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INFLUENCIA DO METODO DE SEPARACAO DOS ESPERMATOZOIDES VIAVEIS
(SWIM-UP) NA EFICIENCIA DE SELECAO DO SEXO DE BOVINOS POR
GRADIENTE DESCONTINUO DE DENSIDADE E O IMPACTO NO MELHORAMENTO
GENETICO ANIMAL

RESUMO

A producgéo de doses de sémen, enriquecidas com espermatozéides portadores
do cromossomo X ou Y, aumentard a contribuicdo da inseminacao artificial para: o
incremento do progresso genético, produtividade e retorno econémico nas atividades
pecuarias, € para a prevengdao de doencgas ligadas ao cromossomo X, na espécie
humana. Constituiu objetivo do presente trabalho: aplicar o método de “swim-up”
associado a centrifugacdo em gradiente descontinuo de densidade para produzir
amostras de sémen enriquecidas com espermatozéides portadores do cromossomo X,
em bovinos. Apos os tratamentos, 0s espermatozoéides foram submetidos ao controle de
qualidade pela avaliacdo da integridade acrossomal e taxas de producdo de embrides
in vitro. A validacdo dos resultados foi feita pela andlise da proporcdo sexual dos
embrides produzidos in vitro através da amplificagdo de uma sequiéncia especifica do
cromossomo Y presente no genoma bovino. Apds a analise dos resultados observou-
se que nao houve diferenca significativa (P>0,05) no desvio da proporcdo sexual
quando comparamos o grupo controle (45,20% de fémeas) com o0s procedimentos de
separacdao de espermatozodides (60,65% de fémeas, em média). Os métodos de
separacao de espermatozoides, nao prejudicaram a fertilidade dos espermatozéides
(taxas de clivagem e blastocistos, em média, de 70% e 26% respectivamente). Este

pode ser considerado um procedimento a ser utilizado na PIV de embrides bovinos.

Palavras-chaves: bovino, espermatozéides, gradiente de densidade, melhoramento

genético, selegéo do sexo, “swim-up”.
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SWIM-UP INFLUENCE ON BOVINE SEX SELECTION EFICIENCY BY
DESCONTINUOUS DENSITY GRADIENT AND THE ANIMAL BREEDING IMPACT

ABSTRACT

The production of doses of semen enriched with X- and Y- bearing spermatozoa will
increase the artificial insemination contribution for genetic progress, productivity and
economic return in livestock production and prevention of diseases connected to X
chromosome, in humans. The purpose of this work was associated the modified swim-
up method with the centrifugation in density gradient for separation of X-bearing
spermatozoa. Quality control of centrifuged spermatozoa were evaluated by acrosomal
integrity and in vitro embryo production. The results were validated by sex proportion of
in vitro produced embryos using PCR by Y- specific sequences present in bovine male
genomic DNA. After the determination of genetic sex of in vitro produced embryos, the
results showed no statistical difference (P>0.05) on deviation of sex ratio when the
control group (45.20% female) was compare with the others spermatozoa selection
procedures (60.65% female). The spermatozoa selection methods didn’t impair fertility
of X-bearing spermatozoa (cleavage and blastocyst rates: 70% and 26%, respectively)
and would be considered methods of relevance to be introduced on in vitro produced

embryos programs.

Key-words: bovine, density gradient, genetic improvement, sex ratio, sperm, swim-up.
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1. INTRODUGAO

Os registros histéricos indicam que as tentativas de selecdo do sexo em
mamiferos tiveram inicio com exemplares da espécie humana na Grécia, no periodo
entre 500 a 428 a.C. Esses experimentos tinham como motivagdo principal a
importancia cultural e social do sexo masculino entre os povos daquela época
(ZARUTSKIE et al.,, 1989). Documentos pesquisados revelam que havia a crenca,
naquela civilizagdo, de que a determinacdo do sexo estava ligada diretamente a
posicdo dos testiculos a esquerda ou a direita da bolsa escrotal, o que levava a
extirpagdo de um ou de outro, dependendo do que pretendia o genitor para sua
progénie.

Sem essa face cruenta, outros ensaios se repetiram ao longo dos séculos, em
outros pontos e datas da histéria da humanidade. Entretanto, sé a partir da década de
70 do século XX é que se ampliaram, de forma mais ordenada, as pesquisas sobre a
determinacao do sexo dos mamiferos, em funcdo da incorporacéo de novas técnicas de
investigacao cientifica.

JOST, em 1970, relatava que nos mamiferos, a determinacao do sexo é definida
como uma série de etapas ordenadas que se inicia com o estabelecimento do sexo
genético, quando o odécito é fecundado por um espermatozdide portador do
cromossomo X ou Y originando, respectivamente, um embrido geneticamente do sexo
feminino (XX) ou masculino (XY). O sexo genético € a determinante para que a génada
indiferenciada organize-se como testiculo ou ovario (sexo gonadal), estabelecendo-se,
a partir da diferenciacado gonadal e do seu funcionamento endécrino, o sexo fenotipico.

MILLER & KOOPMAN, em 1990, acrescentaram que o dimorfismo sexual dos
mamiferos tem sua base genética na constituicdo do par de cromossomos sexuais XX
ou XY, na qual, a presenca ou auséncia de sequéncias do cromossomo Y induz a
determinagado primaria do sexo (gonadogénese) e que, por sua vez, induz as outras
etapas da diferenciagdo sexual.

Em espécies de interesse zootécnico, os estudos e o desenvolvimento de

técnicas de selecdo do sexo em espermatozdides e em embrides pré-implantados
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intensificaram-se a partir da década de 80. Foi esse um processo diretamente ligado ao
aprimoramento e a difusdo das técnicas de inseminacgao artificial e de transferéncia de
embrides, recursos utilizados em programas de melhoramento genético animal, que
surgiram pela necessidade de modernizagao dos sistemas de produgao animal.

Varios autores registraram, o valor econémico significativo da sele¢cao de sexo na
pecuéria de leite e de corte, atividades em que, a produtividade é favorecida quando a
progénie é constituida, em sua maioria, por um dos sexos (NICHOLAS & SMITH, 1983;
TAYLOR et al. 1985; VAN VLECK et al. 1987; RUVUNA et al., 1991).

