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EXPRESSÃO GÊNICA DIFERENCIAL EM EMBRIÕES BOVINOS PRODUZIDOS IN 

VITRO COM ESPERMATOZÓIDES SEXADOS POR GRADIENTE DE DENSIDADE E 

POR CITOMETRIA DE FLUXO 

 

RESUMO - O objetivo do presente estudo foi verificar se existem diferenças no 

desenvolvimento de embriões produzidos com sêmen sexado por centrifugação em 

gradiente de densidade e por citometria de fluxo e também quantificar a expressão 

relativa de genes importantes para o desenvolvimento embrionário. Após a sexagem os 

espermatozóides foram submetidos a produção de embriões in vitro. Foram avaliadas 

as taxas de clivagem e blastocisto para verificar a influência do método de sexagem no 

desenvolvimento in vitro de embriões. Os blastocistos foram coletados nos dias 7 e 8 de 

desenvolvimento, e submetidos a extração de RNA para a avaliação da expressão de 

genes relacionados a qualidade do embrião: AKR1B1, COX2, IGF2R, PLAC8 

(desenvolvimento de placenta e reconhecimento da gestação), MnSOD e GPX1 

(estresse oxidativo), SCL2A1 (metabolismo) e TP53 (apoptose). Os resultados não 

mostraram diferenças no desenvolvimento in vitro de embriões (taxas de clivagem e 

blastocisto) produzidos com sêmen sexado. Em relação ao padrão de expressão, a 

citometria de fluxo reduz os níveis de mRNA dos genes AKR1B1(P=0,023), COX2 

(P=0,016). A centrifugação em gradiente de densidade aumentou os níveis de 

transcritos dos genes PLAC8 (P=0,007), MnSOD (P=0,013) e GLUT1 (P=0,028). Ambas 

as técnicas reduzem os níveis de expressão do gene TP53 (P<0,05). A técnica de 

sexagem por citometria de fluxo altera a expressão de genes envolvidos no processo de 

implantação, prejudicando o nascimento de uma cria viável.  A sexagem produz 

embriões que não possuem alterações prejudiciais em genes envolvidos no 

reconhecimento da gestação e formação da placenta, os quais são muito importantes 

para o processo de implantação; aumenta o padrão de expressão dos genes envolvidos 

no processo de resposta da célula ao estresse oxidativo e no metabolismo celular, 

resultando em embriões de melhor qualidade e que são capazes de implantar e 

possivelmente gerar uma cria viável. Podemos concluir que a centrifugação em 



gradiente de densidade pode ser considerada uma alternativa à citometria de fluxo por 

causar menos danos aos embriões produzidos in vitro.  

 

Palavras chave: produção in vitro de embriões, PCR em tempo real, qualidade 

embrionária, sexagem de espermatozóides. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION OF BOVINE EMBRYOS IN VITRO PRODUCED 

WITH SORTED SPERM BY DENSITY GRADIENT CENTRIFUGATION AND FLOW 

CYTOMETRY 

 

ABSTRACT - The purpose of this work was evaluate differences on development of  

embryos produced in vitro using sorted semen by density gradient centrifugation and 

flow cytometry, and differences in relative abundance of important genes for embryo 

development. Cleavage and blastocyst rates were used to evaluate the influence of the 

sorting procedure on embryo development. Blastocysts of day 7 and 8 of development 

were collected, and expression levels quantification AKR1B1, COX2, IGF2R, PLAC8, 

MnSOD, GPX1, SCL2A1 and TP53, genes related to embryo quality were evaluated. 

The results showed no differences between the experimental groups in terms of embryo 

development (cleavage and blastocyst rates). In the expression pattern, flow citometry 

methodology reduced mRNA abundance of AKR1B1 (P=0.023) and COX2 (P=0.016). 

Density gradient centrifugation increased the transcripts levels of PLAC8 (P=0.007), 

MnSOD (P=0.013) and GLUT1 (P=0.028). Both sorting process reduced mRNA of TP53 

(P<0.05). Flow citometry affects the expression pattern of genes involved in pregnancy 

recognition and placenta formation, resulting in poor quality embryo. Density gradient 

centrifugation methodology do not alter the expression of genes involved in embryo 

implantation, increases the expression pattern of genes related to oxidative response 

and metabolism, resulting in viable embryos. These results suggesting that density 

gradient centrifugation can be an alternative to flow citometry, for produce viable 

embryos.  

 

Key words: embryo quality, in vitro embryo production, real time PCR, sperm sex 

selection.  

 

 

 



1. INTRODUÇÃO 

 

A produção in vitro de embriões (PIVE) é o procedimento utilizado na tentativa de 

promover o melhoramento genético em animais de interesse zootécnico, sendo 

alternativa à técnica convencional de múltiplas ovulações e transferência de embriões 

(MOTE). Tem-se encontrado muitas dificuldades no processo de produção in vitro de 

embriões bovinos, desde o nascimento do primeiro bezerro em 1982 (BRACKETT et al., 

1982). Durante as últimas décadas a produção de embriões foi melhorada, 

principalmente nos passos que visam imitar o sistema natural de desenvolvimento 

embrionário.  

Apesar do seu amplo uso, a PIVE possui algumas limitações, como por exemplo, 

o sistema de cultivo in vitro que favorece o desenvolvimento de maior número de 

embriões do sexo masculino (GUTIÉRREZ-ÁDAN et al., 2001; 2004). Devido a este 

fato, métodos para separar populações de espermatozóides portadores do cromossomo 

X e Y são utilizados. A técnica de sexagem de espermatozóides disponível 

comercialmente é a citometria de fluxo, com 90% de acuidade, mas com relatos de 

diminuição da viabilidade espermática. 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, bem como reduzido número de nascimentos 

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

Os embriões produzidos in vitro com sêmen sexado por citometria de fluxo 

apresentam alta proporção de mitocôndrias imaturas e membranas nucleares 

danificadas (PALMA et al., 2008) e expressão reduzida de genes importantes para o 

desenvolvimento embrionário (MORTON et al., 2007; BERMEJO-ÁLVAREZ, et al., 

2010a). A quantificação relativa de mRNA de vários genes candidatos que regulam o 

desenvolvimento embrionário é parâmetro relevante para determinar a qualidade do 

embrião (FARIN et al., 2004; DODE et al., 2006) e quando este padrão de expressão é 

alterado, pode levar a desvios que afetam o desenvolvimento embrionário e à 

ocorrência de fenômenos patológicos que fazem com que os embriões produzidos in 

vitro estejam desprovidos do potencial para sustentarem a transferência e implantação 



(WRENZYCKI et al., 2005), contribuindo para as altas taxas de perda embrionária nos 

períodos de 30 a 90 dias de gestação (BODMER et al., 2005; UNDERWOOD et al., 

2010). 

Os riscos associados com o processo de sexagem por citometria de fluxo 

(coloração com Hoechst 33342, exposição à luz ultravioleta, alta pressão) podem ser 

responsáveis por danos no DNA do espermatozóide (LIBBUS et al., 1987), mas não 

impedem o desenvolvimento in vitro do zigoto, podendo esses efeitos deletérios se 

manifestarem apenas nos estágios mais tardios de desenvolvimento (CARVALHO et al., 

2010). Danos no DNA estão relacionados com falhas na gestação (VIRRO et al., 2004), 

alterações no padrão de mRNA e efeitos a longo prazo em crias nascidas 

(FERNANDÉZ-GONZALEZ et al., 2008). 

O sêmen sexado por citometria de fluxo pode alterar o padrão de expressão de 

genes envolvidos no desenvolvimento embrionário, mostrando que o processo pode 

causar danos ao espermatozóide, redução da fertilidade e perda de gestação 

(MORTON et al., 2007). Portanto, a centrifugação em gradiente de densidade está 

sendo testada como um método alternativo de separação de espermatozóides com o 

propósito de preservar a viabilidade do espermatozóide. 

Em bovinos, a centrifugação em gradiente de densidade de Percoll™, separa, 

com acuidade de até 73%, populações de espermatozóides X. Quando estes 

espermatozóides foram utilizados para a produção in vitro de embriões, foram capazes 

de fecundar 75% dos oócitos, dos quais 30% desenvolveram-se até o estádio de 

blastocisto (HOSSEPIAN DE LIMA, 1998; HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2000; 2003; 

2011a). Esta técnica tem como vantagem a separação de sêmen congelado e in natura 

e é capaz de selecionar espermatozóides morfologicamente viáveis com 90% de 

motilidade. Mas quando se utiliza a sexagem de sêmen congelado, há aumento na 

incidência de células que sofreram capacitação espermática (LUCIO, 2007; OLIVEIRA, 

2009). O aprimoramento deste método de centrifugação em gradiente descontínuo de 

Percoll™, principalmente, no que se refere à reprodutibilidade, poderá facilitar a 

utilização comercial da sexagem de espermatozóides.  



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

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

convencional, sêmen sexado pelo gradiente de densidade e pela citometria de fluxo; e 

avaliar o padrão da expressão de genes candidatos para a qualidade embrionária de 

embriões produzidos in vitro com sêmen convencional, sêmen sexado pelo gradiente de 

densidade e pela citometria de fluxo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Utilização da técnica de sexagem de espermatozóides na inseminação arficial 

(IA) e na produção in vitro de embriões (PIVE)  

 

Em bovinos, a seleção do sexo tem valor econômico e genético significativos 

quando está associada à Inseminação Artificial (IA) e à produção in vitro de embriões 

PIVE, nos sistemas nos quais a produtividade é favorecida pela progênie de um dos 

sexos (SPLAN et al., 1998; HOHENBOKEN, 1999) e desde que a metodologia utilizada 

não diminua a eficiência reprodutiva (WEIGEL, 2004). 

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

Genético e Cruzamento Industrial, desde 1989, permitiu que as vendas de sêmen 

congelado aumentassem mais de 58,75% em 10 anos (ASBIA, 2009). Dos 9,16 milhões 

de doses comercializadas em 2009, 59,19% são de genética nacional.  

Segundo dados da Sociedade Internacional de Tecnologia de Embriões são 

transferidos no país 270 mil embriões bovinos por ano, o que corresponde a 86,60% 

dos embriões transferidos mundialmente, atingindo o primeiro lugar na aplicação dessa 

biotecnologia (IETS, 2008). As raças predominantemente exploradas são as raças 

zebuínas, atingindo 94% da produção de embriões no Brasil (O Embrião, 2010).   

A técnica de produção in vitro de embriões, embora apresente algumas 

limitações de seu uso, no Brasil tornou-se uma realidade comercial que movimenta uma 

cadeia produtiva que deve ter faturado somente em 2005 mais de R$ 70.000.000,00 

(MOREIRA, 2006). As limitações técnicas ainda não superadas são:  

a) sistema de cultivo desvia a proporção dos sexos para o masculino 

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

b) dificuldade em criopreservar os embriões com índices de aproveitamento 

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



Considerando o mercado mundial, as empresas e cooperativas têm tentado 

contornar o desvio da proporção sexual em favor do sexo masculino no sistema de 

cultivo da PIVE utilizando espermatozóides sexados pelo método de citometria de fluxo.      

Como em outros países, a produção, a venda e a utilização de doses de sêmen 

sexado pela técnica disponível comercialmente (citometria de fluxo) está aquém da 

demanda do Brasil (ASBIA, 2009). Em três anos (2006 a 2009) foram comercializadas 

apenas 500 mil doses de sêmen sexado (CRV LAGOA, 2009) o que representa 5,45% 

dos mais de 9,16 milhões de doses vendidas. Os fatores que definem esse cenário são:  

a) os procedimentos durante a sexagem pelo citômetro de fluxo garantem a 

acuidade de 85%, mas causam danos na viabilidade espermática, levam a baixa taxa de 

prenhez após os 90 dias da IA (média de 30%) e, consequente diminuição no número de 

fêmeas nascidas a cada 100 inseminações (média de 34 fêmeas), quando comparado 

com a IA com sêmen convencional do mesmo touro (taxa média de prenhez de 70% e 

nascimento de 35 fêmeas a cada 100 IA) (BODMER et al., 2005; ANDERSSON et al., 

2006; MEIRELLES et al., 2008; SEIDEL & SCHENK, 2008; BORCHERSEN & 

PEACOCK, 2009; UNDERWOOD et al., 2010); 

b) na PIVE, também ocorre baixa taxa de prenhez (média de 27%) 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 (WILSON et al., 2005, 2006; XU et al., 2006; XU & DU, 2009; 

BERMEJO-ÁLVAREZ et al., 2010a); 

c) o custo elevado da dose do sêmen sexado devido ao alto custo de produção 

(WEIGEL, 2004; De VRIES et al., 2008). 

 A centrifigação em gradiente de densidade (BR PI 0300604-2, 2003; AR P 

040100475, 23 Fev. 2004; AT PCT/BR2004/000009, 11 Fev. 2004) é capaz de produzir 

144 doses por hora, a cada centrífuga utilizada durante o processo, com pelo menos 12 

milhões de espermatozóides recuperados com viabilidade de 50% após a 

descongelação, sendo que 63 a 68% são espermatozóides X, a um custo de R$ 6,25 

por dose.  



Outra vantagem importante para a indústria da PIVE que é atendida por essa 

patente é a possibilidade da sexagem de sêmen convencional descongelado. Nesse 

caso substitui-se, durante o processo da PIVE, a técnica a seleção dos 

espermatozóides viáveis pelo gradiente de sexagem. Essa substituição possibilita obter 

dois benefícios ao mesmo tempo após a centrifugação no gradiente de densidade para 

sexagem: seleção dos espermatozóides viáveis e seleção de 65%, em média, de 

espermatozóides X, sem diminuir significativamente a taxa de prenhez. 

A técnica de citometria de fluxo não proporciona os mesmos benefícios que a 

centrifugação em gradiente de densidade devido a dois fatos:  

 a) o citometro de fluxo produz apenas 7 doses (contendo 2,5 milhões) por  por 

hora (200 doses a cada oito horas)   

b) os espermatozóides descongelados (sêmen convencional) têm a viabilidade 

diminuída significativamente quando são sexados pela citômetria de fluxo 

(UNDERWOOD et al., 2010). A utilização de espermatozóides descongelados diminui a 

eficiência de sexagem, pois o processo de congelação prejudica a uniformidade da 

coloração dos núcleos, com Hoechst 33342 e a viabilidade espermática (JOHNSON et 

al., 1994).  

