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“Depois de algum tempo a gente aprende a diferenca, a sutil diferenca entre dar a mao
e acorrentar uma alma. Comeca a aprender a construir todas as nossas estradas no
hoje, pois o terreno do amanha é incerto demais para planos e o futuro tem costume de
cair em meio ao vao.

Aprende que verdadeiras amizades continuam a crescer mesmo a longas distancias e
que nao importa o que se tem na vida, mas QUEM se tem na vida, e que os bons
amigos sao a familia que nos foi permitido escolher.

Aprende que as circunstancias e os ambientes tém influéncia sobre nés, mas que
somos responsaveis por nés mesmos. Aprende que nao importa onde ja chegamos,
mas onde estamos indo. Mas se ndo soubermos nosso destino, qualquer lugar serve.

Aprende que maturidade tem mais a ver com as experiéncias que tivemos € o que
aprendemos com elas do que com quantos aniversarios celebramos e que ha mais de
NOSSOS pais em nos do que possamos imaginar.

Aprende que quando se esta com raiva, tem-se o direito de estar com raiva, mas isto
nao nos da o direito de ser cruel. Descobre que s porque alguém nao nos ama da
forma que a gente quer que ame nao significa que ndo nos ama com todo seu ser.

Aprende que nem sempre € suficiente ser perdoado por alguém, algumas vezes é
preciso perdoar a nés mesmos. Aprende que com a severidade com que julgamos
seremos um dia condenados.

E a gente aprende a realmente suportar... que somos realmente fortes e podemos ir
muito mais longe... depois de pensar que ndo podemos mais. E que realmente a vida
tem valor e temos valor diante da vida.”

William Sheakespeare
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BSA — Albumina Sérica Bovina
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COC - complexo cumulus - oécito

DMEM - “Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium”
DNA — Acido Desoxirribonucléico

ePIV — Produgéo in vitro de embrides

FIV — fertilizacao in vitro

G14 — Gradiente 14

G6PD — glucose 6 fosfato desidrogenase

GSH - glutationa

HEPES — N(2-Hydroxethyl)piperazine —N’ (ethanesulfonic acid)
IA — Inseminagéo Artificial

INF-1 — interferon tau

mL - mililitro

mRNA — 4cido ribonucléico mensageiro

PCR - reagcédo em cadeia da polimerase

PIV — produgéo in vitro

ROS — espécies reativas do oxigénio

SFB — soro fetal bovino

SOF — synthetic oviduct fluid

TALP — Tyrode's Albumin — Lactate — Pyruvate
TE - transferéncia de embrides

XIAP — proteina inibidora da apoptose ligada ao cromossomo X
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SEPARACAO DE ESPERMATOZOIDES “X” VIAVEIS, DE SEMEN
CONGELADO, POR GRADIENTE DESCONTINUO DE DENSIDADE, NA
PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES DESTINADOS A CRIOPRESERVACAO

RESUMO - O presente trabalho teve como objetivos separar os espermatozéides
portadores do cromossomo X viaveis, dos portadores do Y, através de gradiente
descontinuo de densidade de Percoll™. Utilizar esse sémen na produgéo in vitro de
embrides bovinos, substituindo o SFB pela BSA no cultivo. Congelar estes embrides
pelo método da congelacdo lenta. Avaliar a criotolerancia dos embrides do sexo
feminino pela taxa de eclosdo e a eficiéncia do gradiente pela técnica da PCR, que
identificou o sexo dos embrides produzidos. Foram produzidos 133 embrides do
tratamento sexado (embrides produzidos a partir de sémen submetido ao gradiente de
densidade de Percoll™) e 100 do tratamento controle (embrides produzidos de acordo
com o protocolo utilizado no departamento de Reprodugdo Animal). Apés congelagao,
descongelagéo e cultivo destes embrides apenas 8 eclodiram do tratamento sexado e
também 8 do tratamento controle, a analise estatistica deste resultado demonstrou que
o sexo nao influenciou na taxa de eclosdo pds descongelacdo. Porém a analise
estatistica dos embrides produzidos com sémen sexado e submetidos a PCR
demonstrou que o gradiente de densidade de Percoll™ foi eficaz na separacdo dos

espermatozdides X viaveis em 62%.

Palavras-Chave: Congelacdo lenta, embrides bovinos, gradiente de densidade de

Percoll™, PCR, proporgao sexual, taxa de eclos&o.



VIABLE “X” SPERM SEPARATION, FROM FROZEN SEMEN, BY
DESCONTINUOUS DENSITY GRADIENT, ON /N VITRO PRODUCTION EMBRYOS
PROCEDURE TO CRYOPRESERVATION

SUMMARY - The present study had as purposes to separe X and Y sperm by

Percoll™

descontinuous density gradient. Use the semen on in vitro production bovine
embryos, replacing the BFS for BSA on the culture. To freezing the embryos by the slow
curve method. Evaluate the female embryos cryotolerance by eclosion rate and the
gradient eficience by PCR technique that identify the embryos sex. 133 embryos were
produced by the sexed treatment and 100 by control treatment. After freezing,
unfreezing and culture of the embryos, only 8 ecloded of each treatment, the result
statistics analyses showed that the sex had no influence on the eclosion rate after
unfreeze. However the statistics analyses of the sexed semen produced embryos and
submitted to PCR showed that the Percoll™ density gradient was efficient on the viable

X separation sperm in 62%.

KEYWORDS: Slow freezing, bovine embryos, Percoll™ density gradient, PCR, eclosion

rate.



1. INTRODUCAO

A técnica de producao in vitro de embrides (ePIV) bovinos € uma metodologia de
rotina para pesquisas em transgénese, clonagem, sexagem bem como €é um
procedimento comercial que auxilia nos programas de teste de progénie e
melhoramento genético. Entretanto, para se conseguir uma maior flexibilidade e
eficiéncia do uso dessa biotecnologia, é essencial que os embrides produzidos possam
ser estocados em nitrogénio. A criopreservacao é o instrumento que ira permitir a
ampla utilizacdo comercial da biotécnica de ePIV na pecuaria (KHURANA &
NIEMANN, 2000; WOODS et al., 2004).

A criopreservacao tem como principio manter a vitalidade embrionaria durante
longo periodo em estado de letargia reversivel apés a descongelacdo. Essa
caracteristica permite as seguintes aplicacdes: a) manter e preservar a viabilidade dos
embrides excedentes de um programa de ePIV; b) otimizar a logistica no transporte, a
exportacao e a importacao de espécies e racas de interesse zootécnico ou zooldgico; ¢)
utilizar o estro natural das receptoras ou formar banco de embrides visando preservar
material genético de espécies em perigo de extingao; d) possibilitar uma avaliagéo
futura do melhoramento animal por permitir que um grande niumero de caracteristicas
genéticas seja confrontado ao longo do tempo.

Desde a introdugdao, em 1949, do glicerol como um agente crioprotetor
permeavel, um dos métodos mais estudados para a criopreservacdo de embrides,
inclusive aqueles produzidos in vitro, € a congelacao controlada. Nesse processo 0s
embrides sao desidratados pelo cultivo com o crioprotetor e submetidos a uma curva de
congelacéao lenta ou rapida (WOODS et al., 2004).