No século 20, apesar das preferéncias culturais e sociais ainda favorecerem o sexo
masculino, a comunidade médica dedicou-se ao desenvolvimento de técnicas para a
selecdo do sexo devido a necessidade de prevencdo das doencas ligadas ao
cromossomo X na espécie humana (ZARUTSKIE et al., 1989).

Nos mamiferos, a selecdo do sexo vem sendo conseguida por: separacdo dos
espermatozoides portadores do cromossomo X daqueles portadores do cromossomo Y,
identificacdo do sexo de embrides pré-implantados e fatores nutricionais e fisiolégicos.

Além dos aspectos médico e zootécnico, deve-se considerar a base cientifica dos
métodos de selecdo do sexo que evoluem rapidamente, originando conhecimentos que
servirdo ao desenvolvimento de solugcdes mais eficientes. O desenvolvimento e o
aprimoramento desses métodos, bem como, a sua introducao na tecnologia de sémen ou
de embrides exige uma abordagem multidisciplinar. Neste sentido € oportuno rever os
fatores que desviam a proporcdo sexual, a importancia da selecdo do sexo no
melhoramento genético e produgdo animal, bem como as rotas tecnolégicas para a
selecdo do sexo.

Como em varias espécies de mamiferos, existe uma demanda pela selecao do
sexo e a quantidade de DNA entre os cromossomos X e Y € significativamente diferente
(GARNER et al., 1983; JOHNSON, 1994), consideramos que, nestas espécies, este
parametro possa permitir separar essas duas populacées de espermatozdides por
centrifugacéo em gradiente de densidade.
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Em bovinos demonstrou-se que gradientes descontinuos de Percoll e lodixanol
separaram espermatozéides X com acuidade de cerca de 73%. Nestes dois gradientes
foi possivel recuperar até 25% do total de espermatozdides colocados sobre o
gradiente. Até 70% das células recuperadas apresentaram motilidade. Quando esses
espermatozoéides foram utilizados para a producdo de embrides in vitro observou-se
taxa de clivagem de cerca de 75% e taxa de desenvolvimento embrionario de cerca de
30% (HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2003).

O desvio da proporcao sexual conseguido com as amostras enriquecidas com
espermatozéides X podera ter a acuidade aumentada se forem utilizadas em sistemas
de PIV de embrides que favoregam a produgao de mais de 50% de embrides do sexo
feminino, e para a inseminacao artificial em manejos reprodutivos ou nutricionais que
também promovam o desvio da propor¢ao sexual.

Esta técnica de separacdo de espermatozéides por gradiente descontinuo de
densidade é eficiente em separar espermatozéides portadores do cromossomo X, é uma
técnica que pode ser considerada de baixo custo. Segundo HOSSEPIAN DE LIMA (2005),
este procedimento ndo altera a eficiéncia reprodutiva do rebanho, quando o sémen
processado é utilizado em inseminacao artificial. Por esse motivo, esta metodologia pode
ser aplicada em programas de melhoramento genético animal, por aumentar o numero de
descendentes a serem selecionados em menor tempo, refletindo no ganho genético anual
do rebanho.

A principal desvantagem dessa técnica é a reprodutibilidade e considerando
nossa experiéncia em projetos anteriores, formulamos a hip6tese cientifica: a utilizacao
do método de “swim-up” seguido da centrifugacdo de espermatozdides vidveis em
gradiente descontinuo de densidade aumentara a reprodutibilidade dos resultados de

separacao de espermatozdides X e Y.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importéancia da selecao do sexo no melhoramento genético animal

O principal efeito das tecnologias da reproducao seria 0 de aumentar a eficiéncia
reprodutiva nos mamiferos. Isto significa que poucos progenitores e progenitoras seriam
escolhidos para produzir um dado numero de descendentes, quando comparado com
os sistemas convencionais de reproducdo. Geneticamente, isto resultaria em um
aumento da intensidade de selecao e, consequentemente, em um aumento do mérito
genético médio da progénie. Demonstrou-se por modelos tedricos (simulacdes) que
quando a tecnologia da reproducao era utilizada sobre uma base recorrente em uma
populacdo fechada, a taxa de melhoramento genético aumentava entre as geracoes.
Esta tem sido considerada a principal vantagem genética oferecida pelas tecnologias
reprodutivas (NICHOLAS, 1996).

E importante ressaltar que também existem desvantagens no uso destas
tecnologias j4 que elas poderiam aumentar a endogamia e diminuir a variabilidade
genética. Neste aspecto, seria importante considerar em que sistema de produgao essa
tecnologia seria utilizada e a qual sistema de reproducdo (inseminacao artificial,
transferéncia de embrido) estaria associado.

No caso da selecdo do sexo, as rotas tecnoldgicas disponiveis permitiriam o
aumento do numero de individuos de um dos sexos (masculino ou feminino) na
progénie de uma populagéo e incrementariam a intensidade de sele¢do ou a produgéo
para aquele sexo, em detrimento do outro (BEKMAN et al., 1994). A utilizagdo da
selecdo do sexo diferiu nas ragas com aptiddao para a produgcado de carne e leite, entre
0s rebanhos comerciais e nucleos de criagao.

Estimou-se que a selecdo do sexo tem um valor econdmico significativo nos
animais de interesse zootécnico com aptidao para producado de leite ou carne e em
sistemas onde a produtividade é favorecida pela progénie de um dos sexos (TAYLOR
et al., 1985; VAN VLECK et al., 1987; RUVUNA et al., 1992; HOHENBOKEN, 1999;
HABERMANN et al., 2005). As racas especializadas para a producdo de leite, nas
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quais, a manutencao de gestacdes e 0 nascimento de animais do sexo masculino € um
dos fatores de diminuicdo da produtividade e aumento dos custos de producado. O
progresso genético podera ser maximizado em programas de criacao para a producao
de leite em que a proporcao sexual € controlada por ocasido da inseminacao artificial,
obtendo-se machos ou fémeas, quando desejado (VAN VLECK et al., 1987;
HOHENBOKEN, 1999, HABERMANN et al., 2005). Entretanto, esses autores salientam
que os beneficios serdo observados somente se as técnicas de selecdo do sexo nao
diminuirem a eficiéncia reprodutiva (por exemplo, taxas de prenhez inferiores a 60%).