Existem touros cujo sêmen in natura não resiste ao processo de sexagem por 

essa técnica (HOSSEPIAN DE LIMA, 2007) ou produzem variações nas taxas de 

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

indicando que a citometria de fluxo compromete a capacidade fecundante dos 

espermatozóides (RATH et al., 2009). Portanto, tem-se estimulado o desenvolvimento 

de métodos alternativos de sexagem de espermatozóides (DE JONGE et al., 1997; 

HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2000; CESARI et al., 2006; HOSSEPIAN DE LIMA, 2007; 

CURRY et al., 2009; ALEAHMAD et al., 2009). Assim, tomando como exemplo os 

Estados Unidos e considerando a produção de “sêmen sexado” de todos os citômetros 

existentes no país isso representa menos que 0,5% das necessidades diárias de doses 

de sêmen do mercado (WEIGEL et al., 2004). 

 

 



2.2. Importância da seleção do sexo no melhoramento genético animal 

 

As tecnologias da reprodução têm como objetivo aumentar a eficiência reprodutiva 

nos mamíferos. Isto significa que poucos progenitores e progenitoras seriam escolhidos 

para produzir um dado número de descendentes, quando comparado com os sistemas 

convencionais de reprodução. Geneticamente, isto resultaria em aumento da 

intensidade de seleção e, consequentemente, em aumento do mérito genético médio da 

progênie.  

Demonstrou-se por modelos teóricos (simulações) que quando a tecnologia da 

reprodução era utilizada sobre uma base recorrente em uma população fechada, a taxa 

de melhoramento genético aumentava entre as gerações. Esta tem sido considerada a 

principal vantagem genética oferecida pelas tecnologias reprodutivas (NICHOLAS, 

1996). 

É importante ressaltar que também existem desvantagens no uso destas 

tecnologias já que elas poderiam aumentar a endogamia e diminuir a variabilidade 

genética. Neste aspecto, seria importante considerar em que sistema de produção 

essas tecnologias seriam utilizadas e a qual sistema de reprodução (inseminação 

artificial, transferência de embrião) estaria associado. 

A seleção do sexo de espermatozóides e embriões permitiria o aumento do 

número de indivíduos de um dos sexos (masculino ou feminino) na progênie de uma 

população e incrementaria a intensidade de seleção ou a produção para aquele sexo, 

em detrimento do outro (BEKMAN et al., 1994; HOSSEIN-ZADEH et al., 2010).  

Nas raças especializadas para a produção de leite, a manutenção de gestações 

e o nascimento de animais do sexo masculino é um dos fatores de diminuição da 

produtividade e aumento dos custos de produção. O progresso genético poderá ser 

maximizado em programas de criação para a produção de leite em que a proporção 

sexual é controlada por ocasião da inseminação artificial, obtendo-se machos ou 

fêmeas, quando desejado (VAN VLECK et al., 1987; HOHENBOKEN, 1999, 

HABERMANN et al., 2005; HOSSEIN-ZADEH et al., 2010). Entretanto, esses autores 

salientam que os benefícios serão observados somente se as técnicas de seleção do 



sexo não diminuírem a eficiência reprodutiva (por exemplo, taxas de prenhez devem ser 

mantidas superiores a 60%).  

VAN VLECK (1981), avaliando sistemas de produção de leite, relatam que a 

utilização de teste de progênie e a utilização de touros provados como doadores de 

sêmen promovem um ganho genético anual de 2,0 a 2,5%. A utilização de touros 

jovens provenientes dos programas MOTE no teste de progênie aumentou o progresso 

genético para 15% ao ano (Petersen & Hanson, 1997, citados por DEMATAWEWA & 

BERGER, 1998). Quando se utilizou, além de MOTE, doses de sêmen enriquecidas 

com cromossomo X para a produção de novilhas que seriam selecionadas para 

progenitoras da próxima geração de fêmeas, esse ganho atingiu até 30%. Em um teste 

de progênie convencional, e que utilizasse sêmen enriquecido para produzir acima de 

70% de fêmeas, seria possível conseguir um aumento de 25% no ganho genético anual 

(VAN VLECK, 1981).  

Apesar das estimavas do aumento do ganho genético, as técnicas de seleção do 

sexo de embriões não são utilizadas em larga escala nos programas de melhoramento 

genético animal. Isto se deve ao fato de que as metodologias de sexagem disponíveis 

para uso comercial comprometem a capacidade fecundante dos espermatozóides e 

resultam em taxas de prenhez inferiores a 60% e taxas de blastocisto inferiores a 35% 

(HOSSEPIAN DE LIMA, 2007; HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2011a). 

Nos Estados Unidos, resultados de um teste de campo compararam as taxas de 

prenhez conseguidas com espermatozóides sexados por citometria de fluxo, em 

rebanhos com baixa, média e alta eficiência reprodutiva. A taxa média de prenhez 

utilizando doses de sêmen convencional foi de 58%, enquanto que utilizando sêmen 

com espermatozóides sexados nesses rebanhos as taxas de gestação foram 21, 37, e 

35%, respectivamente (WILSON et al., 2005).  

Na Finlândia, outro teste de campo (em uma cooperativa de produção de leite) 

comparou as taxas de prenhez conseguidas com espermatozóides sexados por 

citometria de fluxo (foram utilizadas 157 doses) e com sêmen convencional (foram 

utilizadas 149 doses). A taxa média de prenhez utilizando doses de sêmen 

convencional foi de 46%, enquanto que utilizando sêmen com espermatozóides 



sexados nesses rebanhos a taxa de gestação foi 21%. Assim nasceram mais bezerras 

após a IA com sêmen convencional (33 bezerras) do que como sêmen sexado (27 

bezerras) (ANDERSSON et al., 2006). Considerando esses resultados, torna-se 

evidente que os espermatozóides sexados por citometria de fluxo comprometem a taxa 

de gestação, pelo menos atualmente, e estratégias para a aplicação comercial in vivo 

desse sêmen deveriam ter como foco caminhos para se obter um benefício efetivo, 

incluindo a idade à primeira parição, frente ao custo de utilização (WEIGEL, 2004). 

 

2.3. Citometria de fluxo 

 

A quantidade de DNA entre os cromossomos X e Y varia significativamente entre 

as espécies e, até o momento, é a única diferença estabelecida e validada 

cientificamente para a separação eficiente de espermatozóides X ou Y in vitro 

(JOHNSON e WELCH, 1999). Essa diferença é cerca de 4,0 % mais DNA para os 

espermatozóides portadores do cromossomo X, e foi constatada em várias espécies de 

mamíferos (GARNER et al., 1983; JOHNSON, 1994). 

Embora com bons resultados na separação espermática, a citometria de fluxo 

mostra-se pouco eficiente em relação ao investimento com o equipamento e pela baixa 

produção/equipamento/hora, que não ultrapassa 12x106 espermatozóides em alta 

velocidade de separação (JOHNSON & WELCH, 1999) restringindo consideravelmente, 

sua utilização na indústria da inseminação artificial. Outros fatores limitantes são:  

a) o baixo número de espermatozóides sexados viáveis; 

b) a longa exposição ao corante sob alta temperatura (37°C);  

c) a necessidade de utilizar sêmen in natura, já que ocorre a diminuição da 

eficiência de sexagem de espermatozóides descongelados, devido ao fato da 

congelação prejudicar a uniformidade da coloração dos núcleos, com o corante Hoechst 

33342 (JOHNSON et al., 1994), restringindo assim, a utilização de alguns dos melhores 

touros (touros provados), dentro de cada raça, nos programas de melhoramento animal 

e teste de progênie que utilizam a PIVE;  



d) diminuições nos parâmetros de fertilidade avaliados na PIVE (BEYHAN et al., 

1999).  

Em bovinos, os resultados de fertilidade a campo utilizando os espermatozóides 

sexados por este método demonstram índices similares comparados à utilização de 

espermatozóides não sexados, porém em condições experimentais e estritamente 

controladas, o que inclui a execução e supervisão da inseminação artificial por 

profissionais (técnicos e médicos veterinários) (HOSSEPIAN DE LIMA, 2007). 

O sêmen sexado por citometria de fluxo tem um grande impacto nos programas 

de melhoramento genético. O alto custo e as reduzidas taxas de prenhez, 

especialmente para a IA, limitam a aplicação desta tecnologia em animais de produção 

(CARVALHO et al., 2010). A eficiência da PIVE com sêmen sexado está sendo 

aperfeiçoada, apresentando taxas de blastocisto superiores a 45% (UNDERWOOD et 

al., 2010), mas outros estudos observam em média, 25% (PUGLISE et al., 2006; 

BERMEJO-ÁLVAREZ et al., 2008; BLONDIN et al., 2009; BERMEJO-ÁLVAREZ et al., 

2010a).  

A utilização de sêmen sexado em programas de inseminação artificial apresenta 

taxa de gestação de 21% (ANDERSSON et al., 2006). Esses autores obtiveram 46% de 

gestação após a inseminação artificial com sêmen convencional. Na produção in vitro 

de embriões obtém-se 45% de prenhez utilizando sêmen convencional, com a utilização 

de sêmen sexado, sem submetê-los à congelação, obtém-se 66% de clivagem e 16 a 

20% de desenvolvimento (GUTHRIE et al, 2002).  

Um exemplo deste fato foi um estudo realizado na Suíça, no qual 

espermatozóides descongelados e sexados por citometria de fluxo e espermatozóides 

não sexados (dois milhões/dose) foram depositados no corpo do útero de novilhas e 

vacas. A taxa média de prenhez conseguida com espermatozóides sexados foi de 

29,6% e 23,8%, para novilhas e vacas, respectivamente, enquanto que utilizando 

espermatozóides não sexados as taxas foram 59,3% para novilhas e 26,6% para vacas, 

verificados aos 70 a 90 dias após a inseminação artificial (BODMER et al., 2005). Neste 

mesmo estudo, foi constatada uma maior perda embrionária comparada com o controle, 

quando se utilizaram espermatozóides sexados por citometria, alcançando um índice de 



11,1% em novilhas e 15,8% em vacas, e em contraste, utilizando-se espermatozóides 

não sexados, o índice foi de apenas 2,9% em vacas e de 0% em novilhas. 

Em outro estudo realizado nos Estados Unidos foram utilizados oócitos de 104 

vacas de alto mérito genético e alto desempenho fenotípico. Os ovários foram coletados 

após o abate, foram aspirados e os oócitos inseminados com sêmen sexado por 

citometria de fluxo de três touros da raça Holandesa, que estavam sendo submetidos 

ao teste de progênie. Após sete dias de cultivo, os embriões foram transferidos para 

vacas controle (sem sincronização hormonal) e vacas sincronizadas pelo protocolo 

Ovsynch. As taxas de prenhez obtidas foram de apenas 16,3% para fêmeas do grupo 

controle e 20% para fêmeas sincronizadas com o protocolo Ovsynch (WILSON et al., 

2005). 

Os tratamentos utilizados no método de citometria de fluxo (coloração com 

Hoechst 33342 e exposição à luz ultravioleta), a baixa motilidade, baixas porcentagens 

de células com membrana intacta e acrossoma intacto aparentemente não impedem o 

desenvolvimento in vitro do zigoto, mas esses efeitos deletérios podem se manifestar 

somente em estágios tardios de desenvolvimento (após a formação do blastocisto) o 

que explicaria as baixas taxas de gestação (CARVALHO et al., 2010).  

Os embriões produzidos in vitro com sêmen sexado por citometria de fluxo 

apresentam uma alta proporção de mitocôndrias imaturas e membranas nucleares 

danificadas (PALMA et al., 2008) e expressão reduzida de genes importantes para o 

desenvolvimento embrionário (MORTON et al., 2007). Essas diferenças poderiam 

explicar as altas taxas de perda embrionária nos períodos de 30 a 90 dias de gestação, 

quando o sêmen sexado é utilizado para IA (BODMER et al., 2005; UNDERWOOD et 

al., 2010). 

BERMEJO-ÁLVAREZ et al. (2010a) avaliaram os efeitos do sêmen sexado no 

desenvolvimento embrionário e na abundância de transcritos de genes candidatos 

(GSMT3, DNTM3A, PGRMC1, TP53, BAX, COX2, IGF2R, AKR1B1e PLAC8) para o 

desenvolvimento dos embriões produzidos in vitro. A partir dos resultados obtidos, 

concluíram que não houve diferença significativa no desenvolvimento de embriões 

(estágio de blastocisto) produzidos com sêmen sexado, comparando-se com o sêmen 



convencional, mas observaram uma redução na taxa de clivagem dos embriões 

produzidos com sêmen sexado. Em relação à abundância de mRNA, não foram 

encontradas diferenças entre os grupos experimentais, para os nove genes avaliados. 

MORTON et al. (2007), avaliaram os danos causados na expressão gênica de 

embriões bovinos produzidos in vitro, utilizando sêmen sexado por citometria de fluxo. 

Este estudo teve como objetivo investigar a expressão padrão do mRNA em 

importantes genes indicativos do metabolismo (Glut-3), estresse oxidativo (G6PD), 

estresse térmico (Hst) e inativação do cromossomo X (Xist). Observou-se redução na 

fertilidade in vitro, ou seja, diminuição nas taxas de clivagem e blastocistos, e redução 

na abundância de transcritos dos genes avaliados em embriões produzidos com sêmen 

sexado comparados com embriões produzidos com sêmen convencional. Os autores 

concluíram que o sêmen sexado por citometria de fluxo retardou o desenvolvimento 

embrionário e alterou o padrão de expressão gênica. 

  

2.4. Centrifugação em gradiente de densidade 

 

A centrifugação em gradiente de densidade baseia-se na diferença de densidade 

entre essas duas populações de espermatozóides. A análise da cabeça dos 

espermatozóides por microinterferometria demonstrou que os espermatozóides X 

contêm mais DNA e proteína nuclear que os espermatozóides Y e que esta diferença é 

proporcional à diferença de massa entre os dois tipos de células. Estimou-se que a 

diferença no conteúdo de DNA entre os espermatozóides X ou Y de bovinos resulta em 

uma diferença de densidade de pelo menos 7x10-4 g/cm3 ou 0,06% da densidade em 

relação a um espermatozóide X (WINDSOR et al., 1993; CHANDLER et al., 1999). 

Em bovinos, desenvolveu-se um processo de separação dos espermatozóides X 

ou Y em gradientes descontínuos de Percoll com acuidade de cerca de 73%. Quando 

utilizados para a produção in vitro de embriões, foram capazes de fecundar 75% dos 

oócitos, dos quais 30% desenvolveram-se até o estádio de blastocisto (HOSSEPIAN 

DE LIMA, 1998; HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2000; 2003; 2011a). O aprimoramento 

deste método de centrifugação em gradiente descontínuo de Percoll™ e Iodixanol™, 



principalmente, no que se refere à reprodutibilidade, poderá facilitar a utilização 

comercial da sexagem de espermatozóides.  

Na espécie humana, o uso de centrifugação em gradiente de densidade com 

Percoll™, tanto para sexagem como para separação de espermatozóides viáveis para 

procedimentos como IA e PIVE, apesar de satisfatórios, permitindo um alto nível de 

resolução, foram abandonados. Na espécie humana, o Percoll™ teve o seu uso 

proibido devido ao aparecimento de endometrite nas mulheres inseminadas com sêmen 

previamente centrifugado em gradiente de densidade composto por meios coloidais 

cuja composição contém sílica (MAKKAR et al., 1999).  

