fémeas do grupo controle e 20% para fémeas sincronizadas
com o protocolo Ovsynch (WILSON et al., 2005).

Na PIVE, observam-se diminui¢des nos parametros de fertilidade (taxa de
blastocisto e de prenhez) (BEYHAN et al., 1999; BERMEJO-ALVAREZ et al., 2010).

O sémen sexado por citometria de fluxo ndo tem um grande impacto nos
programas de melhoramento genético. O alto custo e as reduzidas taxas de
prenhez, especialmente para a IA e PIVE, limitam a aplicagdo desta tecnologia em
animais de produgédo (CARVALHO et al., 2010). A eficiéncia da PIVE com sémen
sexado esta sendo aperfeigcoada, apresentando taxas de blastocisto superiores a
45% (UNDERWOOD et al., 2010), mas outros estudos observam em média, 25%
(PUGLISE et al., 2006; BERMEJO-ALVAREZ et al., 2008; BLONDIN et al., 2009;
BERMEJO-ALVAREZ et al., 2010).

Blondin et al. (2009) ao testarem varios niveis de heparina, obtiveram
diferenca P(<0,01) para taxa de clivagem do grupo controle (68,2%) em relagéo ao
grupo sexado por citometria de fluxo (80,6%), ambos a 10 ug de heparina por mL de
meio FIVE, houve também diferenga significativa para a taxa de blastocisto, que foi
maior para o grupo controle (32,8%) em relagdo ao grupo sexado (12,6%).

Trigal et al. (2012) também produziram embrides in vitro utilizando sémen
com espermatozoides sexado de 5 touros, e observaram redugao na taxa de
clivagem para o grupo sexados (5,6-26,3%) em relagdo ao grupo nao sexado (14,8-
40,3%), sendo esta diferenga significativa, assim como também observaram
menores taxas de blastocistos quando se utilizou espermatozoides sexados (8,5-
10,0%) quando comparado com a utilizagdo de espermatozoides ndo sexados (8,6-
18,2%).

Rasmussen et al. (2013) demonstraram que a taxa de prenhez n&o
apresentou diferenca (21% versus 18%) aos 60 dias apds a transferéncia de

embrides produzidos in vitro com sémen convencional e espermatozoides sexados



pelo citbmetro de fluxo, respectivamente. Entretanto, houve diminuicdo de 32% na
taxa de prenhez até o nascimento.

Os tratamentos utilizados no método de citometria de fluxo (coloragdo com
Hoechst 33342 e exposicdo a luz ultravioleta), a baixa motilidade, baixas
porcentagens de células com membrana intacta e acrossoma intacto aparentemente
nao impedem o desenvolvimento in vitro do zigoto, mas esses efeitos deletérios
podem se manifestar somente em estadios tardios de desenvolvimento (apds a
formacgao do blastocisto) o que explicaria as baixas taxas de gestacdo (CARVALHO
et al., 2010).

BERMEJO-ALVAREZ et al. (2010) avaliaram os efeitos do sémen sexado no
desenvolvimento embrionario e na abundéancia de transcritos de genes candidatos
(GSMT3, DNTM3A, PGRMC1, TP53, BAX, COX2, IGF2R, AKR1B1 e PLACS8) para o
desenvolvimento dos embrides produzidos in vitro. A partir dos resultados obtidos,
concluiram que nao houve diferenga significativa no desenvolvimento de embrides
(estadio de blastocisto) produzidos com sémen sexado, comparando-se com o
sémen convencional, mas observaram uma redugdo na taxa de clivagem dos
embrides produzidos com sémen sexado. Em relagdo a abundancia de mRNA, ndo
foram encontradas diferengcas entre os grupos experimentais, para 0s nove genes
avaliados.

MORTON et al. (2007), avaliaram os danos causados na expressao génica de
embrides bovinos produzidos in vitro, utilizando sémen sexado por citometria de
fluxo. Este estudo teve como obijetivo investigar a expressdo padrao do mRNA em
importantes genes indicativos do metabolismo (GLUT-3), estresse oxidativo (G6PD),
estresse térmico (HST) e inativagdo do cromossomo X (XIST). Observou-se redugéo
na fertilidade in vitro, ou seja, diminuicdo nas taxas de clivagem e blastocistos, e
reducdo na abundéancia de transcritos dos genes avaliados em embrides produzidos
com sémen sexado comparados com embrides produzidos com sémen
convencional. Os autores concluiram que o sémen sexado por citometria de fluxo
retardou o desenvolvimento embrionario e alterou o padréo de expresséo génica.

LUCIO (2011), avaliando os efeitos do processo da sexagem por citometria de
fluxo, estudou o padrédo de genes envolvidos no processo de formagéo da placenta e
reconhecimento fetal, encontrou redugé&o de 75% nos niveis de transcritos do gene



COX2, o qual é responsavel pela produgdo de prostaglandina E, a qual esta
envolvida nos processos de elongacao e implantagdo do embrido. Saint-Dizier et al.
(2011) associaram a qualidade embrionaria aos niveis de expressao de COX2.
Blastocistos expandidos grau 1 (avaliados morfologicamente) apresentavam niveis
elevados de mRNA de COX2, ja os blastocistos com qualidade inferior
apresentavam niveis reduzidos de transcritos, sugerindo que embrides produzidos in
vitro de alta qualidade possuem maior competéncia embrionaria e também grande

capacidade de sintetizar PGE,.

2.3. Centrifugacao em gradiente de densidade

A centrifugagdo em gradiente de densidade baseia-se na diferengca de
densidade entre essas duas populacdes de espermatozoides. A analise da cabeca
dos espermatozoides por microinterferometria demonstrou que os espermatozoides
X contém mais DNA e proteina nuclear que os espermatozoides Y e que esta
diferenca é proporcional a diferenga de massa entre os dois tipos de células.
Estimou-se que a diferenga no conteudo 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% da densidade em relacdo a um espermatozoide X (WINDSOR et al., 1993;
CHANDLER et al., 1999).

Em bovinos, desenvolveu-se um processo de separagdao dos
espermatozoides X ou Y em gradientes descontinuos de Percoll, a partir do sémen
in natura com acuidade de 73%. Quando utilizados para a producao in vitro de
embrides, foram capazes de fecundar 75% dos odécitos, dos quais 30%
desenvolveram-se até o estadio de blastocisto (HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2000;
2003).

Posteriormente, verificou-se que a centrifugacdo em gradiente de densidade
de espermatozoides provenientes de sémen congelado de bovinos sedimentava os
espermatozoides X com acuidade média de 65%, quando esses eram utilizados
para a produgdo de embrides in vitro (HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2000; 2003).
Essa média foi similar a obtida com a utilizacdo de espermatozoides sexados pelo

citbmetro na primeira inseminacdo artificial, seguida de repasse de touro ou



inseminagado com sémen convencional, quando ocorria o retorno ao estro (WEIGEL,
2004). A taxa de clivagem foi de cerca de 80% e a taxa de desenvolvimento
embrionario de cerca de 30% e até 68% de embrides do sexo feminino (LUCIO,
2007; RESENDE et al., 2010a; RESENDE et al., 2010b). Quando o sémen sexado
foi utilizado em cerca de 200 inseminacodes artificiais verificou-se 70% de taxa de
prenhez e até 70% de fémeas nascidas (HOSSEPIAN DE LIMA et al. 2003).

Na espécie humana, o uso de centrifugacdo em gradiente de densidade com
Percoll™, tanto para sexagem como para separagdo de espermatozoides viaveis
para procedimentos como IA e PIVE, apesar de satisfatorios, permitindo um alto
nivel de resolugao, foram abandonados. Na espécie humana, o Percoll™ teve o seu
uso proibido devido ao aparecimento de endometrite nas mulheres inseminadas com
sémen previamente centrifugado em gradiente de densidade composto por meios
coloidais cuja composigéo contém silica (MAKKAR et al., 1999).

OLIVEIRA et al. (2012) demonstraram que a centrifugacdo em gradiente de
Percoll aumentou a porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva e
com membrana intacta. O numero de células com membrana mitocondrial intacta
também aumentou mas a porcentagem de espermatozoides com acrossomo intacto
diminuiu.

LUCIO (2011) avaliou os efeitos da selegdo do sexo de espermatozoides por
gradiente de densidade pelo padrdao de expressao de genes importantes para o
desenvolvimento embrionario. Os embrides produzidos in vitro com sémen sexado
por este método apresentaram niveis elevados de transcritos dos genes PLACS8
(formacao da placenta), MnSOD (estresse oxidativo) e SCL2A1 (metabolismo
celular).