O numero de rebanhos submetidos a Programas de Melhoramento Genético e
Cruzamento Industrial, que tem tido crescimento expressivo desde 1989, o que permitiu
que a utilizagdo da IA apresentasse um aumento de 350% nos ultimos 10 anos. Estes
mesmos programas permitem que, atualmente, as vendas de sémen sustentem-se em
patamar de 7,0 milhdes de doses por ano (Associacdo Brasileira de Inseminacao
Artificial, 2005). Além das vantagens zootécnicas, este mercado crescente e potencial
para IA € o que justifica o grande interesse na sexagem de espermatozdides por parte
das empresas especializadas em congelacdo de sémen bovino que operam no Brasil.

O cenario é semelhante na PIV de embrides em que o Brasil ocupa o primeiro
lugar no mundo. Sao feitas mais de 100 mil transferéncias de embrides produzidos in
vitro por ano, que representam 50% do total de 160 mil embrides produzidos in vivo e in
vitro nos outros paises do mundo (Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides,
2004).

O volume de transferéncias, tanto no Brasil como em outros paises, € em média
1-2% do total de vacas registradas, sem perspectivas de um grande aumento (HASLER
et al.,, 2003). Este nimero é pequeno quando comparado com a porcentagem de
fémeas em idade de reproducédo inseminadas no Brasil (5%, Associacao Brasileira de
Inseminagéao Artificial, 2004) e no mundo (até 100%, WILMUT et al., 2000).

Apesar das estimavas do aumento do ganho genético, as técnicas de selecao do
sexo de embrides nao sao utilizadas em larga escala nos programas de melhoramento
genético animal. Isto se deve ao fato de que as metodologias de sexagem disponiveis

para uso comercial: a) comprometem a capacidade fecundante dos espermatozoides;
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b) resultam em taxas de prenhez inferiores a 60% e taxas de blastocisto inferiores a
35% (HOSSEPIAN DE LIMA, 2005).

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

Na Finlandia, outro teste de campo (em uma cooperativa de producao de leite)
comparou as taxas de prenhez, conseguidas com espermatozdides sexados por
citometria de fluxo (foram utilizadas 157 doses) e com sémen convencional (foram
utilizadas 149 doses). A taxa média de prenhez utilizando doses de sémen
convencional foi de 46%, enquanto que utilizando sémen com espermatozdides
sexados nesses rebanhos a taxa de gestacdo foi 21%, respectivamente. Assim
nasceram mais bezerras apos a |IA com sémen convencional (33 bezerras) do que
como sémen sexado (27 bezerras) (ANDERSSON et al., 2006). Considerando esses
resultados, torna-se evidente que os espermatozoides sexados por citometria de fluxo
comprometem a taxa de gestagdo, pelo menos atualmente, e estratégias para a
aplicagdo comercial in vivo desse sémen deveriam ter como foco caminhos para se
obter um beneficio efetivo, incluindo a idade a primeira parigdo, frente ao custo de
utilizagao (WEIGEL, 2004).

Esse cenario indica a importancia de se adotar programas de melhoramento
genético capazes de aumentar a produtividade. Entre os parametros importantes nesse
contexto estdo: a) o aumento da eficiéncia reprodutiva dos machos e fémeas; b) o
aumento do progresso genético por geracado. Esses fatores, no seu conjunto, apontam
para uma estratégia que alie a tecnologia de sémen técnicas de selecdo do sexo de
espermatozoides.

O dominio da selecao do sexo de espermatozéides bovinos podera beneficiar essa
pesquisa na comunidade médica que, no Ultimo século, tem se dedicado ao

desenvolvimento de técnicas para a sele¢ao do sexo devido a necessidade de prevengao
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das doencgas ligadas ao cromossomo X na espécie humana (ZARUTSKIE et al., 1989).
Existem cerca de 6000 anormalidades genéticas herdaveis sendo que cerca de 500
dessas doencas estdo ligadas ao cromossomo X (FUGGER, 1999). Geralmente, as
doencas ligadas ao X sdo expressas por filhos que herdam da mae portadora o
cromossomo X com genes anémalos. A possibilidade de selecdo do sexo para produgéao
de meninas pode reduzir, ou eliminar, a probabilidade de concep¢éao de meninos afetados.

Além dos aspectos médico e zootécnico, deve-se considerar a base cientifica das
técnicas de sexagem que evoluem rapidamente, originando conhecimentos que servirao
ao desenvolvimento de métodos mais eficientes. O desenvolvimento e o aprimoramento
de técnicas para selecédo do sexo, bem como a sua introdug¢éo na tecnologia de sémen ou
de embrides exigem uma abordagem multidisciplinar. Neste sentido é oportuno rever e
justificar as rotas tecnoldgicas para a selegdo do sexo e para a congelagdo de embrides

produzidos in vitro.

2.1.1. A Selecao do Sexo e o Melhoramento Genético de Bovinos Leiteiros

Nos programas de melhoramento genético para a producao de leite, o rendimento
vem da venda de leite e de material genético. Nesses rebanhos, tem-se como obijetivo
aumentar o mérito genético para a caracteristica economicamente importante (producao
de leite) de uma forma eficiente e com o menor custo possivel (HOSSEPIAN DE LIMA,
2005).

A selegcdo do sexo em sistemas de bovinocultura de leite tem como objetivo
aumentar e eficiéncia reprodutiva do rebanho, aumentar a intensidade de selegéo,
diminuir o intervalo de geracbes e promover um aumento do ganho genético da
progénie. Nos rebanhos leiteiros o principal objetivo da selecdo do sexo é reduzir ou
eliminar o custo de producdo de bezerros, produzir bezerras de reposicao
geneticamente superiores, pela classificagdo de vacas e touros, de acordo com a
estimativa do mérito genético para caracteristica de producao de leite.