Em projetos anteriores, demonstrou-se que fêmeas bovinas não tiveram sua 

fertilidade (taxa de prenhez de 80%) comprometida após inseminação com 

espermatozóides tratados com Percoll™ (BR PI 0300642, 17 de junho de 2003). 

Verificou-se posteriormente, que espermatozóides provenientes de sêmen in 

natura ou sêmen congelado, de várias raças de bovinos separaram espermatozóides X 

com acuidade média de 65%, quando esses espermatozóides foram utilizados para a 

produção de cerca de 10.000 embriões in vitro. A taxa de clivagem foi de cerca de 80% 

e a taxa de desenvolvimento embrionário de cerca de 30% e até 68% de embriões do 

sexo feminino (LUCIO, 2007; RESENDE et al., 2010a; RESENDE et al., 2010b; 

HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2011a). Quando o sêmen sexado foi utilizado em cerca de 

200 inseminações artificiais verificou-se 70% de taxa de prenhez e até 70% de fêmeas 

nascidas (HOSSEPIAN DE LIMA, 2007). 

 

2.5. Expressão gênica de embriões bovinos 

  

O desenvolvimento de blastocisto é somente o primeiro passo ao longo de toda a 

trajetória para a produção de uma cria viável, por isso, aumentar as taxas de sucesso 

na produção in vitro de embriões (número de oócitos que se desenvolvem até o estágio 

de blastocisto) é essencial para que os embriões que alcancem esse estágio in vitro 

sejam de melhor qualidade para assegurar ótimas taxas de prenhez (LONERGAN et al., 

2003).  



A qualidade dos blastocistos produzidos in vitro é inferior à qualidade dos 

embriões produzidos in vivo. Os embriões produzidos in vitro possuem um citoplasma 

escuro e uma baixa densidade flutuante (POLLARD & LEIBO, 1994), como 

conseqüência de seu alto conteúdo de lipídio (ABD EL RAZEK et al., 2000), zona 

pelúcida frágil (DUBY et al., 1997), reduzida expressão de dispositivos de comunicação 

intracelular (BONI et al., 1999), diferenças no metabolismo (KHURANA & NIEMMAN, 

2000; TOMPSON, 2000) e alta incidência de anormalidades cromossômicas 

(LONERGAN et al., 2004) e muitas diferenças em níveis ultraestruturais têm sido 

descritas (CROSIER et al., 2001; FAIR et al., 2002; CROSIER et al., 2002; RIZOS et al., 

2002a; PALMA et al., 2008).  

 A produção in vitro de embriões bovinos é essencialmente um processo que 

envolve três passos; a maturação in vitro do oócito, a fecundação in vitro e o cultivo in 

vitro. Em termos de eficiência em bovinos, aproximadamente 90% dos oócitos imaturos, 

geralmente recuperados de folículos em estágios desconhecidos do ciclo estral, 

passam pela maturação nuclear in vitro, de prófase I para metáfase II (estágio em que 

os oócitos são ovulados in vivo); em torno de 80% dos oócitos são fecundados e clivam 

pelo menos uma vez, chegando ao estágio de duas células; em torno de 30-40% de 

todos os oócitos chegam ao estágio de blastocisto, podendo ser transferidos para uma 

receptora ou congelados (LONERGAN et al., 2006). Deste modo, a maior diminuição 

ocorre durante a última parte do processo, o cultivo in vitro, entre o estágio de 2 células 

até blastocisto, sugerindo que o cultivo de embrião pós fecundação é o período mais 

crítico do processo em termos de determinar a produção de blastocistos (LONERGAN 

et al., 2003; LONERGAN et al., 2006).  

No cultivo pós-fecundação, além do meio de cultura, no qual o embrião cresce e 

se desenvolve, deve-se considerar também o número de embriões cultivados juntos, a 

proporção meio:embrião, a temperatura e a atmosfera gasosa (LONERGAN et al., 

2006). Suportando esta afirmação, KNJIN et al. (2002) compararam a expressão gênica 

de blastocistos derivados de oócitos maturados in vivo ou de oócitos maturados in vitro, 

e não observaram diferenças na abundância de transcritos para os GLUT1 e HSP, 

sugerindo que a maturação não é o principal passo no processo de produção in vitro de 



embriões que afeta a expressão gênica no embrião. Em outras palavras, usando 

oócitos provenientes de duas fontes, que diferem apenas no desenvolvimento da 

competência, cultivando prováveis zigotos sob as mesmas condições, produzem 

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

  O meio de cultivo do embrião pós-fecundação pode exercer um efeito dramático 

no padrão da expressão gênica, podendo resultar sérias implicações para a 

normalidade do blastocisto (LONERGAN et al., 2003). O controle preciso da expressão 

gênica durante a fase de pré-implantação do desenvolvimento é particularmente 

importante; muitos eventos importantes relacionados com o desenvolvimento ocorrem 

durante o período incluindo: a primeira divisão celular (LONERGAN et al., 1999), a 

ativação do genoma embrionário, quando o embrião deixa de ser dependente do RNA 

materno, derivado do oócito para expressar seu próprio genoma (MEMILI & FIRST, 

1999), a compactação da mórula o que envolve o estabelecimento do primeiro íntimo 

contato entre as células no interior do embrião (BONI et al., 1999) e a formação do 

blastocisto envolvendo a diferenciação de dois tipos de células, o trofoblasto e as 

células da massa interna (WATSON, 1992). 

A qualidade do embrião pode ser expressa por diferentes parâmetros, assim 

como sua morfologia, criotolerância, metabolismo e expressão gênica. O padrão de 

expressão de uma série de genes candidatos que regulam o desenvolvimento 

embrionário é um parâmetro relevante para determinar a qualidade do embrião (DODE 

et al., 2006) e quando este padrão está alterado, o desenvolvimento do embrião é 

comprometido até o estágio de blastocisto (BADR et al., 2007), proporcionando a 

ocorrência de fenômenos patológicos que fazem com que os embriões produzidos in 

vitro sejam desprovidos de potencial para criopreservação, transferência e implantação 

(WRENZYCKI et al., 2004).    

 Como citado anteriormente, alterações no sistema de cultivo in vitro ou nas 

condições de cultivo, como a suplementação com diferentes componentes, podem 

acarretar em alterações nos níveis de expressão de mRNA, tornando-os mais ou menos 

expressos, ou acarretando a ausência de expressão de genes importantes para o 

desenvolvimento embrionário (WRENZYCKI et al., 2004). 



2.6. Genes candidatos para qualidade embrionária 

 

2.6.1. Genes associados ao reconhecimento da gestação e formação da placenta 

  

2.6.1.1. AKR1B1 e COX2 

 

Prostaglandinas (PGs) são mediadoras das funções do sistema reprodutivo 

feminino, como por exemplo, ovulação, fecundação, implantação, manutenção da 

gestação e parição, e também estão associadas a patologias como carcinomas 

endometriais, endometrioses e parto prematuro (BRESSON et al., 2011). As PGs são 

sintetizadas a partir do ácido araquidônico (AA) e convertido em Prostaglandina H2 

(PGH2), o precursor comum de todas as prostaglandinas, pela ciclooxigenase tipo 1 

(COX1) ou tipo 2 (COX2) (SAINT-DIZIER et al, 2011).  

PGH2 produzida por COXs é o precursor comum de todas as PGs geradas por 

sintases específicas, assim como PGF sintase (PGFS) para PGF2  e a PGE sintase 

(PGES) para PGE2 (BRESSON et al., 2011).  

  

AKR1B1 (aldose redutase 1) 

 

PGF2  está envolvida em vários processos fisiológicos incluindo regulação da 

pressão do olho (CRAWFORD & KAUFMAN, 1987), vasoconstricção e filtração renal 

(WEBER, 1980). Está associada a doenças como diabetes (MEZZETTI, 2000), 

osteoporose (MA et al., 1995; SOPER et al., 2001) e desordem menstrual (POYSER, 

1995). No entanto, é muito mais conhecido o seu efeito no sistema reprodutivo feminino. 

Em mamíferos a produção de PGF2  pelo útero está envolvida na regulação do ciclo 

ovariano (MADORE et al., 2003). Esta prostaglandina atua no corpo lúteo, iniciando sua 

regressão (luteólise) levando ao término do ciclo estral ou da gestação (McCRACKEN et 

al., 1999).  

A biosíntese de PGF2  ocorre pela redução de PGH2 por 9,11-endoperóxido 

redutase (refere-se como atividade de PGFs) (MADORE et al., 2003). No endométrio de 



bovinos, observamos uma forte associação entre AKR1B5, recentemente nomeada 

como AKR1B1, e a produção de PGF2 , a qual é uma nova função para esta enzima, 

previamente conhecida como 20 -hidroxidiesteróide dehidrogenase e ativadora do 

metabolismo da glicose (POYSER, 1995). AKR1B1 pertence a superfamília aldo-keto 

reductase (AKR) que contem mais 114 proteínas, as quais são expressas em procariotas 

e eucariotas (LAMBERT-LAMGLAIS et al., 2009).   

 Em humanos AKR1B1 é altamente expressa na placenta para o metabolismo da 

glicose, no olho e no rim para a regulação osmótica (SRIVASTAVA et al., 2005), sendo 

também, associada à produção de PGF2  em células endometriais (CHAPDELAINE et al., 

2006). Em bovinos a atividade desta enzima pode ser observada na placenta e é 

altamente expressa no endométrio no momento da luteólise (MADORE et al., 2003), 

sugerindo que a expressão deste gene pode estar relacionada com falhas na gestação 

(EL-SAYED et al., 2006). Com base nessas afirmações, estudos feitos em biópsias de 

embriões bovinos produzidos in vitro, demonstram que aqueles que apresentavam 

elevada expressão de AKR1B1, resultaram em não gestação e reabsorção fetal (EL-

SAYED et al. 2006). 

 

COX 2 (ciclooxigenase tipo 2) 

 

 PGs são mediadores celulares parácrinos/autócrinos, que compartilham um 

precusor comum, PGH2, a qual é sintetizada a partir de AA livre pela ação de COX 1 ou 

COX 2 (LAMBERT-LANGLAIS et al., 2009). PGH2 é então convertida em PGE2 pela 

atividade de PGE sintase (PGESs) (SAINT-DIZIER et al., 2011). Duas dessas sintases 

são enzimas ligadas a membrana: mPGES-1 é uma proteína perinuclear induzida por 

estímulos pró-inflamatórios e predominantemente ligada a enzima COX 2; e mPGES-2 é 

expressa como proteína de membrana associada ao complexo de Golgi sendo 

funcionalmente ligada as enzimas COX 1 e COX 2 (KUDO & MURAKAMI, 2005). 

  COX 2 é induzida por diversos estímulos, incluindo citocinas, fatores de 

crescimento, promotores tumorais, regula a inflamação, a diferenciação e a angiogênese 

(GINGER et al., 1999). A enzima COX 2 desempenha um papel importante em eventos 



reprodutivos, como a ovulação (SIROIS e DORE, 1997), luteólise (AROSH et al., 2002), 

elongação embrionária (WILSON et al., 2002) e implantação (SCHERLE et al., 2000), 

como também no término da gestação (ZHANG et al., 1996).  

 PGE2 desempenha um importante papel na manutenção da gestação em vacas 

(SAINT-DIZIER et al., 2011). Embriões bovinos coletados entre os dias 6 e 10 após o 

acasalamento (mórula a blastocistos eclodidos) em vacas de corte, metabolizavam AA 

primeiramente em PGE2 (HWANG et al., 1988). Após a eclosão, blastocistos elongados 

aumentam consideravelmente a secreção de PGE2 durante o período de 

reconhecimento da gestação (dias 10 a 18 após o acasalamento) (HWANG et al., 

1988). 

 PGE2 também mostra um papel crucial no transporte e passagem de embriões 

eqüinos do oviduto para o útero (STOUT & ALLEN, 2001), na eclosão de blastocistos 

ovinos e de camundongos (SAYRE & LEWIS, 1993), na implantação de embriões de 

camundongos (PAKRASI & JAIN, 2008) e na expansão e competência de blastocistos 

bovinos (SAINT-DIZIER et al., 2011). 

 

2.6.1.2. IGF2R 

 

O sistema “insulin growth factor” (IGF) desempenha um papel chave na 

regulação do crescimento e desenvolvimento fetal (ALLAN, et al., 2001) e também no 

suprimento sanguíneo e formação da placenta (MÉO, 2005). Este sistema é composto 

por 2 ligantes o IGF1 e o IGF2, e dois subtipos de receptores, o IGF1R e o IGF2R 

(FARIN et al., 2010). Enquanto IGF1 tem sido reconhecido como o primeiro regulador 

do crescimento neonatal e pós-natal (GICQUEL e LE BOUC, 2006), ambos IGF1 e 

IGF2 desempenham um papel importante no crescimento pré-natal e desenvolvimento 

do feto (ALLAN et al., 2001; BOUER et al., 1998). As ações biológicas de ambos são 

mediadas pelo IGF1R (FARIN et al., 2010), em contraste, IGF2R não está associado 

com o sinal intracelular de transdução do sistema, e sua função é reduzir a 

disponibilidade de IGF2 (GHOSH et al., 2003).  



O IGF2R é um gene “imprinted” e desempenha um papel negativo no 

crescimento fetal, pois promove a degradação de IGF2 (LAU et al., 1994; LUDWIG et 

al., 1996). Em embriões partenogenéticos de ovelhas baixos níveis de expressão de 

IGF2 e altos níveis de IGF2R foram observados, bem como retardo no crescimento 

embrionário quando comparado com embriões do grupo controle (YOUNG et al., 2003). 

Contrariamente, a ausência de IGF2R em embriões ovinos produzido in vitro 

submetidos ao cultivo in vitro está associada a síndrome do bezerro gigante (YOUNG et 

al., 2001). Em bovinos, acredita-se que distúrbios nos genes IGF2, IGF2R sejam 

responsáveis pela síndrome do bezerro gigante (NIEMANN et al., 2002; RIZOS et al., 

2002b), que ocorre em embriões produzidos in vitro e em animais clonados, cultivados 

na presença de soro (MOORE e REIK, 1996; YOUNG e FAIRBURN, 2000). 

 

2.6.1.3. PLAC8 (proteína específica da placenta 8) 

 

 O sucesso da gestação em mamíferos está diretamente relacionado à própria 

função da placenta, o tecido especializado em conectar o embrião à mãe após a 

implantação (GALAVIZ-HERNANDEZ et al., 2003). Muitas desordens genéticas causam 

defeitos no desenvolvimento da placenta, como por exemplo, defeito de implantação, 

retardamento no crescimento intra-uterino e pré-eclampsia (CROSS et al., 1994).  