O gene PLACS8, em bovinos, apresenta niveis mais elevados de transcritos
em bidpsias de blastocistos que geraram uma cria do que naqueles que sofreram
perda gestacional, e também em células do endométrio de fémeas gestantes
comparadas com nao gestantes (KHURANA e NIEMANN, 2000; GALAVIZ-
HERNANDEZ et al., 2003; EL-SAYED et al., 2006). A elevada expressdo de MnSOD
€ uma resposta positiva do embrido ao extresse oxidativo que esta submetido in
vitro, muitas vezes pelas condicdées dos meios de cultivo, temperatura, luz e tensdo
de oxigénio (MUNDIN et al., 2009). LOPES et al. (2007), avaliando as taxas de



respiracdo de blastocistos produzidos in vitro, a abundancia de mRNA do gene
SCL2A1 e a morfologia embrionaria, demonstraram que existe correlagdo entre as
variaveis citadas, sugerindo que embrides que apresentavam elevados niveis de

transcritos de SCL2A1 e altas taxas de respiragcao apresentavam melhor qualidade.

2.4. O genoma paterno e o desenvolvimento embrionario

O espermatozoide é o veiculo de entrega do complemento genético paterno
para o 6vulo, sendo esta entrega de material genético crucial para a embriogénese
(BARROSO et al., 2009), mas muitos estudos tém mostrado que a contribuicdo do
espermatozoide é muito maior do que sé seu DNA (SUTOVSKY & SCHATTEN,
2000; CUMMINS, 2001). O genoma de espermatozoides de mamiferos € composto
por DNA nuclear, DNA mitocondrial (SUTOVSKY et al., 2003) e RNA mensageiros
citoplasmaticos (MILLER, 2000).

Existe uma extensa comunicacao entre o espermatozoide apto a fecundagao
e 0 odécito, levando a ativagao do odcito e a descondensacdo da cromatina do
espermatozoide. Isto é seguido ordenadamente pela formagdo dos pro-nucleos
feminino e masculino, singamia e clivagem (primeiras divisdes celulares). Muitas
estruturas, organelas e moléculas presentes no espermatozoide parecem ser criticas
para a realizacdo de uma fecundacao normal e para o desenvolvimento embrionario.

Segundo BARROSO et al. (2009), o espermatozoide apto a fecundagéo é
essencial para contribuigdo de pelo menos trés componentes: o genoma hapldide
paterno, a sinalizagdo para iniciar a ativagdo metabdlica do odcito (incluindo a
tradugdo do RNA), e o centriolo, que direciona a montagem dos microtubulos
conduzindo a formacé&o do fuso mitético durante o desenvolvimento inicial do zigoto.

Uma fecundacdo bem sucedida € dependente de multiplas qualidades
inerentes aos oocitos. Porém nas ultimas duas décadas, varias linhas de pesquisas
mostraram resultados, a partir do uso de técnicas de reprodugao assistida, que
fornecem um suporte inicial para o conceito da contribuicdo paterna para
fecundagao defeituosa e embriogénese anormal. Fortes evidéncias associadas a
presenga de parametros espermaticos anormais (teratozoospermia, dano por

estresse oxidativo e fragmentacdo do DNA) resultam em falha ou atraso na
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fecundagdo e em desenvolvimento embrionario anormal (MERCAN et al., 1998;
BARTOV et al., 2003; LIU et al., 2004; BARROSO et al., 2006).

O desenvolvimento embrionario €, primeiramente, dependente dos estoques
de RNA mensageiros presentes nos odcitos, os quais sdo gradualmente exauridos
até que o embrido produza os seus proprios transcritos. A expressao de genes
paternos e a estabilidade do RNA em odcitos e em embrides em estadios iniciais de
desenvolvimento sé&o consideradas prioridades para a ativagao da transcricao génica
embrionaria (NIEMANN et al., 2007). O inicio da transcricdo do genoma de embrides
ocorre em um tempo espécie-especifico. Em camundongos, a ativagéo tem inicio em
embrides com duas células; em suinos, em embrides com quatro ceélulas; em
humanos, de 4 a 8 células e em bovinos essa ativagao ocorre no estadio de 8 a 16
células (TELFORD et al., 1990; NIEMANN & WRENZYSCKI, 2000).

Nos sistemas de PIVE, a velocidade de desenvolvimento, especificamente o
tempo da primeira divisdo celular e o tempo de formacgao do blastocisto, tem sido
relacionada a competéncia do desenvolvimento embrionario (LONERGAN et al.,
1999).

A expressao padrdo de mRNA de varios genes candidatos que regulam o
desenvolvimento embrionario € um parametro relevante para determinar a qualidade
do embrido (FARIN et al.,, 2004; DODE et al., 2006) e quando este padrao de
expressao € alterado, pode levar a desvios que afetam o desenvolvimento
embrionario e a ocorréncia de fendmenos patolégicos que fazem com que os
embrides produzidos in vitro estejam desprovidos do potencial para sustentarem a
implantagao e a prenhez (WRENZYCKI et al., 2005).

Durante o processo de sexagem os espermatozoides estido expostos a muitos
riscos potenciais (MAXWELL et al., 2004) os quais podem ser responsaveis por
alguns efeitos deletérios, como alteracbes no DNA ocasionadas pelo corante
Hoesch 33342 (MORREL e DRESSER, 1989; GARNER, 2009) alteragdes no padrao
de motilidade espermatica (SUH et al., 2005), viabilidade reduzida (HOLLINSHEAD
et al., 2003), aceleracdo da reacdo acrossomal (MOCE et al., 2006), aumento na
propor¢cao de ceélulas que sofreram capacitacdo espermatica (MAXWELL et al.,
1998). Também existem relatos que o uso de sémen sexado por citometria de fluxo

altera o desenvolvimento de embrides bovinos produzidos in vivo (McNUTT e
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JOHNSON, 1996) e in vitro (CRAN et al., 1993; LU et al., 1999). Portanto, a baixa
qualidade e a baixa viabilidade dos embrides produzidos in vitro utilizando sémen
sexado podem ser consequéncias desses danos (BERMEJO-ALVAREZ et al.,
2010).

Entretanto, o espermatozoide danificado pode ser capaz de fertilizar um
oocito, mas acaba resultando em embrido de baixa qualidade (FERNANDEZ-
GONZALEZ et al., 2008). Alguns estudos relataram anormalidades em termos de
abundancia de mRNA ou alteragbes estruturais em embrides produzidos in vitro com
espermatozoides sexados por citometria de fluxo (MORTON et al., 2007; PALMA et
al., 2008).

Fatehi et al. (2006), investigando os efeitos de espermatozoides com danos
no DNA no desenvolvimento embrionario, sugerem que no inicio da expressao
génica embrionaria em estadios iniciais de desenvolvimento (estadio de 4 a 8
células) os danos no DNA paterno tornam-se sensiveis ao mecanismo da apoptose
do embrido, e pelo bloqueio da mitose, interrompendo o avango no desenvolvimento
embrionario. Isto € evidenciado pela falha na formacéo de blastocisto, fragmentagao
nuclear em corpos apoptaticos e falhas na formacao do fuso mitético.

A atividade de transcricdo do blastocisto € mais alta que a detectada no
estadio inicial de pré-implantagcdo e, neste estadio, 0 genoma paterno tem um
significante papel na contribuicdo da fungdo do embrido. Assim, e as alteragdes no
DNA paterno podem prejudicar a implantacdo do embrido (PEREZ-CRESPO et al.,
2008).

Portanto, o diagnéstico do efeito paterno inicial € baseado na baixa qualidade
morfolégica de um zigoto e de um embrido, e na baixa velocidade de clivagem, e isto
nao esta associado a fragmentagdo do DNA. O efeito paterno tardio, por outro lado,
€ manifestado pela baixa competéncia de desenvolvimento ocasionando falhas na
implantagao e isto esta associado ao aumento da incidéncia de fragmentagao de
DNA na auséncia de anormalidades morfolégicas em zigotos e embrides nos
primeiros estadios de clivagem (TESARIK et al.,, 2004; TESARIK, 2005). Sendo
assim, os danos no DNA do espermatozoide afetam, unicamente, o desenvolvimento

embrionario apds o inicio da expressao génica no embrido (FATEHI et al., 20006).
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2.5. Analise do transcriptoma em espermatozoides bovinos

Transcriptoma refere-se ao conjunto completo de transcritos (RNAs
mensageiros, RNAs ribossdmicos, RNAs transportadores e os microRNAs) de um
dado organismo, 6rgéo, tecido ou linhagem celular. Portanto, ele é o reflexo direto
da expressao dos genes (COSTA et al., 2010).