A congelacao de ePIV demonstra resultados contraditérios que em média sdo de
18% de prenhez e ndo conclusivos, no que diz respeito as causas da baixa viabilidade
apds a descongelacao desses embrides (TOMITA , 2003).



Entre as explicacdes para a baixa criotolerancia dos ePIV estdo a qualidade
morfoldgica insatisfatéria (TOMITA, 2003), a inadequada composicdo dos meios de
cultivo in vitro e deficiéncias na expressao génica (RIZOS et al., 2003), bem como o
sexo do embrido (KIMURA et al., 2004).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fatores que afetam a viabilidade pés descongelacao dos ePIV bovinos

A baixa criotolerancia dos ePIV, torna necessario o desenvolvimento de
protocolos de producgdo in vitro e congelacao que permitam aumentar a resisténcia dos
mesmos ao processo de congelacao (RIZOS et al., 2003; TOMITA, 2003).

O meio de cultivo, congelagédo e o crioprotetor a ser usado, sdo extremamente
importantes para a sobrevivéncia dos embrides. A eliminacdo do SFB no meio de
cultivo aumenta a crioresisténcia dos blastocistos (SANG-RAE et al., 2002). Os mesmos
autores ndo observaram diferenga na maturacdo nuclear e clivagem de embrides
cultivados em meio suplementado com ou sem SFB porém, a sobrevivéncia dos
embrides, apds descongelacdo, foi significativamente maior no grupo que nao foi
suplementado com SFB. Com 36 horas de cultivo pds descongelagdo os blastocistos
que se desenvolveram neste mesmo meio tinham um ndmero significativamente maior
de células comparado com os que foram cultivados com SFB.

Pugh et al. (1998), demonstraram que a composi¢do de proteinas no meio de
congelagdao pode afetar significativamente a sobrevivéncia dos embrides apds a
descongelagédo e que a sobrevivéncia de moérulas compactas pode ser aumentada com
a suplementagao de BSA adicional. Demonstraram também que a presenga de lecitina
no meio de cultivo ndo afetou o desenvolvimento dos embrides, mas reduziu
significativamente a sobrevivéncia ap6s a descongelacdo, sugerindo que, talvez, a
lecitina tenha alterado a composicao da membrana dos embrides.

A qualidade dos blastocistos bovinos produzidos in vitro € sempre inferior a
daqueles produzidos in vivo (TOMITA, 2003). Existe uma grande diferenca, bioquimica
e morfolégica, entre esses dois grupos de embrides que influencia na sua sobrevivéncia
apos a criopreservacao. Essas diferencas incluem alteragdo na compactacdo das
células, na expressdo de genes e o grande aumento na quantidade de lipideos nos
embrides produzidos in vitro (PUGH et al.,2000).



A qualidade dos odcitos e as condigbes de cultivo determinam a taxa de
produgao e qualidade dos blastocistos ap6s a fecundagcao e, consequentemente, a
resisténcia a congelagédo (TOMITA, 2003; GASPARRINI et al., 2003). A suplementagéo
do meio de maturagdo com cisteina e cisteamina (GASPARRINI et al., 2003) ou
precursores de glutationa (AVELINO, 2004) aumentam a sintese de GSH que, por sua
vez, protege as células do estresse oxidativo, prejudicial ao desenvolvimento in vitro de
embrides.

Khurana e Niemann (2000), demonstraram que embrides produzidos in vitro ou
pré expostos as condi¢des de cultivo in vitro sdo mais sensiveis as injdrias causadas
pela criopreservacdo. Essa sensibilidade é afetada pela qualidade dos embriées que €
demonstrada bioquimicamente no meio de cultivo pela determinacdo do metabolismo
oxidativo dos mesmos.

O metabolismo aerdbico leva a producao de espécies reativas do oxigénio (ROS)
como superédxido e peroxido de hidrogénio. As técnicas de producgao in vitro expdem 0s
embrides, os quais ndo se beneficiam da protecdo antioxidante maternal: a atmosfera
de 20% de oxigénio ao invés de aproximadamente 7% (como no oviduto), a luz e tragos
de metal pesado no meio de cultura. Todos esses fatores sdo responsaveis por um
aumento na producdo de ROS, os quais podem ter efeitos deletérios nos embrides
(LEYENS et al., 2004).

Da mesma forma, a existéncia de diferengas na quantidade de transcritos de
alguns genes importantes no processo de desenvolvimento (dependente das condi¢des
de cultivo) pode explicar a diferente qualidade morfolégica e criotolerancia entre os
embrides produzidos in vivo e in vitro (RIZOZ et al., 2003). Assim, a qualidade
morfoldgica dos o6citos e o numero de embrides cultivados em um determinado volume
de meio de cultura, alteram a expressao de genes importantes para o estabelecimento
da prenhez como o INF-1 (LARSON & KUBISCH, 1999).

O INF-1 é um fator anti-luteolitico secretado por embrides de bovinos e ovinos e
estd envolvido com o reconhecimento da prenhez. E um produto de genes
autossbmicos e € secretado por blastocistos expandidos do sexo feminino em uma

concentragao duas vezes maior que embrides do sexo masculino no mesmo estadio de



desenvolvimento. As possiveis explicagbes para essa diferenga sdo que os embrides do
sexo masculino sdo mais susceptiveis ao estresse oxidativo, e que os do sexo feminino
produzem mais INF-t porque a atividade da via pentose fosfato (PPP) é elevada devido
a inativagao tardia do cromossomo X (KIMURA et al., 2004).

A concentragdo de glicose no meio de cultura pode afetar a morte celular por
apoptose e a proporcao sexual nos blastocistos produzidos in vitro. A apoptose de
embrides bovinos comeca no estadio de moérula e continua durante o seu
desenvolvimento. A apoptose mantém a qualidade embrionaria removendo as células
danificadas. Ela é regulada pela atividade de genes pr6 e anti-apoptose durante o
desenvolvimento pré-implantacao (RIZOS et al., 2003).

Os inibidores da proteina apoptética sdo um grupo de proteinas intracelulares
cuja funcdo é manter a célula viva. A proteina inibidora da apoptose ligada ao
cromossomo X (XIAP) é uma das cinco proteinas identificadas nos mamiferos. A XIAP
€ importante no controle da apoptose pela modulacdo da ativagdo e atividade da
caspase nas células do trofoblasto (JIMENEZ et al., 2003). De acordo com os autores
aqui citados a criotolerancia esta relacionada ao sexo feminino assim, pode-se esperar
que o desvio da proporcdo sexual, em favor das fémeas, pela utilizacdo de
espermatozdides X para a ePIV aumente as taxas de eclosdo in vitro apdés a

descongelagcao desses embrides.

2.2. Perspectivas para a selecao do sexo na ePIV

A partir da década de 80, o aprimoramento e a difusdo das técnicas de
inseminacao artificial e transferéncia de embrides, dentro dos programas de
melhoramento genético animal, bem como a demanda de sistemas de producao mais
eficientes, intensificaram o estudo e o desenvolvimento de técnicas de sele¢cao do sexo
de espermatozéides e embrides pré-implantados, em espécies de interesse zootécnico.
A selecao do sexo tem um valor econémico significativo nesses animais com aptidao
para producao de leite e carne, em sistemas em que a produtividade é favorecida pela
progénie de um dos sexos (TAYLOR, 1985; VAN VLECK et al., 1987; RUVUNA et al.,
1992; HOHENBOKEN, 1999).



