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EMBRIÕES BOVINOS PRODUZIDOS in vitro COM ESPERMATOZOIDES 

SEXADOS POR CITOMETRIA DE FLUXO: AVALIAÇÃO DO 

DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO E DA EXPRESSÃO DE GENES 

CANDITADOS AO RECONHECIMENTO DA GESTAÇÃO 

RESUMO – Doses de sêmen enriquecidas com espermatozoides portadores 

do cromossomo X são utilizadas na inseminação artificial (IA) e na produção in vitro 

de embriões (PIVE). Todavia ensaios de campo, utilizando este tipo de sêmen, 

demonstraram redução na taxa de prenhez, que pode ser justificada pelas injúrias 

espermáticas durante o processo de sexagem, além de alterações no DNA, 

interferindo na expressão de genes paternos, afetando o desenvolvimento 

embrionário e acarretando perda gestacional após 90 dias. Assim, os objetivos 

desse trabalho foram: comparar a taxa de clivagem e de blastocistos produzidos in 

vitro utilizando sêmen convencional e sêmen com espermatozoides sexados por 

citometria de fluxo e verificar a existência de diferenças na expressão de genes 

relacionados ao reconhecimento da gestação (AKR1B1, PTGS1, PTGS2, mPGES-1, 

mPGES-2, TNF-α) em embriões produzidos in vitro utilizando os dois tipos de 

sêmen. Os embriões bovinos foram produzidos por fecundação in vitro, quarenta e 

oito horas após a fecundação foi avaliada a taxa de clivagem, e no sétimo dia após a 

fecundação foi avaliada a taxa de blastocisto. Posteriormente esses blastocistos 

foram submetidos à extração de RNA para a avaliação da expressão gênica. Não foi 

observada diferença significativa (P>0,05) para as taxas de clivagem e blastocisto 

entre os grupos experimentais. Em relação ao padrão de expressão, a citometria de 

fluxo não alterou os níveis de transcritos dos genes AKR1B1, PTGS1, PTGS2, 

mPGES-2 e TNF-α sugerindo que embriões produzidos com espermatozoides 

sexados por citometria de fluxo não possuem alterações prejudiciais em genes 

envolvidos no reconhecimento da gestação. Porém o gene mPGES-1 foi 4,54 vezes 

menos expresso nos embriões produzidos com espermatozoides sexados por 

citometria de fluxo, sugerindo a possibilidade de ocorrência de perda gestacional, 

pois estudos sugerem que são requeridos altos níveis de expressão das mPGES 

para a manutenção e reconhecimento da gestação. 

 

Palavras-chave: citometria de fluxo, expressão gênica, produção in vitro de 

embriões, PCR em tempo real, sexagem de espermatozoides 
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BOVINE EMBRYOS PRODUCED in vitro WITH SEXED SPERM BY FLOW 

CYTOMETRIC: EVALUATION OF EMBRYONIC DEVELOPMENT AND 

EXPRESSION OF GENES CANDIDATES TO PREGNANCY RECOGNITION 

 

ABSTRACT- Doses of semen enriched with carriers of X chromosome sperm are 

used in artificial insemination (AI) and in embryos produced in vitro (PIVE). However, 

field studies using this type of semen demonstrated a reduction in pregnancy rate, 

which can be justified by injuries during sperm sexing and alterations in DNA, 

interfering with the expression of paternal genes affecting embryonic development 

and resulting in pregnancy loss after 90 days. The aims of this study were to 

compare the cleavage and blastocyst rates produced in vitro using conventional 

semen and sexed semen by flow cytometry, and check differences in the expression 

of genes related to pregnancy recognition (AKR1B1, PTGS1, PTGS2, mPGES-1, 

mPGES-2, TNF-α ) in embryos produced in vitro using the two types of semen. 

Bovine embryos were produced by in vitro fertilization, forty eight hours after 

fertilization the cleavage rate was evaluated, and on the seventh day after fertilization 

the blastocyst rate was performed. Subsequently, these blastocysts were subjected 

to RNA extraction for evaluation of gene expression. No significant differences 

(P>0.05) for cleavage and blastocyst rates between the experimental groups were 

observed. Related to the expression pattern, the flow cytometry did not alter the 

transcript levels of AKR1B1, PTGS1, PTGS2, mPGES-2 e TNF-α genes, suggesting 

that embryos produced with sexed semen by flow cytometry do not have detrimental 

changes in genes involved in pregnancy recognition. However the mPGES-1 gene 

was expressed 4,54 times less in embryo produced with sexed semen by flow 

cytometry, suggesting  the possibility of pregnancy loss, since studies suggest that 

are required  levels of expression of mPGES  for maintenance and  recognition of 

pregnancy. 

  

Keywords: flow cytometry, gene expression, in vitro embryo production, real-time 

PCR, sperm sexing 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Espermatozoides sexados por citometria de fluxo são utilizados na 

bovinocultura leiteira associado a biotécnicas reprodutivas como a inseminação 

artificial (IA), transferência de embriões (TE) e produção in vitro de embriões (PIVE) 

a fim de proporcionar aumento na rentabilidade do sistema de produção, uma vez 

que essa utilização possibilita a escolha do sexo da prole e a produção de animais 

geneticamente superiores. A maior proporção de fêmeas em rebanhos leiteiros é 

desejável devido à necessidade de reposição de novilhas dentro do sistema, já que 

a reposição propicia o descarte de animais improdutivos promovendo uma 

constância na produção de leite, bem como sua qualidade. Além disso, é observado 

um incremento na produção de leite devido ao aumento da intensidade de seleção; 

além do aumento da renda devido à maior produção de leite, pode-se obter maior 

lucro com a venda de animais excedentes por apresentarem grande potencial de 

produção.  

Frente às vantagens da seleção do sexo, existe a aceitação deste tipo de 

sêmen pelos produtores, mesmo este sendo comercializado por preço até cinco 

vezes superior ao do sêmen convencional. Essa superioridade se deve a 

complexidade do método de sexagem, que limita a sua produção em larga escala. 

Perante essa aceitação, o sêmen com espermatozoides sexados é utilizado na 

PIVE, que consiste em uma biotécnica da reprodução utilizada visando aumento da 

produtividade, por proporcionar uma maximização da exploração do potencial 

produtivo dos rebanhos, diminuindo o intervalo de gerações e acelerando o 

melhoramento genético animal (VARAGO et al.,2008).   

Na PIVE, o sistema de cultivo é fator limitante por desviar a proporção dos 

sexos para o masculino, tendo em vista que embriões deste sexo apresentam a 

cinética de desenvolvimento mais acelerada durante os sete primeiros dias após a 

fecundação in vitro. Além disso, fatores epigenéticos, como a presença de soro fetal 

bovino (SFB) no meio de cultura, podem acelerar o desenvolvimento embrionário e 

alterar a proporção dos sexos (GUTIÉRREZ-ADÁN et al., 2001), logo o uso do 
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sêmen com espermatozoides sexados na PIVE pode contribuir para sua eficiência, 

quando a maior proporção de embriões do sexo feminino é desejável. 

A técnica de sexagem por citometria de fluxo baseia-se em uma diferença em 

torno de 4% no conteúdo de DNA entre as duas populações de espermatozoides (X 

e Y). O conteúdo de DNA é determinado usando corantes fluorescentes que 

possuem potencial de penetração na membrana plasmática de células vivas 

(JOHNSON et al.,1987). A coloração liga seletivamente a regiões ricas de DNA e 

permite a detecção de pequenas diferenças do conteúdo de DNA (KLINC & RATH, 

2006). Assim, o espermatozoide X recebe cerca de 4% mais corante vinculado ao 

seu DNA do que o espermatozoide Y. Tal corante emite sinal fluorescente apenas 

quando exposto a uma específica onda de luz, e esta é, normalmente, fornecida por 

raio laser. A fluorescência é medida por um detector e analisado por computador 

fornecendo uma medida exata do teor do conteúdo de DNA (GARNER, 2006).  

Esse complexo procedimento causa efeitos deletérios nos espermatozoides 

(MORTON et al., 2007) e danos irreparáveis em seu DNA, comprometendo, portanto, 

a eficiência do espermatozoide no processo de fertilização e produção de embriões 

(HOSSEPIAN DE LIMA, 2007); essas alterações são transferíveis para os embriões 

resultantes (MORTON et al., 2007). Assim, esse processo de sexagem pode ser 

responsável por variações nas taxas de clivagem (0 a 89%), de blastocistos (3,5 a 

38,8%) e de prenhez após os 60 dias, reduzindo, desta forma, o número de 

nascimentos (PALMA et al., 2008; UNDERWOOD et al., 2010).  

Os danos provocados no DNA dos espermatozoides podem alterar o padrão de 

expressão de genes (MORTON et al., 2007) e essas alterações na expressão de 

genes envolvidos no processo de implantação, pela utilização do sêmen com 

espermatozoides sexados por citometria de fluxo, podem prejudicar o nascimento de 

uma cria viável (LUCIO, 2011). 

Com base nessas afirmações, o presente estudo tem como objetivos avaliar as 

taxas de clivagem e de blastocistos de embriões produzidos in vitro com sêmen 

convencional e sêmen com espermatozoides sexados por citometria de fluxo e avaliar 

o padrão de expressão de genes candidatos para a qualidade embrionária de embriões 

produzidos in vitro com sêmen convencional e sêmen com espermatozoides sexados 

por citometria de fluxo. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1. História da seleção do sexo 

 

As primeiras tentativas de seleção do sexo não tinham finalidade zootécnica e 

econômica, mas sim finalidade cultural e social do sexo masculino, visto que eram 

feitas com exemplares humanos na Grécia, no período entre 500 a 428 a.C. 

(ZARUTSKIE et al., 1989). As tentativas eram descritas por filósofos que acreditavam 

que a determinação do sexo estava relacionada com a posição dos testículos, ou 

seja, os machos provenientes do testículo direito e as fêmeas provenientes do 

testículo esquerdo; partindo desse princípio, foram feitas muitas recomendações 

para reprodução humana, até a castração dos testículos indesejados, a fim de obter 

uma criança do sexo desejado (KLINC & RATH, 2006).  

 Em virtude dessas e de várias outras crenças com relação à determinação do 

sexo, vários experimentos foram realizados ao longo dos séculos, e a partir da 

década de 70, as pesquisas se ampliaram e ganharam um caráter de investigação 

científica. Jost (1970) relatou que nos mamíferos, a determinação do sexo era 

definida como uma série de etapas ordenadas que se iniciava com o 

estabelecimento do sexo genético, quando o oócito foi fecundado por um 

espermatozoide portador do cromossomo X ou do cromossomo Y originando, 

respectivamente, um embrião geneticamente do sexo feminino (XX) ou masculino 

(XY). O sexo genético é o determinante para que a gônada indiferenciada organize-

se como testículo ou ovário (sexo gonadal), estabelecendo-se, a partir da 

diferenciação gonadal e do seu funcionamento endócrino, o sexo fenotípico. 

 A partir da década de 80, houve uma intensificação dos estudos de seleção 

do sexo com interesse zootécnico, visto que se aprimoravam as tecnologias de IA e 

TE, as quais eram utilizadas em programas de melhoramento genético animal. A 

importância econômica da seleção do sexo na pecuária foi registrada por vários 

autores ao longo da década de 80. Evidenciavam que a produtividade, em algumas 

atividades como a bovinocultura de leite e corte, é favorecida quando a progênie é 
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constituída em sua maioria por um dos sexos (NICHOLAS & SMITH, 1983; TAYLOR 

et al., 1985; VAN VLECK et al., 1987; RUVUNA et al., 1991).  

 Segundo Zarutskie et al. (1989), mesmo com a preferência do sexo masculino 

devido a fins culturais e sociais, houve um desenvolvimento de técnicas para a seleção 

do sexo por interesse da comunidade médica para a prevenção de doenças ligadas ao 

cromossomo X na espécie humana, favorecendo também as pesquisas de interesse 

zootécnico. 