O perfil do transcritoma pode variar segundo o momento (numa dada fase do
ciclo celular, por exemplo), estado fisiologico, estimulos fisicos, quimicos, biolégicos
ou doencas. Como sdao os mRNA os codificadores das proteinas e, portanto, o
centro dos interesses da pesquisa sobre genémica funcional; na pratica ficou
estabelecido que o transcritoma abrange o conjunto desta espécie de RNA.
Entretanto, recentemente, os pesquisadores incluiram os microRNAs no conceito de
transcritoma por representarem uma classe muito importante de pequenos RNAs
(contendo aproximadamente 20 a 22 nucleotideos) que controlam a expressao
génica ao nivel pos-transcricional, impedindo a tradugcdo dos mRNA em proteinas
(COSTA et al., 2010).

Para estudar o transcriptoma utilizam-se métodos de analise em grande
escala como SAGE (do inglés serial analysis of gene expression) e 0s microarrays
ou microarranjos (microarranjos de cDNA), os microarranjos de oligos e os DNA-
chips). Recentemente o método de seqienciamento em grande escala chamado de
deep sequencing foi introduzido no estudo do transcriptoma (COSTA et al., 2010).

2.5.1. Analise do Transcriptoma de espermatozoides bovinos por microarranjo
de DNA

Microarranjo € uma técnica que detecta os niveis de expressao de transcritos
em larga escala, ou seja, medindo muitos transcritos simultaneamente (WIDLAK,
2004).
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Um microarranjo de DNA ou DNA-chip, consiste hum arranjo pré-definido de
moléculas de DNA (fragmentos de DNA gendmico, cDNAs ou oligonucleotideos)
quimicamente ligadas a uma superficie sélida, usualmente laminas de microscépio
revestidas com compostos que conferem carga positiva. Os microarrays também
podem ser preparados em membranas de nylon positivamente carregadas
(WIDLAK, 2004; POWELL et al., 2013).

Os microarranjos sao utilizados na deteccdo e quantificagdo de acidos
nucleicos (MRNA na forma de cDNA ou DNA gendmico) provenientes de amostras
bioldgicas, as quais sao postas para hibridar com o DNA fixado no array (hibridagao
por complementariedade de bases). A deteccdo é possivel pois as amostras sao
"marcadas" com fluorocromos cianina 3 (Cy3) ou cianina 5 (Cy5) quando utiliza-se
microarrays em vidro ou com o isétopo 33-P quando os arrays sao preparados em
membranas de nylon (WIDLAK, 2004; POWELL et al., 2013).

Para ambos os casos faz-se necessario a geracdo de uma imagem de
hibridacdo, que ¢é obtida por meio de leitores (scanners) a laser (para os
fluorocromos) ou leitores de fosforo (para o isétopo 33-P). O uso mais frequente dos
microarranjos é na determinacao da expressao génica (perfil do transcriptoma). O
alto desempenho desta técnica € que pode determinar a expressao diferencial de
milhares de genes num unico experimento. Para a preparagdo dos microarrays,
utilizam-se robds altamente precisos que aplicam as diferentes amostras de DNA em
diminutos pontos (spots) no centro de uma lamina de microscopio com a superficie
quimicamente preparada (densidade aproximada de 10.000 pontos/cm2). Cada
ponto representara um segmento génico em particular. Quanto mais pontos no
microarray, mais abrangente ele sera na analise do trancriptoma. Também s&o
preparados oligo-microarrays pela tecnologia de sintese in-situ (mais
apropriadamente referidos como DNA-chips). Neste caso, os oligonucleotideos séo
sintetizados na prépria ldmina numa densidade de 30-50.000 pontos/cm2 (WIDLAK,
2004; POWELL et al., 2013).

Lalancette et al., (2008) utilizaram a tecnologia de microarranjo para
avaliarem a expressao diferencial de transcritos de espermaticos de touros com
baixa fertilidade (baixa taxa de nao retorno) e alta fertilidade (alta taxa de nao

retorno).
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Posterirmente, Bissonnette et al. (2009) demonstraram que a diferengca nos
niveis de transcritos associados a taxa de n&o retorno estdo relacionados a
diferencas em niveis de transcritos que codificam uma proteina kinase
serina/treonina (TSSK6) e RNA nao codificado de uma metaloproteina (molécula de

adesao) que estdo associadas a alta motilidade.

Uma analise por microarranjos de DNA de espermatozoides de animais com
taxas contrastantes de retorno (alta fertilidade versus baixa fertilidade) em laminas
contendo 24K sondas bovinas indicou um total de 415 transcritos diferencialmente
expressos entre as duas classes de animais, dos quais 211 eram pelo menos duas
vezes mais expressos em touros de alta fertiidade e 204, em touros de baixa
fertilidade (FEUGANG et al.,, 2010). Segundo os autores, espermatozoides de
animais com baixa fertilidade sdo deficientes em transcritos associados ao espacgo
extracelular, transportadores, fatores de transcricdo e maquinaria de traducéo,
enquanto as amostras de alta fertilidade careciam de transcritos do ciclo celular, mas
apresentavam altas concentragcdes de transcritos associados com transporte celular,

atividade de receptores e espaco extracelular.

Como visto, a tecnologia de microarranjos de DNA tem contribuido muito para
o0 conhecimento dos mecanismos moleculares que envolvem a espermatogénese e
a etiologia genética da infertiidade em machos. Esta tecnologia de alto rendimento
tem sido amplamente utilizada em estudos de perfil de expresséo génica global em
espermatozoides humanos (OSTERMEIER et al., 2002), murinos e bovinos
(GILBERT et al., 2007; FEUGANG et al., 2010). Embora os microarranjos de DNA
tenham acuracia comprovada em estudos de expressao génica global, a detecgéo
se limita aos genes presentes nas laminas. Essa cobertura limitada permite a
identificagéo de 500 mil a 2 milhdes de SNPs (Polimorfismo de nucleotideo unico ou
polimorfismo de nucleotideo simples) que € uma variagéao na sequéncia de DNA que
afeta somente uma base nitrogenada na sequéncia do genoma) dos mais de 10
milhdes de SNPs presentes no genoma (COSTA et al., 2010). Essas bibliotecas nao
sao exequiveis para detectar e avaliar transcritos variantes de alelos raros ou para
estudos de tecidos ainda ndo bem caracterizados (LALANCETTE et al., 2008). Além

disso, os microarranjos de DNA s&o sensiveis apenas para a detec¢ao de transcritos
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de média ou alta abundancia. Assim, limitar o estudo do transcriptoma espermatico
ao uso apenas de técnicas de hibridizacdo faz com que o conhecimento sobre o
perfil transcricional destas amostras continue incompleto. Estas limitagdes podem
ser superadas com o uso de sequenciamento de proxima geracao para estudos de

transcriptomas.

2.5.2. Andlise do Transcriptoma de espermatozoides bovinos por

sequenciamento de RNA (RNA-seq)

O sequenciamento de RNA (RNA-seq) € uma tecnologia que utiliza as
potencialidades do sequenciamento de préxima geragao para revelar a presenga de
expressao génica do genoma e a quantidade de RNA em um dado momento
(COSTA et al., 2010).

O desenvolvimento recente do Sequenciamento de Préxima Geragdo (NGS)
permitiu aumentar a base de cobertura da sequencia de DNA, bem como aumentar
a amostra analisada. Isto facilitou o sequenciamento de transcritos de RNA na
célula. Além dos mRNA, o RNA-Seq analisa populacdes diferentes de RNA como
RNA total e pequenos RNAs como os microRNAs (mRNA), RNA transportador
(tRNA) e RNA ribossémico (rRNA). O RNA-Seq também pode ser usado para
determinar os limites entre exon e intron ou verificar os limites dos genes na direcéao
5 e 3’ )(WANG et al., 2009; COSTA et al., 2010).

O sequenciamento de transcriptomas requer a conversdao de RNA mensageiro
em moléculas de cDNA dupla-fita, cujo processamento leva a construgdo de uma
biblioteca de cDNA fita simples, substrato para reacbes de PCR em emulsao que
antecedem o sequenciamento; este, por sua vez, pode se dar por
pirosequenciamento (plataforma 454/ Roche), por sintese (lllumina/ Solexa) ou por
ligacao (SOLiD/ ABI)(WANG et al., 2009).