A aplicagdo destas biotecnologias, principalmente a sexagem de
espermatozoéides associada a ePIV, possui um mercado potencial atrativo nas espécies
de interesse zootécnico, principalmente nos bovinos, j& que o Brasil possui 0 maior
rebanho bovino comercial do mundo (196 milhdes de cabecas). A ePIV desponta como
uma nova biotecnologia, com mercado em crescimento. Em 2005 foram feitas cerca de
150 mil transferéncias de embrides produzidos in vitro, deixando o pais em primeiro
lugar no mundo (Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides).

Entretanto, a utilizagdo comercial, ou no teste de progénie, de embrides
produzidos in vitro com sémen sexado sera mais viavel economicamente se for possivel
congelar estes embrides, pela utilizacdo de um método que permita a transferéncia
direta dos mesmos. Estes procedimentos diminuiriam os custos com a sincronizacao do
ciclo estral de receptoras e facilitaria a comercializagdo no Brasil e exterior, bem como
para propriedades desprovidas de estrutura laboratorial, onde estejam as fémeas
receptoras disponiveis (NIEMMAN, 1991; TOMITA, 2003; RIZOS et al., 2003).

O aprimoramento de técnicas para selecao do sexo associadas a ePIV, demanda
uma abordagem multidisciplinar. Neste sentido € oportuno rever os resultados das rotas
tecnolégicas para a selecao do sexo de espermatozoides.

2.3. Selecao do sexo de espermatozoides

2.3.1. Diferencas no conteliido de DNA

A identificacdo microscépica dos cromossomos sexuais acessorios (X e Y) em
1910 foi um marco no campo das pesquisas objetivando a sexagem de
espermatozoides, pois geraram uma idéia de que o sexo poderia ser controlado por
estas estruturas especializadas (SEIDEL et al., 1999). A quantidade de DNA entre os
cromossomos X e Y varia significativamente entre as espécies, sendo que o X possui
uma quantidade maior. E até o momento € a Unica diferenca estabelecida e validada
cientificamente para a separacao eficiente de espermatozdides X ou Y in vitro
(JOHNSON & WELCH, 1999). Essa diferenca é de cerca de 4,0% e foi constatada em
varias espécies de mamiferos (GARDNER et al., 1983; JOHNSON et al., 1994).



Com base nesta diferenca, existem duas técnicas que podem ser utilizadas para
a selecdo do sexo dos espermatozoéides: a citometria de fluxo e a centrifugagédo em
gradiente de densidade.

Embora com bons resultados na separagao espermatica, a citometria de fluxo

mostra-se pouco eficiente em relacdo ao investimento com o equipamento (U$ 250,000)
e pela baixa producao/equipamento/hora, que nao ultrapassa 12 milhdes de
espermatozéides em alta velocidade de separagcdo (JOHNSON e WELCH, 1999)
restringindo bastante sua utilizagdo na industria da inseminacao artificial. Outros fatores
limitantes s&o:
a) O baixo numero de espermatozdides sexados viaveis; b) A longa exposicdo ao
corante sob alta temperatura (37°C); ¢) Diminuicbes drasticas nos parametros de
fertilidade avaliados in vitro (producao in vitro de embrides); d) Impossibilidade de sexar
sémen congelado devido ao fato de que o processo de congelacdo prejudica a
uniformidade da coloragdo dos ndcleos com o corante Hoechst 33342
(JOHNSON,1994). Isso limita a utilizagdo dessa técnica em doses de sémen de touros
de varias centrais ou criadores na producao in vitro de embrides. O que restringe a
utilizagdo dos melhores touros (touros provados), dentro de cada raga, nos programas
de melhoramento animal e teste de progénie que utilizam a producao in vitro de
embrides; e) Impossibilidade de sexar sémen in natura de alguns touros; f) Rapida
desaceleracado na saida do citbmetro, de 90 para Okm/h, quando os espermatozéides
sao colhidos nos tubos coletores durante o processo de sexagem.

Em bovinos a literatura denota que os resultados de fertilidade a campo,
utilizando os espermatozbides sexados por este método, demonstram indices
favoraveis em condicbes experimentais e estritamente controladas, o que inclui a
execucao e supervisdo da inseminacgao artificial por profissionais (técnicos e médicos
veterinarios).

Um exemplo deste fato foi um estudo recente realizado na Suica, no qual
espermatozoéides descongelados e sexados por citometria de fluxo e espermatozéides
ndao sexados (2 milhdes/dose) foram depositados no corpo do Utero de novilhas e

vacas. A taxa de prenhez pela IA com espermatozoides sexados foi de 29,6% e 23,8%,



para novilhas e vacas, respectivamente. Utilizando espermatozoéides ndo sexados a
taxa de prenhez foi de 59,3% para novilhas e 26,6% para vacas, apés 70 a 90 dias da
inseminagao artificial (BODMER et al., 2005). Nesse mesmo estudo foi constatada uma
maior taxa de perda embrionaria quando se utilizou espermatozéides sexados por
citometria, alcangando 11,1% em novilhas e 15,8% em vacas. Em contraste, utilizando-
se espermatozdides ndo sexados, a taxa foi de apenas 2,9% em vacas e 0% em
novilhas.

Nos Estados Unidos, resultados de um teste de campo compararam as taxas de
prenhez, conseguidas com espermatozoides sexados por citometria de fluxo, em
rebanhos com baixa, média e alta eficiéncia reprodutiva. A taxa média de prenhez
utilizando doses de sémen convencional foi de 58%, enquanto que utilizando sémen
com espermatozoéides sexados nesses rebanhos as taxas de prenhez foram 21, 37, e
35%, respectivamente (WEIGEL, 2004).

Na Finlandia, outro teste a campo (em uma cooperativa de produgédo de leite)
comparou as taxas de prenhez conseguidas com espermatozdides sexados por
citometria de fluxo (157 doses) e com sémen convencional (149 doses). A taxa média
de prenhez com a utilizagcdo de doses de sémen convencional foi de 46%, enquanto
que ao utilizar sémen com espermatozbides sexados nesses rebanhos a taxa de
gestacao foi 21%. Assim nasceram mais bezerras apds a IA com sémen convencional
(33) do que com sémen sexado (27) (ANDERSSON et al., 2006).

Devido a esse fato, nos rebanhos de elite, as ultimas estimativas de um
progresso genético mais modesto do que aquele predito anteriormente (15%), VAN
VLECK et al., (1987) citado por WEIGEL, (2004) sugeriram que a habilidade de alterar a
proporcao sexual da progénie de touros e vacas de elite tem menor impacto no ganho
genético anual, que é aumentado em torno de 0,4 a 1,4%, mesmo quando associado as
multiplas ovulagdes e transferéncia de embrides. Além disso, os programas de
melhoramento também ficam prejudicados ja que apenas 150-200 doses de sémen
enriquecidas com espermatozéides X podem ser produzidas, por dia, por citometria de
fluxo. Esse numero corresponde a menos que 0,5% das necessidades diarias de doses

de sémen do mercado, por exemplo nos Estados Unidos. Esses fatores sao limitantes



para a utilizacdo do sémen sexado (WEIGEL, 2004).