 Existem muitas diferenças teóricas entre a separação de espermatozoides 

portadores do cromossomo Y e do cromossomo X, tais como as diferenças físicas 

do tamanho, peso e densidade, velocidade, cargas elétricas de superfície, proteínas 

macromoleculares de superfície, efeitos diferenciais de pH e diferentes efeitos da 

pressão atmosférica; contudo, os espermatozoides são considerados idênticos, já 

que as diferenças citadas anteriormente são muito pequenas e de difícil 

diferenciação (GARNER e SEIDEL, 2008). 

Summer e Robinson (1976) demonstraram que os espermatozoides X contêm 

mais DNA e proteína nuclear do que os espermatozoides Y. Essa diferença é 

proporcional à diferença de massa entre os dois tipos de célula. Isso pode ser 

observado nas raças bovinas européias (Bos taurus) e também nas raças zebuínas 

(Bos indicus) (GARNER E SEIDEL JR, 2008). Com base nessa diferença, existe 

uma técnica que pode ser utilizada para a seleção do sexo dos espermatozoides: a 

citometria de fluxo, a qual pode separar espermatozoides X ou Y com, 

aproximadamente, 90% de pureza; sendo assim, essa técnica possibilitou que a 

escolha do sexo dos descendentes se tornasse uma realidade na produção animal 

(CARVALHO, 2009). 

 

2.2. Importâncias da seleção do sexo para o melhoramento genético animal e 

produção animal. 

 

O principal objetivo das tecnologias da reprodução, além de se obter um 

aumento na eficiência reprodutiva nos mamíferos, é possibilitar que poucos 

progenitores e progenitoras sejam escolhidos para produzir um dado número de 

descendentes, quando comparado com os sistemas convencionais de reprodução, 
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possibilitando aumento da intensidade de seleção e, consequentemente, em 

aumento do mérito genético médio da progênie (NICHOLAS, 1996). 

De acordo com Nicholas (1996), algumas simulações realizadas (por modelos 

teóricos) demonstraram que, quando a tecnologia da reprodução era utilizada sobre 

uma base recorrente em uma população fechada, era possível observar um 

aumento na taxa de melhoramento genético entre as gerações, sendo esta 

considerada a principal vantagem genética oferecida pelas tecnologias reprodutivas. 

Todavia, a utilização dessas tecnologias também proporciona algumas 

desvantagens, já que elas poderiam aumentar a endogamia e diminuir a 

variabilidade genética. Assim, seria importante considerar em que sistema de 

produção essa tecnologia seria utilizada além de considerar o sistema de 

reprodução (inseminação artificial, transferência de embrião) associado. 

O uso da seleção do sexo em um rebanho aumenta a disponibilidade de 

novilhas de reposição, afetando o mercado da pecuária de leite. Com a maior oferta, 

o preço das novilhas de reposição diminui de maneira significativa, aumentando, 

consequentemente, a rotatividade do rebanho. Já com relação ao mérito genético, 

com o uso de sêmen com espermatozoides sexados é possível se observar 

aumento de até 15%, quando se obtém 100% de prenhez. Além disso, a utilização 

desse tipo de sêmen promove redução no custo dos programas de teste de progênie 

e transferência de embriões e, possivelmente aumento no valor dos marcadores 

genéticos (DE VRIES et al., 2008). 

 Na pesquisa desenvolvida por Hohenboken (1999), para a simulação do 

impacto da seleção do sexo no sistema de produção de leite, os rebanhos foram 

divididos em dois núcleos de criação: comercial e elite. No núcleo comercial, a fonte 

primária de rendimento seria a produção e comercialização do leite, com renda 

adicional devido à venda de bezerros e descarte de vacas para o matadouro. Os 

produtores selecionariam as novilhas para reposição dentro do seu próprio rebanho 

e o aumento do mérito genético para produção de leite era conseguido devido à 

utilização de sêmen de touros provados, adquirido nas empresas de produção e 

comercialização de sêmen congelado. Devido à necessidade de alta taxa de 

reposição de vacas nos rebanhos comerciais, esses produtores limitariam a 

oportunidade de conseguir melhoramento genético a partir da reposição das fêmeas 
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adultas por suas filhas, já que as mães seriam descartadas antes das filhas terem a 

primeira cria. No núcleo de elite, a fonte primária de rendimento seria a produção e 

venda de animais para reposição, bem como sêmen e embriões, embora 

produzissem e vendessem leite e vacas para o matadouro. 

 Nos rebanhos comerciais destinados à produção de leite, novilhas e vacas eram 

acasaladas com o propósito de iniciar a lactação e ainda com um segundo propósito, 

que consistia na produção de bezerras que posteriormente seriam utilizadas para 

reposição do rebanho, ou como produto de venda. A sexagem de espermatozoides 

teria pouco a contribuir na primeira hipótese, visto que o sexo do feto não influencia 

diretamente a produção de leite na lactação subseqüente (CHEW et al., 1981; 

CHEBEL et al.,2010). Já com relação ao segundo propósito, a sexagem de 

espermatozoides teria importância econômica porque poderia diminuir, ou eliminar, o 

custo de produção de bezerros (HOHENBOKEN, 1999). 

 Hutchinson et al. (2013) ao estudar o efeito do sêmen com espermatozoides 

sexados na taxa de expansão do rebanho leiteiro em sistemas de pastagens, 

observaram que, utilizando este tipo de sêmen in natura, obtém-se maior número de 

novilhas de reposição, levando à expansão do rebanho mais rapidamente quando 

comparado com sêmen com espermatozoides sexados congelado e sêmen 

convencional congelado. Na simulação, foi estabelecido o tamanho máximo do 

rebanho de acordo com a área, e este foi alcançado no ano 5, 5 e 7 para os 

tratamentos sêmen com espermatozoides sexados in natura, sêmen com 

espermatozoides sexados congelado e sêmen convencional congelado 

respectivamente. 

 É desejável a reposição e expansão do rebanho sem a necessidade de 

compra de animais de outras propriedades devido a questões de biossegurança, ou 

seja, prevenção de doenças; além disso, permite construir programas de 

melhoramento genético bem sucedidos, e ainda, é menos dispendiosa a substituição 

de animais do próprio rebanho em relação a compra de fêmeas (SEIDEL JR, 2013). 

 A seleção do sexo também permite maximizar o retorno econômico por tornar 

os sistemas de produção flexíveis em relação ao mercado e aumentar a produção 

de animais geneticamente superiores (MADALENA e JUNQUEIRA, 2004; NEVES et 

al., 2009).  
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A produção de bezerras geneticamente superiores é possibilitada, 

inicialmente, pela classificação das vacas de acordo com a estimativa do mérito 

genético e econômico, para as características de produção de leite e inseminação 

das mais produtivas com espermatozoides X. Considerando esta possibilidade, Van 

Vleck e Everett (1976) desenvolveram um modelo para avaliar o impacto econômico 

gerado pelo aumento da resposta à seleção de um rebanho comercial para 

produção de leite. Neste modelo, utilizariam doses de sêmen não enriquecidas 

(menor valor agregado) nas vacas menos produtivas e doses sêmen de 

enriquecidas com espermatozoides X (maior valor agregado) nas vacas mais 

produtivas. Para a contabilização dos custos, consideravam o número de 

inseminações necessárias para gerar a bezerra geneticamente superior e, além 

disso, os benefícios incluíam a produção extra de leite e os gastos extras com a 

alimentação necessária para atender as exigências nutricionais das bezerras mais 

produtivas. Desta forma, projetando os custos e benefícios para dez anos, o valor da 

dose de sêmen enriquecida com 80% de espermatozoides X era US$9.67 acima 

daquela com média de 50% de espermatozoides X. 

 Van Vleck (1981) simulou o uso de doses de sêmen enriquecidas com 

espermatozoides X em rebanhos comerciais para produzir novilhas de reposição, 

constatando que isso possibilitaria um progresso genético anual de 15% na 

produção de leite. Este aumento do progresso genético foi suficiente para sugerir 

custo de US$ 19.00 por vaca pela utilização de sêmen enriquecido com 

espermatozoides X (HOHENBOKEN, 1999). Em estudo similar, Dematawewa e 

Berger (1998) estimaram que o ganho genético anual aumentaria em 9% e o custo 

da dose de sêmen, com espermatozoides enriquecidos, seria $ 35.00 por vaca.  

 Em simulação feita por Bekman et al. (1994), a produção de leite pôde ser 

interferida de maneira inversa quando se realiza o melhoramento genético para 

características de produção de carne. Com o aumento do número de fêmeas nos 

rebanhos leiteiros, pela utilização de métodos de seleção do sexo, aumentar-se-ia o 

número de fêmeas que não foram escolhidas para produzirem a próxima geração 

(devido à maior intensidade de seleção). Nestes casos, quando houvesse a 

possibilidade das vacas mais produtivas serem inseminadas com espermatozoides 

X, aquelas menos produtivas seriam inseminadas utilizando sêmen não enriquecido, 
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de menor valor e de touros de raças com aptidão para leite ou carne. Porém, a 

escolha de uma raça de corte implicaria a redução da produção de leite, na próxima 

geração, e a incidência de partos distócicos poderia ser reduzida pelo uso de touros 

de raças européias com aptidão para produção de carne (GUILBAULT et al., 1990). 

A vantagem seria o peso da carcaça dos machos, aos 24 meses, 25% maior que a 

da fêmea. Entretanto, as dificuldades no parto poderiam aumentar nas novilhas e 

vacas jovens (HOENBOKEN, 1999).  

Neves et al. (2009), em estudo de simulação para uma população de bovinos 

de corte, onde o macho é o sexo desejado, com o intuito de avaliar o impacto de 

algumas estratégias de acasalamento em ciclos repetidos de seleção e 

acasalamento, investigaram  a consequência do uso combinado de sêmen com 

espermatozoides sexados e de acasalamento dirigido sobre uma população 

submetida à seleção. Para tanto, utilizaram três cenários: no primeiro, utilizou-se 

doses de sêmen convencional associadas ao acasalamento aleatório dos animais 

selecionados como pai da próxima geração; o segundo cenário foi caracterizado 

pelo uso do sêmen convencional associado ao acasalamento dirigido visando a 

produção de animais geneticamente superiores por meio de acasalamento 

associativo positivo e acasalamento associativo negativo; a utilização do sêmen com 

espermatozoides sexados foi inserida em parte das fêmeas do terceiro cenário, 

associada ao acasalamento dirigido similar ao segundo cenário. O número de 

machos geneticamente superiores foi cerca de 50% maior no cenário em que se 

utilizou sêmen com espermatozoides sexados, indicando a eficiência da estratégia 

utilizada. 

Em virtude da contribuição da seleção do sexo para o melhoramento 

genético, sua utilização vem aumentando de maneira significativa, e a 

disponibilidade deste no mercado está aquém da demanda (WEIGEL, 2004). A 

principal força que impulsiona a implementação em escala da tecnologia de 

sexagem de espermatozoides pelas indústrias de animais domésticos é a economia, 

porém existem poucos usuários com capital necessário para a implementação e 

manutenção dessa tecnologia (GARNER, 2006). O equipamento utilizado para 

classificação do sexo pode custar centenas de milhares de dólares, e para que se 

obtenha retorno econômico, o sêmen com espermatozoides sexados é 
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comercializado em doses contendo cerca de dois milhões de espermatozoides, ou 

seja, menos de um quinto de uma dose de sêmen convencional comumente 

comercializada, o que obviamente contribui para uma redução na fertilidade 

(SEIDEL JR, 2013). 

 

2.3. Sexagem por citometria de fluxo 

 

 A sexagem de espermatozoides por citometria de fluxo baseia-se no princípio 

de que o espermatozoide portador do cromossomo X contém cerca de 4% a mais de 

DNA em relação ao espermatozoide portador do cromossomo Y. Embora essa 

diferença seja pequena, é possível que ela seja medida com precisão, sendo 

considerada significativa, e a precisão dessa leitura é em torno de 70 a 90%, sendo 

assim parte dos espermatozoides podem ser descartados por não terem sido 

classificados na leitura (JOHNSON, 1989).  