PLAC8 foi primeiramente caracterizado em camundongos, e apresenta altos níveis 

de expressão em placenta e níveis reduzidos de expressão em embriões de 

camundongos (GALAVIZ-HERNANDEZ et al. 2003). Em embriões bovinos, PLAC8 é 

apresenta-se mais expresso em embriões que resultam em gestação em relação àqueles 

que resultam em absorção fetal (EL-SAYED et al., 2006). Existem relatos que em 

endométrio de vacas prenhes, PLAC8 é altamente expresso quando comparado com 

níveis de expressão em vacas não-prenhas (KLEIN et al., 2006), sugerindo que esta 

proteína desempenha um papel no desenvolvimento da placenta e no reconhecimento 

materno fetal (EL-SAYED et al., 2006). 

 

 



2.6.2. Genes associados à resposta oxidativa (MnSOD e GPX1) 

  

 Espécies de oxigênio reativas (ROS, em inglês) são importantes moléculas 

(radicais livres superóxido, radical hidroxil e peróxido de hidrogênio; OCHSENDORF, 

1999), geradas a partir do metabolismo de células normais que podem ser tanto benéficas 

como prejudiciais para os organismos vivos (MATOS et al., 2009). Podem ser formadas 

por uma fonte de energia externa (luz, calor e radiação), ou interna pelo próprio 

metabolismo celular ou por enzimas (BORGES, 2008). 

Baixas concentrações de moléculas de ROS são essenciais para a maturação 

dos gametas, fecundação (MORADO et al., 2009) e proliferação celular (RAHIMI et al., 

2003). No entanto, estudos demonstram que altas concentrações de ROS podem 

induzir o estresse oxidativo, o qual é responsável por causar danos na membrana e 

fragmentação do DNA em células somáticas, levando à apoptose celular (TATEMOTO 

et al., 2000). 

Em embriões bovinos, ROS induz efeitos prejudiciais, como danos no DNA das 

células, peroxidação lipídica e modificação oxidativa em proteínas (JOHNSON et al., 

1994), causando redução da qualidade embrionária e baixas taxas de implantação 

(SEINO et al., 2002). BEDAIWY et al. (2004) demonstraram que altos níveis de ROS em 

meios de cultivo estão associados a baixas taxas de desenvolvimento embrionário e de 

formação de blastocistos.  

Em espermatozóides, ROS causam peroxidação de lipídeos, o que leva a danos 

irreversíveis na membrana, principalmente no acrossoma, prejudicando a motilidade do 

espermatozóide e também a reação acrossomal (WHITTINGTON e FORD, 1998), o que 

pode implicar baixas taxas de fecundação e desenvolvimento embrionário. 

As células possuem um eficiente sistema de proteção capaz de minimizar os 

efeitos maléficos dos radicais livres, através de mecanismos enzimáticos e não 

enzimáticos (ABEDELAHI, et al., 2010). No sistema enzimático, diversas enzimas estão 

envolvidas nesse mecanismo, dentre elas, a superóxido dismutase (SOD) e a glutationa 

peroxidase (GPX) (BORGES, 2008).  



Superóxido dismutases (SODs) são enzimas antioxidantes, que exercem um efeito 

imediato e altamente eficiente em remover o anion superóxido (O2
-), convertendo-o em 

peróxido de hidrogênio, existindo duas isoformas presentes nas células: o manganês-

SOD (MnSOD), localizada na matriz mitocondrial (PANI & GALIOTTI, 2011) e o 

Cobre/Zinco-SOD (CuZnSOD), localizada no citoplasma (MATOS et al., 2009). 

  As GPX são antioxidantes que fornecem proteção contra danos causados por 

estresse oxidativo pela redução de hidroperóxidos de lipídeos em álcool não reativos e 

redução de peróxido de hidrogênio em água (MISTRY et al., 2010). Várias formas de 

GPS são encontradas em vertebrados: a GPX celular e citosólica (GPX1), a citosólica 

gastrointestinal (GPX2), a plasma extracelular (GPX3) e a GPX fosfolipídeo 

hidroperoxóido (GPX4) (BRIGELIUS-FLOHE, 1999). 

 

2.6.6. Gene associado ao metabolismo celular (SCL2A1) 

 

 Glicose é um importante substrato energético para o desenvolvimento de embriões 

bovinos, particularmente durante período de pós-compactação (LEESE, 1995). Após 

entrar nas células embrionárias via transportadores de glicose (SCL2A1), a glicose pode 

ser metabolizada pela via glicolítica ou pela via pentose fosfato (LOPES et al., 2007).  

SCL2A1 pertence à família de facilitadores de transporte de glucose, e muitos 

estudos relatam que pode estar expresso em ovário de ovelhas (WILLIAMS et al., 2001), 

em ratos (KOL et al., 1997; KODAMAN e BEHRMAN, 1999) e camundongos (ZHOU et 

al., 2000) com consideráveis diferenças no padrão de expressão entre espécies, SCL2A 

é regulado por fatores intraovarianos envolvidos no desenvolvimento folicular, maturação 

e ovulação (NISHINOTO et al., 2006), assim como estradiol (E2), IGF-I e interleukina-I 

(KOL et al., 1997, ZHOU et al., 2000) bem como as gonadotrofinas (reguladoras da 

função ovariana) (KODAMAN e BEHRMAN, 1999).  

 Os níveis de expressão de SCL2A1 são detectados após a maturação in vitro de 

oócitos bovinos (WRENZYCKI et al., 2005) e também são significativamente mais 

elevados em células do trofoblasto do que em células da massa celular interna de 



embriões bovinos (WRENZYCKI et al., 2003). No entanto nas células do trofoblassto, 

SCL2A1 é encontrado apenas nas membranas laterais (LOPES et al., 2007).  

A expressão de SCL2A1 aumenta com o incremento da absorção de glicose pelo 

embrião (WRENZYCKI et al., 1999). Condições de cultivo in vitro, como a tensão de 

oxigênio (KIND et al., 2004) e os níveis de glicose no meio de cultura (KIMURA et al., 

2005) podem afetar o padrão de expressão deste gene, sendo menos expressos em 

embriões produzidos in vitro, quando comparados com aqueles produzidos in vivo 

(WRENZYCKI et al., 2001; KNIJN et al., 2002).  

 Durante a compactação e blastulação o metabolismo da glicose aumenta 

substancialmente (THOMPSON, 2000). Também seu metabolismo é mais elevado em 

embriões morfologicamente normais, quando comparados com aqueles que apresentam 

estruturas degeneradas (RIEGER, 1984) e em embriões viáveis capazes de serem 

transferidos a uma receptora (LANE e GARDNER, 1996; GARDNER et al., 2007). 

 

2.6.7. Gene associado a apoptose celular (TP53) 

 
 Uma das características da PIVE em mamíferos é a alta frequência de falhas no 

desenvolvimento inicial (FAVETTA et al., 2004). Em bovinos, menos da metade dos 

embriões produzidos in vitro se desenvolvem até o estágio de blastocisto (XU et al., 

1992) e muitos destes não se implantam após a transferência para uma receptora 

(BETTS e KING, 2001). As razões para estas altas taxas de falhas no desenvolvimento 

inicial ainda não foram elucidadas. 

Células com características apoptóticas, como fragmentação do DNA, 

fragmentação citoplasmática e nuclear, têm sido detectadas em embriões que se 

desenvolvem e naqueles que possuem seu desenvolvimento anormal, sugerindo que a 

apoptose é um mecanismo essencial para remover células não desejadas durante o 

desenvolvimento normal (HARDY, 1999) e, também, pode desempenhar um papel 

importante no impedimento do crescimento embrionário (HARDY, 1997; KAMJOO et al., 

2002). 



A proteína tumoral p53 (Tp53) é crítica para a sensibilidade do embrião ao 

estresse (tensão de oxigênio, temperatura, componentes do meio de cultivo) pelo meio 

e regula a diferenciação durante o desenvolvimento embrionário (LICHNOVSKY et al., 

1998). Em estudos utilizando blastocisto de camundongos, detectou-se altos níveis de 

p53 na massa celular interna, sugerindo que a p53 é essencial para auxiliar nos 

mecanismos de apoptose celular (JURISICOVA et al., 1998) e embriões com deficiência 

em p53, as taxas de apoptose celular eram consideravelmente menores (FRENKEL et 

al. 1999). A p53 ativa genes de reparo de danos no DNA de células e também induzir a 

apoptose celular pela ativação de genes alvos, como por exemplo, o pró-apoptótico 

BAX (STEWART e PIETENPOL, 2001). 

  

2.7. O genoma paterno e o desenvolvimento embrionário 

 

O espermatozóide é o veículo de entrega do complemento genético paterno para 

o óvulo, sendo esta entrega de material genético crucial para a embriogênese 

(BARROSO et al., 2009), mas muitos estudiosos têm mostrado que a contribuição do 

espermatozóide é muito maior do que só seu DNA (SUTOVSKY & SCHATTEN, 2000; 

CUMMINS, 2001). O genoma de espermatozóides de mamíferos é composto por DNA 

nuclear, DNA mitocondrial (SUTOVSKY et al., 2003) e RNA mensageiros 

citoplasmáticos (MILLER, 2000).  

Existe uma extensa comunicação entre o espermatozóide apto a fecundação e o 

oócito, levando à ativação do oócito e à descondensação do espermatozóide. Isto é 

seguido ordenadamente pela formação dos pró-núcleos feminino e masculino, singamia 

e clivagem (primeiras divisões celulares). Muitas estruturas, organelas e moléculas 

presentes no espermatozóide parecem ser críticas para a realização de uma 

fecundação normal e para o desenvolvimento embrionário.  

 Segundo BARROSO et al. (2009), o espermatozóide apto a fecundação é 

essencial para contribuição de pelo menos três componentes: o genoma haplóide 

paterno, a sinalização para iniciar a ativação metabólica do oócito, e o centríolo, que 



direciona a montagem dos microtúbulos conduzindo a formação do fuso mitótico 

durante o desenvolvimento inicial do zigoto. 

 Uma fecundação bem sucedida é dependente de múltiplas qualidades inerentes 

aos oócitos (VAN BLERKON, 2000; SWAIN & POOL, 2008). Porém nas últimas duas 

décadas, várias linhas de pesquisas mostraram resultados, a partir do uso de técnicas 

de reprodução assistida, que fornecem um suporte inicial para o conceito da 

contribuição paterna para fecundação defeituosa e embriogênese anormal. Fortes 

evidências associadas à presença de parâmetros espermáticos anormais 

(teratozoospermia, dano por estresse oxidativo e fragmentação do DNA) resultam em 

falha ou atraso na fecundação e em desenvolvimento embrionário anormal 

(OEHNINGER et al., 1989; MERCAN et al., 1998; LIU et al., 2004; BARTOV et al., 

2005; BARROSO et al., 2006). 

O desenvolvimento embrionário é primeiramente dependente dos estoques de 

RNA mensageiros presentes nos oócitos, os quais são gradualmente exauridos até que 

o embrião produza os seus próprios transcritos. A expressão de genes paternos e a 

estabilidade do RNA em oócitos e em embriões em estágios iniciais de 

desenvolvimento são consideradas prioridades para a ativação da transcrição gênica 

embrionária (NIEMANN et al., 2007). O início da transcrição do genoma de embriões 

ocorre em um tempo espécie-específico; em camundongos, a ativação tem início em 

embriões com duas células; em suínos, em embriões com 4 células; em humanos, de 4 

a 8 células; em bovinos essa ativação é atrasada até o estágio de 8 a 16 células 

(TELFORD et al., 1990; NIEMANN & WRENZYSCKI, 2000).  

Nos sistemas de PIVE, a velocidade de desenvolvimento, especificamente o 

tempo da primeira divisão celular e o tempo de formação do blastocisto, tem sido 

relacionada à competência do desenvolvimento embrionário (LONERGAN et al., 1999).  

A expressão padrão de mRNA de vários genes candidatos que regulam o 

desenvolvimento embrionário é um parâmetro relevante para determinar a qualidade do 

embrião (FARIN et al., 2004; DODE et al., 2006) e quando este padrão de expressão é 

alterado, pode levar a desvios que afetam o desenvolvimento embrionário e a 

ocorrência de fenômenos patológicos que fazem com que os embriões produzidos in 



vitro estejam desprovidos do potencial para sustentarem a transferência e implantação 

(WRENZYCKI et al., 2005). 

Durante o processo de sexagem os espermatozóides estão expostos a muitos 

riscos potenciais (MAXWELL et al., 2004) os quais podem ser responsáveis por alguns 

efeitos deletérios, como alterações no DNA ocasionadas pelo corante Hoesch 33342 

(MORREL & DRESSER, 1989; GARNER, 2009) alterações no padrão de motilidade 

espermática (SUH et al., 2005), viabilidade reduzida (HOLLINSHEAD et al., 2003), 

aceleração da reação acrossomal (MOCÉ et al., 2006), aumento na proporção de 

células que sofreram capacitação espermática (MAXWELL et al., 1998) e existem 

relatos que o uso de sêmen sexado por citometria de fluxo altera o desenvolvimento de 

embriões bovinos produzidos in vivo (McNUTT & JOHNSON, 1996) e in vitro (CRAN et 

al., 1993; LU et al., 1999). Portanto, a baixa qualidade e a baixa fertilidade dos embriões 

produzidos in vitro utilizando sêmen sexado podem ser conseqüências desses danos 

(BERMEJO-ALVAREZ et al., 2010a). 

Entretanto, o espermatozóide danificado pode ser capaz de fertilizar um oócito, 

mas acaba resultando em embrião de baixa qualidade (FERNANDEZ-GONZALEZ et 

al., 2008). Alguns estudos relataram anormalidades em termos de abundância de 

mRNA ou alterações estruturais em embriões produzidos in vitro com espermatozóides 

sexados por citometria de fluxo (MORTON et al., 2007; PALMA et al., 2008).  

FATEHI et al. (2006), investigando os efeitos de espermatozóides com danos no 

DNA no desenvolvimento embrionário, sugerem que no início da expressão gênica 

embrionária em estágios iniciais de desenvolvimento (estágio 4-8 células) os danos no 

DNA paterno tornam-se sensíveis ao mecanismo  da apoptose do embrião, e pelo 

bloqueio da mitose, interrompendo o avanço no desenvolvimento embrionário. Isto é 

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

apoptóticos e falhas na formação do fuso meiótico.  

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 um significante papel 

na contribuição da função do embrião, é quando consequências das alterações no DNA 



paterno podem suceder manifestações, prejudicando a implantação do embrião 

(PÉREZ-CRESPO et al., 2008). 