Na ePlV, apesar dos tratamentos utilizados no método de citometria de fluxo
(coloragdao com Hoechst 33342 e exposicdo a luz ultravioleta) aparentemente nao
impedirem o desenvolvimento in vitro do zigoto, Libbus et al. (1987) observaram
aberracdes cromossémicas em 50% dos espermatozoides de Microtus oregoni, apos a
sexagem por esse método.

Morton et al. (2007), verificaram que os embrides produzidos in vitro, nos quais
se utilizou espermatozéides sexados por citometria, possuiam uma expressao alterada
no RNA mensageiro de alguns genes importantes em seu desenvolvimento, comparados
com aqueles em que ndo se utilizou espermatozoides sexados. Dentre esses o Glut-3,
que é responsavel pelo transporte da glicose do exterior para o interior do embrido, em
que a sua diminuicdo provoca um desenvolvimento reduzido. A Glicose-6-fosfato-
desidrogenase (G6PD), responsavel pela desintoxicacdo celular frente aos radicais
livres, também possui uma diminuicdo na sua expressdo, provocando atraso no
desenvolvimento. Outras alteragbes podem ser encontradas na expressdao dos genes
XIST, envolvido na inativacdo do X, e HSP-70.1 que é um indicador de estresse
embrionario.

Assim, é dificil concluir como seriam os resultados em paises como o Brasil, que
possui uma pecuaria caracterizada por heterogeneidade de condi¢gdes de manejo. Neste
sentido considera-se que para a realidade brasileira € mais interessante optar por
desenvolver uma metodologia de baixo custo, que atinja acuidade de sexagem em torno
de 75%, mas que permita, em condi¢des variadas de manejo, obter taxas de fertilidade

satisfatérios.



2.3.2.Diferencas de densidade

Esses métodos envolvem processos de centrifugagao e se baseiam na diferenca
de densidade entre essas duas populacées de espermatozdéides. A andlise da cabeca
dos espermatozdides por microinterferometria demonstrou que os espermatozoéides 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
diferenca de DNA do espermatozdide X em relagéo ao Y, de bovinos, resultava em uma
diferenca de densidade de pelo menos 7x10 g/cm3 ou 0,06% a mais (WINDSOR et al.,
1993; CHANDLER et al., 1999). Na tentativa de separacao dos espermatozdides X e Y
por centrifugagdo em gradiente de densidade utilizou-se Ficoll, Ficoll-Metrizoato de
Sédio e Percoll™ (HOSSEPIAN DE LIMA, 1998).

Em bovinos desenvolveu-se um processo de separagao dos espermatozoides X

I™ com acuidade de cerca de 70%. Quando

ou Y em gradientes descontinuos de Percol
utilizados para a produgédo in vitro de embrides, foram capazes de fecundar 75% dos
odcitos, dos quais 30% desenvolveram-se até o estadio de blastocisto (HOSSEPIAN
DE LIMA, 1998; HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2000, 2003). O aprimoramento deste

método de centrifugagdo em gradiente descontinuo de Percoll™

, em substituicdo aos
métodos convencionais de preparacdo dos espermatozéides antes da fecundacéo,
podera ser uma alternativa para associar a sexagem de espermatozdides a ePIV
comercial.

O Percoll™ é um meio bem referenciado para a centrifugacdo em gradiente de
densidade de células, virus e particulas subcelulares. A solucao estéril € composta por
silica coloidal recoberta com polivinilpirrolidona (PVP). Com o Percoll™ é possivel a
formacédo de gradientes com densidade de até 1,130g/mL, com osmolaridade menor
que 300 mOSm/Kg H>O. Para isso, é necessario preparar-se uma solucdo estoque
contendo nove partes de Percoll™ e uma parte de solugdo com 1,5M de NaCl ou 2,5M
de sacarose (VICENT & NADEAU, 1984).

Existem dois tipos de gradientes de densidade; a) continuos: ha um aumento
gradual da densidade da parte de cima do gradiente até a parte de baixo, ndo sendo

possivel observar as camadas formadas; b) descontinuos: € possivel a visualizacdo das



camadas dos gradientes em que, a camada mais densa fica na parte inferior do tubo,
diminuindo-se nas partes superiores. Para a formacao do gradiente continuo, ha
necessidade de se montar um gradiente descontinuo de 3 a 4 camadas, inicialmente,
na qual a transformacao ocorre pela difusdo destas camadas, colocando-se o tubo na

horizontal e reorientando-o novamente.



3. HIPOTESES

1)A substituicdo do procedimento destinado a separacdo de espermatozéides
vidveis, na produgao in vitro de embrides, por um gradiente de densidade de Percoll™

(gradiente de sexagem) sedimenta, preferencialmente, os espermatozéides X viaveis.

2) As seguintes modificagdes no meio de cultivo, utilizado para o desenvolvimento
dos embrides, maximizam o desvio da propor¢do sexual em favor do sexo feminino:
a)substituicdo do SFB pela BSA; b)eliminagdo da glicose no meio de desenvolvimento

embrionario.

3) As modificacbes da hipétese 2 aumentam a criotolerancia dos ePIV quando
associadas a modificagdes que reduzam o estresse oxidativo na punc¢do, maturagéo,

fecundacao dos odcitos e desenvolvimento dos embrides.

4) Os ePIV do sexo feminino produzem maior taxa de eclosdo pos

descongelacao devido a sua maior criotolerancia.



4. OBJETIVOS

1) Substituir o procedimento destinado a separagé@o dos espermatozoides viaveis
para a producéao in vitro de embrides, por um gradiente descontinuo de densidade de

Percoll™

(gradiente de sexagem) que sedimente, preferencialmente, os
espermatozdides X viaveis.

2) Avaliar a qualidade dos espermatozéides sexados pela taxa de clivagem e
desenvolvimento in vitro de embrides.

3) Substituir o soro fetal bovino (SFB) pela albumina sérica bovina (BSA) para
maximizar o desvio da propor¢ao sexual e aumentar a criotolerancia dos embrides.

4) Comparar o protocolo de ePIV associado a sexagem dos espermatozoides
com aquele usado na rotina de producao in vitro de embrides bovinos quanto ao seu
efeito na criotolerancia dos embriées produzidos.

5) Avaliar a criotolerancia dos ePIV do sexo feminino pela taxa de eclosao poés
descongelagao.

6) Avaliar a eficiéncia dos gradientes desenvolvidos pela verificacdo do desvio da
proporcao sexual pela técnica de reacao em cadeia da polimerase (PCR) dos embrides
produzidos.



5. MATERIAL E METODOS

A producado, congelacdo e descongelacdo dos embrides, foi desenvolvida no
Laboratério de produgéo in vitro de embrides da Empresa Cenatte Embrides, em Pedro
Leopoldo (MG).