Segundo HOHENBOKEN (1999) para realizar a simulacao do impacto da selegcao
do sexo os rebanhos leiteiros eram divididos em comercial e elite (nacleos de criagéo).
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No primeiro, a fonte primaria de renda era a produgdo e venda de leite com uma renda
adicional devido a venda de bezerros e descarte de vacas. Geralmente as novilhas de
reposicao eram selecionadas dentro do préprio rebanho e o aumento do mérito
genético era conseguido com a utilizagdo de sémen de touros provados. Devido a alta
taxa de reposi¢ao de vacas nos rebanhos comerciais, existiam limitagbes em conseguir
melhoramento genético a partir da reposicao de fémeas adultas por suas filhas, ja que
as maes eram descartadas antes das filhas terem a primeira cria. No segundo, a fonte
primaria de rendimento dos nucleos de criacao era a producéo e venda de animas para
a reposicao, bem como sémen e embrides, a venda de leite e o descarte de vacas.

VAN VLECK & EVERETT (1976) desenvolveram um modelo para avaliar o
impacto econémico gerado pelo aumento da resposta a selecdo de um rebanho
comercial para a produgdo de leite que utilizaria doses de sémen enriquecidas com
espermatozdéides X nas vacas mais produtivas e doses de sémen nao enriquecidas nas
menos produtivas. No modelo, os custos contabilizavam o ndmero de inseminagdes
necessarias para gerar cada bezerra geneticamente superior € os beneficios incluiam a
producdo extra de leite e 0os gastos extras com alimentacdo necessaria para atender as
exigéncias nutricionais das bezerras mais produtivas. Os custos foram projetados para
dez anos, resultando no valor da dose enriquecida com 80% de espermatozéides US$
9,67 acima daquela enriquecida com 50% de espermatozdides X.

Em estudo posterior, VAN VLECK (1981) simulou o uso de doses de sémen
enriquecidas com espermatozoides X e encontrou um progresso genético anual de 15%
na producédo de leite, quando utilizadas em rebanhos comerciais para produzir novilhas
para a reposi¢ao do rebanho. Este aumento do progresso genético foi suficiente para
sugerir um custo de US$ 19.00 por vaca pela utilizacdo de sémen enriquecido com
espermatozéides portadores do cromossomo X. (HOHENBOKEN, 1999).

DEMATAWEWA & BERGER (1998), utilizando um método similar, estimaram que
0 ganho genético anual aumentaria em 9% e o custo da dose de sémen, com

espermatozoides enriquecidos, seria de US$ 35.00 por vaca.
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VAN VLECK et al. (1987) demonstraram que o ganho genético aditivo anual
depende da acuidade de predicao do valor genético aditivo, da intensidade de selecao,
do desvio padrao dos valores genéticos aditivos e do intervalo de geracgdes.

Outra forma de se aumentar o progresso genético em rebanhos leiteiros, é a
utilizacado de teste de progénie e a utilizagdo de touros provados como doadores de
sémen o que tem promovido um ganho genético de 2,0 a 2,5% por ano (VAN VLECK,
1981). A grande dificuldade de se utilizar um teste de progénie convencional é néo
permitir que a eficiéncia reprodutiva dos melhores touros seja mais explorada quando
se utiliza inseminacao artificial, o que resulta em um Unico acasalamento em um
periodo de 365 dias (DEMATAWEWA & BERGER, 1998). A utilizagdo de touros jovens,
provenientes dos programas de multiplas ovulagbes e transferéncia de embrides
(MOTE), no teste de progénie aumentou o progresso genético em até 15% ao ano.
Quando se utilizou, além de MOTE, doses de sémen enriquecidas com cromossomo X
para a producdo de novilhas que seriam selecionadas para serem progenitoras da
préoxima geracédo de fémeas esse ganho atingiu até 30% (DEMATAWEWA & BERGER,
1998).

A selecédo do sexo, empregada em teste de progénie que utilizasse a produgao in
vitro de embrides, permitiria o0 desvio da proporgcao sexual, em favor do sexo desejado,
por ocasidao da fecundag¢ao ou nos primeiros estagios de desenvolvimento embrionario
(NICHOLAS, 1996). Em um teste de progénie convencional que utilizasse doses de
sémen enriquecidas para produzirem acima de 70% de fémeas, seria possivel
conseguir um aumento de 25% na taxa de ganho genético entre geracdes para a
producao de leite (VAN VLECK, 1981).

A intensidade de selecdo é funcdo da porcentagem de animais que serao
selecionados dentro de uma populacdo. Para cada porcentagem selecionada existe um
fator de intensidade de selecdo, que é calculado com base em uma populacdo com
distribuicao normal para determinada caracteristica, e pode ser encontrado em tabelas.
Esse fator € uma medida relativa de quanto a média do grupo selecionado excedera a
média do grupo de onde os selecionados foram escolhidos (VAN VLECK, 1987).
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Quando existe desvio na proporcdo de sexos, aumenta-se a disponibilidade de
animais do determinado sexo para sele¢cdo. Se o numero de animais que deverao ser
selecionados permanece fixo, a porcentagem de animais selecionados diminui, e com
isso, aumenta-se o fator de intensidade de selegdo, que pode ser considerada um
ponto chave, pois pode alterar as taxas de progresso genético.

Como em melhoramento genético de bovinos leiteiros, tanto a selegdo de fémeas,
quanto a de machos é importante, deve-se achar uma proporgéo ideal de nascimentos
de ambos 0s sexos, para que haja um balanco das intensidades de selecéo de cada
sexo, de modo a gerar o maximo ganho genético para a caracteristica de interesse a
ser selecionada (VAN VLECK et al., 1987).

Com base nestas consideragdes, o presente trabalho se propbde a avaliar o
impacto do desvio na proporcdo de sexos no progresso genético de algumas
caracteristicas de interesse que sado selecionadas dentro de programas comerciais de
melhoramento genético de bovinos leiteiros, em que o desvio padrdo, acuidade de
selecao e intervalo de geragdes ja sdo conhecidos.

O ganho genético em vacas de leite € determinado pelo mérito genético de touros
como pais da proxima geracao. O mérito genético desses animais € determinado pela
combinagao do mérito do “pedigree” de seus pais, do numero de touros amostrados, da
velocidade e acuracia do teste de progénie, seguido da intensidade de selecdo e do
maximo uso dos touros selecionados (POWELL et al., 2003). Em sistemas de producao
de leite a selecdo de touros, para esta caracteristica, € realizada através da
performance de suas filhas, de forma que os machos ndo possuem um fenétipo
mensuravel para a produgao de leite (RENDEL & ROBERTSON, 1950).