Essa diferença no conteúdo de DNA dos espermatozoides X ou Y pode variar 

de 3,5% a 4,2% (GARNER et al., 1983; PINKEL et al., 1985; JOHNSON et al., 1987; 

PARRILA et al., 2004), sendo que nos bovinos é de 4,0% (GARNER et al., 1983; 

JOHNSON et al., 1987; JOHNSON, 1992, 1994). Além disso, foi observada uma 

diferença média significativa entre raças, mas não entre os indivíduos da mesma raça. 

Entre os espermatozoides X e Y de touros da raça Jersey observou-se a maior 

diferença (4,22%) quando comparada com as raças Angus (4,07%), Hereford (3,98%), 

Holandesa (4,01%) e Brahman (3,73%) que apresenta a menor diferença (GARNER et 

al.,2006). 

 De acordo com Garner (2009), no processo de citometria de fluxo para a 

diferenciação de conteúdo de DNA dos espermatozoides, utiliza-se o fluorocromo 

Hoechst 33342, que ultrapassa rapidamente a membrana celular dos 

espermatozoides e se liga seletivamente à dupla fita de DNA. Esta ligação é 

estabilizada por pontes de hidrogênio, Van de Waals e interações eletrostáticas 

entre o corante e o DNA. 

 Devido à incubação com corante, os espermatozoides apresentam 

fluorescência azul quando expostos a um raio laser de onda curta, que emite luz 

ultra-violeta de 175 mW (351-363 nm). A fluorescência emitida por cromossomo é 
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proporcional ao seu tamanho. Os espermatozoides passam pelo citômetro de fluxo 

por uma fila única, em alta velocidade e pressão, onde recebem o laser. Devido ao 

maior conteúdo de DNA do cromossomo X, os espermatozoides que contêm esse 

cromossomo emitem um sinal de fluorescência maior em relação aos 

espermatozoides que contém o cromossomo Y. Os sinais fluorescentes emitidos são 

recebidos simultaneamente por detectores óticos colocados a 0º e 90º em relação à 

face plana e extremidades da cabeça, respectivamente. Tais detectores convertem 

estes sinais em sinais eletrônicos os quais são armazenados em um computador 

como um histograma. Conforme a corrente de fluido, contendo os espermatozoides, 

sai pelo classificador, este é vibrado em alta frequência (60 a 70 KHz), causando a 

formação de gotas individuais (correspondendo à formação de uma gota no período 

de 16 a 14 μs, respectivamente para cada freqüência) a uma taxa de 

aproximadamente 70.000 a 80.000 gotas/seg (SCHENK et al., 1999; PERGORATO 

& HOSSEPIAN DE LIMA, 2001).  

 Aproximadamente um terço destas gotas contém um espermatozoide, os 

outros dois terços podem estar vazios e uma pequena porcentagem das gotas 

contém dois ou mais espermatozoides. Enquanto as gotas contendo um 

espermatozoide X, identificadas pelo computador, recebem uma carga elétrica 

positiva, as gotas contendo um espermatozoide Y recebem uma carga elétrica 

negativa. Não recebem cargas elétricas aquelas gotas que não possuem 

espermatozoides, que apresentem mais de um espermatozoide ou apresentam 

espermatozoides identificados como danificados ou que não foi possível distinguir a 

relativa diferença de DNA (SEIDEL JR, 2007). As gotas contendo espermatozoide X 

ou Y, com carga elétrica positiva ou negativa, respectivamente, saem do citômetro 

de fluxo, a uma velocidade de 80 a 100 km/h, e pressão de 40 a 50 psi, passando 

por um campo elétrico com placas carregadas positivamente ou negativamente. 

Desta maneira, as gotas contendo espermatozoides X, Y com ou sem carga elétrica 

são encaminhadas para três diferentes tubos coletores (SCHENK et al., 1999).  

 A sexagem por citometria de fluxo passou por uma série de melhorias com 

relação ao seu rendimento e classificação, desde sua implementação há 20 anos 

(ESPINOSA-CERVANTES & CÓRDOVA IZQUIERDO, 2012). A fim de tornar este 

processo cada vez mais eficiente, têm sido feitas pequenas modificações na 
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tentativa de melhorar a qualidade do sêmen com espermatozoides sexados, dentre 

elas: orientação do laser, vibração acústica, orientação das células e velocidade e 

pressão de passagem, podendo sexar cerca de 8000 espermatozoides por segundo, 

produzindo aproximadamente 14 palhetas de cada sexo por hora por citômetro 

(SHARPE & EVANS, 2009).  

 A complexidade desta técnica, associada à diminuição da viabilidade dos 

espermatozoides submetidos a ela, tem tornado difícil sua aplicação nos sistemas 

de produção animal. Entretanto, devido à sua precisão (90% de acuidade) tem sido 

usada comercialmente, apesar de ter demonstrado ser altamente dispendiosa, além 

de prejudicial à capacidade de fecundação dos espermatozoides (CRAN et al., 1995). 

Há em espaço considerável para melhorias na técnica de sexagem por 

citometria de fluxo, primeiramente por apresentar taxa de erro de 10%, como a maioria 

das outras técnicas, e embora não seja um impedimento grave para os bovinos, pode 

ser para outras espécies; além disso, causa danos aos espermatozoides, diminuindo a 

sua capacidade de fecundar (GARNER, 2009). O sêmen com espermatozoides 

sexados congelado causa efeitos negativos no rebanho reduzindo a rentabilidade da 

fazenda e impedindo a sua utilização generalizada em vacas em lactação 

(HUTCHISON et al.,2013). 

O método de coloração necessita ser cuidadosamente controlado e 

padronizado para obter uma reprodutibilidade na resolução das populações X ou Y. 

Além disso, a orientação dos espermatozoides em relação ao laser tem sido um 

fator crítico, indicando que a velocidade do fluxo dos espermatozoides deve ser 

cuidadosamente monitorada e controlada para evitar o aumento do número de 

células descartadas devido à orientação incorreta. (HOSSEPIAN de LIMA, 2007). 

Segundo Garner (2006), espermatozoides sexados por citometria de fluxo, após 

o descongelamento, apresentam qualidade inferior aos espermatozoides não sexados, 

por apresentarem menor motilidade e menor porcentagem de células com membranas 

intactas. A coloração associada à exposição ao laser pode diminuir a atividade 

mitocondrial, provocando queda na produção de ATP, diminuindo o aporte energético 

para os espermatozoides, ocasionando, desta forma, queda da motilidade 

(CARVALHO et al., 2010). 
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Devido à complexidade e alto custo da sexagem por citometria de fluxo, uma 

dose comercial de sêmen enriquecido com espermatozoides portadores do 

cromossomo X, pelo método de citometria de fluxo, contém 2,1 x 106 

espermatozoides, enquanto uma dose de sêmen convencional contém 20 x 106 

espermatozoides (GARNER et al., 2008). Estudos realizados por Frijters et al. (2009) 

demonstraram redução na fertilidade quando se utilizada sêmen com 

espermatozoides sexados por citometria de fluxo, sendo que dois terços desse 

declínio podem ser atribuídos ao menor número de espermatozoides por dose, e um 

terço devido a possíveis danos causados durante o processo de sexagem. Nesse 

mesmo estudo foi observada diferença em relação aos touros, evidenciando que a 

fertilidade do sêmen com espermatozoides sexados não pode ser prevista em 

ensaios a campo com sêmen convencional mesmo utilizando a mesma dosagem do 

sêmem com espermatozoides sexados utilizado comercialmente. 

 Com o aumento da eficiência dos protocolos de PIVE, poucos 

espermatozoides são necessários para fecundar um oócito e assim, a probabilidade 

do emprego desta técnica aumentou. Considerando-se que, em bovinos, utiliza-se 

de 2 a 10 mil espermatozoides para a fecundação de um oócito, por citometria de 

fluxo seriam separados por hora espermatozoides suficientes para se fecundar 

aproximadamente 2200 oócitos obtendo-se taxa média de 60-80% de clivagem, 17% 

de desenvolvimento e 40% de prenhez (JOHNSON et al., 1994; CRAN et al., 1995; 

LU et al., 1999; GUTHRIE et al., 2002). 

 

2.4. Utilização do sêmen com espermatozoides sexados por citometria de fluxo 

na inseminação artificial (IA) de rebanhos leiteiros 

 

No Brasil, o aumento de rebanhos submetidos a Programas de Melhoramento 

Genético e Cruzamento Industrial, desde 1989, faz com que a cada ano aumentem 

as vendas de sêmen congelado. No período de 2010 a 2012 a evolução nas vendas 

foi de 22,4%. Somente em 2012 foram comercializadas aproximadamente 12,4 

milhões de doses de sêmen; destas, 53,29% eram de genética nacional. A venda de 

doses de sêmen de raças leiteiras em 2012 foi de aproximadamente 40% do total 
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das vendas e, destas, aproximadamente 59% são da raça Holandesa, 14% da raça 

Gir e 10% de Girolando (ASBIA, 2012). 

A IA é uma técnica muito utilizada para melhorar a eficiência reprodutiva na 

produção de bovinos, apresentando os melhores resultados quando o objetivo é o 

melhoramento genético de um rebanho. Contudo, novas biotecnologias devem ser 

agregadas à IA, a fim de melhorar os resultados obtidos. O sêmen com 

espermatozoides sexados por citometria de fluxo vem sendo utilizado na IA desde 

2004, quando as centrais de inseminações passaram a comercializá-lo 

(MEIRELLES, 2008). 

 Sua utilização promove aumento no número de fêmeas nascidas, facilitando a 

reposição do rebanho e sua expansão. Permite também a retenção de um número 

menor de reprodutores, aumentando desta forma a intensidade de seleção e, além 

disso, a taxa de progresso genético do rebanho; assim, é considerada uma 

estratégia em testes de progênie (WERF, 2006; HOSSEIN ZADEH et al., 2010; 

KHALAJZADEH et al., 2012; HUTICHINSON et al., 2013;). O aumento do número de 

fêmeas nos acasalamentos realizados para o teste de progênie de touros jovens, 

leva a maior acurácia de seleção, e ainda à capacidade para testar mais touros 

(KINGHORN, 2006). 

Muito embora o sêmen enriquecido de espermatozoides portadores do 

cromossomo X apresente vantagens em relação ao mérito genético da população, o 

seu uso generalizado diminui drasticamente o desempenho reprodutivo do rebanho, 

por diminuir a eficiência reprodutiva e, consequentemente, causar aumento dos 

custos de produção (KHALAJZADEH et al., 2012). As taxas de concepção são 

comprometidas tendo em vista que os espermatozoides são ligeiramente danificados 

devido ao complexo procedimento de sexagem e, além disso, devido ao menor 

número de espermatozoides por dose comercializada (SEIDEL JR, 2013). 

A acuidade garantida pela sexagem por citometria é de 85%; porém, devido aos 

danos na viabilidade espermática, obtém-se baixa taxa de prenhez após os 90 dias da 

IA (média de 30%) e consequente diminuição no número de fêmeas nascidas 

(HOLLINSHEAD et al., 2003; BODMER et al., 2005; ANDERSSON et al., 2006; 

SEIDEL & SCHENK, 2008; BORCHERSEN & PEACOCK, 2009). 
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A porcentagem de fêmeas nascidas quando se utiliza o sêmen com 

espermatozoides sexados é em torno de 90%; sendo assim, não é considerado 

incomum o nascimento de um macho posterior à inseminação com este tipo de sêmen. 

É possível produzir sêmen enriquecido de espermatozoides portadores do 

cromossomo X com acuidade de 95%, porém isso é proibitivamente caro, pois são 

obtidos menos espermatozoides sexados por unidade de tempo. É comercializado 

também sêmen com espermatozoides sexados com acuidade de 75%, o que reduz 

significativamente o custo da dose (SEIDEL JR, 2013).  Chebel et al. (2010), ao 

utilizarem sêmen com espermatozoides sexados no primeiro serviço de novilhas da 

raça Holandesa, obtiveram menores taxas de concepção e adicionalmente, a 

porcentagem de fêmeas nascidas foi menor do que o esperado para o sêmen com 

espermatozoides sexados (79,1%). 