Portanto, 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. O efeito paterno tardio, por outro lado, é 

manifestado pela baixa competência de desenvolvimento ocasionando falhas na 

implantação e isto 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). Sendo assim, os danos 

no DNA do espermatozóide afetam, unicamente, o desenvolvimento embrionário após o 

início da expressão gênica no embrião (FATEHI et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3. HIPÓTESE 

 

De acordo com os relatos da revisão de literatura da presente tese e com os 

trabalhos realizados no laboratório de reprodução animal da FCAV/UNESP Jaboticabal, 

levantam-se as seguintes hipóteses: 

 

1) A seleção do sexo de espermatozóides bovinos pela técnica de centrifugação em 

gradiente de densidade apresenta maiores taxas de clivagem e de desenvolvimento de 

blastocistos, quando comparada à técnica de citometria de fluxo. 

 

2) A seleção do sexo de espermatozóides bovinos pela técnica de centrifugação em 

gradiente de densidade  não altera o padrão de expressão de genes candidatos para a 

qualidade embrionária, quando comparada à técnica de citometria de fluxo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4. OBJETIVOS 

 

1) Comparar as taxas de clivagem e de desenvolvimento de blastocistos bovinos, 

produzidos in vitro, utilizando sêmen convencional, sexado por citometria de fluxo e 

sexado por centrifugação em gradiente de densidade; 

 

2) Verificar a existência de diferenças no padrão da expressão de genes 

importantes para o desenvolvimento embrionário em embriões bovinos  produzidos in 

vitro utilizando sêmen convencional, sexado por citometria de fluxo e sexado por 

centrifugação em gradiente de densidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1. Obtenção dos espermatozóides e grupos experimentais 

 

Para a realização deste experimento, foram utilizadas 20 doses de sêmen 

convencional de um touro da raça Gir Leiteiro, congelado por empresas especializadas 

que, pós-descongelação, foram submetidos à avaliação da concentração, motilidade e 

vigor. O sêmen sexado pelo método de citometria de fluxo, do mesmo touro, também foi 

adquirido em empresas especializadas. 

Os grupos experimentais do presente trabalho foram: 

1) grupo controle: sêmen convencional submetido ao gradiente de Percoll™ 

45/90%; 

2) grupo gradiente: centrifugação em gradiente de densidade (gradiente 14); 

3) grupo citometria: sêmen sexado pelo citometro de fluxo, submetido ao mini 

gradiente de Percoll™ 45/90%. 

 

5.2. Centrifugação em gradiente de densidade 

 

5.2.1. Preparação dos gradientes descontínuos de densidade  

 

A solução estoque (SE 90%) foi preparada diluindo-se 9 partes de sílica coloidal 

modificada (Percoll™ densidade 1,30 g/mL) em uma parte de DMEM (Dubelcco`s 

Modified Eagle`s Medium) (densidade 1,058 g/mL; 1:9, v/v) concentrado 10 vezes 

(DMEM 10X) complementado com 0,01 g/L de antibiótico, 6 mM de HEPES; pH 7,4; 

280-320 mOsm/Kg de H2O. 

O DMEM 10X concentrado foi preparado diluindo-se em 100 mL de água 

ultrapura bidestilada do Sistema Milli Q, a quantidade de pó necessária para preparar 1 

L. Em seguida, filtrava-se em membrana com poros de 0,22 μm e estocava-se em 

temperatura entre 4 a 6 °C, por no máximo 15 dias. 
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5.2.2. Centrifugação e recuperação dos espermatozóides nos gradientes de 

sexagem 

 

Quarenta milhões de espermatozóides (80 x 106/mL) foram depositados sobre 

cada gradiente descontínuo de Percoll™. Os gradientes foram centrifugados a 500 x g 

em rotor horizontal, por 15 minutos, a 22°C. Os sobrenadantes foram retirados 

concomitantemente com a adaptação de um sistema de vácuo (Vacusafe). Os 

sedimentos de espermatozóides foram recuperados com auxílio de uma micropipeta, e 

utilizados nos procedimentos de produção in vitro de embriões. 

 

 
Figura 2: Centrifugação em centrifuga refrigerada de rotor horizontal (A e B); recuperação dos 
espermatozóides por um sistema á vácuo (C); recuperação do pelete (D).  
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5.3. Citometria de Fluxo (GARNER et al., 1983) 

  

 A seguir será descrita a técnica de citometria de fluxo utilizada nas centrais de 

inseminação artificial. 

Para a sexagem por citometria de fluxo, os espermatozóides foram corados com 

Hoechst 33342 (concentração de 126 μM; a 37°C por 1 hora). As células espermáticas 

foram colocadas no citômetro e passavam em fila única por um feixe de laser que emite 

200 mW de luz ultravioleta em um comprimento de onda de 351 a 364 nm, que 

proporcionava emissão de fluorescência pelos espermatozóides. A fluorescência era 

captada por detectores conectados a um computador, e colocados a 0 e 90º da linha de 

emissão do laser. 

Os espermatozóides que não estavam apropriadamente orientados produziam uma 

menor fluorescência (emitida pela extremidade da cabeça do espermatozóide) que era 

transmitida para o detector posicionado a 90° do laser, e foram, eletronicamente, 

eliminados do sistema, enquanto que a fluorescência captada pelo detector posicionado a 

0º, em relação ao laser, era proveniente da face plana da cabeça do espermatozóide, que 

produzia o histograma bimodal originado da diferença de conteúdo de DNA entre os 

espermatozóides X e Y. O histograma bimodal foi gerado pelo processamento de um 

computador, com base nas informações provenientes dos detectores, que eram lentes 

ópticas que captavam e filtravam a fluorescência emitida pelos espermatozóides corados, 

convertendo este sinal óptico em um sinal eletrônico.  

Ao final desta análise, o circuito carregou com carga positiva ou negativa, gotas 

contendo espermatozóide X e Y, respectivamente, mediante informações obtidas pela 

emissão da fluorescência de cada espermatozóide. Essas gotas carregadas eletricamente 

e geradas por ultra-som, contendo um ou mais espermatozóides, passavam por um 

campo eletrostático separando os espermatozóides em tubos coletores diferentes.  

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Esquema da sexagem de 

espermatozóides por citometria de fluxo. 

 

5.4. Produção in vitro de embriões 

 

 A produção in vitro de embriões bovinos foi realizada segundo o protocolo 

utilizado pelo Laboratório de Reprodução Animal, do Departamento de Medicina 

Veterinária Preventiva e Reprodução Animal da Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias, UNESP Câmpus Jaboticabal.  

 

5.4.1. Obtenção e seleção dos oócitos 

 

Os ovários bovinos coletados em abatedouros foram transportados ao laboratório 

em solução salina a 30-33 °C, e seus folículos antrais de 3 a 8 mm de diâmetro foram 

aspirados por agulha de 19-G acoplada à seringa de 20 mL. O fluido folicular aspirado 

foi transferido para tubo cônico de 50 mL e decantado por 15 minutos para a separação 

dos oócitos (Figura 4). Posteriormente, o sedimento foi transferido para placa de 



poliestireno de 60 mm de diâmetro e avaliado em microscópio estereoscópico. Foram 

selecionados apenas oócitos com células do cumulus (complexo cumulus-oócito, 

COCs) compacto com pelo menos quatro camadas de células e ooplasma de coloração 

uniforme (Figura 4). 

 

 

 
Figura 4: Aspiração de ovários de matadouro (A); oócitos grau 1 selecionados pós-aspiração 

para serem maturados in vitro. 

 

 

5.4.2. Maturação in vitro 

 

Os COCs selecionados foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-199 

(constituído por meio TCM-199, suplementado com 0,2 mM de Piruvato, 20 mM de 

HEPES, 5 mM de Bicarbonato de sódio, 75 μg de gentamicina/mL) e uma vez em meio 

de maturação B-199 (constituído por meio TCM-199 suplementado com 0,2 mM de 

Piruvato, 25 mM de Bicarbonato de Sódio, 75 μg de gentamicina/mL, 1 μg de 17-β 

Estradiol/mL, 0,5 μg de FSH/mL, 100 UI de hCG/mL) acrescido de 10% de SFB. Foram 

transferidas 20 estruturas/microgota de 100 μL. Os oócitos foram maturados (Figura 5) 

durante 22 a 24 horas em estufa a 38,5°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de 

CO2 em ar. 
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Figura 5: Oócitos bovinos maturados in vitro após aspiração 

de folículos de ovários provenientes de abatedouro. 

 

5.4.3. Fecundação in vitro 

 

A fecundação foi realizada 22 a 24 horas após o início do cultivo de maturação. 

Uma palheta de sêmen foi descongelada à temperatura de 35 °C por 30 segundos. No 

grupo controle o sêmen era depositado sobre o gradiente de Percoll™ (45% e 90%) à 

temperatura ambiente e centrifugado a 900 xg durante 30 minutos, a fim de sedimentar 

os espermatozóides viáveis. O sedimento espermático resultante desta centrifugação 

teve o volume medido. Foram retiradas duas amostras de 5 μL para determinar a 

motilidade progressiva e a concentração, que era ajustada para 25000 espermatozóides 

com motilidade progressiva por μL. Aproximadamente 100 x 103 espermatozóides foram 

adicionados à cada gota de 100 μL de meio TALP-FIV designado a cada grupo 

experimental. Para o grupo gradiente de densidade a FIV foi realizada segundo o item 

5.2.2.  

Para o grupo de espermatozóides sexados citometria de fluxo, uma palheta de 

sêmen sexado para fêmeas foi descongelada e submetida a um mini gradiente de 

Percoll 45/90%, o qual foi centrifugado a 900 xg por 5 minutos. Após a centrifugação o 

sobrenadante foi retirado e sobre o pélete foram adicionados 500 μL de meio TALP-FIV, 



e procedeu-se uma centrifugação a 500 xg por 5 minutos. Após a centrifugação o 

sobrenadante foi retirado, deixando apenas 100 μL. Cada placa de FIV continha 5 gotas 

de 30 μL de meio TALP-FIV. Foram depositados em cada microgota 10 μL de meio 

contendo espermatozóides. A concentração espermática não foi determinada devido ao 

baixo número de espermatozóides existentes na palheta. 

Foram adicionados 20 oócitos por gota de FIV, e foram incubados a 38,5°C, por 

18 a 20 horas em atmosfera de 5% de CO2 em ar. A clivagem foi avaliada 48h após a 

FIV. 

 

5.4.4. Desenvolvimento in vitro 

 

O desenvolvimento dos embriões produzidos in vitro baseou-se nos protocolos 

de VAJTA et al. (1999) e GUTIÉRREZ-ADÁN et al. (2001, 2004). Os prováveis zigotos 

foram lavados por três vezes em fluído sintético de oviduto (SOF) suplementado com 5 

mg/mL de BSA,  sem SFB e sem glicose e transferidos para placas com quatro poços 

contendo 500 μL do mesmo meio utilizado para lavagem dos zigotos após a 

fecundação. Foram cultivados 60 zigotos por poço, em estufa, com atmosfera de 5% de 

O2, 5% de CO2 e 90% N2, 100% de umidade saturada e temperatura de 38,5 °C. 

O desenvolvimento embrionário foi avaliado sete dias após a fecundação.  

As fases do desenvolvimento embrionário estão ilustradas na Figura 6. 
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extração de RNA foi realizada utilizado-se “Dynabeads mRNA Direct Extraction KIT” 

(Dynal Biotech, Oslo, Norway), segundo as instruções do fabricante com algumas 

modificações.  

 

5.5.2. Transcrição Reversa 

 

Imediatamente após a extração, a reação de transcrição reversa (RT) foi 

realizada, seguindo as instruções do fabricante (Bioline, Ecogen, Madri, Espanha), 

usando poli(T) “primer”, “random primers” e a enzima transcriptase reversa MMLV 

(Promega, Madri, Espanha). 

Logo após a extração, a produção de cDNA foi obtida através de uma reação 

com um “mix” contendo 3 μL “random primer” e 1 μL poli(T) “primer”, o qual foi 

preparado e adicionado ao RNA extraído. Os tubos foram aquecidos por 5 minutos para 

desnaturar a estrutura secundária de RNA e então o mix para a reação de transcrição 

reversa (RT) foi preparado. 

As amostras foram incubadas a 42 °C por 60 minutos, para permitir a transcrição 

reversa do RNA, seguida de uma incubação a 70 °C por 10 minutos para desnaturar a 

enzima RT.  

 

5.5.3. PCR em Tempo Real (qPCR) 

 

Para qPCR, três grupos de 10 embriões, por grupo experimental, foram usados 

em duas repetições para cada gene de interesse. Os experimentos foram conduzidos 

para normalizar os níveis relativos de cada transcrito com os níveis relativos do gene 

endógeno, histona H2AFZ (BERMEJO-ALVAREZ et al., 2008; 2010a), em cada 

amostra.  Esta histona foi escolhida como gene referencia por ser altamente 

conservada em eucariotos (CREYGTON et al., 2008), e por se apresentar distribuída 

em todo o genoma, sendo confinada a pequenas regiões que iniciam a transcrição 

(ZHANG et al., 2005).  



As reações de qPCR foram realizadas em um termociclador Rotor Gene 6000 

(Cobertt Research, São Francisco, EUA). O perfil térmico utilizado foi: um passo inicial 

de 94 ºC por 3 min seguidos por 35 ciclos de 94 °C por 10 s, 56 °C por 30 s, 72 °C por 

10 s e 10 s para aquisição da fluorescência. A especificidade dos “primers” foi avaliada 

pela curva de “melting” (temperatura de anelamento que é específica para cada 

“primer”, variando de 80 a 86 °C)  

 As reações de qPCR foram preparadas com um volume final de 20 L contendo 

2X o “mix” SYBR Green (Quantimix Easy Kit, Biotools, Madrid, Espanha), 10 pmol de 

cada “primer” e 2 L de cDNA de cada amostra. 

As sequências dos primers e os tamanhos dos produtos de amplificação estão 

demonstrados na Tabela 1. A eficiência dos “primers” foi testada anteriormente pela 

equipe que pesquisa do Laboratório de Embriologia Molecular e Trangenese, do INIA. 

Estas sequências de oligonucleotídeos foram usadas constantemente em muitos 

estudos desenvolvidos por esta equipe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 1. Sequências dos primers utilizados na quantificação da expressão gênica 

por PCR em Tempo Real. 