O ganho genético para a producédo de leite pode ser obtido com a selecédo de
novilhas e touros jovens (com base no mérito de seus pais) com potencial genético para
serem pais da proxima geragcdo. Esses animais passarao seus genes em cruzamentos
com mensuragoes de seus proprios gendtipos para a proxima geracao, através da
performance das vacas e de teste de progénie em touros (RENDEL & ROBERTSON,
1950).



25

O teste de progénie em touros € conduzido para se obter uma avaliagdo do mérito
genético individual baseado na performance de producao de suas filhas, sendo uma
forma de se aumentar o ganho genético anual em sistemas de producao de leite
(NORMAN et al., 2003). Alguns autores sugerem associar ao teste de progénie
multiplas ovulagdes e também a utilizacdo da selecao do sexo de espermatozéides, que
aumentaria o diferencial de selegéo, a producado de animais para reposi¢cao (RENDEL &
ROBERTSON, 1950, NICHOLAS & SMITH, 1983), a intensidade de selecdo e a
acuracia de selecao, e reduziria o intervalo de geragoes.

VAN VLECK (1981), avaliando sistemas de producao de leite, relatam que a
utilizacado de teste de progénie e a utilizagdo de touros provados como doadores de
sémen, promovem um ganho genético anual de 2,0 a 2,5%. A utilizagdo de touros
jovens provenientes dos programas MOTE, no teste de progénie aumentou o progresso
genético para 15% ao ano (Petersen & Hanson, 1997, citados por DEMATAWEWA &
BERGER, 1998). Quando se utilizou, além de MOTE, doses de sémen enriquecidas
com cromossomo X para a producdao de novilhas que seriam selecionadas para
progenitoras da préxima geracao de fémeas, esse ganho atingiu até 30%. Em um teste
de progénie convencional, e que utilizasse sémen enriquecido, para produzir acima de
70% de fémeas, seria possivel conseguir um aumento de 25% no ganho genético anual
(VAN VLECK, 1981).

2.2. Rotas Tecnoldgicas para a seleciao do sexo em animais de interesse
zootécnico

Duas rotas tecnoldgicas sao percorridas na tentativa de selecionar-se o sexo
em mamiferos, principalmente nas espécies de interesse zootécnico: selecdo do
sexo em espermatozoides (HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2000; SEIDEL, 2003) e
identificacdo do sexo em embrides (MOREIRA-FILHO et al., 2000; RAMALHO et al.,
2000).



26

2.2.1. Diferencas no conteudo de DNA

A quantidade de DNA entre os cromossomos X e Y varia significativamente entre
as espécies e, até o momento € a Unica diferenca estabelecida e validada
cientificamente para a separagao eficiente de espermatozéides X ou Y in vitro
(JOHNSON e WELCH 1999). Essa diferenca é cerca de 4,0 % para os
espermatozéides portadores do cromossomo X, e foi constatada em varias espécies de
mamiferos (GARNER et al. 1983; JOHNSON 1994). Com base nesta diferenca, existem
duas técnicas que podem ser utilizadas para a selegdo do sexo dos espermatozdides: a
citometria de fluxo e a centrifugacdo em gradiente de densidade.

Embora com bons resultados na separacao espermatica, a citometria de fluxo
mostra-se pouco eficiente em relagdo ao investimento com o equipamento (U$ 250,000)
e pela baixa producao/equipamento/hora, que ndo ultrapassa 12x10° espermatozéides
em alta velocidade de separacdao (JOHNSON & WELCH, 1999) restringindo bastante
sua utilizagdo na industria da inseminacao artificial. Outros fatores limitantes sdo: a) o
baixo nimero de espermatozoides sexados viaveis; b) a longa exposicdo ao corante
sob alta temperatura (37°C); c) a necessidade de utilizar sémen in natura, ja que ocorre
a diminuicdo da eficiéncia de sexagem de espermatozéides descongelados, devido ao
fato da congelagéo prejudicar a uniformidade da coloracdo dos nucleos, com o corante
Hoechst 33342 (JOHNSON et al., 1994), restringindo assim, a utilizagdo de alguns dos
melhores touros (touros provados), dentro de cada raga, nos programas de
melhoramento animal e teste de progénie que utilizam a produgéo in vitro de embrides;
d) diminuigdes drasticas nos parametros de fertilidade avaliados na produc¢ao in vitro de
embrides (BEYHAN et al., 1999).

Em bovinos, a literatura denota que os resultados de fertilidade a campo
utilizando os espermatozéides sexados por este método demonstram indices similares
comparados a utilizagdo de espermatozéides ndo sexados, porém em condigoes
experimentais e estritamente controladas, o que inclui a execugdo e supervisao da

inseminagao artificial por profissionais (técnicos e médicos veterinarios).
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A utilizacdo de sémen sexado em programas de inseminagao artificial apresenta
uma taxa de gestacdo de 21% (ANDERSSON et al., 2006). Esses autores obtiveram
46% de gestacao apo6s a inseminacao artificial com sémen convencional. Na producao
in vitro de embrides obtém-se 45% de prenhez utilizando sémen convencional. Com a
utilizacdo de sémen sexado, sem submeté-los a congelacédo, na producéo in vitro de
embrides obtém-se 66% de clivagem e 16 a 20% de desenvolvimento (GUTHRIE et al,
2002).

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

Em outro estudo realizado nos Estados Unidos foram utilizados ovarios de 104
vacas de alto mérito genético e alta performance fenotipica. Esses ovarios foram
coletados apdés a abate, foram aspirados e inseminados com sémen sexado por
citometria de fluxo de trés touros da raga Holandesa, que estavam sendo submetidos
ao teste de progénie. Apds sete dias de cultivo, esses embrides foram transferidos para
vacas controle (sem sincronizagdo hormonal) e vacas sincronizadas pelo protocolo
Ovsynch. As taxa de prenhez obtida foram de apenas 16,3% para vacas controle e 20%
para vacas sincronizadas com o protocolo Ovsynch (WILSON et al., 2005).