Seidel et al. (1999) demonstraram que as taxas de concepção de novilhas da 

raça Holandesa inseminadas com sêmen enriquecido de espermatozoides 

portadores do cromossomo X por citometria de fluxo variaram de 40 a 68% e com 

sêmen convencional de 67 a 82%. Vacas inseminadas com sêmen criopreservado 

com espermatozoides sexados apresentaram taxas de fecundação ou prenhez 10 a 

30% menores que as do grupo controle com utilização de sêmen não sexado (LU et 

al., 1999; SEIDEL et al., 1999; SARTORI et al., 2004; BODMER et al., 2005; 

SCHENK et al., 2006; ANDERSSON et al., 2006). De acordo com Weigel (2004) em 

ensaios de campo envolvendo novilhas virgens, as taxas de concepção variaram 

tipicamente entre 35 a 40% com sêmen com espermatozoides sexados, em 

comparação com 55 a 60% para o sêmen não sexado, e isso limita a vontade dos 

produtores a pagar um preço elevado para o produto. 

Segundo Seidel Jr (2013), vários estudos realizados demonstram que a taxa de 

concepção obtida utilizando sêmen com espermatozoides sexado é cerca de 70 a 

90% da taxa atingida utilizando o sêmen convencional. Em estudos de IA realizados 

por DeJarnette et al. (2008 e 2009), foram observadas taxa de concepção com 

sêmen com espermatozoides sexados correspondente a 80% da obtida com sêmen 

convencional. Norman et al., (2010) demonstraram que a taxa de concepção do 

sêmen com espermatozoides sexados corresponde a 70% da taxa de concepção do 

sêmen convencional, no caso de novilhas, e para vacas a taxa encontrada foi de 
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83%. Hutichinson et al. (2013) demonstraram que ao se utilizar sêmen com 

espermatozoides sexados in natura na IA as taxas de concepção obtidas 

representaram cerca de 95% das taxas de concepção com sêmen convencional 

congelado e quando se utilizou sêmen com espermatozoides sexados congelado à 

correspondência em questão é de 75%. 

Frente ao cenário de baixos índices devido à utilização do sêmen com 

espermatozoides sexados, muitos estudos foram feitos a fim de minimizar os efeitos 

da sexagem por citometria de fluxo. Considerando que a menor quantidade de 

espermatozoides na dose do sêmen com espermatozoides sexados poderia ser um 

fator responsável pelos menores índices de fertilidade, Bodmer et al. (2005), 

utilizando a mesma concentração de espermatozoides nas doses de sêmen 

convencional e com espermatozoides sexados em vacas em lactação, obtiveram 

taxas de concepção superiores para o sêmen convencional. Em estudo semelhante 

DeJarnette et al. (2011), constataram que independe da concentração da dose, as 

taxas de concepção obtidas com o sêmen com espermatozoides sexados foram 

inferiores em relação ao grupo controle (sêmen convencional). 

 Estudos realizados por DeJarnette et al. (2009) e Sá Filho et al. (2010)  

verificaram diminuição na taxa de prenhez com o  aumento do número de serviços. 

Estes dados estão de acordo com a hipótese de que, a menor fertilidade do sêmen 

com espermatozoides sexados por citometria de fluxo não é somente devido o 

menor número de espermatozoides por dose, mas também a danos provocados aos 

espermatozoides durante o processo de separação.  

 

2.5. Utilização do sêmen com espermatozoides sexados por citometria de fluxo 

na produção in vitro de embriões (PIVE) 

  

A produção in vitro de embriões de mamíferos domésticos de interesse 

econômico é uma importante biotécnica da reprodução associada ao aumento da 

produtividade. Além de aumentar a produção de embriões por doadora, a PIVE tem 

efeitos positivos na escala de uso, na redução no custo de criação e novas 

possibilidades de aplicação da transferência de embriões na produção animal. Esta 

técnica inicialmente era associada apenas a rebanhos elite; todavia, foi 
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gradualmente sendo adotada pelos rebanhos multiplicadores, inicialmente para a 

produção de tourinhos para o uso em rebanhos comerciais de gado de corte, e 

recentemente para a produção de novilhas de reposição em rebanhos leiteiros 

(VIANA, 2012). 

Em 2011, a produção de embriões no Brasil alcançou a marca histórica de 

350 mil unidades, destes 90,7% produzidos in vitro, representando aumento de 

15,7% em relação ao total de embriões produzidos em 2010, sendo que esse 

crescimento está relacionado a importantes mudanças na atividade (VIANA, 2012). 

Esses números confirmam que a FIV (fertilização in vitro) além de substituir a TE 

(transferência de embriões) convencional como técnica de eleição para produção de 

embriões, possibilitou a expansão do mercado e um dos fatores que promoveram o 

aumento no número total de embriões produzidos foi o uso da biotécnica em raças 

leiteiras, provavelmente desencadeada pela disponibilidade de sêmen com 

espermatozoides sexados (VIANA, 2012). 

A PIVE apresenta limitações ainda não superadas na sua utilização, pois o 

cultivo in vitro e os meios de cultura utilizados podem acelerar o desenvolvimento de 

embriões do sexo masculino e, consequentemente diminuir a proporção do sexo 

feminino (GUTIÉRREZ-ADÁN et al., 2001; GUTIÉRREZ-ADÁN et al., 2004). Além 

disso, há dificuldade em criopreservar os embriões com índices de aproveitamento 

correspondentes aos obtidos pelos embriões produzidos in vivo (RIZOS et al., 2003).  

 Com o intuito de contornar o desvio da proporção sexual em favor do sexo 

masculino no sistema de cultivo in vitro da PIVE, espermatozoides sexados pelo 

método de citometria de fluxo vêm sendo utilizados tornando-se algo atrativo, 

considerando o fato de que nesta biotecnologia são necessários poucos 

espermatozoides para a fertilização. Todavia, existem algumas dificuldades como a 

produção, a venda e a utilização de doses de sêmen com espermatozoides sexados 

por citometria de fluxo está aquém da demanda do Brasil (ASBIA, 2008).  No período 

de 2006 a 2009, foram comercializadas apenas 500 mil doses de sêmen com 

espermatozoides sexados representando 6% dos mais de 8,2 milhões de doses 

vendidas (SÊMEN SEXADO: 500 MIL DOSES, 2009). 

 A utilização da seleção do sexo na PIVE pode influenciar o sucesso dessa 

biotécnica. Vários estudos demonstram que o sêmen com espermatozoides sexados 
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promove parcial capacitação dos espermatozoides, taxas de fertilização inferiores, 

baixas taxas de clivagem e blastocistos e taxas de prenhez menores (CRAN et 

al.,1995; LU et al. 1999) 

 Em geral, a taxa de prenhez é em torno de 27%, o que acarreta a produção de 

apenas 3 fêmeas a cada 100 oócitos fecundados quando comparado com o sêmen 

convencional que permite 40% de prenhez e 5 fêmeas nascidas a cada 100 oócitos 

fecundados (CRAN et al., 1995; MORTON et al., 2004; WILSON et al., 2005, 2006; 

XU et al., 2006; XU & DU, 2009).   

 É importante ressaltar que o sêmen in natura de alguns touros não resistem ao 

processo de sexagem por essa técnica ou produzem variações na taxa de clivagem 

(0 a 89%) e na taxa de blastocistos produzidos (3,5 a 28,8%) (PALMA et al., 2008) 

restringindo, desta forma, a utilização dos melhores touros (touros provados), dentro 

de cada raça, nos programas de melhoramento animal e teste de progênie que 

utilizam a PIVE. 

 Durante a citometria de fluxo, os procedimentos de sonicação, coloração com 

Hoechst 33342 (SCHENK et al., 2009), e exposição ao laser que opera em luz 

ultravioleta (SCHENK et al., 1999; GUTHRIE et al., 2002; SCHENK et al., 2009) 

algumas vezes não diminuem significativamente a produção in vitro de blastocistos 

(GUTHRIE et al., 2002; ZHANG et al., 2003) e a taxa de prenhez até os 60 dias após 

a inovulação (XU & DU, 2009). Todavia, os possíveis danos espermáticos podem 

diminuir de maneira significativa as taxas de implantação embrionária e de gestação 

(WILSON et al., 2005, 2006; XU et al., 2006; PALMA et al., 2008; BLONDIN et al., 

2009). Isto indica que o genoma paterno pode ser selecionado durante o 

desenvolvimento do embrião o que pode ser uma explicação para a baixa ocorrência 

de malformações congênitas (LARSON-COOK et al., 2003; VIRRO et al., 2004; 

BAKOS et al., 2008; FRYDMAN et al., 2008; PÉREZ-CRESPO et al., 2008; ZINI et 

al., 2008; COLLINS et al., 2008; LIN et al., 2008).    

 Estudos indicam que a capacidade de fecundação de espermatozoides de 

diferentes touros é comprometida após a sexagem por citometria de fluxo (RATH et 

al., 2009) o que tem estimulado o desenvolvimento de métodos alternativos (De 

JONGE et al., 1997; CESARI et al., 2006; HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2000; 

HOSSEPIAN DE LIMA, 2007; ALEAHMAD et al., 2009). De acordo com Espinosa-
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Cervantes e Córdova-Izquierdo (2012), muitos pesquisadores acreditam que pode 

ser desenvolvido um novo método muito mais simples, eficaz e menos dispendioso 

de sexagem de espermatozoides em relação ao atualmente utilizado de forma 

comercial. 

  

2.6. Por que o genoma paterno é importante para o desenvolvimento 

embrionário? 

 

Para que um espermatozoide seja viável e fértil deve apresentar morfologia, 

atividade metabólica e membranas normais. A integridade da estrutura do 

espermatozoide é um pré-requisito para a ocorrência de eventos relacionados com a 

fertilização tais como a capacitação espermática, ligação na zona pelúcida e 

penetração no oócito (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1997). A integridade do DNA 

nos cromossomos de espermatozoides também é um pré-requisito para a ocorrência 

regular da fertilização e da transmissão da informação genética paterna (AGARWAL 

e SAID, 2003).  

O procedimento complexo de sexagem por citometria de fluxo que implica a 

diminuição da concentração espermática e posterior centrifugação expõe os 

espermatozoides a riscos potenciais (MAXWELL et al., 2004; SEIDEL Jr et al. 2013).  

Esses riscos tem potencial para provocar alterações nas estruturas celulares, 

incluindo a molécula de DNA (GONSÁLVEZ et al., 2011) além de causar: alterações 

no padrão de motilidade espermática (SUH et al., 2005), viabilidade reduzida 

(HOLLINSHEAD et al., 2003), aceleração da reação acrossomal (MOCÉ et al., 2006) 

e aumento na proporção de células que sofreram capacitação espermática 

(MAXWELL et al., 1998). Esses danos podem ocasionar redução na qualidade e na 

fertilidade dos embriões produzidos in vitro quando se utiliza o sêmen com 

espermatozoides sexados (BERMEJO-ALVAREZ et al., 2010; SEIDEL JR, 2013) 

que afetam unicamente o desenvolvimento embrionário após a iniciação da 

expressão gênica do embrião (FATEHI et al., 2006). 

É considerado um benefício da sexagem por citometria de fluxo o descarte de 

espermatozoides mortos ou daqueles que estão morrendo; essa fração corresponde 

a 10% em ejaculados normais, os demais são considerados viáveis (SEIDEL JR, 
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2013). Porém, nem todo espermatozoide não viável contém DNA fragmentado, 

assim como nem todo espermatozoide viável está absolutamente livre de danos no 

DNA (GONSÁLVEZ et al., 2011). 

É possível que ocorra a penetração de um espermatozoide danificado em um 

oócito, porém o embrião resultante será de qualidade inferior (FERNANDEZ-

GONZALEZ et al., 2008).  Morton et al. (2007) e Palma et al. (2008), relataram 

diferenças com relação a abundância de mRNA e ainda alterações estruturais nos 

embriões oriundos da PIVE com espermatozoides sexados por citometria de fluxo.  

Danos no DNA de espermatozoides podem ser resultado de um processo sinérgico, 

ou seja, o dano causado em uma etapa, e capaz de reforçar a ocorrência de outros 

nas próximas etapas (GONSÁLVEZ et al. 2011). 