Gene Sequência dos Primers 

(5’ – 3’ “Forward” e “Reverse”) 

Tamanho 

fragmento 

(pb) 

Número acesso 

Genebank 

H2AFZ AGGACGACTAGCCATGGACGTGTG 

CCACCACCAGCAATTGTAGCCTTG 

209 NM_174809.2 

AKR1B1 

 

CGTGATCCCCAAGTCAGTGA 

AATCCCTGTGGGAGGCACA 

152 NM_001012519.1 

COX2 

 

ATCTACCCGCCTCATGTTCCT 

GGATTAGCCTGCTTGTCTGGA 

187 AF031698 

IGF2R  

 

GCTGCAGTGTGCCAAGTGAAAAAG 

AGCCCCTCTGCCATTGTTACCT 

201 NM_174352.2 

PLAC8 CGGTGTTCCAGAGGTTTTTCC 

AAGATGCCAGTCTGCCAGTCA 

166 NM_001025325.1 

 

TP53 

 

CTCAGTCCTCTGCCATACTA 

GGATCCAGGATAAGGTGAGC 

364 U74486 

SCL2A1 

 

CCTTGGAGGGATGGCTTTTTGTTC 

CGTGGCTGAGGGGAAGAGCAGTCC 

259 L39214 

MnSOD    GCTTACAGATTGCTGCTTGT 

AAGGTAATAAGCATGCTCCC 

101 S67818.1 

GPX 1 GCAACCAGTTTGGGCATCA 

CTCGCACTTTTCGAAGAGCATA 

116 NM_174076.3 

 

O ciclo de quantificação (CQ) em que a fluorescência aumenta é determinado 

para cada amostra. Quando a eficiência é próxima de 1, dentro da região da curva de 

amplificação, a diferença de um ciclo é equivalente ao dobro da amplificação do produto 

de PCR (Figura 7).  

 



 
Figura 7: Exemplo de curvas de amplificação por PCR em tempo real e linha de quantificação 

(definida como o ponto médio da janela de linearidade). O ponto em que as curvas de 

amplificação cruzam a linha de quantificação corresponde ao CQ. 

 

Para a quantificação dos níveis de expressão, foi utilizado o método comparativo 

de CQ (BERMEJO-ALVAREZ et al., 2008a). A quantificação foi normalizada através do 

gene referência, H2AFZ. O valor de CQ é determinado pela diferença entre o valor do 

CQ do gene de interesse e o valor de CQ do gene referência (H2AFZ), para cada 

amostra. O cálculo de CQ foi feito utilizando o valor médio de CQ do grupo controle, 

como uma constante para subtrair de todos os outros valores médios de CQ de todas 

as amostras para cada gene estudado. A quantificação da expressão gênica foi 

calculada através da fórmula  

2- CQ.  

 

 

 

 

 



5.5.4. Análise estatística 

  

Os dados foram analisados usando o programa SigmaStat (Jandel Scientific, San 

Rafael, CA, USA). A quantificação da expressão gênica foi analisada usando one-way 

ANOVA e através da comparação de médias utilizando Teste Holm-Sidack. Valores de 

p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6. RESULTADOS 

 

6.1. Produção in vitro de embriões  

 

 Para avaliar o efeito do sêmen sexado por gradiente de densidade e por 

citometria de fluxo na PIVE, foram realizadas 4 repetições para cada tratamento.  

Os resultados referentes à PIVE estão representados na Tabela 2, na qual está 

indicada o número total de oócitos utilizado na PIVE, quantos destes oócitos haviam 

clivado 48 horas após a fecundação (e sua relação com o número total de oócitos, 

expressa em porcentagem), quantos embriões se desenvolveram até estágio de 

blastocisto (e sua relação com o número total de oócitos iniciais, expressa em 

percentagem).  

Com relação às taxas de clivagem e blastocisto (Tabela 2) não houve diferença 

entre os grupos (P>0,05), o mesmo ocorreu com as taxas de blastocisto, portanto pode-

se afirmar que as metodologias empregadas para a sexagem de espermatozóides não 

afetam as taxas de desenvolvimento de embriões produzidos in vitro. 

 

Tabela 2: Controle de qualidade da produção in vitro de embriões considerando 

como parâmetros as taxas de clivagem e de blastocisto. 

Grupos 
Taxa de Clivagem 

% média ± DP (n) 

Taxa de Blastocisto 

% média ± DP (n) 

Controle 80,69 ± 4,06 (429) ns 35,05 ± 6,43 (184) ns 

Centrifugação em 

gradiente de densidade 
72,73 ± 8,90 (449) ns 32,86 ± 4,00 (202) ns 

Citometria de Fluxo 75,85 ± 3,54 (402) ns 30,73 ± 11,96 (158) ns 

Total de oócitos utilizados 1665 

DP: desvio padrão 

Não houve diferença significativa entre os grupos experimentais (P>0,05). 

 

 



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

 

 No presente estudo foram quantificados os níveis de expressão de genes 

relacionados ao reconhecimento de gestação e desenvolvimento da placenta (AKR1B1, 

COX2, IGF2R e PLAC8), ao estresse oxidativo (MnSOD e GPX1), ao metabolismo 

(SCL2A1) e apoptose celular (TP53). 

 Para realizar a quantificação relativa da expressão de genes candidatos para a 

qualidade embrionária, utilizou-se o grupo controle como referência, e se calculou a 

diferença de expressão gênica dos embriões obtidos com espermatozóides sexados por 

centrifugação em gradiente de densidade e por citometria de fluxo pelo método 

comparativo de CQ (fórmula 2- CQ). Os valores médios e os desvios padrão de CQ e 

CQ (normalizado em relação a H2AFZ), para cada gene avaliado, estão demonstrados 

na Tabela 3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 3. Valores médios e desvio padrão de CQ e CQ, dos genes candidatos 

para qualidade embrionária, para os grupos controle, gradiente de densidade e 

citometria de fluxo. 

Gene Grupo Experimental CQ ± DP CQ ± DP 

 
AKR1B1 

Controle 20,65 ± 0,8 2,37 ± 0,35  

Gradiente de densidade 20,69 ± 0,11 2,23 ± 0,16  

Citometria de fluxo 20,73 ± 0,29 3,08 ± 0,16  

 
COX2 

Controle 20,71 ± 0,27 2,78 ± 0,08  

Gradiente de densidade 21,53 ± 0,31 3,19 ± 0,54  

Citometria de fluxo 23,14 ± 1,70 4,77 ± 0,19  

 
IGF2R 

Controle 25,32 ± 0,65 7,48 ± 0,42  

Gradiente de densidade 25,37 ± 0,41 7,44 ± 0,47  

Citometria de fluxo 25,00 ± 0,33 7,42 ± 0,20  

PLAC8 
Controle 23,93 ± 0,39 5,38 ± 0,20  

Gradiente de densidade 23,87 ± 0,70 4,97 ± 0,17  

Citometria de fluxo 23,68 ± 0,19 5,76 ± 0,53  

MnSOD 
Controle 23,93 ± 0,45 5,39 ± 0,18  

Gradiente de densidade 24,75 ± 1,07 5,26 ± 0,13  

Citometria de fluxo 23,25 ± 0,42 5,55 ± 0,11  

GPX1 
Controle 20,20 ± 0,68 1,90 ± 0,09  

Gradiente de densidade 20,46 ± 0,72 2,19 ± 0,29  

Citometria de fluxo 19,60 ± 0,98 1,86 ± 0,32  

 
SCL2A1 

Controle 23,85 ± 0,29 5,42 ± 0,34  

Gradiente de densidade 23,12 ± 0,04 4,74 ± 0,18  

Citometria de fluxo 22,87 ± 0,75 5,06 ± 0,35  

 
TP53 

Controle 22,15 ± 0,62 3,85 ± 0,10  

Gradiente de densidade 23,51 ± 1,33 4,42 ± 0,10  

Citometria de fluxo 22,31 ± 0,54 4,61 ± 0,26  

  

 Após a análise dos dados do estudo comparativo de ciclos de quantificação, 

observou-se redução de 40% nos níveis de transcritos do gene AKR1B1 no grupo 

citometria de fluxo em relação ao grupo controle (P=0,023) e de  50% em relação a 

centrifugação em gradiente de densidade (P<0,001), mostrando que o método de 

sexagem por citometria de fluxo diminui a expressão deste gene.   

Em relação à diferença de expressão do gene COX2, o grupo citometria de fluxo 

também apresentou 75% de redução no nível de transcritos em relação ao grupo 

controle (P=0,016), e 50% em relação ao gradiente de densidade (P<0,001). Apesar do 

grupo gradiente de densidade apresentar redução de 25% na freqüência de transcritos 

em relação ao grupo controle, não houve diferença estatística (P=0,178). A frequência 

de transcritos do gene IGF2R, não diferiu (P>0,05) entre os grupos experimentais. 

(Figura 8).  



Avaliando a diferença de expressão do gene PLAC8, observou-se que o grupo 

gradiente de densidade apresentou maior abundância de transcritos em relação aos 

grupos controle (P=0,007) e à citometria de fluxo (P=0,01), 34% e 57%, 

respectivamente  (Figura 8). 

 

Figura 8. Diferença de expressão, para os genes relacionados ao reconhecimento de 

gestação e formação da placenta, entre os grupos controle, gradiente de densidade e 

citometria de fluxo. Valores seguidos de letras diferentes diferem entre si (P<0,05). Grupo 

referência = controle. Barras desvio padrão. 

 

 Avaliando os genes relacionados a resposta oxidativa, encontrou-se diferenças 

apenas nos níveis de expressão do gene MnSOD. A freqüência de transcritos deste 

gene no grupo gradiente de densidade é 20% mais elevada em relação ao grupo 

citometria de fluxo (P=0,013), mas não difere do grupo controle (P=0,296). Não se 



observou diferenças (P=0,162) nos níveis de expressão entre os grupos controle  e 

citometria de fluxo  (Figura 9).   

 

 

 
Figura 9. Diferença de expressão, para os genes relacionados à resposta oxidativa entre 

os grupos controle, gradiente de densidade e citometria de fluxo. Valores seguidos de 

letras diferentes diferem entre si (P<0,05). Grupo referência = controle. Barras desvio 

padrão. 

 

 Avaliando o gene associado ao metabolismo celular (SCL2A1), encontrou-se 

aumento na frequência de transcritos em embriões produzidos com espermatozóides 

centrifugados em gradiente de densidade, sendo os níveis 65% mais elevados quando 

comparamos com o grupo controle (P=0,028) e 28% mais elevado que a citometria de 

fluxo (P=0,232). O grupo citometria de fluxo, mesmo apresentando aumento de 37% 

nos níveis de expressão, não diferiu do grupo controle (P=0,239) (Figura 10).  

 



 
Figura 10. Diferença de expressão, para o gene relacionado ao metabolismo 

celular entre os grupos controle, gradiente de densidade e citometria de fluxo. 

Valores seguidos de letras diferentes diferem entre si (P<0,05). Grupo referência = 

controle. Barras desvio padrão. 

 

 

 Os níveis de expressão do gene TP53, estão 33% e 42% reduzidos nos grupos 

gradiente de densidade (P<0,001) e citometria de fluxo (P=0,02), respectivamente, em 

relação ao grupo controle. Os grupos gradiente de densidade e citometria de fluxo, não 

diferiram (P=0,226) entre si (Figura 11). 

 



 
Figura 11. Diferença de expressão, para o gene envolvido em mecanismos de 

apoptose celular entre os grupos controle, gradiente de densidade e citometria 

de fluxo. Valores seguidos de letras diferentes diferem entre si (P<0,05). Grupo 

referência = controle. Barras desvio padrão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



7. DISCUSSÃO 

 

 No presente trabalho, foram utilizados dois métodos de seleção do sexo de 

espermatozóides, a centrifugação em gradiente de densidade e a citometria de fluxo, 

para produzir embriões portadores do cromossomo X. Avaliou-se o desenvolvimento 

embrionário de ambas as técnicas e comparou-se ao grupo controle, utilizando sêmen 

não sexado. Posteriormente, estes embriões foram utilizados para quantificar a 

expressão de genes candidatos para a qualidade embrionária, através da quantificação 

relativa por PCR em tempo real, com o objetivo de verificar se as técnicas de sexagem 

alteraram o padrão de expressão destes genes.  

 

7.1. Produção in vitro de embriões 

 

 A seleção de sexo de espermatozóides bovinos é uma ferramenta muito utilizada 

na indústria PIVE, visando diminuir a proporção de embriões machos produzidos pelo 

sistema de cultivo in vitro, pois os embriões machos se desenvolvem mais rapidamente 

que as fêmeas (GUTIÉRREZ-ÁDAN et al., 2001; 2004); e como principal objetivo, 

produzir fêmeas para reposição para a pecuária leiteira.  

Neste estudo, utilizou-se as duas técnicas disponíveis para a seleção de 

espermatozóides portadores do cromossomo X, a citometria de fluxo que tem uma 

acuidade de separação de 90% (GARNER et al., 1983; BERMEJO-ALVAREZ et al., 

2010a), e a centrifugação em gradiente de densidade com acuidade de separação de 

até 70% (HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2003). Esta metodologia foi desenvolvida com o 

objetivo de separar espermatozóides portadores do cromossomo X, sem causar danos 

aos espermatozóides que possam prejudicar a capacidade de fecundação 

(HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2003; 2011a; LUCIO, 2007; PERINI, 2007; RESENDE et 

al., 2010a; 2010b).  

 No presente estudo, ficou demonstrado que as técnicas de seleção do sexo de 

espermatozóides não interferem no desenvolvimento dos embriões produzidos in vitro, 



pois os grupos experimentais não diferiram entre si, tanto para taxas de clivagem como 

para taxas de blastocisto. 

 

7.1.1. Centrifugação em gradiente de densidade 

 

A sexagem de espermatozóides por centrifugação em gradiente de densidade 

resultou em 72% e 32% de taxas de clivagem e de desenvolvimento de blastocisto, 

respectivamente, corroborando com os dados obtidos por HOSSEPIAN DE LIMA et al., 

(2003) que, utilizando sexagem de espermatozóides por gradiente descontínuo de 

densidade, observaram taxas de clivagem de 75% e de desenvolvimento embrionário 

de 30%, com acuidade de sexagem de até 70%. LUCIO (2007), utilizando o mesmo 

método de sexagem, também observou taxas de clivagem de 70% e de blastocisto de 

27,6%. No entanto, PERINI (2007), observou taxa de clivagem mais baixa, 58%, em 

relação ao presente estudo, mas a taxa de blastocisto foi de 35%.   

RESENDE et al. (2010a), utilizando centrifugação em gradiente contínuo de 

Percoll, observou taxa de clivagem de 70%, corroborando com os dados obtidos no 

presente estudo, mas obteve taxa de blastocisto de 23%, mostrando que a 

centrifugação em gradiente de densidade afeta o desenvolvimento embrionário.  