A padronizacdo do gradiente de sexagem e a técnica da PCR foram realizadas
nos Laboratérios de Cultivo e de Biologia Molecular, do Departamento de Medicina
Veterindria Preventiva e Reproducdo Animal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias da Unesp, Campus de Jaboticabal (SP).

O experimento consistiu de 4 tratamentos:
-Tratamento controle: neste tratamento o sémen nao foi centrifugado em gradiente

descontinuo de densidade de Percoll™

e os ePIV que ndo atingiram o estadio de
Blastocisto (Bl) e Blastocisto expandido (Bx), ou seja, as moérulas e os blastocistos
iniciais (Bi) foram sexados pela PCR,;

-Sexado: o sémen foi centrifugado em gradiente descontinuo de densidade de

I™ e os embrides que ndo atingiram o estadio de Bl e Bx, foram sexados pela

Percol
PCR;
-Controle destinado a criopreservacao: o sémen nao foi centrifugado em gradiente

I™ e os ePIV, nos estadios de Bl e Bx, foram congelados,

descontinuo de Percol
descongelados, avaliados quanto a taxa de ecloséo e sexados pela PCR;
-Sexado destinado a criopreservacao: o sémen foi centrifugado em gradiente
descontinuo de Percoll e os ePIV, nos estadios de Bl e Bx, foram congelados,
descongelados, avaliados quanto a taxa de eclosao e sexados pela PCR.

Utilizou-se sémen de touro da raca Nelore (Bos indicus) congelado em palhetas

de 0,25ml, obtido de empresa especializada em congelagao de sémen bovino.



5.1. Obtencao e selecao dos odcitos

Os ovérios bovinos foram colhidos em abatedouros e transportados para o
laboratério em solugao salina a 30-33°C.

Os foliculos antrais de 3 a 8 mm de didmetro foram aspirados por agulha de 19-g
acoplada a seringa de 20 mL. O fluido folicular aspirado foi transferido para tubos
conicos de 50 mL e apds 15 minutos os odcitos do sedimento transferidos para placa de
poliestireno de 60mm de diametro e avaliado em microscépio estereoscopico.

Selecionou-se os COCs com pelo menos 4 camadas de células e ooplasma de
coloracao uniforme, ou seja, somente graus 1, 2 e 3. Odcitos considerados desnudos e
atrésicos foram descartados.

5.2.Tratamento controle e controle destinado a criopreservacao

5.2.1.Maturacao 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, 75ug de Kanamicina/mL) e uma vez em meio
de maturacao constituido por meio TCM-199 suplementado com 0,2 mM de Piruvato, 25
mM de Bicarbonato de Sédio, 75ug de Kanamicina/mL, 1 pg de 17- Estradiol/mL, 0,5
Mg de FSH/mL, 100 Ul de hCG/mL) acrescido de 10% de SFB.

Transferiram-se no maximo 20 estruturas por microgota de 100ul. Os oécitos
foram maturados durante 24 horas em estufa a 38,5°C, 100% umidade e atmosfera de
5% de CO2 em ar (Figura 01).



Figura 01: Foto digitalizada de odcitos de bovinos apds aspiragdo e 24 horas de

maturacao in vitro.

5.2.2.Fecundacao in vitro

A fecundacao foi realizada 24 horas apo6s o inicio da maturacao. Uma palheta de
sémen foi descongelada a temperatura de 35-37°C por 30 segundos. O sémen foi
depositado sobre um gradiente de Percoll™ de duas camadas (a camada inferior
contendo 90% e a superior contendo 45% de Percoll™) a temperatura ambiente e
centrifugado a 900 x g de forca de centrifugacdo durante 30 minutos, a fim de
sedimentar os espermatozoéides viaveis.

O sedimento recuperado foi avaliado quanto ao volume, concentragdo, motilidade
e vigor espermatica. A concentracdo final foi ajustada para 25 milhdes de

espermatozdides vivos por mL de meio de fecundacdo TALP-FIV, o protocolo utilizado



foi 0 do padrdo do laboratério do Departamento de Reproducdo Animal da Unesp
campus de Jaboticabal. Aproximadamente 100 mil espermatozoides foram adicionados
a cada gota de 100ul de meio TALP-FIV.

Os od6citos foram lavados duas vezes em meio H-199, suplementado com 0,5%
de BSA livre de acidos graxos e uma vez em meio TALP-FIV. Adicionou-se 20 odcitos
por gota de FIV e incubou-se a 38,5°C, por 18 a 20 horas em atmosfera de 5% de CO-

em ar.

5.2.3.Cultivo in vitro

Os provaveis zigotos foram agitados na gota de FIV com o auxilio de pipeta
ajustada para 50 pl, para que as células do cumulus e os espermatozoides restantes se
soltassem. Lavou-se os zigotos por trés vezes em meio SOF sem SFB e sem glicose e
transferiu-se para placas de quatro pocos contendo 500ul do mesmo meio utilizado
para lavagem apés a fecundacéo.

Cultivou-se no maximo 70 zigotos por po¢o, em estufa com atmosfera de 5% de
Oz, 5% de COg, 90% N2, 100% de umidade saturada e temperatura de 38,5°C.

A clivagem e o desenvolvimento embrionario foram avaliados 24 horas e 7 dias
apoés a fecundacgao, respectivamente.

5.3.Tratamento sexado e sexado destinado a criopreservacao

A maturacéo foi feita como no tratamento controle.

5.3.1.Fecundacao in vitro

Uma hora antes do inicio da fecundacao in vitro o gradiente de sexagem foi

preparado de acordo com a seguinte metodologia:



5.3.1.1.Preparacao do gradiente descontinuo de densidade

Para a preparacao do gradiente descontinuo de densidade, foi necessario
preparar duas solugdes: a solugdo estoque e a solugdo de DMEM 1 vez concentrado
(DMEM 1X).

A solugao estoque (SE 90%, densidade 1,123g/mL) foi preparada diluindo-se 9
partes de silica coloidal modificada (Percoll™ densidade 1,30 g/mL) em uma parte de
DMEM' (densidade 1,058 g/mL; 1:9, v/v) concentrado 10 vezes (DMEM 10X)
complementado com 0,01 g/L de antibiético”, 6mM de HEPES"; pH 7,4; 280-320
mOsm/Kg de H.O. O DMEM 10X foi preparado diluindo-se a quantidade de po
necessaria para preparar 1 litro, em 100 mL de agua ultra pura bidestilada do Sistema
Milli Q"

Em seguida a solucdo estoque foi filtrada em membrana com poros de 0,22u e
estocada em temperatura entre 4 a 6°C.

O DMEM 1 X foi preparado segundo instrucdes do fabricante. Em seguida, foi
filtrado em membrana com poros de 0,22l e estocado em temperatura entre 4 a 6°C.

Para obter o gradiente descontinuo de densidade, solucdes isotdnicas (280-320
mOsm/Kg de H>O) com densidades diferentes foram preparadas diluindo-se diferentes
porcdes de SE (Percoll™ 90%) em meio DMEM 1X, complementado com antibiético,
6mM de HEPES e 0,3% de albumina sérica bovina fragdo V (BSA"); pH 7,4. O gradiente
descontinuo de Percoll™ foi preparado depositando-se cada uma das solug¢des de
trabalho, as camadas de densidades diferentes, em tubos conicos" de poliestireno de
15mL com o auxilio de uma pipeta de volume ajustavel”".