Assim, é dificil concluir como seriam os resultados em paises como o Brasil, que
possuem uma pecuaria caracterizada por heterogeneidade de condicées de manejo.
Neste sentido, considera-se que para a realidade brasileira, € mais interessante optar-

se por desenvolver uma metodologia de baixo custo, que atinja acuidade de sexagem
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em torno de 75 %, mas que permita, em condi¢des variadas de manejo, obter-se
indices de fertilidade satisfatorios. Além disso, apesar dos tratamentos utilizados no
método de citometria de fluxo (coloragdo com Hoechst 33342 e exposi¢cdo a luz
ultravioleta) aparentemente nédo impedirem o desenvolvimento in vitro do zigoto,
LIBBUS et al. (1987) observaram aberracdes cromossémicas em 50% dos
espermatozoéides de Microtus oregoni, apds a sexagem por esse método. Ademais, a
licenca para a utilizacdo da sexagem por citometria de fluxo, é detida por poucas
empresas que controlam e restringem a sua utilizacdo comercial ou cientifica a poucos
paises e grupos de pesquisadores que visem a sexagem de espermatozoides
humanos, bovinos e outras espécies de interesse zootécnico.

MORTON et al. (2007), avaliou os danos causados na expressao génica de
embrides bovinos produzidos in vitro, utilizando sémen sexado por citometria de fluxo.
Este estudo teve como objetivo investigar a expressdo padrdo do mRNA em
importantes genes indicativos do metabolismo (Glut-3), estresse oxidativo (G6PD),
estresse (Hst) e inativacdo do cromossomo X (Xist). Os od6citos foram coletados de
ovarios provenientes de abatedouro, maturados e fecundados com sémen convencional
e com sémen enriquecido com espermatozéides X e espermatozoéides Y. O cultivo in
vitro foi realizado em camara incubadora modular com atmosfera de 5% de CO,, 5% de
O. e 90% de Nitrogénio. Apds sete e 8 dias os blastocistos foram recolhidos,
congelados e armazenados em freezer -80°C. Os blastocistos foram submetidos a
extracao de RNA e avaliados em PCR - Tempo Real. Os autores concluiram que houve
uma reducdo na fertilidade in vitro, ou seja, reducdo nas taxas de clivagem e
blastocistos, causados pela redugdo da quantidade dos genes transcritos quantificados,
quando se utilizou sémen sexado, comparados com embrides produzidos com sémen
convencional. Podendo concluir, assim, que sémen sexado por citometria de fluxo

retarda o desenvolvimento embrionario, devido a danos no mRNA.
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2.2.2. Diferencas nas proteinas de membrana

A despeito de existirem varias publicacdes e patentes que sugerem a sexagem
de espermatozoéides por métodos imunologicos, estudos eletroforéticos da membrana
dos espermatozdides separados por citometria de fluxo demonstraram que nao é
possivel identificar diferengas entre as proteinas de membrana dos portadores do
cromossomo X ou Y, devido a existéncia de varios mecanismos de prevencao da
expressao hapléide e troca de mRNA entre espermatides X e Y através de pontes
citoplasmaticas. (HENDRIKSEN et al., 1999).

Os resultados ndo sao conclusivos ja que existem cerca de 15 mil transcritos
presentes na membrana da populacdo de espermatozdides e o0 mecanismo de
expressao haploide foi estudado para poucos genes (EDDY, 1998; VENTELA et al.,
2003). Além disso, existem na literatura exemplos que evidenciam a ocorréncia de
expressdo de genes dos cromossomos X e Y em espermatides (BRADLEY, 1989).
Estes trabalhos deixam em aberto a possibilidade de espermatozdides X e Y diferirem
quantitativa e qualitativamente em relagcdo a alguns produtos génicos, (revisto por
HENDRIKSEN et al., 1999).

BLECHER registrou em patente (US 5,840,504; 24/11/1998) a identificacdo das
moléculas sexo especificas relatadas no seu trabalho de 1998, descrevendo as
possiveis utilizacbes praticas do seu invento, relatando o desenvolvimento de um
método para a sexagem imunolégica dos espermatozéides pela identificagdo de
proteinas especificas do sexo (SSP, Sex Specific Protein). Esses métodos baseiam-se
na identificacao e isolamento dessas proteinas, na sua purificagdo por cromatografia de
coluna e na obtencédo de anticorpos antiproteinas especificas do sexo masculino e do
sexo feminino. Apds a incubacdo com espermatozdides bovinos, os anticorpos
antiproteinas especificas do sexo feminino promoveram a aglutinacdo de 50 % dos
espermatozéides. As células que nao sofreram aglutinacao produziram in vitro 92% de
embrides do sexo masculino. Nao foi relatado se a incubagdo dos espermatozéides,

com anticorpos antiproteinas especificas do sexo masculino desviou a proporcao
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sexual em favor do sexo feminino. Os autores postularam a presenca de diferentes
proteinas cromossomais especificas do sexo na superficie dos espermatozéides X e Y,
originarias de transcricdo e traducdo pos-meidtica e que nao seriam capazes de
atravessar as pontes interespermaticas (BLECHER et al., 1999).

PETER et al. (1993) sugeriram que a separacdo dos espermatozoéides
portadores de X daqueles portadores de Y utilizando anticorpos monoclonais
associados a contas de polimero magnetizado (separacdo magnética), pode ter
acuidade de cerca de 98 %. Entretanto, ha necessidade de repetir a metodologia ja que
os resultados foram obtidos experimentalmente.

A mais recente patente publicada por BENJAMIN et al. (US 6,153,373,
28/11/2000) descreve o uso de contas magnéticas ndo porosas ligadas a anticorpos
sexo especificos. A separagao se da pela adicdo ao sémen de anticorpos especificos
para um dos sexos, previamente acoplados as contas. Os espermatozéides tratados
sao submetidos a um campo magnético e o sobrenadante removido constitui a fracéo
rica em espermatozdides X ou Y. Apesar da técnica descrita nesta patente ser de
conhecimento amplo na imunologia e, portanto, consagrada pela eficiéncia, o autor ndo
relatou o uso dos espermatozéides separados em |A ou qualquer outra técnica que
comprovasse a separagao dos espermatozdides.