2.5.2.1. Biblioteca de RNA 'Poli(A)’
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A criagdo de uma biblioteca de RNA Poli(A) pode mudar de plataforma para
plataforma no sequenciamento de alto rendimento e cada uma requer Kits
desenhados para construir diferentes tipos de bibliotecas. Geralmente, na analise de
MmRNA a cauda 3’ poliadenilada (poly(A)) € marcada para garantir que o RNA
codificante seja separado do RNA nao codificante.

O passo seguinte é a hidrolise do RNA em fragmentos de 200-300
nucleotideos e a transcricdo reversa. O cDNA sintetizado pode ser fragmentado
para que se alcance o comprimento desejado de fragmento para o sistema de
sequenciamento (WANG et al., 2009).

2.5.2.2. Os beneficios da tecnologia do sequenciamento de RNA (RNA-Seq)

O sequenciamento de ultima geragdo de RNA e alto rendimento permite que a
cobertura do processo seja muito maior que o comprimento da sequéncia em
estudo. Geralmente, a populacdo de RNA (total or fracionado, como as poly(A)+) é
convertida para uma biblioteca de fragmentos de cDNA. Cada molécula, com ou
sem amplificacédo, é sequenciada de maneira a se obter sequéncias a partir de uma
extremidade (single-end sequencing) ou ambas as extremidades (pair-end
sequencing). As leituras sdo de 30-400bp, dependendo da tecnologia de
sequenciamento de DNA utilizada. Apds o sequenciamento, as leituras sao
alinhadas a um genoma referéncia ou a transcritos referéncia para se analisar o
nivel de expressao de cada gene (MARTIN e WANG, 2011).

Uma das vantagens do RNA-Seq em relagdo ao DNA microarranjos é o baixo
sinal de background ja que as sequéncias de DNA podem ser mapeadas sem
equivocos como regides particulares do genoma. O RNA-Seq ndo tem um limite
para quantificacdo relacionado ao numero de sequéncias obtidas.
Consequentemente, essa tecnologia apresenta uma grande variagao na dinamica
dos niveis de expressdo em que os transcritos podem ser detectados. Em contraste,
os microarranjos de DNA perdem a sensibilidade para os niveis de expressao génica
baixos ou altos e, assim, tem uma menor dindmica de variagdo (MARTIN e WANG,
2011).
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O RNA-Seq demonstra ter acuidade e repetibilidade para quantificar niveis de
expressao génica, como determinado por PCR quantitativo (QPCR) e requer menor
quantidade de RNA nas amostras. Além disso, o0 RNA-Seq é o primeiro método de
sequenciamento que permite sequenciar o transcriptoma inteiro em alto rendimento
e de maneira quantitativa (MARTIN e WANG, 2011).

A metodologia mais direta para se conseguir dados sobre o impacto das
tecnologias de sexagem de espermatozoides no genoma embrionario e sua
associacdo com a qualidade do embrido é a analise do transcriptoma pelo
sequenciamento de alto rendimento. De fato, a pesquisa em gendmica sofreu um
enorme impacto com a introdugdo do sequenciamento de alto rendimento em 2005
(MOROZOVA e MARRA, 2008). Segundo esses autores, as novas aplicacbes
incluem desde a obtencéo de perfil e quantificagdo de expressédo génica, anotagao
génica (BRENT, 2008) e deteccédo de rearranjos (RUAN e col.,, 2007) até a
identificacdo de RNAs nao codificados, como microRNAs e siRNas (BEREZIKOV et
al., 2006). Estudos de sequenciamento de préoxima geracado de pequenos RNAs, por
exemplo, contribuiram para a descoberta de uma nova classe de pequenos RNAs —
conhecida por Piwi-interacting RNA, piRNA — expressa em testiculos de mamiferos
e, possivelmente, necessaria para o desenvolvimento de células germinativas (LAU
et al., 2006; GIRARD et al., 2006).

A caracteristica impar do sequenciamento de alto rendimento de
transcriptomas € a versatilidade do resultado gerado, que pode ser analisado de
forma a esclarecer simultaneamente dados de niveis de expressao génica, de
estrutura do Jocus genbmico e variagdbes de sequéncia presentes em um
determinado locus (isto €, single nucleotide polymorphism — SNP) (MOROZOVA e
MARRA, 2008).

Demonstrou-se que o0 espermatozoide transporta além do DNA paterno,
moléculas de RNAs codificantes e ndo codificantes, tais como RNAs antissenso
(aRNA) e microRNAs (miRNA) (CUMMINS, 2001; LALANCETTE et al., 2008). Dada
a inabilidade do espermatozoide em sintetizar RNAs, supde-se que as moléculas de
RNA nele encontradas sejam remanescentes da espermiogénese (GILBERT et al.,
2007).
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Recentemente, foi publicado o primeiro resultado de analise de transcriptoma
espermatico bovino por sequenciamento (RNA-seq) (CARD e col., 2013). Uma
analise do transcriptoma espermatico bovino de amostras de sémen criopreservadas
demonstrou a existéncia de mais de 6000 transcritos, codificados tanto pelo nucleo
como pelas mitocdndrias; estes transcritos formam uma populagdo heterogénea de
MRNAs degradados e intactos. Inumeros transcritos ndo descritos por trabalhos
anteriores que utilizaram técnicas de hibridizacdo puderam ser identificados por
RNA-seq, entre eles HMGB4, GTSF1 e CKS2. Segundo os autores, uma analise de
ontologia génica demonstrou que o processo biolégico mais representado por estes
transcritos espermaticos € a tradugado e a presenga de transcritos intactos em uma
célula silenciada sugere que estas moléculas podem ser traduzidas apés o fim da
espermatogénese, contribuindo para os processos de capacitagdo e inicio da

embriogénese.

De fato, embora a funcdo deste RNA n&o tenha sido totalmente esclarecida, a
identificacdo de moléculas de RNA no espermatozoide maduro pode ser de grande
importancia para o melhor entendimento dos processos de espermatogénese e
fertilizacdo (LALANCETTE et al., 2008). Mais ainda, o perfil de expressédo génica dos
espermatozoides pode servir tanto para a determinacédo da fertilidade de machos
como possuir um valor prognéstico para fecundacao e desenvolvimento embrionario
(FEUGANG et al., 2010).

Os dados apresentados por Card et al. (2013) demonstram a maior habilidade
do RNA-seq em caracterizar transcriptomas ainda nao totalmente conhecidos do que

as técnicas de hibridizagao.

2.6. HIPOTESE

A sexagem por citometria de fluxo altera o padrao de expressao génica e o
desenvolvimento embrionario in vitro quando comparada com o sémen convencional

e com a sexagem por centrifugagcdo em gradiente de densidade
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3. OBJETIVOS

1) Caracterizar a expressao génica diferencial em transcriptoma por RNA-seq de
espermatozoides bovinos proveniente de sémen convencional, sexados por

centrifugacdo em gradiente de densidade ou sexados por citometria de fluxo;

2) Avaliar as taxas de blastocisto produzidos in vitro produzidos com os

espermatozoides das mesmas partidas de sémen analisadas no objetivo 1
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Obtencao dos espermatozoides e embrides nos grupos experimentais

Para a realizacdo deste experimento, foram utilizadas doses de sémen
convencional de trés touros da raca Gir Leiteiro, congelado por empresas
especializadas que, pos-descongelagdo, foram submetidos a avaliagdo da
concentracédo, motilidade e vigor. O sémen sexado pelo método de citometria de
fluxo, dos mesmos touros, também foi adquirido em empresas especializadas.

Os grupos experimentais para sémen e embrides foram: 1) grupo controle:
sémen convencional submetido ao gradiente de Percoll™ 45/90%; 2) grupo
gradiente: centrifugagdo em gradiente de densidade; 3) grupo citometria: sémen

sexado pelo citometro de fluxo, submetido ao mini gradiente de Percoll™ 45/90%.