O gradiente 14 (G14), o qual foi utilizado neste estudo, foi composto por 3
camadas de 3 mL cada, de solugdes de Percoll™ com densidades variando entre 1,110
g/mL; 1,115 g/mL; 1,123 g/mL (80, 85, e 90% de Percoll™ respectivamente)
(HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2000) (Figuras 02 e 03).

Logo apos a descongelacdo, uma amostra do sémen foi avaliada quanto a
motilidade, concentracao e vigor dos espermatozdéides e o restante depositado sobre o

gradiente (Figura 05).



Figura 02 e 03: Foto digitalizada da preparacao do gradiente descontinuo de

densidade de Percoll™,

Dubelccos Modified Eagle’s Medium, GIBCO, 12.800-017, stonehan, USA
" Amicacima

liSigma, Chemical Co., H3375, Saint Louis, USA

“Millipore, Billerica, USA

"Sigma Chemical Co., H7006, Saint Louis, USA

¥iCorning, 430053, New York, USA

V“Labsystems, 4540, Helsinki, Finland



Figura 04: Foto digitalizada do sémen
descongelado depositado sobre o gradiente
descontinuo de densidade de Percoll™.

5.3.1.2.Centrifugacao e recuperacao dos espermatozoides no gradiente de
sexagem

Vinte a 40 milhdes de espermatozéides por 0,25 mL foram depositados sobre
cada gradiente de sexagem. O gradiente foi centrifugado a 1800 x g em rotor horizontal,
por 20 minutos, a 22°C. O sobrenadante do tubo foi retirado com auxilio de pipeta de
volume ajustavel. Os espermatozdides do sedimento foram avaliados quanto a
motilidade, concentracdo e vigor antes de serem utilizados para a fecundagao in vitro
(Figura 05).



A concentragao final foi ajustada para 25 milhdes de espermatozoéides vivos por
mL de meio de fecundagao TALP-FIV. Foram adicionados 20 oécitos por gota de FIV e

incubados a 38,5°C, por 18 a 20 horas em atmosfera de 5% de CO, em ar.

T~

Figura 05: Foto digitalizada do sedimento de sémen
formado apos a centrifugacdo em gradiente descontinuo de
densidade de Percoll™.

O cultivo in vitro foi feito como no tratamento controle.



5.4. Congelacao dos embridoes dos tratamentos controle e sexado destinados a
criopreservacao

A congelagdo dos embrides foi feita de acordo com o protocolo usado pelo
laboratério do Cenatte Embrides.

Somente blastocistos no estadio de Bx e Bl foram congelados (Figura 06).

Figura 06: Foto digitalizada dos embrides no sétimo dia de cultivo in vitro apés
a fecundacao.

Empregou-se como crioprotetor o glicerol a 1,4M.



Os embrides foram submetidos a 4 banhos de PBS com 20% de SFB, em
seguida lavados em solucao de equilibrio (PBS com glicerol 10%, sacarose a 0,25M,
20% de SFB e 0,4% de BSA) por 15 minutos. Permaneciam em solucdo de congelacao
(PBS + 20% de SFB, 0,4% de BSA e glicerol a 10%) por mais 15 minutos.

Foram envasados em palhetas de 0,25mL devidamente identificadas quanto ao
tratamento e o estddio do embrido. Cada palheta era preenchida por trés colunas, a
primeira e a terceira com solu¢do de PBS com 25M de sacarose e a segunda contendo
o embrido na solucao de congelacao.

Foram congelados em maquina de congelagdo TK 1000. A temperatura inicial da
maquina de congelacéo foi programada para -7° C, o “seeding” feito apés 1 minuto e a
temperatura estabilizada a -7°C por 10 minutos. A curva de congelacéo foi feita a 0,3°C
por minuto até atingir -32°C. Apdés o processo de congelacdo os embrides foram

estocados em nitrogénio a -196°C (Figuras 07 e 08).



Figura 07: Foto digitalizada das palhetas identificadas contendo os
embrides produzidos in vitro e acondicionadas no equipamento

utilizado para a congelacao.

Figura 08: Foto digitalizada do equipamento utilizado para a

congelagao dos embrides produzidos in vitro.

5.5. Descongelacao dos embrioes dos tratamentos controle e sexado destinados a
criopreservacao

A descongelacdo dos embrides também foi feita de acordo com o protocolo
usado pelo laboratério do Cenatte Embrides.

As palhetas foram expostas a temperatura ambiente por 10 segundos e 20 em
adgua a 30C e agitadas para misturar as trés colunas e promover a diluicdo do
crioprotetor. Os embrides foram retirados da palheta e depositados em placa de
poliestireno onde permaneciam por 1 a 2 minutos. Em seguida, foram lavados em uma
gota de 200ul de PBS com 0,25 M de sacarose, por 5 minutos. Passados por quatro
banhos de PBS com SFB e BSA e transferidos para gotas de 20uL de meio de cultivo
(TCM 199 com 20% de SFB), individualmente. Foram cultivados em estufa com
atmosfera de 5% de Oy, 5% de COz, 90% N, 100% de umidade saturada e temperatura
de 38,5°C.



A taxa de eclosao foi avaliada com 24 e 48 horas de cultivo.

5.6. Analise dos resultados

5.6.1.Verificacao do desvio da proporcao sexual pela Reacao em Cadeia da
Polimerase (PCR) dos embrioes bovinos

O sexo genético dos embrides produzidos in vitro em bovinos foi identificado por
PCR utilizando-se dois pares de diferentes oligonucleotideos iniciadores “primers” que
amplificam sequéncias especificas do cromossomo Y, presente no DNA genémico de
bovinos do sexo masculino (XY), e um par de “primers” com o controle do DNA
gendmico dos bovinos, conforme descrito por Alves et al. (2003).

Os dois pares de "primers" escolhidos para a sequéncia especifica do
cromossomo Y foram: "Primer" 1: 5' - CCT CCC CTT GTT CAA ACG CCC GGA ATC
ATT-3'e5 -TGC TTG ACT GCA GGG ACC GAG AGG TTT GGG - 3'; "Primer" 2: 5' -
ATC AGT GCA GGG ACC GAG ATG -3'e 5' - AAG CAG CCGATAAACACTCCTT -
3.

O "primer" 1 amplificou uma seqiéncia de 210 pb para DNA de machos bovinos
(BONDIOLI et al., 1989) e o "primer" 2 amplificou uma seqiéncia de 196 pb em
machos (LUZ et al., 2000).

Foi utilizado um "primer" especifico para o DNA bovino: "primer" 3 - 5' - AGG
TCG CGA GAT TGG TCG CTA GGT CATGCA -3'e 5 - AAG ACC TCG AGA GAC
CCT CTT CAA CAC GT - 3. Este "primer" amplificou uma seqiéncia de 280 pb,
repetida no genoma bovino (ELLIS & HARPOLD, 1986; ELLIS et al., 1988).

Cada embridao foi colocado em um microtubo de 200ul contendo 10ul de agua
ultra pura do Milli-Q autoclavada, posteriormente foram congelados em nitrogénio por
20-30s e armazenados em freezer a -20°C.