Estudos realizados por Fatehi et al. (2006) investigaram os efeitos de 

espermatozoides com danos no DNA, demonstram que o desenvolvimento 

embrionário pode ser interrompido pelo bloqueio da mitose e também por 

mecanismos de apoptose do embrião, e isso pode ocorrer no início da expressão 

gênica embrionária (estágio 4-8 células). Segundo os autores, isto é evidenciado 

pela falha na formação de blastocisto, fragmentação nuclear em corpos apoptóticos 

e falhas na formação do fuso mitótico.  

A atividade de transcrição do blastocisto é mais alta que a detectada no 

estágio inicial de pré-implantação e neste estágio, o genoma paterno tem papel 

muito importante na contribuição da função do embrião, pois é quando 

consequências das alterações no DNA paterno podem suceder malformações, 

prejudicando a implantação do embrião (PÉREZ-CRESPO et al., 2008). 

 O diagnóstico do efeito paterno inicial é baseado na baixa qualidade 

morfológica de um zigoto e de um embrião, e na baixa velocidade de clivagem, e isto 

não está associado à fragmentação do DNA. Por outro lado, o efeito paterno tardio 

se manifesta pela baixa competência de desenvolvimento, ocasionando falhas na 

implantação, o que está associado ao aumento da incidência de fragmentação de 

DNA na ausência de anormalidades morfológicas em zigotos e embriões nos 

primeiros estágios de clivagem (TESARIK et al., 2004; TESARIK, 2005). Os danos 

no DNA do espermatozoide afetam unicamente o desenvolvimento embrionário após 

o inicio da expressão gênica do embrião (FATEHI et al., 2006). Frente ao 
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apresentado, são necessárias pesquisas que demonstrem se há alterações na 

expressão de genes importantes para o desenvolvimento embrionário quando se 

utiliza o sêmen com espermatozoides sexados na PIVE. 

 

2.7. Expressão gênica relacionada ao estabelecimento da gestação em 

embriões bovinos 

 

A fase de pré-implantação no desenvolvimento embrionário está entre os 

eventos reprodutivos mais importantes, pois controla o estabelecimento da gestação 

juntamente com a receptividade endometrial. A capacidade de um blastocisto em se 

implantar e desenvolver uma gestação é de difícil avaliação com base apenas em 

simples critérios morfológicos. Assim, é interessante um estudo do transcriptoma 

(SAKKAS e GARDNER, 2005) por esse método ser mais sensível e informativo para 

determinar a competência do embrião, uma vez que permite a amplificação do 

conteúdo de RNA de uma única célula; a etapa preliminar necessária para a 

identificação de marcadores de qualidade confiável é a identificação bem definida de 

perfis de expressão gênica em todo período de pré-implantação (REKIK et al, 2011). 

Acredita-se que cerca de 10 mil genes precisam ser expressos de maneira 

correta para garantir uma pré-implantação regular e desenvolvimento fetal precoce, 

no entanto ainda são conhecidos poucos desses genes (NIEMANN e WRENZYCKI, 

2000). A PCR em tempo real é uma tecnologia sensível que pode ser aplicada para 

verificar genes expressos em embriões bovinos, e a utilização de ferramentas 

moleculares como esta, em oócitos bovinos e no estágio de pré-implantação, abre 

novos horizontes para a pesquisa e amplia a compreensão do desenvolvimento, 

além de contribuir para a melhoria de vários processos biotecnológicos que 

envolvem oócitos e embriões (NIEMANN e WRENZYCKI, 2000). 

Tem sido demonstrado que o desenvolvimento de embriões bovinos 

produzidos in vitro pode ser afetado quando são produzidos com sêmen com 

espermatozoides sexados por citometria de fluxo (LU et al. 1999; MORTON et al. 

2005), e as causas  ainda são desconhecidas, mas é possível que estejam 

envolvidas diferenças em nível molecular  em embriões derivados de 

espermatozoides sexados (MORTON et al. 2007). 
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Morton et al. (2007) demonstraram que embriões bovinos produzidos com 

sêmen com espermatozoides sexado por citometria de fluxo apresentaram 

semelhança em relação ao número de células, morfologia, e tempo de 

desenvolvimento quando comparados com embriões produzidos com sêmen 

convencional. No entanto, estes autores constataram que espermatozoides sexados, 

quando utilizados na PIVE, apresentaram fertilidade mais baixa em comparação com 

espermatozoides não sexados, além disso, demonstraram pela primeira vez que há 

claras diferenças na expressão de genes importantes relacionados ao 

desenvolvimento na PIVE com sêmen com espermatozoides sexados e sêmen 

convencional. 

Em estudo de expressão gênica, Knijn et al. (2002) compararam blastocistos 

derivados de oócitos maturados in vivo ou de oócitos maturados in vitro, e não foi 

observada diferença na abundância de transcritos para os GLUT1 (glucose 

transporter 1) e HSP (heat shock protein), o que sugere que a maturação pode não 

ser o passo principal no processo de PIVE. Quando se produz oócitos provenientes 

de duas fontes, embora estes possam diferir no desenvolvimento da competência, 

se o cultivo dos prováveis zigotos forem sob as mesmas condições, os blastocistos 

produzidos serão de qualidade similar (LONERGAN et al., 2003; 2006). 

O meio de cultivo do embrião pós-fecundação pode exercer efeito no padrão 

da expressão gênica, podendo resultar sérias implicações para a normalidade do 

blastocisto (LONERGAN et al., 2003). Apesar dos desafios envolvidos no sucesso 

do cultivo de embriões produzidos in vitro, até a fase na qual eles podem ser 

transferidos com expectativa razoável de que sejam implantados, já percorreu-se um 

longo caminho na compreensão dos fatores que regulam o desenvolvimento inicial e 

a interação (ou falta de interação) com o ambiente materno. 

Com o número de transferências aumentando anualmente, há maior 

necessidade de aperfeiçoar as condições de PIVE, a fim de maximizar sua 

qualidade e finalmente obter melhores taxa de prenhez (LONEGAN et al. 2014).  A 

biologia molecular deve ser utilizada de modo crescente nos próximos anos para 

contribuir com o estudo de genes específicos que possam determinar a fertilidade 

dos embriões em programas de reprodução assistida (VARAGO et al. 2008) 

 



22 
 

2.7.1. Genes relacionados à manutenção da gestação (PTGS1, PTGS2, mPGES-

1 e mPGES-2) 

 

 As enzimas PTGS1 e PTGS2 são responsáveis pela conversão do ácido 

araquidônico (AA) em PGH2, a qual é precursora de diversas formas de 

prostaglandinas (SMITH et al., 1996, 2000). A PGH2 é convertida em PGE2 por meio 

de prostaglandinas E sintetases, sendo duas delas, mPGES-1 e mPGES-2. A 

mPGES-1 é uma proteína perinuclear induzida por estímulos pró-inflamatórios e é 

associada com a PTGS2, já a mPGES-2 é associada a PTGS1 e é constitutivamente 

expressa como uma proteína de membrana do complexo de Golgi (KUDO e 

MURAKAMI, 2005). As prostaglandinas são produzidas principalmente no 

endométrio, e apresentam grande importância no ciclo estral dos bovinos entre 15 a 

17 dias, pelo fato de garantirem a luteólise, ou o reconhecimento da gestação 

(McCRACKEN et al., 1999, NISWENDER et al., 2000).  

 Os estudos realizados por Saint-Dizier et al. (2011) mostraram que a 

qualidade dos embriões tem relação com os níveis de PTGS2 e m-PGES, tendo em 

vista que embriões de excelente qualidade (Grau 1) apresentaram expressão mais 

elevada de mRNA de ambos, sugerindo que esses genes podem ser utilizados como 

genes candidatos para o desenvolvimento de embriões produzidos in vitro. Lucio 

(2011), avaliando a expressão do gene PTGS2 utilizando embriões produzidos com 

sêmen com espermatozoides sexados por citometria de fluxo, observou redução de 

75% em seus níveis de mRNA em relação ao grupo controle, sugerindo que, a 

metodologia de sexagem por esse método, afeta o padrão de expressão desse 

gene. 

  

2.7.2. AKR1B1 (aldose redutase 1) 

 

 A enzima AKR1B1 pertence a superfamília aldo-keto reductase (AKR) que 

contém mais 114 proteínas, as quais são expressas em procariotas e eucariotas 

(LAMBERT-LAMGLAIS et al.,2009). Esta enzima é previamente conhecida como 

20α-hidroxidiesteróide dehidrogenase e ativadora do metabolismo da glicose e 

apresenta relação importante com a produção de PGF2α. Nos mamíferos, a 
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produção de PGF2α pelo útero está envolvida na regulação do ciclo ovariano 

(MADORE et al.,2003), também apresenta atuação no corpo lúteo, levando ao 

término do ciclo estral ou da gestação pela luteólise (McCRACKEN et al.,1999).  

 Além de ser observada na placenta, a AKR1B1 é altamente expressa no 

endométrio durante a luteólise, sugerindo que a expressão deste gene pode estar 

relacionada com falhas na gestação (MADORE et al., 2003). Confirmando esta 

hipótese, em estudo realizado por El-Sayed et al. (2006), foram realizadas biópsias 

de embriões bovinos produzidos in vitro, e demonstraram que os embriões com 

expressão de AKR1B1, resultaram em não gestação e reabsorção fetal.  

 Ao avaliar os níveis de expressão desse gene em embriões produzidos in 

vitro com sêmen com espermatozoides sexados por dois métodos, Lucio (2011) 

observou redução significativa na abundância de transcritos no grupo controle e no 

grupo sob sexagem por citometria de fluxo quando comparados com o grupo sob 

sexagem por centrifugação em gradiente de densidade (método alternativo para 

sexar espermatozoides), que por sua vez apresentou acréscimo nos níveis de 

mRNA, evidenciando que ambas as técnicas de sexagem afetam a expressão desse 

gene. Embora alguns trabalhos mostrem que níveis elevados de AKR1B1 em 

blastocistos bovinos causem morte embrionária (EL-SAYED et al., 2006) outros 

mostram que níveis elevados de mRNA deste gene são favoráveis ao 

desenvolvimento de embriões viáveis (REKIK et al.,2011). 

 

2.7.3. TNF-α (“inflammatory cytokine”) 

 

 O TNF-α (citocina inflamatória) está envolvido na reabsorção fetal e perda de 

embriões (CHAOUAT et al., 1990; GENDRON et al., 1990; SIDHU e BOLLON, 1993; 

CHAOUAT, 1994) tendo em vista que pode inibir o desenvolvimento embrionário, 

por mediação de prostaglandinas (JACKSON et al. 2012). O TNF é comumente 

encontrado em biópsias realizadas quando há perda gestacional. Quando os níveis 

de TNF são elevados, é observada redução na proliferação de ICM (massa celular 

interna) em blastocistos (WHITESIDE et al., 2003). 

 O aumento dos níveis de TNF na diferenciação do trofoblasto pode prejudicar 

a gestação causando danos teciduais e infecções, ressaltando que baixos níveis de 
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TNF podem ser requeridos para um desenvolvimento normal do feto e da placenta 

(SILVER et al., 1994 citado por EL-SAYED et al., 2006). 
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3. OBJETIVOS 

 

 

 Utilizando sêmen convencional e sexado por citometria de fluxo para a 

produção in vitro de embriões, os objetivos do presente estudo foram: 

 a) Comparar a taxa de clivagem e de blastocistos produzidos in vitro 

utilizando sêmen convencional e sêmen com espermatozoides sexados por 

citometria de fluxo. 

 b) Verificar a existência de diferenças na expressão de genes candidatos 

(AKR1B1, PTGS1, PTGS2, mPGES-1, mPGES-2, TNF-α) relacionados ao 

reconhecimento da gestação em embriões produzidos in vitro utilizando sêmen 

convencional e sêmen com espermatozoides sexados por citometria de fluxo. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1. Obtenção dos espermatozoides 

 

 Foram utilizadas 12 doses de sêmen convencional (grupo controle), congeladas 

e adquiridas de empresas especializadas, de 4 animais da raça Holandesa variedade 

Preta e Branca. Após a descongelação, foram realizadas avaliações de concentração e 

motilidade. Também foram utilizadas 12 doses de sêmen com espermatozoides 

sexados por citometria de fluxo, adquiridas de empresas especializadas, dos mesmos 

touros do grupo controle. 