4.2. Separagao de espermatozoides moveis para caracterizar expressao génica

em transcriptoma

4.2.1. Grupo Controle

As palhetas (duas palhetas por touro, 25 x 10° espermatozdides/0,25 mL
cada) de sémen foram descongeladas a 35°C por 20 segundos e o0s
espermatozoides moveis foram separados dos danificados e de células somaticas
contaminantes por gradiente de Percoll (90-45%, 2mL:2mL, v:v). A solugdo de
Percoll foi diluida em meio espermatico Tyrode (Sp-TALP; NaCl 100mM, KCI 3,1mM,
NaHCO3; 25mM, NaH,PO4 0,3mM, Na lactato 21,6mM, CaCl, 2,0mM, MgCl, 0,4mM,
Hepes 10mM, piruvato 1,0mM e gentamicina 50ug/mL). Para esta separagdo, as
amostras (25 x 10° espermatozoides) foram depositadas sobre gradiente de Percoll
e centrifugadas a 700xg por 30 min. Os espermatozoides sedimentados (viaveis)
foram lavados trés vezes em tampéo fosfato salino (PBS) e centrifugados a 4°C, a
300xg por 10 minutos para formacado de um sedimento (aproximadamente 12X10°

espermatozoides) (Figura 1). Os sedimentos de espermatozoides foram colocados
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em RNALater (Ambion, Austin, Tx, EUA, cat no. 76104) e a -20°C, até a extracao do
RNA total.

A) B)
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Figura 1. Gradiente de densidade de Percol (45%/90%). Amostra de sémen convencional
descogelado depositada sobre gradiente (A). Sedimento de espermazdides moéveis de
bovinos, utilizado para a extracdo de RNA ou para a Producgéo in vitro de embrides (B).

Unesp, Campus de Jaboticabal.

4.2.2. Grupo Gradiente de Sexagem

4.2.2.1. Preparacao dos gradientes de densidade de Percoll

A solucdo estoque (SE 90%) foi preparada diluindo-se 9 partes de silica
coloidal modificada (Percoll” densidade 1,30 g/mL) em uma parte de DMEM
(Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium) (densidade 1,058 g/mL; 1:9, v/v) concentrado
10 vezes (DMEM 10X) complementado com 0,01 g/L de antibidtico, 6 mM de
HEPES; pH 7,4; 280-320 mOsm/Kg de H,O (HOSSEPIAN DE LIMA et al. 2003).

O DMEM 10X concentrado foi preparado diluindo-se, em 100 mL de agua
ultrapura bidestilada do Sistema Milli Q, a quantidade de pd necessaria para
preparar 1L. Em seguida, o meio foi filtrado em membrana com poros de 0,22 ym e

estocado em temperatura entre 4 a 6 °C, por no maximo 15 dias.
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Para obter os gradientes descontinuos de densidade, solugbes isotdnicas
(280-320 mOsm/Kg de H,0O) com densidades diferentes foram preparadas diluindo-
se diferentes porgdes de SE (Percoll” 90%) em meio DMEM 1X, complementado
com antibiotico, 6 mM de HEPES e 0,3 a 0,6% de albumina sérica bovina fracdo V
(BSA); pH 7,4. O DMEM 1 X foi preparado segundo instru¢des do fabricante. Em
seguida, foi filtrado em membrana com poros de 0,22 ym e estocado em
temperatura entre 4 a 6°C por, no maximo, 15 dias (HOSSEPIAN DE LIMA et al.,
2003).

Gradiente descontinuo de densidade foi preparado depositando-se cada uma
das solugdes de trabalho, as camadas de densidades diferentes de Percoll™, em
tubos cénicos de poliestireno com o auxilio de pipeta de volume ajustavel. Apds a
confecgao dos gradientes, as amostras de sémen foram descongeladas por 30 s a
37 °C e depositadas sobre gradiente.

O gradiente utilizado neste estudo, foi composto por trés camadas de 3 mL de
solugbes de Percoll” com densidades variando entre 1,110 g/mL a 1,123 g/mL
(HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2003).

O gradiente descontinuo de densidade foi preparado depositando-se cada
uma das solugdes de trabalho, as camadas de densidades diferentes, em tubos
cbnicos de poliestireno com o auxilio de pipeta de volume ajustavel. Apds a
confecgdo dos gradientes, as amostras de sémen foram depositadas sobre o

gradiente (Figura 2).

Figura 2. Preparo do meio de cultura utilizado para a confeccao dos gradientes (A);

confecgéo de gradiente descontinuo de densidade. Unesp, Campus de Jaboticabal.
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4.2.2.2. Centrifugacao e recuperagcao dos espermatozoides nos gradientes de

sexagem

Trés palhetas (25X106 espermatozoides por palheta) de cada touro foram
descongeladas a 35°C. por 20 segundos. Cerca de 75x10° espermatozoides foram
depositados sobre cada gradiente descontinuo de Percoll”. Os gradientes foram
centrifugados a 500 x g em rotor horizontal, por 15 minutos, a 22°C. Os
sobrenadantes foram retirados concomitantemente com a adaptacdo de um sistema
de vacuo (Vacusafe). Os sedimentos de espermatozoides foram recuperados com
auxilio de uma micropipeta, e utilizados nos procedimentos de producéao in vitro de

embrides (Figura 3).

Figura 3: Representacao da etapa de centrifugacao refrigerada de rotor horizontal (A e B);
recuperacao dos espermatozoides por um sistema a vacuo (C); recuperagido do sedimento
(D). Unesp, Campus de Jaboticabal.
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4.2.3. Grupo citometria de fluxo

Para o grupo citometria de fluxo, dez palhetas (2,5 x 10° espermatozoides por
palheta) com sémen sexado foram descongeladas a 35°C por 20 segundos e
centrifugadas em mini gradiente contendo 500 microlitros de cada uma das solugdes
de Percoll 45/90%. Centrifugou-se a 900 x g por 7 minutos. Apds a centrifugagéo o
sobrenadante foi retirado e sobre o sedimento foi adicionado 500 uL de meio TALP-
FIV. Procedeu-se centrifugacdo a 500 x g por 5 minutos e, em seguida, o
sobrenadante foi retirado, deixando apenas 100 puL. Cada placa de FIV continha
cinco gotas de 30 uL de meio TALP-FIV. Foram depositados em cada microgota 10

uL de meio contendo os espermatozoides (Figura 4).

i s e )

£yl
D i T

i

P o
Fer :

- e = o o

Figura 4. Representacéo do sémen bovino depositado sobre o
mini gradiente descontinuo de densidade de Percoll™ 45% e 90%.
Unesp, Campus de Jaboticabal.
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4.2.4. Armazenamento dos espermatozoides para a extragao do RNA

Os sedimentos de espermatozoides foram colocados em microtubos de 1,5
mL com 300-500 uL de “RNAlater® Stabilization Solution” (Ambion®, Austin, EUA,

cat. no.AM7020), que correspondeu a cinco vezes o volume de espermatozdides.

4.3. Extracao de RNA total de espermatozoide para caracterizar expressao

génica em transcriptoma

Apos a descongelacédo, as amostras foram centrifugadas a 5000 x g por 5
minutos a 4°C, a fim de sedimentar os espermatozoéides para posterior extracdo de
RNA.

A extragdo foi realizada utilizando TRIzol® Reagent (Ambion®, cat. no.
15596-018) seguindo as instrugdes do fabricante para amostras de tecido. Na fase
de precipitacdo do RNA, utilizou-se 40ug de Glycogen (Invitrogen Oregon, EUA, cat.
no. 10814-010, 20 ug/ pL) e na fase de ressuspensao, utilizou-se 25uL de agua com
dietilpirocarbonato (DEPC, Invitrogen, cat. no. 750023).

4.3.1. Quantificacdo do RNA total extraido

A determinagdo da concentracdo do RNA total extraido foi realizada no
NanoDrop 100 Spectophotometer (V3.7 Thermo Scientific), utilizando-se 2uL de

cada amostra para a quantificagdo do RNA total em ng/uL.

4.3.2. Transcrigao reversa

As amostras de cDNA que foram utilizadas em ensaios de PCR em tempo real
para verificagdo da contaminacdo com DNA gendmico (gDNA). O cDNA foi
sintetizado utilizando “SuperScript® ||l Reverse Transcriptase” (Invitrogen Brasil
Ltda., cat. no. 18064-014), “Oligo (dT) 15 Primer” (Promega, Madri Espanha, cat. no.
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C1101), “Random Primers” (Invitrogen, cat. no. 48190-011), “100 mM dNTP Set PCR
Grade” (Invitrogen, cat. no. 10297-018), “RNase Out™ Recombinant Ribonuclease
Inhibitor” (Invitrogen, cat. no. 10777-019), conforme as instrugdes dos fabricantes.