 Apesar de não significativo, a centrifugação em gradiente de densidade 

apresentou taxas de clivagem e blastocistos menores que o grupo controle, 80% e 35%, 

respectivamente, e taxa de clivagem inferior a citometria de fluxo (75%). O mesmo foi 

observado em todos os trabalhos em que se utilizou a centrifugação para selecionar 

espermatozóides portadores do cromossomo X (HOSSEPIAN DE LIMA et al, 2003; 

LUCIO, 2007; PERINI, 2007; RESENDE et al., 2010a), comprovando que esta 

metodologia possui repetibilidade para o desenvolvimento in vitro de embriões bovinos.  

 Os espermatozóides utilizados no presente estudo passaram por processo de 

congelação/descongelação e, após isto, foram submetidos à centrifugação nos 

gradiente de densidade. Os processos de congelação/descongelação aumentam a 

proporção de espermatozóides capacitados que sofreram reação acrossomal 

(BARABAS & MASCARENHAS, 2009), afetam a função mitocondrial (JANUSKAUSKAS 



et al., 2005), alteram a estrutura da cromatina espermática (GRAVANCE et al., 1998; 

THUNDATHIL et al., 1999) e induzem a formação de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) que prejudicam a fertilidade (O’FLAHERTY et al., 1997). Além disso, a 

centrifugação em gradiente de densidade aumenta a proporção de células com 

membrana acrossomal danificada (LUCIO, 2007; OLIVEIRA, 2009; RESENDE et al., 

2010a). Todos estes resultados mostram uma redução na longevidade e um prejuízo na 

habilidade do espermatozóide em fertilizar o oócito e sustentar um desenvolvimento 

embrionário (DEFOIN et al., 2008). Devido a estes fatores o uso da centrifugação em 

gradiente de densidade para separar espermatozóides que serão utilizados na 

fecundação in vitro, tem a probabilidade de diminuir as taxas de clivagem e blastocisto, 

quando comparados com o grupo controle. 

Mas, em estudos anteriores, foi comprovado que a centrifugação de sêmen 

congelado/descongelado em gradiente de densidade de Percoll, selecionou 

espermatozóides sem fragmentação no DNA (RESENDE et al., 2010b), com motilidade 

elevada (70 a 80%), reduziu a proporção de espermatozóides com defeitos maiores e 

aumentou o percentual de células com membrana plasmática integra (OLIVEIRA, 

2009), selecionando os espermatozóides que não foram danificados pelo processo de 

congelação/descongelação.  

  

7.1.2. Citometria de Fluxo 

 

 A sexagem de espermatozóides por citometria de fluxo apresentou 75,85% de 

clivagem (inferior ao grupo controle e superior ao gradiente de densidade) (P>0,05) e 

30,73% (P>0,05) de embriões que se desenvolveram até o estagio de blastocisto, taxa 

inferior quando comparada aos grupos controle e gradiente de densidade.  

UDERWOOD et al. (2010), avaliando os efeitos da citometria de fluxo no 

desenvolvimento embrionário, encontrou 78,8% e 35,9% de taxas de clivagem e 

blastocisto, respectivamente, confirmando os dados obtidos neste estudo. Outros 

experimentos também relataram taxas médias de clivagem de 70% e de blastocisto de 

30% (ZHANG et al., 2003; LU et al., 2004; XU et al., 2006), demonstrando que a 



citometria de fluxo não afeta o desenvolvimento embrionário, mas que os efeitos 

deletérios desta metodologia podem aparecer em estágios mais tardios, como por 

exemplo durante a implantação do embrião (CARVALHO et al., 2010).  

 Mas existem resultados controversos na literatura. BERMEJO-ALVAREZ et al. 

(2010), avaliando o desenvolvimento de embriões produzidos in vitro com sêmen 

sexado por citometria, observaram redução nas taxas de clivagem e blastocisto (D7), 

67,16% e 15,43%, respectivamente, quando comparado com o grupo controle. Este 

experimento, apenas confirmou outros estudos desenvolvidos pelo mesmo grupo de 

pesquisa, onde observaram que o uso de sêmen sexado por citometria de fluxo afeta o 

desenvolvimento embrionário, com taxas médias de clivagem e blastocisto, 60% e 15% 

respectivamente, quando comparados com o sêmen não sexado (85% de clivados e 

40% de blastocistos) (BERMEJO-ALVAREZ et al., 2008a; 2008b). Muitas vezes esses 

resultados são atribuídos aos efeitos deletérios que este processo de separação causa 

ao espermatozóide, como a capacitação e redução da longevidade espermática 

(MAXWELL, et al., 2004).  

 Estes autores também demonstraram que os oócitos fecundados com sêmen 

sexado demoravam mais para apresentarem as primeiras divisões celulares quando 

comparados com embriões produzidos com sêmen convencional (BERMEJO-ALVAREZ 

et al., 2010a). Este atraso na clivagem pode estar associado a danos causados pela 

citometria de fluxo como a redução da motilidade espermática (HOLLINSHEAD et al., 

2003) e as baixas porcentagens de células com membrana e acrossoma intactos 

(CARVALHO et al. (2010), refletindo a diminuição de potencial para o desenvolvimento 

embrionário. 

  Os riscos associados com o processo de sexagem por citometria de fluxo como 

a utilização do Hoeschst 33342, a utilização do laser, exposição dos espermatozóides a 

cargas elétricas têm sido relatados como causa de danos no DNA dos espermatozóides 

(LIBBUS et al., 1987). Danos no DNA de espermatozóides têm sido associados às 

baixas taxas de fecundação (AITKEN et al., 2004), prejuízos no desenvolvimento pré-

implantacional do embrião (FATEHI et al., 2006), alterações no padrão de genes 



importantes para o desenvolvimento embrionário (MORTON et al., 2007) e no aumento 

das taxas de aborto (BAKER e AITKEN, 2005).  

 UNDERWOOD et al. (2010b) com o objetivo de verificar a fertilidade do sêmen 

sexado por citometria de fluxo, desenvolveu um experimento em que inseminou 

novilhas com sêmen não sexado e com sêmen sexado, e observou as taxas de prenhez 

e a perda de gestação. O grupo controle apresentou 49,63% de novilhas prenhas, e 

após 63 dias da inseminação observaram perda de 2% da gestação. Já com o sêmen 

sexado, observou taxa de gestação média de 2,2% e perda de 100% de prenhez. Estes 

autores atribuíram as baixas taxas de prenhez e as perdas embrionárias a fatores 

ambientais e também e as injúrias que a citometria de fluxo causa ao espermatozóide.  

  

7.2. Expressão gênica de embriões  

 

 A avaliação da viabilidade embrionária é crucial para o estabelecimento e 

manutenção da gestação (WRENZYCKI, et al., 2007). O estudo da qualidade do 

embrião pode ser feita através da morfologia (VAN SOOM et al., 2003) ou através da 

quantificação de genes importantes para o desenvolvimento pré-implantacional, 

estabelecimento e manutenção da gestação (WRENZYCKI, et al., 2007).  

 Embriões produzidos in vitro apresentam diferenças nos padrões morfológicos, 

no tempo de desenvolvimento e no metabolismo, quando comparados com embriões 

produzidos in vivo (LONERGAN et al., 2003; RIZOS et al., 2008). Modificações no 

padrão de desenvolvimento e crescimento fetal são observadas em embriões 

produzidos in vitro e podem estar associados a alterações nos padrões de expressão 

de genes importantes para o desenvolvimento embrionário (WRENZYCKI, et al., 2005). 

Pode-se relatar alguns fatores que afetam a frequência de transcritos nos embriões: o 

cultivo in vitro pós-fecundação, que aumenta a incidência de anormalidades 

cromossômicas (LONERGAN et al., 2004), algumas biotecnologias reprodutivas como a 

transferência nuclear (WRENZYCKI, et al., 2002) e a seleção do sexo de 

espermatozóides por citometria de fluxo (MORTON et al., 2007). 



 Para investigar o efeito da sexagem de espermatozóides na qualidade do 

embrião, analisou-se a abundância de mRNA de 8 genes candidatos em blastocistos 

produzidos com sêmen não sexado, sexado por gradiente de densidade e por citometria 

de fluxo. Esses genes foram selecionados cuidadosamente, pois seus níveis de 

expressão não diferem entre os sexos (BERMEJO-ALVAREZ et al., 2010b).  

  

7.2.1. Genes envolvidos nos processos de reconhecimento de gestação e 

formação da placenta (AKR1B1, COX2, IGF2R, PLAC8) 

  

 Muitos trabalhos existentes na literatura utilizaram os genes AKR1B1, COX2, 

IGF2R e PLAC8 como candidatos para qualidade embrionária, pois estão envolvidos 

nos processos de implantação, formação da placenta e reconhecimento da gestação 

(EL-SAYED et al., 2006; GOMEZ et al., 2009a; 2009b; BERMEJO-ALVAREZ et al., 

2010a; 2010c; SAINT-DIZIER et al., 2011).  

 A aldose redutase 1 pertence a superfamília aldo-keto redutase (AKR), a qual é 

responsável pela oxidoredução de uma variedade de substratos endógenos e 

exógenos, incluindo aldoses, monossacarídeos e prostaglandinas (HYNDMAN et al., 

2003). As PGs são reconhecidas como mediadores essenciais das funções reprodutivas 

nas fêmeas, e são produzidas pela conversão do AA por ciclooxigenases (COX), em a 

PGH2, a qual é sintetizada em PGE2 pela ação da PGE sitase (BAYNE et al., 2009), ou 

em PGF2  pela ação de PGF sintase. A PGE2 é responsável pela maturação do oócito 

em humanos (BAYNE et al., 2009), desenvolvimento e implantação do embrião, e 

reconhecimento da gestação em bovinos (SAINT-DIZIER et al., 2011). A PGF2  está 

envolvida nos processos de regressão do corpo lúteo e em falhas na implantação e 

término da gestação.   

 No presente trabalho, comparando os níveis de expressão do gene AKR1B1 

entre os grupos controle e sexagem por citometria de fluxo, observou-se redução 

significativa na abundância de transcritos e, também, em relação à centrifugação em 

gradiente de densidade. Os embriões produzidos com sêmen sexado por centrifugação 

em gradiente de densidade apresentam acréscimo nos níveis de mRNA de AKR1B1. 



Ambas as metodologias de seleção do sexo de espermatozóides afetam a expressão 

deste gene. Alguns trabalhos mostram que níveis elevados de AKR1B1 em blastocistos 

bovinos causam morte embrionária (EL-SAYED et al., 2006) e outros mostram que 

níveis elevados mRNA deste gene são favoráveis ao desenvolvimento de embriões 

viáveis (REKIK et al., 2011). 

 A enzima AKR1B1 exerce duas atividades, o metabolismo da progesterona, a 

qual é muito importante para a implantação do embrião, e a síntese de PGF2 , 

responsável pela regressão do corpo lúteo e subseqüente término da gestação.  

AKR1B1 tem sido detectada em embriões bovinos produzidos in vitro (DODE et al., 

2006; EL-SAYED et al., 2006) e sua expressão tem sido associada com embriões que 

falham em estabelecer gestação ou que levam a reabsorção fetal (EL-SAYED et al., 

2006).  

 Avaliando a expressão do gene COX2, no presente trabalho, observaram-se 

níveis reduzidos de transcritos em embriões produzidos com sêmen sexado pelo 

gradiente de densidade (P=0,178) e pela citometria de fluxo (P=0,016), em relação ao 

grupo controle. Os embriões produzidos com sêmen sexado por citometria apresentam 

uma redução de 75% em seus níveis de mRNA, sugerindo que esta metodologia afeta o 

padrão de expressão deste gene. Já a centrifugação em gradiente de densidade 

apresentou redução de 25% na abundância de transcritos em relação ao grupo 

controle, sugerindo que este método de seleção do sexo de espermatozóides causa 

menos impacto ao embrião do que a sexagem em citômetro de fluxo.  

 Em blastocistos e blastocistos expandidos os níveis de COX2 são extremamente 

elevados, sugerindo que a biossíntese de PGE2, também está envolvida no processo de 

eclosão (SAINT-DIZIER et al., 2011).  Em ovinos, CHARPIGNY et al. (1997), 

encontraram níveis elevados de transcritos da enzima COX2 em células do trofoblasto, 

mas não encontraram a proteína deste gene nas células da massa celular interna 

(ICM), sugerindo que estes transcritos são necessários para o processo de elongação, 

resultando em uma intensa proliferação das células do trofoblasto e subsequente 

implantação. 



SAINT-DIZIER et al. (2011) associaram a qualidade embrionária aos níveis de 

expressão de COX2. Blastocistos expandidos grau 1 (avaliados morfologicamente) 

apresentavam níveis elevados de mRNA de COX2, já os blastocistos com qualidade 

inferior apresentavam níveis reduzidos de transcritos, sugerindo que embriões 

produzidos in vitro de alta qualidade possuem maior competência  embrionária e 

também grande capacidade de sintetizar PGE2.     

De acordo com os resultados obtidos em relação aos níveis de expressão do 

gene PLAC8, os blastocistos produzidos com sêmen sexado por gradiente de 

densidade apresentam 57% mais transcritos que os blastocistos produzidos com sêmen 

sexado por citometria de fluxo. A função deste gene ainda não está elucidada 

completamente, mas existe relatos que níveis elevados deste gene estão relacionados 

com viabilidade embrionária (REKIK et al., 2011) e sucesso na gestação (EL-SAYED et 

al., 2006).  

O gene PLAC8 parece estar expresso em células de fibroblastos (MANSOURI-

ATTIA et al., 2009), em células do trofoblasto na fase pré-implantacional, bem como em 

células gigantes do trofoblasto (GALAVIZ-HERNANDEZ et al., 2003). Em bovinos, 

existem relatos de este gene apresentar níveis elevados de transcritos em biópsias de 

blastocistos que geraram uma cria do que naqueles que sofreram perda gestacional, e 

também em células do endométrio de fêmeas gestantes comparadas com não 

gestantes (KHURANA & NIEMANN, 2000; GALAVIZ-HERNANDEZ et al., 2003; EL-

SAYED et al., 2006). 

Em mamíferos, o sistema IGF desempenha um papel fundamental regulando o 

crescimento e o desenvolvimento fetal (ALLAN et al., 2001). IGF2 e IGF2R são genes 

“imprinted” que desempenham um papel importante no desenvolvimento pré-

implantacional. No entanto, o IGF2R é responsável por reduzir a disponibilidade de 

IGF2 biologicamente ativo (FARIN et al., 2010). O IGF2R é classificado como um 

inibidor de crescimento, e a ausência de seus transcritos pode acarretar o crescimento 

exagerado do feto (FOUSLTONE et al 2005), ou seja, pode causar a síndrome da cria 

gigante em bovinos e ovinos (YOUNG et al., 2001).  



 O gene IGF2R, responsável pelo controle do crescimento fetal, no presente 

trabalho não apresentou diferenças nos níveis de transcritos em blastocistos produzidos 

in vitro derivados dos três tratamentos estudados. Sugerindo que os métodos de 

sexagem não afetam um gene relacionado ao crescimento e desenvolvimento do feto. 