 

4.2. Produção in vitro de embriões 

 

 A produção in vitro de embriões foi realizada segundo o protocolo do Laboratório 

de Reprodução Animal do Departamento de Medicina Veterinária Preventiva e 

Reprodução Animal da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias Câmpus de 

Jaboticabal da Unesp, baseado em Gutiérrez-Adán et al. (2001a,b) com as 

seguinte modificações: foi utilizado o soro fetal bovino (SFB) na fase de cultivo in vitro, 

e nesta mesma fase a atmosfera não foi controlada. 

 

4.2.1. Obtenção e seleção dos oócitos 

 

  Ovários foram coletados em abatedouros e transportados para o laboratório em 

solução salina a 30-33ºC. A aspiração dos folículos antrais de 3 a 8 mm de diâmetro foi 

feita com agulha de 19-g acoplada a uma seringa de 20 mL (Figura 1). O fluído folicular 

obtido foi transferido para tubos cônicos com tampa com capacidade para 50 mL e 

após 15 minutos o sedimento foi colocado em uma placa de poliestireno de 100 mm de 

diâmetro e avaliado em microscópio estereoscópico.  
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Figura 1. Representação da aspiração folicular de ovários provenientes de 
abatedouros (A) e (B). 

 

 Foram selecionados os COCs (complexo oócito cumulus) que apresentaram no 

mínimo quatro camadas de células e ooplasma de coloração uniforme, ou seja, 

somente graus 1, 2 e 3 (Figura 2), assim como preconizado por De Loos et al. (1989). 

Foram descartados os oócitos considerados atrésicos e desnudos. 

 

 
Figura 2. Representação dos oócitos bovinos classificados como grau 1 (A);  grau 2 
(B);  grau 3 (C); selecionados pós-aspiração para serem maturados in vitro. 
 

4.2.2. Maturação in vitro (MIV) 

 

Os COCs selecionados foram lavados uma vez em meio H-199 (constituído por 

meio TCM-199, suplementado com 0,2 mM de Piruvato, 20 mM de HEPES, 5 mM de 

Bicarbonato de sódio, 25 µg de  gentamicina/mL), e lavados uma vez em meio de 
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maturação B-199 (constituído por meio TCM-199, suplementado com 0,2 mM de 

Piruvato, 25 mM de Bicarbonato de sódio, 25 µg de  gentamicina/mL, 0,5 µM de 

FSH/mL, 100 UI de hCG/mL) acrescido de 10% de SFB. Após as lavagens, foram 

transferidos 20 COCs por gotas de 100L de meio de maturação cobertas com óleo 

mineral (Figura 3). Os oócitos foram cultivados durante 22 horas em estufa a 38,5ºC, 

100 % de umidade e atmosfera de 5% de CO2 em ar. 

 

 
Figura 3. Representação da placa com gotas de 100 µL de meio de maturação 
B-199 para maturação in vitro (A) oócitos bovinos maturados in vitro após a 
aspiração de folículos ovarianos (B) 

 

4.2.3. Fecundação in vitro (FIV) 

 

4.2.3.1. Fecundação in vitro (FIV) com sêmen convencional 

 

Uma dose de sêmen convencional, que contém 20 milhões de 

espermatozoides, foi descongelada a 35ºC por 30 segundos. O sêmen foi 

depositado sobre um gradiente descontínuo de densidade de PercollTM (45% e 90%) 

à temperatura ambiente e centrifugado a uma força de 900 x g durante 30 minutos, a 

fim de sedimentar os espermatozoides viáveis (Figura 4). Do sedimento espermático 

resultante foram retirados 30 µL, dos quais foram retiradas duas alíquotas de 5 µL 

para determinar a motilidade progressiva e a concentração, que foi ajustada para 25 

mil espermatozoides viáveis/µL. Foram adicionados aproximadamente 100 x 103 

espermatozoides a cada gota de 100 µL de meio TALP-FIV, em seguida foram 



29 
 

incubados por 18 a 20 horas em atmosfera de 5% de CO2 em ar, na temperatura de 

38,5º. A clivagem foi avaliada 48 horas após a FIV.  

 

 
Figura 4. Representação do gradiente descontínuo de densidade de 
PercollTM 45% e 90% (A); gradiente descontínuo de densidade com 
sedimento de espermatozoides viáveis após a centrifugação (B) 

 

4.2.3.2. Fecundação in vitro (FIV) com sêmen com espermatozoides sexados 

 

Uma dose de sêmen com espermatozoides sexados para fêmeas, que continha 

2 milhões de espermatozoides, foi descongelada a 35ºC por 30 segundos, e 

submetida a um mini gradiente de Percoll 45/90%, o qual foi centrifugado a 900 x g 

por 5 minutos (Figura 5). Após a centrifugação o sobrenadante foi retirado e sobre o 

sedimento, foram adicionados 500 µL de meio TL-SÊMEN. Centrifugou-se a 500 xg 

por 5 minutos. Após a centrifugação o sobrenadante foi retirado, deixando-se 

apenas 100 µL. Foram usados 10 µL para cada microgota de FIV de 30 µL de meio 

TALP-FIV. 
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Figura 5. Representação do sêmen bovino depositado sobre o mini 
gradiente descontínuo de densidade de PercollTM 45% e 90%. 
 

Foram adicionados 20 oócitos por gota de FIV (Figura 6) e em seguida foram 

incubados por 18 a 20 horas em atmosfera de 5% de CO2 em ar, na temperatura de 

38,5ºC. A clivagem foi avaliada 48 horas após a FIV. 

Figura 6. Representação da placa com gotas de 100 µL de meio TALP-FIV para 
fertilização in vitro com sêmen convencional (A); placa com gotas de 30 µL de meio 
TALP-FIV para fertilização in vitro com sêmen com espermatozoides sexados. 

 



31 
 

4.2.4. Cultivo in vitro (CIV) 

 

O cultivo dos embriões in vitro baseou-se nos protocolos de VAJTA et al. 

(1999) e GUITIÉRREZ-ADÁN et. al. (2001, 2004). Após a remoção das células do 

cumulus por meio de pipetagens sucessivas, os prováveis zigotos, foram lavados 

três vezes em meio SOF (fluido sintético de oviduto), suplementado com 2,5% de 

SFB e 5 mg/mL de BSA, e  transferidos para placas com quatro poços1 contendo 

700L do mesmo meio utilizado para lavagem, e cobertos com 300L de óleo 

mineral2. Adicionou-se no máximo 60 zigotos por poço e foram cultivados por 6 dias, 

em estufa, com atmosfera de 5% de CO2, 100% de umidade saturada e temperatura 

de 38,5ºC. O desenvolvimento embrionário foi avaliado no sétimo dia após a 

fecundação (Figura 7). A seleção e a classificação dos embriões seguiram as 

normas preconizadas pela “International Embryo Transfer Society”. 

 

 

Figura 7. Representação dos blastocistos bovinos produzidos in vitro, 7 dias 

após a fertilização. 

 

 

 

                                                           
1
 Nunc Inc., Roskild, Denamark 

1
 Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
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4.2.5. Forma de análise dos resultados para a PIVE 

 

Para as análises estatísticas das taxas de clivagem e de blastocisto ajustou-

se um modelo linear misto, proposto por Steibel  et. al (2009), utilizando o 

procedimento mixed do programa estatístico Statistical Analisys System (SAS 

Institute, Cary, NC, USA, 2002): 

Yik = Tik + Ik + eik  , 

 

onde, Y  é a clivagem ou blastocisto para o késimo animal e para o iésimo tratamento, 

Tik é o efeito do tratamento i no animal k. Ik é o efeito aleatório da repetição de touros 

para o késimo animal, eik o termo e refere-se ao resíduo. Foi feito o Teste de Tukey 

com 5% de significância. 

Também foi realizado o teste do qui-quadrado com 5% de significância pelo 

programa R Development Core Team, 2013 (versão 3.0.2), a fim de verificar a 

ocorrência de diferença significativa entre os touros dentro dos tratamentos. 

 

4.3. Expressão gênica de embriões produzidos in vitro com sêmen com 

espermatozoides sexados 

 

4.3.1. Extração de RNA de embriões produzidos in vitro 

 

Para a extração de RNA total, os blastocistos foram coletados no sétimo dia 

após a fecundação e colocados em grupos de 12 em microtubos de 0,5 mL com 100 

L de “RNAlater® Stabilization Solution” (Ambion®, Austin, EUA, cat. no.AM7020). 

Foi feita uma centrifugação de 5000 x g por 5 minutos a 4ºC, a fim de sedimentar a 

amostra para posterior extração de RNA.  

A extração foi realizada utilizando “TRIzol® Reagent” (Ambion®, cat. no. 

15596-018) seguindo as instruções do fabricante para amostras de tecido. Na fase 

de precipitação do RNA, utilizou-se 40 µg de “Glycogen” (Invitrogen, Oregon, EUA, 

cat. no. 10814-010) e na fase de ressuspensão, utilizou-se 25 µL de água “RNAse-

free”. Para a extração do RNA, também se utilizou “RNeasy Lipid Tissue Mini Kit” 
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(50) (Quiagen Sample e Assay Technologies, Valencia, EUA, cat.no.74804), 

seguindo as instruções do fabricante. 

 Logo após a extração, as amostras de RNA total foram tratadas, de acordo 

com as instruções do fabricante, com “Deoxyribonuclease I Amplification Grade” 

(Invitrogen, cat. no. 18068-015). Adicionou-se a amostra de RNA, 2,5 µL de 10X 

DNAse I Reaction Buffer (Y02340) e 1,0 U da enzima DNAse I, Amp Grade (18068-

015), os tubos permaneceram incubados por 15 minutos a temperatura ambiente 

para a atuação da enzima. Em seguida, para a inativação da ação da enzima DNAse 

I, adicionou-se 2,5 µL de 25 mM EDTA (Y02353), as amostras foram incubadas a 

65ºC por 10 minutos.  

4.3.2. Quantificação do RNA total extraído 

  

 A determinação da concentração do RNA total extraído foi realizada no 

“NanoDrop 100 Spectophotometer” (V3.7 Thermo Scientific),  utilizando-se 2 L de 

cada amostra para a quantificação do RNA total em ng/L. O resultado da 

concentração determinada pelo equipamento foi dividido por três, e o resultados 

desta divisão é que foram considerado como leitura, isso foi feito como uma possível 

correção, pois acredita-se que os resultados do “NanoDrop” são superestimados. 

 

4.3.3. Transcrição reversa 

 

 As amostras de cDNA que foram utilizadas no ensaios de PCR em tempo real 

foram sintetizadas utilizando “SuperScript® II Reverse Transcriptase” (Invitrogen 

Brasil Ltda., cat. no. 18064-014),  “Oligo (dT) 15 Primer” (Promega, Madri Espanha, 

cat. no. 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 instruções dos 

fabricantes.   

 A produção de cDNA  foi obtida através de uma reação com 50 ng do RNA 

extraído um “mix” contendo 1 µL “Oligo (dT) 15 Primer”, “Random Primers”, 1 µL  de 

“100 mM dNTP Set PCR Grade” e 12µL de água “RNAse-free’, o qual foi preparado 
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e adicionado ao RNA extraído. Os tubos foram aquecidos a 65ºC por 5 minutos, em 

seguida foram inseridos no gelo.  Adicionou-se então o segundo “mix”, contendo 4 

µL de “5X First-Strand Buffer”, 2 µL de 0,1 M DTT e 1 µL de “RNAseOUT™”. Os 

tubos foram incubados a 25ºC por 2 minutos e, em seguida, 1 µL de “SuperScript II 

RT” foi adicionado em cada tubo, que, posteriormente, foram incubados por 50 

minutos a 42ºC. Para as reações de amplificação, as amostras de cDNA sintetizadas 

foram inicialmente diluídas 5 vezes. 