Antes da PCR, foi adicionado 5ug de Proteinase K por embrido, em seguida os
embrides foram submetidos a uma incubacao de 37°C por 60 minutos. Logo apéds, os

embrides foram divididos em duas amostras e submetidos a duas reacdes distintas:



- a primeira contendo a sequUéncia autossémica (280pb) e a Y-especifica (210pb);

- a segunda reacgao composta por outra sequéncia Y-especifica (196pb).

As amplificagbes foram realizadas em Termociclador PTC - 100 (M.J. Research,
Inc. - Waltham, M.A. - USA). Os produtos das amplificagbes foram submetidos a
eletroforese em gel de 3% de agarose, corados com brometo de etideo e visualizados
sob luz ultravioleta.

Os embrides foram identificados como fémeas quando somente o produto de 280
pb foi visualizado. A presenca de duas bandas (280 e 210 pb) na amostra indicou que
os embrides eram do sexo masculino. Este resultado foi confirmado somente quando
uma banda de 196 pb era visualizada. Os géis eram analisados utilizando-se
equipamento de documentagao fotografica STRATAGENE (Eagle Eye Software) (Figura
09).

Figura 09: Foto digitalizada do gel de agarose contendo os produtos da PCR
em que esta identificado embrido como macho quando foram visualizadas as
bandas de 280, 210 e 196 pb e como fémea quando somente a banda de 280
pb foi visualizada.



5.6.2.Desvio da proporcao sexual dos embrides

Com os resultados do sexo genético conseguido pela PCR, foi realizada analise
estatistica pelo teste do Qui-quadrado (nivel de significancia de 5%) para verificar a
acuidade da sexagem de espermatozoides, levando-se em consideracdo o desvio da
proporgao sexual do grupo controle.

5.6.3.Criotolerancia dos embrides

Com os resultados obtidos pela taxa de eclosdo dos embrides pos
descongelagao, foi realizada analise estatistica pelo teste do Qui-quadrado (nivel de
significancia de 5%) para verificar a maior criotolerancia dos embrides do sexo feminino,
levando-se em consideracdo o desvio da proporcdo sexual e a taxa de eclosdo do
tratamento sexado em relagcao ao controle.
6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Avaliacao do sémen

Com a padronizacdo do método de sexagem de espermatozoides por gradiente

|TM

descontinuo de densidade de Percoll'™ e com o uso de sémen congelado de boa

qualidade, conseguiu-se obter resultados satisfatérios na recuperacdo, motilidade e
vigor dos espermatozoides.
Foi possivel recuperar até 25% dos espermatozdides colocados sobre cada

gradiente. A motilidade apds a centrifugacao foi de cerca de 72% e vigor 5 (Tabela 1).

Tabela 1 — Avaliagdo do sémen de touro da raga Nelore quanto a motilidade e vigor pds descongelagao;

concentragao, motilidade, vigor e porcentagem de espermatozéides apds a centrifugagcdo em gradiente

descontinuo de Percoll™

Repeticbes 1 2 3 4 5

Numero de doses 1 1 2 1 1
descongeladas

Concentragao de sptz sobre 22,5 22,5 43,75 23,75 25,625

A AvadiAantA [4NO



o gradiente (x10°)

Motilidade pés 60 60 60 60 70
descongelagao(%)

Vigor (1-5) 4 3 3 3 4

Concentracao apés a 3,75 4,44 4,875 3,75 6,25
centrifugacao no gradiente
(x10°

Porcentagem Recuperada 16,66 19,73 11,14 15,79 24,4
Motilidade (%) 60 80 70 80 70

Vigor (1-5) 4 5 5 5 5

Em todas as repeticoes, a taxa de recuperacao dos espermatozoides da fracao
inferior do gradiente de densidade (provaveis portadores do cromossomo X) foi em
média 4,6 milhdes de espermatozoides (17,54%). De acordo com Van Munster et al.
(1999), esta taxa de recuperacao seria um forte indicio que, em média, os gradientes
testados foram eficientes para separar os espermatozdéides portadores do cromossomo
X daqueles portadores do Y. Os autores demonstraram que métodos de sexagem de
espermatozdéides em que as taxas de recuperacado estivessem entre 10 e 20%,
permitem atingir acuidade de sexagem de até 70%. Nesse trabalho a acuidade maxima
foi de 65%. Isso pode ser explicado pela influéncia da PIV no desvio para o sexo
masculino, como pode ser observado no grupo controle e confirmado por outros autores
(IWATA et al., 2007).

6.2. Producao in vitro de embrides

A taxa de clivagem e producado total de embrides dos tratamentos sexado e

controle, de todas as repeti¢des realizadas, estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2. Taxas de clivagem e produgéo total de embrides

Tratamentos Numero Total de Taxa de clivagem Numero Total de
odcitos embrides

produzidos




Sexados 373 217 (58,2) 133 (35,65)
Controle 268 171 (63,8) 100 (37,31)

A utilizagdo dos espermatozdides separados pelo gradiente de densidade na
fecundacdo in vitro permitiu a clivagem de cerca de 58% dos odécitos e o
desenvolvimento de 35% até o estadio de blastocisto. Esses resultados estao de acordo
com aqueles publicados por Parrish et al. (1995) que obteve taxa de clivagem e de
desenvolvimento de 42% e 35%, respectivamente.

A porcentagem de embrides do sexo masculino e feminino (identificados pela
PCR) dos tratamentos sexado e controle que nao foram congelados por n&o atingirem o
estadio de Bl ou Bx estéa representada na tabela 3.

Tabela 3. Porcentagem de embrides do sexo masculino e feminino (identificados
pela PCR) dos tratamentos sexado e controle que ndo foram congelados por ndo
atingirem o estadio de Bl ou Bx.

Tratamentos Mo e Bi Porcentagem de Porcentagem de
submetidos a machos fémeas
PCR
Sexados 20 7 (35,00%) 13 (65,00%)
Controle 14 8 (57,14%) 6 (42,86%)

Mo=modrula, Bi=blastocisto inicial

Diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos sobre a porcentagem de
embrides de cada sexo, possibilitou verificar que houve um maior numero de embrides
do sexo feminino quando os espermatozoéides foram centrifugados no gradiente de

sexagem.

O total de embrides congelados e descongelados e submetidos a cultivo para
verificacdo das porcentagens de machos e fémeas (eclodidos e ndo eclodidos) esta
representado na tabela 4;



Tabela 04. Porcentagem de machos e fémeas dos tratamentos sexado e controle apdés a PCR do nimero

total de embrides (Bl e Bx) eclodidos ou ndao apds a congelagéo e descongelagao

Tratamentos Total de embrides eclodidos  Porcentagem Total de  Porcentagem Total de
ou nao apos descongelacao e Machos Fémeas
submetidos a PCR
Sexados 90 35 (38,88%) 55 (61,12%)
Controle 68 39 (57,35%) 29 (42,65%)

No presente trabalho, demonstrou-se que a centrifugagdo de espermatozdides
bovinos em gradiente composto por 3 camadas de densidades diferentes foi eficiente
na separacdo dos espermatozoéides, originados de sémen congelado, portadores de
cromossomo X, com acuidade de cerca de 61%. Este resultado estd de acordo com o
relatado por Hossepian de Lima (1998), que obteve em 13 diferentes gradientes uma
acuidade entre 61 a 70% usando a centrifugacdo de sémen congelado em densidades
descontinuas de Percoll ™.