No que se refere a utilizagdo pratica da selecdo do sexo por métodos
imunolégicos permanece a limitacdo da necessidade de mais investigagdes, utilizando
técnicas de identificacdo de proteinas mais sensiveis, a fim de se produzir de um
anticorpo especifico do espermatozéide X ou Y.

2.2.3. Diferencas de densidade

Esses métodos envolvem processos de centrifugacéo e se baseiam na diferenca
de densidade entre essas duas populacdes de espermatozoides. A analise da cabeca
dos espermatozéides por microinterferometria demonstrou que os espermatozéides X
contém mais DNA e proteina nuclear que os espermatozoides Y e que esta diferenca é

proporcional a diferenca de massa entre os dois tipos de células. Estimou-se que a
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diferenca no contetdo de DNA entre os espermatozdides X ou Y de bovinos resulta em
uma diferenca de densidade de pelo menos 7x10™* g/cm® ou 0,06% da densidade em
relacdo a um espermatozéide X (WINDSOR et al., 1993; CHANDLER et al., 1999).

Em bovinos, desenvolveu-se um processo de separagdo dos espermatozoides X
ou Y em gradientes descontinuos de Percoll com acuidade de cerca de 73%. Quando
utilizados para a producéo in vitro de embrides, foram capazes de fecundar 75% dos
odcitos, dos quais 30% desenvolveram-se até o estadio de blastocisto (HOSSEPIAN
DE LIMA, 1998; HOSSEPIAN DE LIMA et al.,, 2000; 2003; HOSSEPIAN DE LIMA,
2005). O aprimoramento deste método de centrifugacdo em gradiente descontinuo de
Percoll e lodixanol, principalmente, no que se refere a reprodutibilidade, podera facilitar
a utilizacdo comercial da sexagem de espermatozéides. Neste aspecto, torna-se
necessario o desenvolvimento de gradientes que possam ser confeccionados com
menor grau de dificuldade e em menor tempo como os gradientes continuos.

Existem dois tipos de gradientes de densidade; a) continuos: ha um aumento
gradual da densidade da parte superior do gradiente até a parte inferior, ndo sendo
possivel observar as camadas formadas; b) descontinuos: é possivel a visualizacdo das
camadas dos gradientes, onde, a camada mais densa fica na parte inferior do tubo,
diminuindo-se nas partes superiores do tubo. Para a formagdo do gradiente continuo,
ha necessidade de se montar um gradiente descontinuo de 3 a 4 camadas,
inicialmente, na qual, a transformacéo ocorre pela difusdo destas camadas, colocando-
se o tubo na horizontal e reorientado para a posicao vertical, novamente. A difusdo das
camadas pode ocorrer através do resfriamento de um gradiente descontinuo. A
vantagem do gradiente continuo é que ele pode ser feito com densidades maiores (e de
maior resolucdo) e pode ser estocado ou refrigerado, ao contrario do gradiente
descontinuo que se for estocado por algum tempo, pode ter as camadas misturadas,
necessitando ser preparado no maximo com um dia de antecedéncia ao procedimento
de centrifugagao (DENSITY GRADIENT MEDIA, 2003).

Na espécie humana, os métodos de centrifugagdo em gradiente de densidade com
Percoll, tanto para sexagem, como para separagao de espermatozéides viaveis para

procedimentos como IA e PIV, apesar de satisfatérios, permitindo um alto nivel de
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resolucdo, foram abandonados. Isto se deve ao fato de que, na espécie humana, o
Percoll teve o seu uso proibido devido ao aparecimento de endometrite nas mulheres
inseminadas com sémen previamente centrifugado em gradiente de densidade
composto por meios coloidais cuja composi¢cao contém silica (MAKKAR et al., 1999).
No presente estudo os espermatozéides desta espécie foram separados em gradiente
de Percoll™. Em projetos anteriores, demonstramos que fémeas bovinas n&o tiveram
sua fertilidade (taxa de prenhez de 80%) comprometida apds inseminacdo com
espermatozoides tratados com Percoll™ (BR Pl 0300642, 17 de junho de 2003).

Considerando a importdncia do controle de qualidade da metodologia de
sexagem de espermatozdides proposta no presente projeto, optamos por desenvolver e
aplicar algumas técnicas de monitoramento de alguns parametros de fertilidade.

Em 1973, ERICSSON et al., utilizando a sedimentacdo de espermatozoides
humanos em gradiente de albumina sérica bovina, conseguiu isolar a uma fracéo rica
em espermatozdides portadores do cromossomo Y (63%). BOTTCHER-LUIZ (1996),
comparou um meétodo de centrifugacdo em gradiente de densidade de Percoll com a
técnica de “swim-up” (migragdo espermatica) associada a sedimentagcao em gradiente
de Albumina Sérica Humana (ASH) para a selegdo do sexo de espermatozéides
humanos. A visualizagdo do Corpo F, corados com Dicloreto de Quinacrina e
observados sob microscopia de fluorescéncia, demonstrou que o “swim-up” associado a
sedimentacdo em gradiente de ASH (“swim-down”) selecionou os espermatozéides Y
com uma acuidade de cerca de 74%, na fragcdo superior do gradiente de albumina,
fragao inferior encontrou 62% de espermatozéides portadores do cromossomo X.

Em estudos realizados por WANG et. al. (1994), com o objetivo de separar
espermatozdides X e Y, de sémen humanos através de gradientes descontinuos de
albumina. Foram utilizados dois tipos de gradientes: um com duas camadas de
albumina (10% e 20% de HSA) e outro com trés camadas (7,5%, 12,5% e 20% HSA).
Em ambos os gradientes foram encontrados maiores valores de espermatozoéides
portadores do cromossomo X. Para o gradiente de duas camadas encontrou-se 52,7%

e no de trés camadas encontrou-se 52%.
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2.2.3.1. Caracteristicas do Percoll™ como substancia formadora de gradiente

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

2.2.3.2. Caracteristicas do OptiPrep™ como substancia formadora de gradiente

O OptiPrep™ (solucdo estéril e nao-téxica composta de lodixanol a 60%
peso/volume - diluido em agua) € um componente iodinatado nao iénico desenvolvido
para estudos envolvendo raios X (FORD et al., 1994) e sua férmula quimica € 5,5 -[(2-
hydroxy-1,3-propanediyl)-bis(acetylimino)] bis- [N,N bis(2,3dihydroxypropyl)-2,4,6-
triiodo-benzenedicarboxamide], com peso molecular de 1550. Na separacao de
organelas sub celulares, o iodixanol apresentou vantagens sobre o Percoll, ja& que é
denso o suficiente para produzir gradientes com densidades de até 1,320 g/mL e com
osmolaridade inferior a 300 mOsm/Kg H.O (FORD et al., 1994; GRAHAM et al., 1994).