 

4.3.4. Controle de contaminação por DNA genômico 

 

Para a verificação de contaminação por DNA genômico foi realizada uma 

amplificação em PCR em tempo real (qPCR) do AKR1B1                                            

(F: 5’ CGTGATCCCAAGTCAGTGA 3’, R: 5’ ACACGGAGGGTGTCCCTAA 3’), em 

um termociclador ABI7500 (Applied Biosystems). As reações de amplificação 

aconteceram em um volume final de 15 μL, contendo 1X SYBR Green Master Mix 

(Qiagen, cat no. 204054), 10 pmol de cada “primer” e 2,0 µL de cDNA ou 50 ng de 

gDNA. O perfil térmico utilizado foi de passo inicial de 95 °C por 10 min, seguido por 

50 repetições de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 min. 

 

4.3.5. Reação de amplificação 

  

 As reações de PCR em tempo real foram realizadas em um termociclador “ABI 

Prism 7500 (Applied Biosystems)”. O perfil térmico foi validado para cada gene de 

expressão diferencial identificado e selecionado como relevante. Os “primers” 

específicos de cada gene selecionado estão descritos na Tabela 1.  
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Tabela 1. Detalhamento dos “primers” que foram utilizados na qPCR 

Genes Sequencia dos “primers” (5' - 3' ) 

Tamanho 
do 

fragmento 
pb 

TM1 
(ºC) 

Nº de acesso 
Gene Bank 

Referência 

H2AFZ 
F:AGGACGACTAGCCATGGACGTGTG 

209 
 

NM 174809.2 
Bermejo-

Álvarez, et 
al. (2010) R:CCACCACCAGCAATTGTAGCCTTG 59 

GAPDH 
F:CCAACGTGTCTGTTGTGGATCTGA 
R:GAGCTTGACAAAGTGGTCGTTGAG  

237 60 XM_598051 
Dode et 

al. (2006) 

PTGS1 
F: CAGATGCGGAGTTTCTGAGTCG 

313 59 AF004943 
Pfaffl et al. 

(2003) 
R: GGGTAGTGCATCAGCACGG 

PTGS2 
F: ATCTACCCGCCTCATGTTCCT 

187 59 AF031698 
Bermejo-

Álvarez, et 
al. (2010) R: GGATTAGCCTGCTTGTCTGGA 

mPGES-1 
F: TGATGAACGGCCAGGTGCTC 

330 63 NM_174443 
Nuttinck et 
al. (2008) 

R: ATGCCACGGTGTGTACCATACGG 

mPGES-2 
F: TGCAACAACTGAACGACTCC 

106 57 AY692441 
Saint-

Dizier et al 
(2011) R: GCCTTCATGGCTGGGTAGTA 

AKR1B1 
F: CGTGATCCCCAAGTCAGTGA 

152 57 
NM_001012519. 

1 

El-Sayed 
et al. 

(2006) R: ACACGGAGGGTGTCCCTAA 

TNF-α 
F: GTGAAGTCGCTCAGTCGTGC 

170 59 AF011927 
El-Sayed 

et al. 
(2006) R: GTCCAGAGGGCGGAACATCT 

1
 Temperatura de desnaturação do amplicon 

 

 As reações foram inicialmente realizadas em um volume final de 15 µL, 

contendo 7,5 µL do SYBR® Select Master Mix (Applied Biosystems cat. 

no.4472908), 900 nM de cada “primer”, e 2µL da diluição 1:5 de cDNA. O perfil 

térmico utilizado foi de passo inicial de 95 °C por 10 min, seguido por 50 repetições 

de 95 °C por 15 sec e 60 °C por 1 min.  

 

4.3.6. Análise estatística da expressão dos genes alvos. 

 

 Os valores de Cq (ciclo de quantificação) obtidos das reações de PCR em 

tempo real, foram analisados com o programa Statistical Analisys System (SAS 

Institute, Cary, NC, USA, 2002). Para análise se expressão dos genes alvo (AKRIBI, 

PTGS1, PTGS2, mPGES-1, mPGES-2 e TNF-α) ajustou-se um modelo linear misto , 
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proposto por Steibel  et. al (2009), utilizando o procedimento mixed do programa 

estatístico Statistical Analisys System (SAS Institute, Cary, NC, USA, 2002): 

 

Yg,r,k,i = Tig + Ik + Dik + eg,r,k,i , 

 

onde, Ygikr é o Cq obtido pelo software do termociclador para o gésimo gene (média 

geométrica dos genes de referência e  o gene alvo), no résimo poço da placa 

(referente à replica técnica), correspondente ao késimo animal  e ao iésimo  tratamento, 

Tig é o efeito do tratamento i na expressão do gene g, Ik é o efeito  aleatório da 

repetição de touros para o késimo animal, Dik é um efeito específico de amostragem 

aleatória que capta as diferenças entre as amostras que são comuns a ambos os 

genes, particularmente os que afetam a concentração de RNA, tal como extração 

diferencial ou eficiências de amplificação entre as amostras, O termo egikr refere-se 

ao resíduo. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1. Produção in vitro de embriões 

 

Foram utilizadas doses de sêmen com espermatozoides sexados por 

citometria de fluxo na PIVE a fim de avaliar o efeito do processo da sexagem no 

desenvolvimento in vitro dos embriões. Os resultados referentes à PIVE encontram-

se na Tabela 2, a qual contém o número total de oócitos utilizados, quantos dos 

prováveis zigotos clivaram 48 horas após a fecundação (e sua relação com o 

número total de oócitos expressa em porcentagem), quantos embriões se 

desenvolveram até o estágio de blastocistos 7 dias após a fecundação (e sua 

relação  com o número total de oócitos iniciais, expressa em porcentagem). 

 

Tabela 2. Taxas de clivagem e de blastocistos da produção in vitro de embriões 
bovinos 

Grupos 
Taxa de Clivagem1                     

% média (n) 
Taxa de Blastocisto2                          

% média (n) 

Controle 69,43 (1275) ns 29,85 (542) ns 

Citometria de Fluxo 64,95 (1114) ns 28,24 (460) ns 

F value 0,52 0,15 

P-value 0,4778 0,7011 

Erro padrão 6,20 4,12 

Total de oócitos utilizados 3529 
1 
Avaliada 48 horas após a fecundação in vitro 

2 
Avaliada 7 dias após a fecundação in vitro 

ns – indica a não ocorrência de significância (P>0,05); 
 

 

Não foi observada diferença (P>0,05) entre os grupos tanto para a taxa de 

clivagem, como para a de blastocistos, sugerindo que o processo de sexagem por 

citometria de fluxo não afeta o desenvolvimento embrionário na produção in vitro de 

embriões. As taxas de clivagem obtidas neste estudo estão próximas as 

encontradas em estudo semelhante realizado por Wilson et al. (2006) no qual não foi 

observada diferença (P>0,05) entre os grupos controle (67,3%) e sexado por 
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citometria de fluxo (65,0%); no entanto, os autores encontraram diferença (P<0,05) 

para a taxa de blastocisto, sendo menor quando se utilizou espermatozoides 

sexados (12,2%) em relação a utilização de espermatozoides não sexados (20,1%),  

Esses resultados confirmam os resultados encontrados por Morton et al. 

(2007), no qual não foi verificada diferença (P>0,05) para taxa de clivagem entre os 

grupos controle (68,9%) e sexado por citometria de fluxo (59,4%), mas observaram 

diferença significativa para a taxa de blastocistos, 36,6% vs 21,4%, grupo controle e 

sexagem por citometria de fluxo, respectivamente. 

Carvalho et al. (2010) encontraram alterações na qualidade espermática em 

espermatozoides sexados por citometria de fluxo, tais como redução na motilidade e 

menor porcentagem de células com membranas intactas; todavia essas alterações 

não foram consideradas críticas para as condições da PIVE, já que não foi 

observada diferença significativa na taxa de blastocisto avaliada no dia 7 de 

desenvolvimento entre blastocistos produzidos com espermatozoides sexados 

(31,9)% e com espermatozoides não sexados (35,9%), corroborando com os 

resultados do presente estudo. 

Diferente dos resultados dessa dissertação, Blondin et al. (2009) ao testarem 

vários níveis de heparina, obtiveram diferença P(≤0,01)  para taxa de clivagem do 

grupo controle (68,2%) em relação ao grupo sexado por citometria de fluxo (80,6%), 

ambos a 10 µg de heparina por mL de meio FIVE; houve também diferença (P<0,05) 

para a taxa de blastocisto, sendo maior para o grupo controle (32,8%) quando 

comparada ao grupo sexado (12,6%). De forma semelhante, Bermejo-Álvarez et al. 

(2010) encontrou diferença (P≤0,001) para a taxa de clivagem, avaliada 48 horas 

após a fecundação,  entre o grupo não sexado (84,2%) e sexado por citometria de 

fluxo (57,6%), além disso também foi observada diferença (P>0,05) para a taxa de 

blastocisto entre os grupos experimentais. 

Trigal et al. (2012) produziram embriões in vitro utilizando sêmen com 

espermatozoides sexados de 5 touros, e observaram redução nas taxas de clivagem 

para o grupo sexado (5,6-26,3%) em relação ao grupo não sexado (14,8-40,3%), e 

blastocisto quando se utilizou espermatozoides sexados (8,5-10,0%) quando 

comparado com a utilização de espermatozoides não sexados (8,6-18,2%).  
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No presente estudo foi observada diferença entre os touros dentro do grupo 

controle para taxa de clivagem (P=8,587e-06) e para taxa de blastocistos (P=9,994e-

11) assim como foi observada diferença entre os touros dentro do grupo sexagem 

por citometria de fluxo para taxa de clivagem (P=4,533e-13) e para taxa de 

blastocistos (P=1,905e-07). Assim, como demonstrado nas Figuras 8 e 9, sugere-se 

que essa diferença encontrada se deve ao melhor desempenho do Touro 2, por 

apresentar maior número de clivados nos dois grupos experimentais, e melhor 

desempenho do Touros 2 e Touro 3, por apresentarem maior produção de 

blastocistos no grupo controle e sexagem por citometria de fluxo. 
                                                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 8. Mosaico resultante do teste qui-quadrado que apresentou diferença (p<0,05) 
entre os touros para a taxa de clivagem dentro do tratamento controle e dentro do 
tratamento sexagem por citometria de fluxo. 
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Figura 9. Mosaico resultante do teste qui-quadrado que apresentou diferença (p<0,05) 
entre os touros para a taxa de blastocisto dentro do tratamento controle e dentro do 
tratamento sexagem por citometria de fluxo. 
 

Resultados semelhantes foram relatados por Palma et al.(2008) utilizaram 

espermatozoides sexados por citometria de fluxo de cinco touros da raça Holandesa, 

e espermatozoides de um touro, da mesma raça, para o grupo controle na produção 

in vitro de embriões. Para o grupo sexado obtiveram taxas de clivagem variando de 

0 a 89% e taxas de blastocisto variando de 3,5 a 28,5%. Foi observada diferença 

(P<0,01) entre os grupos controle e sexado por citometria de fluxo para a taxa de 

clivagem em três touros (15,0-52,50%) em relação ao grupo controle (82,9-90,2%) e 

observaram diferença (P<0,05) para a taxa de blastocisto entre os grupos controle 

(30,0-38,1%) e sexado por citometria de fluxo (0,0-30,0%) em quatro touros. Dois 

touros não diferiram do grupo controle para taxa de clivagem (65,0-85%) e um touro 

não diferiu do touro controle para a taxa de blastocisto (26,7-32,5%) evidenciando 

que é possível se obter resultados satisfatórios na PIVE com espermatozoides 

sexados por citometria de fluxo. Frente a grande variabilidade observada entre os 

touros, nota-se que ainda é necessário minimizar os danos espermáticos durante o 

processo de sexagem, e deve ser considerada a hipótese de que alguns touros são 

mais afetados pelo processo de sexagem. 