A producgéo de cDNA foi pela reagdo com um “mix” contendo 1 pL “Oligo (dT)
15 Primer”, “Random Primers”, 1 yL de “100 mM dNTP Set PCR Grade” e 12l de
agua “RNAse-free’, o qual foi preparado e adicionado ao RNA extraido. Os tubos
foram aquecidos a 65°C por 5 minutos, em seguida foram inseridos no gelo.
Adicionou-se entdo o segundo “mix”, contendo 4 uL de “5X First-Strand Buffer”, 2 uL
de 0,1 M DTT e 1 yL de “RNAseOUT ™", Os tubos foram incubados a 25°C por 2
minutos e, em seguida, 1 uL de “SuperScript Il RT” foi adicionado em cada tubo,
que, posteriormente, foram incubados por 50 minutos a 42°C. Para as reagdes de

amplificagdo, as amostras de cDNA sintetizadas foram inicialmente diluidas 5 vezes.

4.3.3. Controle de contaminagao por DNA genémico

Para a verificagdo de contaminagdo por DNA gendmico foi realizada uma
amplificagdo em PCR em tempo real (QPCR) do gene CD4, CD5 e da Protamina
em um termociclador ABI7500 (Applied Biosystems). As reacbes de amplificacao
aconteceram em um volume final de 15 uL, contendo 1X SYBR Green Master Mix
(Qiagen, cat no. 204054), 10 pmol de cada “primer” e 2,0 yL de cDNA ou 50 ng de
gDNA. O perfil térmico utilizado foi de passo inicial de 95 °C por 10 min, seguido por
50 repeticdes de 95 °C por 15 sec e 60 °C por 1 min.

4.3.4. Preparo da biblioteca de cDNA para o sequenciamento

Todos os procedimentos necessarios para a construgcdo da biblioteca de
cDNA a partir de RNA total, preparo dos clusters e amplificacdo das amostras foram
realizados utilizando-se kits recomendados e produzidos pela lllumina, seguindo
estritamente os protocolos recomendados pelo fabricante e adequados para a

cobertura de 20 milhdes de reads.
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Para a construgao da biblioteca de cDNA utilizou-se o TruSeq PE cluster kit
v3-cBot-HS (Illumina, PN PE-401-3001) e para a amplificagdo das amostras, foi
recomendado o TruSeq SBS kit v3-HS (lllumina, PN FC-401-3001), ambos conforme

a utilizacao do fabricante.

4.4. Producao in vitro de embrides

A produgao in vitro de embrides bovinos foi realizada segundo o protocolo de

Gutiérrez-Adan et al. (2001; 2004) em trés repeticdes.

4.4.1. Obtencao e selegdo dos odcitos

Os ovarios bovinos coletados em abatedouros foram transportados ao
laboratério em solucdo salina a 30-33 °C, e seus foliculos antrais de 3 a 8 mm de
diametro foram aspirados por agulha de 19-G acoplada a seringa de 20 mL (Figura
3). O fluido folicular aspirado foi transferido para tubo conico de 50 mL e decantado
por 15 minutos para a separagcao dos odcitos. Posteriormente, o sedimento foi
transferido para placa de poliestireno de 60 mm de diametro e avaliado em

microscopio estereoscopico (Figura 5) .

Figura 5: Aspiragéo de ovarios de matadouro. Unesp, Campus de Jaboticabal.
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Foram selecionados os COCs (complexo odcito cumulus) que apresentaram no
minimo quatro camadas de células e ooplasma de coloragdo uniforme, ou seja,
somente graus 1, 2 e 3 (Figura 6), assim como preconizado por De Loos et al. (1989).

Foram descartados os odcitos considerados atrésicos e desnudos.

) , .
Figura 6. Representagdo dos Odcitos bovinos classificados como grau 1 (A); grau 2 (B); grau 3 (C);
selecionados pés-aspiragao para serem maturados in vitro.

4.4.2. Maturagao in vitro

Os COCs selecionados foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-
199 (constituido por meio TCM-199, suplementado com 0,2 mM de Piruvato, 20 mM
de HEPES, 5 mM de Bicarbonato de sédio, 75 ng de gentamicina/mL) e uma vez em
meio de maturagéo B-199 (constituido por meio TCM-199 suplementado com 0,2
mM de Piruvato, 25 mM de Bicarbonato de Sédio, 75 ug de gentamicina/mL, 1 pug de
17-B Estradiol/mL, 0,5 ng de FSH/mL, 100 Ul de hCG/mL) acrescido de 10% de
SFB. Foram transferidas 20 estruturas/microgota de 100 pL. Os odcitos foram
maturados durante 22 a 24 horas em estufa a 38,5°C, 100% de umidade e

atmosfera de 5% de CO; em ar (Figura 7).
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Figura 7: Odbcitos bovinos maturados in vitro apds aspiragdo de foliculos de ovarios
provenientes de abatedouro. Unesp, Campus de Jaboticabal.

4.4.3. Fecundagao in vitro

A fecundacdo foi realizada 22 a 24 horas apdés o inicio do cultivo de
maturacdo. Uma palheta de sémen (20x10° espermatozéides/0,25 mL) foi
descongelada a temperatura de 35 °C por 30 segundos. No grupo controle o
sémen foi depositado sobre gradiente de Percoll” (45% e 90%) & temperatura
ambiente e centrifugado a 900xg durante 30 minutos, a fim de sedimentar os
espermatozoides viaveis. O sedimento espermatico resultante desta centrifugacao
teve o volume medido. Foram retiradas duas amostras de 5 uL para determinar a
motilidade progressiva e a concentragdo, que foi ajustada para 25 mil
espermatozoides com motilidade progressiva por pL. Aproximadamente 100 x 10°
espermatozoides foram adicionados a cada gota de 100 uL de meio TALP-FIV

designado a cada grupo experimental.

Para o grupo gradiente de sexagem, o gradiente do grupo controle (Percoll
45%:90%) foi substituido pelo gradiente confeccionado como descrito no item
4221e4.222.

Para o grupo de espermatozoides sexados por citometria de fluxo, uma
palheta de sémen sexado (2,5x10° espermatozoides/0,25 mL) para fémeas foi
descongelada e submetida a um mini gradiente de Percoll 45/90% (total de 500

microlitros: 250 microlitros de cada densidade), o qual foi centrifugado a 700xg por 7
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minutos. Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi retirado e sobre o sedimento
foram adicionados 500 uL de meio TALP-FIV, sendo submetido a outra
centrifugacdo a 500 x g por 5 minutos. Apds a centrifugagdo o sobrenadante foi
retirado, deixando apenas 100 uL. Cada placa de FIV tera cinco gotas de 30 pL de
meio TALP-FIV. Foram depositados em cada microgota 10 uL de meio contendo
espermatozoides. A concentragcdo espermatica nao foi determinada devido ao baixo
numero de espermatozoides existentes na palheta.

Foram adicionados 20 odcitos por gota de FIV, e foram incubados a 38,5°C,
por 18 a 20 horas em atmosfera de 5% de CO, em ar. A clivagem foi avaliada 48h

apods a FIV.

4.4.4. Desenvolvimento in vitro

O desenvolvimento dos embrides produzidos in vitro foi segundo os
protocolos de VAJTA et al. (1999) e GUTIERREZ-ADAN et al. (2001, 2004). Os
provaveis zigotos foram lavados por trés vezes em fluido sintético de oviduto (SOF)
suplementado com 6 mg/mL de BSA, sem SFB e sem glicose e transferidos para
placas com quatro pogos contendo 500 yL do mesmo meio utilizado para lavagem
dos zigotos apds a fecundagéo. Foram cultivados 60 zigotos por pogo (Figura 8), em
estufa, com atmosfera de 5% de O,, 5% de CO, e 90% N,, 100% de umidade

saturada e temperatura de 38,5 °C.

O desenvolvimento embrionario foi avaliado oito dias apds a fecundagéao e os
blastocitos foram armazenados em solucdo RNA later (Qiagen, Hilden, DE, cat. no.

76104) até o momento da extragdo do RNA total.
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A) B)

Figura 8: Representagdo da placa para fecundagao in vitro (A), Blasticistos expandidos
produzidos in vitro (B). Unesp, Campus de Jaboticabal.

4.4.5. Analise estatistica dos resultados

Para a producgao in vitro de embrides, a andlise estatistica foi feita pelo teste
do Qui-quadrado (com nivel de significancia de 5%).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, foram utilizados dois métodos de selegdo do sexo de
espermatozoides para a producao de embrides: a centrifugacdo em gradiente de
densidade e a citometria de fluxo. Avaliou-se o desenvolvimento embrionario de
ambas as técnicas e comparou-se ao grupo controle, utilizando sémen n&o sexado.
Os espermatozoides sexados por citometria de fluxo ou por gradiente de densidade
foram submetidos a extracdo do RNA para analise do transcriptoma por RNA-seq
para quantificar a expressdo de genes candidatos para a qualidade embrionaria,
com o objetivo de verificar se as técnicas de sexagem alteraram o padrdo de

expressao destes genes.