Os embrides eclodidos ap6s a descongelacdo e cultivo bem como a
porcentagem de machos e fémeas apds a PCR, estao representados na tabela 5.

Tabela 05. Porcentagem de machos e fémeas dos tratamentos sexado e controle apdés a PCR dos
embrides eclodidos pds congelacdo, descongelagao e cultivo

Tratamentos BL e BX Degenerados Bl e Bx Porcentagem Porcentagem
Congelados e Pés Eclodidos Pés de Machos de Fémeas
Descongelados Descongelagao Descongelagao
Sexados 95 5 8 3 (37,5%) 5 (62,5%)
Controle 68 0 8 4 (50%) 4 (50%)

Bl=blastocisto, Bx=blastocisto expandido

A baixa taxa de eclosédo pés descongelacao pode ser explicada pelo fato de que
o processo de congelacdo diminui a viabilidade embrionaria, o que pode ser atribuido a

danos fisicos e quimicos que ocorrem durante o processo de criopreservacao.



As lesdes causadas dependem de vérios fatores incluindo: o tamanho e a forma da
célula, a permeabilidade da membrana e a qualidade e sensibilidade dos odcitos e dos
embrides (VAJTA & KUMAYAMA, 2006). Esses danos podem ser conseqiéncias de
acoes téxicas do crioprotetor que invade a célula do embrido durante o processo de
solidificacao formando cristais de gelo. Isso pode levar a célula a morte afetando a
viabilidade e o desenvolvimento do embrido (MARQUEZ-ALVARADO et al., 2004).

Além disso, 0s passos da criopreservacao levam a severas alteragdes na ZP. A
principal delas é a reducao da superficie dos poros desta membrana, o que prejudica o
transporte de nutrientes do meio para as células embrionarias e o de metabdlitos das
células para o meio, causando danos irreversiveis e prejudicando o desenvolvimento
embrionario (MOREIRA DA SILVA & METELO, 2005). Os autores confirmaram que a
atividade metabdlica do embridao reflete sua capacidade de carregar fungbes vitais
necessarias para o seu bem estar e € um parametro importante para a avaliacao de sua
qualidade.

Outra provavel explicacao para a baixa taxa de eclosdo € que nesse estudo, no
sistema de cultivo, ndo foi utilizado SFB para evitar o desvio da propor¢ao sexual para
machos (RIZOS et al., 2003). Em outros estudos foi observado que embrides cultivados
in vitro em meio sem SFB sdo mais criotolerantes que aqueles cultivados em meio com.
A maioria dessas observacdes estao associadas com a grande quantidade de lipideos
citoplasmaticos presentes nestes embrides. Quanto mais e maiores as gotas de
lipideos, menor € a criotolerancia dos embrides (GEORGE & SEIDEL JR, 2006; MUCCI
et al, 2006). Os mesmos autores relataram que o uso do etosulfato de fenazina (PES),
um forte receptor de elétron que oxida o NADPH rapidamente, aumenta, ainda mais, a
criotolerancia dos embrides cultivados em meio sem SFB. Eles conseguiram uma taxa
de sobrevivéncia dos embrides pds descongelacdo de 94%, quando estes foram
cultivados em meio sem soro e suplementados com PES, contra uma taxa de 61%
quando os embrides foram cultivados em meio com 10% de soro. Isso ocorre porque 0
NADPH é essencial para a sintese de lipideos, principalmente longas cadeias de acidos

graxos.



Uma alternativa para minimizar a auséncia do SFB seria a substituicdo da glicose
pela frutose no meio de cultivo durante o desenvolvimento de embrides. Essa
substituicdo produziu 13% a mais blastocistos que o meio com glicose (BARCELO-
FIMBRES & SEIDEL JR, 2007). Os autores relatam nao estar totalmente esclarecidos
porque a frutose é superior a glicose, mas parece que essa hexose promove a reducao
de quantidade de lipideo no citoplasma celular.

Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos em relagdo a maior
criotolerancia dos embrides do sexo feminino (Tabela 05). A proporcéo sexual de 50% e
62,12% de blastocistos eclodidos nos tratamentos controle e sexado, respectivamente,
diferiu daquela observada por Tomita (2003) que congelou em glicerol 1,4M somente
blastocistos expandidos. Estes foram transferidos para receptoras e foram
diagnosticadas 74 gestagbes de 171 transferéncias. Cem por cento dos bezerros
oriundos de embrides PIV descongelados eram do sexo masculino. Uma possivel
explicacdo € que, como os embrides do sexo masculino se desenvolvem mais rapido
que os do sexo feminino, foram selecionados para a criopreservagao pela morfologia e
também pelo estadio de desenvolvimento (blastocisto expandido).

A maior criotolerancia de embrides do sexo feminino foi relatada por Morton et al,
(2006) que produziram embrides de ovelhas a partir de sémen sexado, congelaram,
descongelaram e transferiram os embrides que sobreviveram pds descongelacéo.
Foram diagnosticadas 7 prenhezes, aos 63 dias de gestagcdo, de 17 transferéncias.
Todos os fetos eram do sexo feminino. Da mesma forma, Agca et al., (1994) relataram
uma taxa de reexpansao de embrides produzidos in vitro, biopsiados para sexagem e
vitrificados de 85%. De 623 mérulas, 58% atingiram o estadio de blastocisto e foram
vitrificados. Destes, 158 eram fémeas, 139 machos e em 62 nao foi possivel identificar
0 sexo. Deste total de embrides do sexo feminino, 148 foram transferidos. Nasceram 34
bezerros e 5 deles eram machos.

Xu et al. (2006) também relataram uma maior criotolerancia de embribes
produzidos a partir de sémen bovino sexado e vitrificados. De 458 bezerros nascidos,

442 eram fémeas e 99% delas eram normais.



A sexagem de espermatozéides, fecundacao in vitro, e criopreservacao, Sao
biotecnologias que, quando associadas, representam um grande potencial para a
industria de producdo in vitro. Porém a baixa tolerdncia aos processos de
criopreservacao de ePIV indicam a necessidade de conhecimento da criobiologia
desses embrides.

7. CONCLUSOES

a) Foi possivel inserir esta técnica na rotina da producao in vitro de embrides
bovinos, pois uma hora antes da FIV o gradiente péde ser preparado e separou 0s
espermatozoides viaveis enriquecidos com 65% de espermatozédides X.

b) O gradiente descontinuo de densidade de Percoll™ foi eficiente no desvio da

propor¢ao sexual em favor do sexo feminino.

c) O desvio da proporcao sexual em favor do sexo feminino ndo aumentou a taxa

de eclosao ap6s a descongelagao.

d) O processo de centrifugacdo ndo afetou a qualidade dos espermatozoides,

uma vez que a taxa de clivagem (58%) e de embriées produzidos (35%) foi satisfatoria.
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