Embora a sexagem por citometria de fluxo não altere o desenvolvimento 

embrionário na produção in vitro de embriões, provoca efeitos deletérios, os quais 
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podem aparecer em estágios mais tardios, o que pode alterar a expressão de genes 

importantes para o desenvolvimento embrionário e ocasionar perda de gestação 

entre 30 a 90 dias (CARVALHO et al., 2010) 

 

5.2. Extração de RNA total 

 

Os resultados da extração de RNA total podem ser observados na Tabela 3. 

De cada “pool” de blastocistos, foi possível extrair, utilizando o “TRIzol® Reagent 

Ambion®”, no mínimo 11,6 ng de RNA total/µL e no máximo 65,9 ng/µL, sendo 

assim, a eficiência de extração média de 38,75 ng/µL. Utilizando “RNeasy Lipid 

Trissue Mini Kit”, no mínimo foi possível extrair 4,1 ng de RNA total/ µL e no máximo 

12,5 ng/µL, em média a eficiência de extração foi de 8,3 ng/µL.  

 

Tabela 3. Eficiência de extração de RNA total do pool de embriões 

 

Métodos de 

extração 

Eficiência de extração                           

(ng de RNA total/µL) 

Razão                                      

260/280 

Mínimo Máximo Média Mínimo  Máximo Média 

TRIzol® Reagent 

Ambion® 
11,6 65,9 38,75 1,34 1,50 1,42 

RNeasy Lipid 

Trissue Mini Kit 
4,1 12,5 8,3 1,44 1,93 1,68 

 

A razão 260/280, nas amostras extraídas com TRIzol®, variaram de 1,34 a 

1,50. Já para as amostras extraídas como Mini Kit, variaram de 1,44 a 1,93. Esta 

razão é utilizada para estimar a pureza das amostras de DNA e também de RNA. 

Uma amostra considerada pura apresenta razão entre 1.8 e 2.0. Caso esta razão for 

menor do que estes valores possivelmente há contaminação com proteínas, fenol ou 

outros contaminantes que absorvem fortemente em 280 nm (LEHNINGER et al., 

2004). 
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Acredita-se que a extração utilizando o TRIzol® causa contaminação com o 

fenol, e isso pode superestimar a leitura de quantificação do RNA das amostras. 

Quando se utiliza o “Mini Kit (RNeasy Lipid Trissue)” devido a várias lavagens feitas 

em uma coluna acredita-se que essa contaminação pode ser diminuída, garantindo 

maior confiança na leitura. 

Os “primers” do AKR1B1 foram desenhados em exons diferentes, de forma 

que o produto gerado pela amplificação de DNA é maior do que o gerado pela 

amplificação de cDNA. Caso as amostras de RNA estivessem contaminadas com 

gDNA, haveria a presença de dois picos na curva de melting (Figura 10), sendo 

assim conclui-se que as amostras podem ser consideradas puras, ou seja, sem 

traços de gDNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Amplificação por qPCR do AKR1B1 demonstrando apenas um 
pico na curva de melting. a) plot de amplificação, b) curva de melting. 

 

5.3. Efeito do método de sexagem na expressão gênica de embriões 

Foram quantificados os níveis de expressão de genes relacionados ao 

reconhecimento da gestação (AKR1B1, PTGS1, PTGS2, mPGES-1, mPGES-2 e 

TNF-α. Como resultados das reações de PCR em tempo real, foram obtidos os 

valores de Cq (ciclos de quantificação), que indicam o número de ciclos PCR no qual 

foi detectado o aumento da fluorescência acima do sinal considerado como base, 

sendo assim, quanto menor o valor de Cq, maior é a expressão do gene. Os Cq 

obtidos por tratamento em cada gene estudado estão apresentados na Tabela 4. 

 a)                                                            b) 
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Tabela 4. Expressão dos genes candidatos para o reconhecimento da gestação 
em embriões bovinos, para os grupos controle e grupo sêmen com 
espermatozoides sexados por citometria de fluxo.  

Gene Grupo Experimental Cq médio 
Erro 

Padrão 
P-value 

AKR1B1 
Controle 34,3839 0,8477 

0,1124ns 
Sexagem Citometria de Fluxo 36,1127 0,8477 

PTGS1 
Controle 32,8941 0,4343 

0,8892ns 
Sexagem Citometria de Fluxo 32,8122 0,383 

PTGS2 
Controle 34,0478 0,604 

0,9484ns 
Sexagem Citometria de Fluxo 34,096 0,6587 

mPGES-1 
Controle 36,2419 0,6693 

0,0248* 
Sexagem Citometria de Fluxo 38,4256 0,6693 

mPGES-2 
Controle 34,8512 0,306 

0,7978ns 
Sexagem Citometria de Fluxo 34,9609 0,293 

TNF-α 
Controle 32,5788 0,466 

0,709ns 
Sexagem Citometria de Fluxo 32,4351 0,466 

ns: não significativo a nível 5% de significância, *significativo a 5% de significância 

 

A análise estatística não apontou diferença (P>0,05) entre os tratamentos 

para expressão dos genes AKR1B1, PTGS1, PTGS2, mPGES-2 e TNF-α, 

demonstrando que a metodologia de sexagem de espermatozoides em questão não 

altera a expressão de genes candidatos ao reconhecimento da gestação, todavia, 

apontou diferença (P<0,05) entre os tratamentos para a expressão do gene  

mPGES-1, indicando que o grupo sexagem por citometria de fluxo diminui sua 

expressão, quando comparado com o grupo controle. 

A expressão do gene mPGES-1 foi 4,54 vezes menor quando os embriões 

foram produzidos com espermatozoides sexados por citometria de fluxo, assim como 

demonstrado na Figura 11. 
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Figura 11. Expressão relativa do gene alvo mPGES-1 em embriões bovinos 
produzidos com sêmen convencional (grupo controle) e sêmen com 
espermatozoides sexados por citometria de fluxo (grupo sexado). 
 

 

5.3.1. Genes relacionados à manutenção da gestação (PTGS1, PTGS2, mPGES-

1 e mPGES-2) 

Neste estudo, os genes PTGS1 e PTGS2 apresentaram níveis de transcritos 

semelhantes entre embriões produzidos com espermatozoides sexados por 

citometria de fluxo em relação do grupo controle. A PTGS1 e PTGS2 são 

responsáveis pela conversão do ácido araquidônico (AA) em PGH2, a qual é 

precursora de diversas formas de prostaglandinas (SMITH et al., 1996, 2000) como 

a PGE2 que apresentam grande importância no ciclo estral dos bovinos por 

garantirem a luteólise, ou o reconhecimento da gestação (McCRACKEN et al., 1999, 

NISWENDER et al., 2000). Assim, acredita-se que maiores níveis de expressão para 

os genes PTGS1 e PTGS2 são requeridos para a manutenção da gestação. 

Contrariamente ao encontrado nessa pesquisa, os estudos realizados por 

Lucio (2011), avaliando a expressão do gene PTGS2 utilizando embriões produzidos 

com sêmen com espermatozoides sexados por citometria de fluxo, observou 

redução de 75% em seus níveis de mRNA em relação ao grupo controle, sugerindo 

que, a metodologia de sexagem por esse método, afeta o padrão de expressão 

desse gene.  
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A expressão do gene mPGES-2 foi similar entre os grupos experimentais, 

porém para o gene mPGES-1, a expressão foi 4,54 vezes menor em embriões 

bovinos produzidos in vitro com espermatozoides sexados por citometria de fluxo. 

Como as prostaglandinas mPGES-1 e mPGES-2 são responsáveis pela conversão 

da PGH2 em PGE2 , que apresenta grande importância no ciclo estral dos bovinos 

por garantirem a luteólise, ou o reconhecimento da gestação (McCRACKEN et al., 

1999, NISWENDER et al., 2000), acredita-se que ambas são importantes para a 

manutenção da gestação. Assim pode-se sugerir a redução na expressão desses 

genes pode ocasionar perda gestacional. 

Não existem na literatura trabalhos avaliando a expressão dos genes 

mPGES-1 e mPGES-2 em embriões bovinos produzidos in vitro com 

espermatozoides sexados por citometria de fluxo. Porém, Saint-Dizier et al. (2011) 

demonstraram que embriões grau 1 produzidos in vitro com sêmen convencional 

tem maiores níveis de PTGS2 e m-PGES, sugerindo que esses genes podem ser 

genes candidatos para indicar a qualidade de embriões produzidos in vitro. 

 

5.3.2. AKR1B1 (aldose redutase 1) 

 

Não foi observada diferença estatística entre os grupos experimentais para a 

expressão do gene AKR1B1 (20α-hidroxidiesteróide dehidrogenase) a qual é 

ativadora do metabolismo da glicose e apresenta relação importante com a 

produção de PGF2α, que está envolvida na regulação do ciclo ovariano (MADORE 

et al.,2003), apresentando atuação no corpo lúteo, relação com o término do ciclo 

estral ou com a luteólise (McCRACKEN et al.,1999). Além disso, a AKR1B1 também 

tem relação com a apoptose em alguns tipos de células, pois o teor de glicose no 

meio pode levar a regulação positiva da aldose reductase e acumulação 

subsequente  de sorbitol no citoplasta, ativando desta forma as vias apoptóticas 

(WIRTO et al.,2004). Assim, mediante a atuação da AKR1B1, sugere-se que a 

expressão deste gene pode estar relacionada com falhas na gestação (MADORE et 

al., 2003).  

El-Sayed et al. (2006) demonstraram que os embriões com expressão de 

AKR1B1, resultaram em não gestação e reabsorção fetal. Em contraste com essa 
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pesquisa, Lucio (2011) ao avaliar os níveis de expressão desse gene em embriões 

produzidos in vitro utilizando espermatozoides sexados por citometria de fluxo 

observou redução significativa na abundância de transcritos, evidenciando que a 

técnica de sexagem afetou a expressão desse gene. 

 Os resultados são contraditórios já que alguns trabalhos demonstraram que 

níveis elevados de AKR1B1 em blastocistos bovinos causem morte embrionária (EL-

SAYED et al., 2006) ou não (REKIK et al.,2011). 

 

 

5.3.3. TNF-α (“inflammatory cytokine”) 

 

Nesta dissertação, não foram observadas alterações nos níveis de expressão 

para o gene TNF- α entre os grupos experimentais. O TNF-α (citocina inflamatória) 

está envolvido na reabsorção fetal e perda de embriões, (CHAOUAT et al., 1990; 

GENDRON et al., 1990; SIDHU e BOLLON, 1993; CHAOUAT, 1994) pois pode inibir 

o desenvolvimento embrionário, por mediação de prostaglandinas (JACKSON et al. 

2012). É encontrado em biópsias realizadas quando há perda gestacional, pois seus 

níveis elevados causam redução na proliferação de ICM (massa celular interna) em 

blastocistos (WHITESIDE et al., 2003). Além disso, prejudica a diferenciação do 

trofoblasto, podendo interromper a gestação, causando danos teciduais e infecções. 

Assim, baixos níveis de TNF-α podem ser requeridos para um desenvolvimento 

normal do feto e da placenta (SILVER et al., 1994 citado por EL-SAYED et al., 

2006). Não existem na literatura trabalhos que avaliem a expressão do gene em 

questão em embriões bovinos produzidos in vitro com espermatozoides sexados por 

citometria de fluxo. 

Frente aos resultados obtidos nesta pesquisa, conclui-se que a análise de 

expressão de genes importantes para o reconhecimento e manutenção da gestação 

de embriões bovinos pode ser uma ferramenta de estudo importante como tentativa 

de elucidar as possíveis causas da ocorrência da perda gestacional após 90 dias 

quando se utiliza espermatozoides sexados por citometria de fluxo. 
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6. CONCLUSÕES 

 

1) A utilização do sêmen com espermatozoides sexados na produção in vitro 

de embriões não altera o desenvolvimento embrionário. 

2) O método de sexagem por citometria de fluxo não altera a expressão dos 

genes AKR1B1, PTGS1, PTGS2, mPGES-2,TNF-α. 

3) O método de sexagem por citometria de fluxo diminui a expressão do gene 

mPGES-1, o que pode ocasionar falhas na gestação levando a perda embrionária. 
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