5.1. Analise do transcriptoma de espermatozoides por RNA-seq

5.1.1. Extracao de RNA de espermatozoides

Na leitura no NanoDrop considerou-se que a extragcdo de RNA pelo
protocolo do TRIzol eleva a concentragcdo do acido nucleico em aproximadamente 3
vezes. Assim, por seguranga, consideramos a quantificacao real até cerca de 4
vezes menor para as amostras em que a concentracao inicial era suficiente para

isso (Tabela 1).
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Tabela 1. Quantificagcdo do RNA total pelo NanoDropd as amostras de
sémen de touros submetidos a diferentes tratamentos

Quantificagdo (NanoDrop)
amostra ng/ uL 260/ Concentragao | Volume final
280 final (ng/uL) (uL)
ECs 90,4 1.50 40 50,0
ESs 36,2 1.50 38 50,0
EGs 103,9 1.70 17,5 50,0
MCs 162,0 1.70 40,0 25,0
MSs 250,0 1.81 60,0 25,0
MGs 51,0 1.50 10,0 25,0
SCs 66, 1 1.52 15,0 25,0
SSs 152,6 1.63 35,0 25,0
SGs 406,5 2.0 100,0 25,0
sangue 4447 1.85

ECs- touro 1, sémen convencional

ESs- touro 1, sémen sexado pelo citdmetro de fluxo

EGs- touro 1, sémen sexado pelo gradiente de densidade
MCs — touro 2, sémen convencional

MSs — touro 2, sémen sexado por citdmetro de fluxo

MGs — touro 2, semén sexado pelo gradiente de densidade
SCs — touro 3, sémen convencional

SSs — touro 3, sémen sexado pelo citbmetro de fluxo

SGs — touro 3, sémen sexado pelo gradiente de densidade
Sangue

Nesse trabalho, obtivemos cerca de 400ng de RNA por palheta (20x10°
espermatozoides) considerando a perda de células espermaticas durante a
centrifugacédo nos gradientes de densidade em todos os grupos experimentais. I1sso
representa o rendimento de 20 fg (Femtograma (fg) = 107"° g) de RNA por
espermatozoide. Esses resultados foram superiores aos de Card et al. (2013) que
utilizando o protocolo de extragcdo com TRIzol relataram um rendimento de 31fg de
RNA por espermatozoide bovino utilizando duas palhetas com sémen, em que o
autor ndo informou a concentragdo espermatica. Esses resultados corrobam os de
GILBERT et al. (2007) que estimou que o rendimento esperado seria de 10 a 140 fg/

célula.


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Femtograma&action=edit&redlink=1
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5.1.2. Controle de contaminagdo por células somaticas e DNA gendémico
(gDNA)

Acredita-se que a extragao utilizando o TRIzol® causa contaminagdo com o
fenol, e isso pode subestimar a leitura de quantificacdo do RNA das amostras.

Na figura 9, temos a representagao grafica do perfil de amplificagcdo de CD4
(a) e CD45 (b). Existe apenas amplificagdo em duas amostras-controle (cDNA de
sangue) indicando que nao ha contaminagcdo com células somaticas nas amostras
de RNA extraidos dos espermatozoides.
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Figura 9: Perfil de amplificacdo de CD4 (a) e CD45 (b) em cDNA construido a partir de RNA
espermatico

Para o controle de contaminagao por DNA gendémico foram utilizados
primers para amplificagéo de protamina nas amostras de cDNA. Nesse caso, apenas
um produto deve ser amplificado (234bp). Caso as amostras de RNA espermatico
estivessem contaminadas por gDNA, um produto de 315 bp seria co-amplificado
com o de 234bp. Todas as amostras tiveram o produto de 234 bp amplificado (mas
foram necessarias duas reacdes, sendo que na segunda, a concentragao de primer
foi aumentada de 0,2uM para 0,3uM. Ndo temos um grafico unico com o perfil de

amplificagdo, mas dois graficos complementares (Figura 10a).
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Na curva de dissociagéo (Figura 10b) (que indica a presenga de produto unico
ou nao), ha dois picos: o primeiro (seta azul) mostra o fragmento de 234bp das
amostras de sptz e o segundo (seta vermelha) mostra o pico de 315 da amostra

controle (gDNA) p6 que indicou que as amostras de RNA de espermatozoides n&o
tinham pico de gDNA.
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Figura 10. qPCR. a) curva de amplificacdo de protamina em amostras de cDNA
espermatico; b) um unico pico de melting para protamina descarta a possibilidade de
contaminagao das amostras de RNA por gDNA.
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No presente trabalho ndo foi observada contaminacdo de células somaticas

assim como encontrado por Card et al. (2013).

5.1.3. Preparo da biblioteca de cDNA

A biblioteca de cDNA foi construida utilizando-se o TruSeq PE cluster kit v3-
cBot-HS (lllumina, PN PE-401-3001) conforme a recomendacé&o do fabricante mas
os resultados ndo foram satisfatorios. Nao foi possivel a formacao das bibliotecas de
cDNA.

A figura 11a demonstra como as bilbiotecas deveriam ter ficado e as figuras 11b,c,d
como ficou a validagcdo das bibliotecas feitas a partir do RNA extraido dos
espermatozoides do sémen convencional (b), sémen sexado pelo citdbmetro de fluxo

(c) e sémen sexado pelo gradiente de densidade (d).
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Figura 11: Validagao por PCR em tempo real das bibliotecas de cDNA produzido a partir de

RNA espermatico. (a) padrao do fabricante; (b) PC = sémen convencional; (c) PS = sémen
sexado pelo citdmetro de fluxo; (d) PG = sémen sexado pelo gradiente de densidade.

Os fragmentos pertencentes as bilbiotecas deveriam ficar com um tamanho

em torno de 260-280bp. Na validacdo das bibliotecas feitas a partir do RNA dos

espermatozoides ndo apareceram fragmentos de biblioteca. Esse resultado € tipico

de amostras que produzem RNA degradado, como € o caso dos espermtozoides

como descrito por Card et al. (2013) que descreveram os transcritos de
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espermatozoide bovino como uma populagdo heterogénea de mMRNA nuclear
codificado.

Apesar dessas limitacbes e em constraste com os resultados obtidos nessa
dissertacdo, CARD et al. (2013) obtiveram sucesso na analise de transcrito de
espermatozoides provenientes de nove touros por sequenciamento de alto
rendimento, ap6s amplificacdo seletiva de RNA poliA, a mesma metodologia
utilizada no presente trabalho. O autor identificou 6 166 transcritosvia alinhamento
do genome bovino (UMD 3.1/bosTau6). Os niveis de transcritos (n=9 touros) do
RNA-seq foram altamente correlacionados com o numero de coépias validados pela
PCR em tempo real (> = 0.9747) Os transcritos altamente abundantes incluiram o
PRM1 e HMGB4 (ambos com fungdo na elongagdo das espermatides) e 33
transcritos codificados pela mitocéndria (que representaram 0,5% do perfil de
transcritos). Os transcritos completos compreenderam 66% dos 368 trancritos mais
abundantes. A ontologia génica revelou que a tradugao foi o evento biolégico mais
representativo.

Este estudo de CARD et al. (2013) foi o primeiro a analisar o transcriptoma do
espermatozoide bovino por RNA-seq. Entre os motivos pelos quais nossos
resultados ndo serem similarem os desses autores pode-se sugerir o fato do RNA
espermatico ter sofrido, além da congelacdo, os danos causados pela sexagem por
citometria de fluxo e centrifugagdo em gradiente de densidade. Essa justificativa
também se aplicaria ao grupo controle (sémen convencional congelado) ja que o
autor ndo utilizou o gradiente de Percoll para separar as células somaticas

procedendo apenas a lavagem do sémen em tampao fosfato salino.