 BERMEJO-ALVAREZ et al. (2010a) avaliando os efeitos da seleção do sexo de 

espermatozóides de Bos taurus por citometria de fluxo em embriões fêmeas, utilizou os 

genes AKR1B1, COX2, IGF2R e PLAC8, como candidatos para qualidade embrionária, 

não encontraram diferenças nos níveis de expressão quando comparados com o grupo 

controle. Estes resultados não corroboraram com o presente trabalho, pois se 

encontrou diferenças nos níveis de transcritos dos genes AKR1B1, COX2 e PLAC8, 

sugerindo que a citometria de fluxo interfere no padrão de expressão destes genes, 

podendo resultar em embriões de baixa qualidade, prejudicando a implantação e 

reconhecimento da gestação.  

EL-SAYED et al. (2006), estudou o perfil de expressão gênica de biópsias de 

blastocistos bovinos em associação com o nascimento, para identificar genes 

candidatos relacionados a competência embrionária. Após a biópsia, esses embriões 

foram transferidos, e as receptoras foram monitoradas para verificar quais retornaram 

ao cio e quais estavam prenhas. As biópsias que resultaram em nascimento 

apresentaram níveis elevados de transcritos dos genes COX2 e PLAC8, e as biópsias 

que resultaram em perda gestacional apresentaram níveis elevados de AKR1B1. 

 REKIK et al. (2011), com o objetivo de encontrar genes candidatos para a 

qualidade de embriões bovinos utilizaram a análise global de transcriptoma para avaliar 

a expressão de genes em blastocistos, blastocistos expandidos e blastocistos 

eclodidos. Após a análise dos chips de expressão, alguns genes com níveis elevados 

de expressão foram selecionados e validados por PCR em tempo real, dentre eles 

estavam genes como IFN , PLAC8, SSLP1 (resposta imunológica e estabelecimento da 

gestação), AKR1B1 (metabolismo de carboidratos). Segundo esses autores, esses 

genes, podem ser considerados como candidatos para a qualidade embrionária. 

 

  



7.2.2. Genes relacionados a resposta oxidativa (MnSOD e GPX1) 

  

 O estresse oxidativo é o fator principal que afeta o desenvolvimento embrionário 

(LONERGAN et al., 2003). MnSOD é uma enzima que está localizada na matriz 

mitocondrial, e está envolvida na primeira via enzimática que protege as células contra 

radicais livres, removendo o ânion superóxido e transformando em peróxido de 

hidrogênio (H2O2), o qual é eliminado pelo GPX1 (GUERIN et al., 2001), esta enzima 

GPX, também é responsável por reduzir hidroperóxidos de lipídeos (LIMAYE et al., 

2003), sugerindo que GPX1 desempenha um papel muito importante como protetor 

antioxidante da célula (GUERIN et al., 2001).  

 Os níveis de transcritos do gene MnSOD observados no presente trabalho são 

significativamente mais elevados nos blastocistos produzidos in vitro com sêmen 

sexado por centrifugação em gradiente de densidade do que naqueles produzidos com 

sêmen sexado por citometria de fluxo. Os níveis de mRNA do gene GPX1 não diferiram 

entre os tratamentos estudados. 

 A elevada expressão de MnSOD é uma resposta positiva do embrião ao extresse 

oxidativo que está submetido in vitro, muitas vezes pelas condições dos meios de 

cultivo, temperatura, luz e tensão de oxigênio (MUNDIN et al., 2009). Em nosso sistema 

de PIV, os embriões foram submetidos ao cultivo in vitro com atmosfera controlada de 

5% de CO2, 5% O2 e 90% de N2, visando diminuir a proporção de machos 

(GUTIÉRREZ-ÁDAN, et al., 2001) e reduzir o estresse oxidativo sofrido pelas células 

(CORRÊA et al., 2008). O aumento das espécies reativas de oxigênio pode alterar 

importantes funções celulares incluindo a expressão de genes envolvidos no 

desenvolvimento embrionário (MOUATASSIN et al., 1999).   

 CORRÊA e colaboradores (2008) avaliando as condições de cultivo in vitro de 

embriões, compararam os níveis de expressão de MnSOD e GPX em embriões 

cultivados em atmosfera com 20% de O2 e 5% de O2. Esses autores observaram 

melhores níveis de expressão do gene MnSOD em atmosfera com baixa concentração 

de O2. A abundância de transcritos do gene GPX não diferiu entre os tratamentos, mas 



estes autores sugeriram que este gene tem uma tendência em apresentar níveis 

elevados de expressão em baixa tensão de O2.  

 Não existem trabalhos na literatura que demonstram diferenças em relação aos 

níveis de transcritos do gene MnSOD entre embriões produzidos in vitro com sêmen 

sexado por citometria de fluxo e não sexado. Com base nos resultados obtidos no 

presente trabalho pode-se sugerir que a citometria de fluxo prejudica o mecanismo de 

resposta do embrião ao estresse oxidativo sofrido pelas células embrionárias pelo 

sistema de cultivo in vitro. No entanto, a centrifugação em gradiente de densidade é 

eficiente em selecionar espermatozóides sem danos que são capazes de produzir 

blastocistos que apresentem níveis elevados de mRNA do gene MnSOD, ou seja, 

produzem maior quantidade de enzima capaz de metabolizar as espécies reativas de 

oxigênio podendo ser considerado um embrião de melhor qualidade. A maior 

abundância de transcritos de MnSOD mas não de GPX1, estão relacionadas com a 

redução de células apoptóticas bem como sendo relacionadas a embriões de elevada 

qualidade (RIZOS et al., 2003; 2004).  

  

7.2.3. SCL2A1 (metabolismo celular) 

 
 Na literatura, existem muitos trabalhos que utilizam a abundância relativa do 

gene SCL2A1 como candidato para verificar se as condições adversas do cultivo in vitro 

de embriões (temperatura, tensão de oxigênio, presença de soro fetal) afetam a 

competência de blastocistos bovinos. A expressão de SCL2A1 é frequentemente 

mensurada comparando diferentes sistemas de cultivo (de OLIVEIRA et al., 2005). O 

gene SCL2A1 é responsável por incorporar glicose no interior das células embrionárias 

através do período de desenvolvimento pré-implantacional (LEQUARRE et al., 2003; de 

OLIVEIRA et al., 2005) e está expresso tanto nas células do trofoblasto como na massa 

celular interna (ICM) em embriões de ratos, transportando glicose do trofoblasto para a 

ICM. Em bovinos SCL2A1 é expresso em todos os estágios embrionários, dede 

embriões de duas células até blastocisto (AUGUSTIN et al., 2001). Em blastocistos 



expandidos está predominantemente expresso na trofoblasto (WRENZYCKI et al., 

2003). 

 A abundância de mRNA do gene SCL2A1 no presente trabalho foi 

significativamente mais elevada nos embriões produzidos com sêmen sexado por 

centrifugação em gradiente de densidade quando comparada com o grupo controle. Os 

níveis de transcritos deste gene nos blastocistos produzidos com sêmen sexado por 

citometria de fluxo não diferiram em relação aos tratamentos, apresentando níveis 

intermediários de expressão. Os níveis elevados de transcritos do gene SCL2A1 

sugerem elevadas taxas de respiração e elevada atividade metabólica, sugerindo um 

importante papel desempenhado por este transportador de glicose no metabolismo de 

embriões bovinos em estágio pré-implantacional (LOPES et al., 2007). 

 LOPES et al. (2007), avaliando as taxas de respiração de blastocistos produzidos 

in vitro,  a abundância de mRNA do gene SCL2A1 e a morfologia embrionária, 

demonstraram que existe correlação entre as variáveis citadas, sugerindo que embriões 

que apresentavam elevados níveis de transcritos de SCL2A1 e altas taxas de 

respiração apresentavam melhor qualidade.  

WRENZYCKI et al. (2001) relataram níveis reduzidos de transcritos do gene 

SCL2A1 em embriões produzidos in vitro quando comparados com os produzidos in 

vivo, sugerindo que a redução na abundância de mRNA de SCL2A1 foi um indicativo de 

embriões com desenvolvimento comprometido, ou seja embriões de baixa qualidade. 

HARVEY et al. (2004), também compararam os níveis de transcritos de genes 

relacionados ao metabolismo celular, dentre eles o gene SCL2A1, com embriões 

produzidos in vivo e in vitro, observaram que os embriões produzidos in vivo 

apresentam maior abundância de mRNA deste gene do que os embriões produzidos in 

vitro, sendo os embriões produzidos in vivo considerados de qualidade superior.  

Baseado nesses resultados é plausível especular que os blastocistos produzidos 

in vitro com sêmen sexado por gradiente de densidade são de melhor qualidade que os 

embriões produzidos com sêmen sexado por citometria de fluxo e não sexado. A 

centrifugação em gradiente de densidade é eficiente em selecionar espermatozóides 

sem danos no DNA (OLIVEIRA, 2009), permitindo a produção de embriões de melhor 



qualidade. O metabolismo da glicose em embriões bovinos é maior entre o período de 8 

a 16 células, no qual ocorre a ativação do genoma embrionário (NIEMANN & 

WRENZYSCKI, 2000). Se houver danos no DNA dos espermatozóides, a ativação do 

genoma embrionário pode ser prejudicada, causando comprometimento no 

desenvolvimento do embrião até o estágio de blastocisto, podendo prejudicar a 

implantação.  

Com base nessas afirmações, podemos sugerir que a centrifugação em 

gradiente de densidade é eficiente em selecionar espermatozóides sem alterações no 

DNA, resultando na produção de blastocistos de melhor qualidade que podem ser 

transferidos e gerar uma cria viável. 

 

7.2.4. TP53 (apoptose celular) 

 

 O gene TP53 é amplamente reconhecido como gene supressor tumoral e 

codifica a proteína p53. Esta proteína está envolvida na regulação do ciclo celular e 

apoptose, desenvolvimento, diferenciação, amplificação gênica, recombinação do DNA, 

segregação cromossômica e senescência celular (revisado por HOFSETH et al., 2004). 

A proteína p53 é um fator transcripcional e tem como papel fundamental a habilidade 

para ativar a expressão de genes envolvidos no reparo de danos no DNA e apoptose 

celular (WELLS et al., 2005). TP53 é ativada em resposta a uma variedade de estresse 

celular, incluindo danos no DNA, aberrações no fuso mitótico, estresse calórico, 

crescimento celular desregulado, entre outros (VOGELSTEIN et al., 2000; HOFSETH et 

al., 2004). 

  A seleção do sexo de espermatozóides altera a expressão do gene TP53 em 

blastocistos produzidos in vitro. Ambas as metodologias utilizadas no presente trabalho 

reduziram os níveis de transcritos deste gene quando comparados aos embriões 

produzidos com sêmen não sexado. BERMEJO-ALVAREZ (et al., 2010a) avaliando o 

efeito da sexagem por citometria de fluxo, através da quantificação da abundância de 

mRNA do gene TP53, em blastocistos bovinos produzidos in vitro, não encontraram 

diferenças nos níveis de expressão.   



 WELLS et al. (2005) caracterizaram a expressão de genes em embriões 

humanos e associaram a morfologia embrionária anormal com alterações na atividade 

gênica. Dentre os genes estudados, o TP53 apresentou níveis elevados de transcritos 

sendo altamente correlacionados com a fragmentação celular. Com base nesse 

resultado, estes autores relataram que a elevada expressão de TP53 sugere que os 

blastômeros fragmentados sofreram algum tipo de estresse e que as vias de reparo de 

DNA e apoptose estavam sob controle da proteína p53. Também inferiram que danos 

no DNA aumentam a atividade de TP53 em blastômeros fragmentados. 

  A citometria de fluxo causa danos no DNA de espermatozóides (CARVALHO et 

al., 2010), e esses danos estão correlacionados com falhas na gestação (VIRRO et al., 

2004), alterações nos padrões de mRNA e efeitos nas crias a longo prazo 

(FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2008). Se os danos no DNA de espermatozóides não 

forem reparados pelo oócito, pode causar um perfil pró-apoptótico nos blastocistos 

resultantes (BERMEJO-ALVAREZ et al., 2010a).  

 Com base nessas afirmações, pode-se sugerir que as técnicas de seleção do 

sexo de espermatozóides alteram o padrão de expressão do gene TP53, reduzindo os 

níveis da proteína p53, ocasionando falhas na ativação dos genes de reparo do DNA 

das células prejudicando o desenvolvimento dos embriões. Também pode-se sugerir 

que os baixos níveis desta proteína, pode estar relacionado com redução da apoptose 

celular, gerando embriões de melhor qualidade. Para suportar uma dessas afirmações, 

mais estudos devem ser realizados, como por exemplo, estudar o perfil de expressão 

de genes envolvidos no processo de reparo do DNA e estudar genes pró-apoptóticos ou 

anti-apoptóticos.  

 

 

 

 

 

 

 



8. CONCLUSÃO 

 

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

 

1) Os métodos de seleção do sexo de espermatozóides por gradiente de densidade e 

por citometria de fluxo não alteram o desenvolvimento de embriões produzidos in vitro. 

 

2) Quanto aos padrões de expressão gênica em embriões produzidos in vitro: 

a) o método de citometria de fluxo reduz os níveis de expressão do gene 

AKR1B1, resultando em embriões de baixa qualidade. 

b) o método de citometria de fluxo reduz os níveis de expressão do gene COX2, 

resultando em embriões que tem baixa capacidade de elongação e implantação; 

c) a centrifugação em gradiente de densidade aumenta os níveis de expressão 

do gene PLAC8, favorecendo a implantação do embrião. 

d) a centrifugação em gradiente de densidade aumenta os níveis de expressão 

do gene MnSOD, promovendo uma resposta positiva ao desenvolvimento de 

embriões viáveis; 

e) a centrifugação em gradiente de densidade aumenta os níveis de expressão 

do gene GLUT1, resultando em embriões de melhor qualidade; 

f) ambas as técnicas reduzem os níveis de expressão do gene TP53. 

A técnica de sexagem por citometria de fluxo altera a expressão de genes 

envolvidos no processo de implantação, prejudicando o nascimento de uma cria viável.  

A sexagem produz embriões que não possuem alterações prejudiciais em genes 

envolvidos no reconhecimento da gestação e formação da placenta, os quais são muito 

importantes para o processo de implantação; aumenta o padrão de expressão dos 

genes envolvidos no processo de resposta da célula ao estresse oxidativo e no 

metabolismo celular, resultando em embriões de melhor qualidade e que são capazes 

de implantar e possivelmente gerar uma cria viável. Podemos concluir que a 

centrifugação em gradiente de densidade pode ser considerada uma alternativa à 

citometria de fluxo por causar menos danos aos embriões produzidos in vitro.  
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