5.2. Produgao in vitro de embrides

No presente estudo, ficou demonstrado que a sexagem de espermatozoides
por citometria de fluxo interfere no desenvolvimento dos embrides produzidos in vitro
ja que os grupos experimentais diferiram entre si, tanto para taxas de clivagem como

para as taxas de blastocisto (Tabela 2).
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Tabela 2. Taxas de clivagem e produgdo total de Blastocistos e Blastocistos Expandidos in
vitro em quatro tratamentos de espermatozoides bovinos

Grupos No. de Taxa de Taxa de
oocitos clivagem (%) Blastocisto (%)
Gradiente de Sexagem 3160 2569 (81,3)? 979 (30,98)?
Controle 2910 2467(84,8)° 1021 (35,08)?
Citometria 3093 2202 (71,2)° 887 (28,7)°

Bl=blastocisto

Houve diferenca significativa entre os grupos experimentais (P>0,05).

A sexagem de espermatozdides por centrifugacdo em gradiente de densidade
resultou em 81,3% e 30,98% de taxas de clivagem e de blastocisto,
respectivamente, corroborando os dados obtidos por LUCIO et al. (2007), utilizando
o0 mesmo método de sexagem que observou taxas de clivagem de 70% e de
blastocisto de 27,6%.

RESENDE et al. (2010a), utilizando centrifugacdo em gradiente continuo de
Percoll observou taxa de clivagem de 70%, corroborando os dados obtidos no
presente estudo, mas obteve taxa de blastocisto de 23%, mostrando que a
centrifugacéo em gradiente de densidade afetou o desenvolvimento embrionario.

Os espermatozéides utilizados no presente estudo passaram por processo de
congelacao/descongelacao e, apos isto, foram submetidos a centrifugacdo nos
gradiente de densidade. Os processos de congelacdo/descongelacdo aumentam a
proporcdo de espermatozoides capacitados que sofreram reacdo acrossomal
(BARABAS e MASCARENHAS, 2009), afetam a fungdo mitocondrial
(JANUSKAUSKAS et al., 2005), alteram a estrutura da cromatina espermatica
(GRAVANCE et al.,, 1998; THUNDATHIL et al., 1999) e induzem a formac&o de
espécies reativas de oxigénio (ROS) que prejudicam a fertilidade (O’'FLAHERTY et

al., 1997). Assim, o fato dos resultados do grupo centrifugado em gradiente de
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sexagem ser estatisticamente semelhante ao grupo controle pode ser devido a
centrifugacdo em gradiente de densidade diminuir a propor¢céo de espermatozodides
inviaveis e aumentar o percentual de células com membrana plasmatica integra
(OLIVEIRA et al.,, 2012), selecionando os espermatozdéides que n&o foram
danificados pelo processo de congelagado/descongelagdo. Da mesma forma, estudos
anteriores comprovaram que a centrifugagcao de sémen congelado/descongelado em
gradiente de densidade de Percoll, selecionou espermatozdides sem fragmentacao
no DNA (RESENDE et al., 2010b), com motilidade elevada (70 a 80%).

Ja a sexagem de espermatozodides por citometria de fluxo apresentou 71,2%
de clivagem (inferior ao grupo controle e ao gradiente de densidade) (P>0,05) e
28,7% (P>0,05) de embrides que se desenvolveram até o estagio de blastocisto,
taxa inferior quando comparada aos grupos controle e gradiente de densidade.

UNDERWOOD et al. (2010), avaliando os efeitos da citometria de fluxo no
desenvolvimento embrionario, encontrou 78,8% e 35,9% de taxas de clivagem e
blastocisto, respectivamente, superiores aos dessa Dissertacdo. Outros
experimentos também relataram taxas médias de clivagem de 70% e de blastocisto
de 30% (ZHANG et al., 2003; LU et al., 2004; XU et al., 2006), demonstrando que a
citometria de fluxo ndo afeta o desenvolvimento embrionario, mas que os efeitos
deletérios desta metodologia podem aparecer em estadios mais tardios, como por
exemplo durante a implantagdo do embrido (CARVALHO et al., 2010).

Também em contraste com nossos resultados, Blondin et al. (2009) ao
testarem varios niveis de heparina, obtiveram diferenca P(<0,01) para taxa de
clivagem do grupo controle (68,2%) em relagao ao grupo sexado por citometria de
fluxo (80,6%), ambos a 10 ug de heparina por mL de meio FIVE, houve também
diferencga significativa para a taxa de blastocisto, que foi maior para o grupo controle
(32,8%) em relagéo ao grupo sexado (12,6%).

Nossos resultados corrobam os de Bermejo-Alvarez et al.(2010), avaliando o
desenvolvimento de embrides produzidos in vitro com sémen sexado por citometria,
observaram redugao nas taxas de clivagem e blastocisto (D7), 67,16% e 15,43%,
respectivamente, quando comparado com o grupo controle. Este experimento,
apenas confirmou outros estudos desenvolvidos pelo mesmo grupo de pesquisa,

onde observaram que o uso de sémen sexado por citometria de fluxo afeta o
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desenvolvimento embrionario, com taxas médias de clivagem e blastocisto, 60% e
15% respectivamente, quando comparados com o sémen nao sexado (85% de
clivados e 40% de blastocistos) (BERMEJO-ALVAREZ et al., 2008).

Muitas vezes esses resultados sao atribuidos aos efeitos deletérios que este
processo de separagao causa ao espermatozoide, como a capacitagao e redugao da
longevidade espermatica (MAXWELL, et al., 2004).

Nesse trabalho, os odcitos fecundados com sémen sexado pelo citbmetro sé
chegaram ao estadio de blastocisto apos oito dias e demoraram mais para
apresentarem as primeiras divisdes celulares quando comparados com embrides
produzidos com sémen convencional ou com o0s espermatozoides sexados pelo
gradiente de densidade. Bermejo-Alvarez et al. (2010) também fez a mesma
observagéo. Este atraso na clivagem pode estar associado a danos causados pela
citometria de fluxo como a redugdo da motilidade espermatica (HOLLINSHEAD et
al., 2003) e as baixas porcentagens de células com membrana e acrossoma intactos
(CARVALHO et al. (2010), refletindo a diminuicdo de potencial para o
desenvolvimento embrionario.

O atraso no desenvolvimento embrionario e danos no DNA também podem
estar associados com outros fatores do processo de sexagem por citometria de fluxo
como: a utilizacdo do Hoeschst 33342; a utilizagao do laser; a exposicdo dos
espermatozoides a cargas elétricas (LIBBUS et al., 1987). Danos no DNA de
espermatozoides tém sido associados as baixas taxas de fecundagdo (AITKEN et
al., 2004), prejuizos no desenvolvimento préimplantacional do embrido (FATEHI et
al., 2006), alteragdes no padrao de genes importantes para o desenvolvimento
embrionario (MORTON et al., 2007) e no aumento das taxas de aborto (BAKER e
AITKEN, 2005).

Trigal et al. (2012) também produziram embrides in vitro utilizando sémen
com espermatozoides sexado de cinco touros, e observaram reducdo na taxa de
clivagem para o grupo sexados (5,6-26,3%) em relagdo ao grupo nao sexado (14,8-
40,3%), sendo esta diferenga significativa, assim como também observaram
menores taxas de blastocistos quando se utilizou espermatozoides sexados (8,5-
10,0%) quando comparado com a utilizagdo de espermatozoides n&o sexados (8,6-
18,2%).
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Rasmussen et al. (2013) demonstraram que a taxa de prenhez n&o
apresentou diferenca (21% versus 18%) aos 60 dias apos a transferéncia de
embrides produzidos in vitro com sémen convencional e espermatozoides sexados
pelo citbmetro de fluxo, respectivamente. Entretanto, houve diminuicdo de 32% na
taxa de prenhez até o nascimento.

Alta variabilidade no desenvolvimento in vitro de embrides produzidos com
sémen sexado é reportado em varios estudos. Essa variagado € devida em parte pela
diferente capacidade dos touros em produzirem embrides in vitro, 0 que demonstra a
grande efeito do touro nesse sistema.

Em média, as taxas de fecundagdo sdo de 10 a 20% menores em relagcado a
producao in vitro de embrides utilizando sémen convencional. Esta evidencia foi
comprovada no presente estudo onde a redugcdo da taxa de clivagem e de
blastocistos ocorreu em todos os touros utilizados como observados PR outros
autores (BERMEJO-ALVAREZ et al., 2010; TRIGAL et al., 2012).
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6. CONCLUSAO

De acordo os resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que:

a) o método de citometria de fluxo reduz a taxa de clivagem e de blastocistos
produzidos in vifro quando comparado a utilizagdo de sémen convencional e
centrifugado em gradiente de sexagem:;

b) ndo foi possivel construir a biblioteca de cDNA a partir do RNA espermatico
TruSeq PE cluster kit v3-cBot-HS (lllumina, PN PE-401-3001).
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