2.3. Métodos de validacao na selecao do sexo de espermatozodides

2.3.1. Influéncia dos procedimentos para producao in vitro de embrides na

proporcao entre machos e fémeas

Existem evidéncias que suportam a habilidade diferencial do o6cito ser
fecundado por espermatozéides portadores do cromossomo X ou Y dependendo do seu
estagio de maturacdo. Utilizando fecundacdo in vitro os autores demonstraram que
quando a fecundacado apdés 16 horas de maturacdo in vitro (imediatamente ap6s a

extrusdo do corpusculo polar), a proporcdo de machos em relacdo as fémeas foi de 0,5
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para 1. Por outro lado, quando a fecundacdo ocorreu 24 horas ap6s a maturagao in
vitro (8 horas apés a extrusao do corpusculo polar), a propor¢cao de machos e fémeas
foi de 2,2:1 (RORIE, 1999; PARK et al. 2005; AGUNG et al., 2006).

No caso dos embrides produzidos in vitro, em bovinos, alguns estudos
demonstraram uma associacao entre substancias presentes no meio de cultura com a
proporcdo sexual e as taxas de desenvolvimento. Dentre os componentes que
poderiam influenciar estas taxas estaria o soro fetal bovino e a glicose. Meios de cultura
com esses componentes favoreceriam o desenvolvimento mais rapido dos embrides do
sexo masculino que seriam mais estimulados por estes componentes do que os
embrides do sexo feminino (BREDBACKA & BREDBACKA, 1996; GUTIERREZ-ADAN
et al., 2001).



35

3. OBJETIVOS

Este presente trabalho tem como objetivos:

a) Avaliar a influéncia do “swim-up” associado a centrifugacdo em gradiente
descontinuo de densidade para aumentar a eficiéncia na separacdo de
espermatozéides portadores do cromossomo X, em bovinos.

b) Avaliar os parametros de viabilidade dos espermatozoides ao “swim-up” e
centrifugagdo em gradiente descontinuo de densidade (motilidade, vigor, integridade
acrossomal e taxa de producédo de embrides in vitro).

c) Calcular a intensidade de selecdo e taxa de reposigdo em diferentes
proporgdes sexuais de embrides produzidos in vitro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao dos espermatozéides

Para a realizagdo deste experimento foram utilizadas doses de sémen
congelado, por empresas especializadas, de 4 animais (2 taurinos e 2 zebuinos), que
pds-descongelacao foram submetidos a avaliagdo da concentragdo, motilidade e vigor.
Essas doses foram submetidas aos 4 grupos que constitui essa dissertacdo. A raca dos
animais ndo é especificada, pois em trabalhos recentemente desenvolvidos com esta
mesma metodologia de separacdo de espermatozéides, mostraram que a raga nao
influencia na recuperacdo espermatica e também no desvio da proporcao sexual
(HOSSEPIAN DE LIMA, 2005).
= “swim-up” (Grupo I, codigo: S)

» Centrifugacao em gradiente descontinuo de densidade (Grupo Il, cddigo: G14)

= “swim-up” associado a uma centrifugagcdo em gradiente descontinuo de densidade
(Grupo Ill; cédigo: SGD-14)

= Controle (avaliacdo do sémen pds descongelacao)

= Controle de Qualidade (motilidade, vigor, producao in vitro de embrides e condicao
acrossomal)

= Os touros utilizados no experimento foram numerados de 1 a 4.

4.2. Preparacao dos gradientes de densidade

4.2.1. Preparacao dos gradientes descontinuos de densidade

Solucéo de trabalho para gradiente de Percoll™

A solugao estoque (SE 90%) foi preparada diluindo-se 9 partes de silica coloidal
modificada (Percoll” densidade 1,30 g/mL) em uma parte de DMEM (densidade 1,058
g/mL; 1:9, v/v) concentrado 10 vezes (DMEM 10X) complementado com 0,01 g/L de
antibiético, 6mM de HEPES; pH 7,4; 280-320 mOsm/Kg de H:0.
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O DMEM 10X concentrado era preparado diluindo-se em 100 mL de agua
ultrapura bidestilada do Sistema Milli Q, a quantidade de p6 necessaria para preparar 1
litro. Em seguida, filtrava-se em membrana com poros de 0,22u e era estocado em
temperatura entre 4 a 6°C, por no maximo 15 dias.

Para obter os gradientes descontinuos de densidade, solugdes isotbnicas (280-
320 mOsm/Kg de HO) com densidades diferentes eram preparadas diluindo-se
diferentes porcdes de SE (Percoll” 90%) em meio DMEM 1X, complementado com
antibiético, 6mM de HEPES e 0,3 a 0,6% de albumina sérica bovina fragéo V (BSA); pH
7,4. O DMEM 1 X foi preparado segundo instrugdes do fabricante. Em seguida, era
filtrado em membrana com poros de 0,22u e era estocado em temperatura entre 4 a
6°C, por no maximo 15 dias.

O gradiente descontinuo de densidade foi preparado depositando-se cada uma
das solugdes de trabalho, as camadas de densidades diferentes, em tubos conicos' de
poliestireno com o auxilio de uma pipeta de volume ajustavel® (Figura 1). Apds a
confeccao dos gradientes, as amostras de sémen foram depositadas sobre o gradiente.

O gradiente 14 (G14), foi utilizado neste estudo, era composto por camadas de
de solucdes de Percoll” com densidades variando entre 1,110 g/mL a 1,123 g/mL
(HOSSEPIAN DE LIMA, 2005).

Solucao de trabalho para gradiente de OptiPrep

A solucao foi preparada diluindo, em diferentes proporcées o Optiprep em meio
DMEM (0,3% de BSA; pH 6,8 a 7,4) para obtencédo de densidades acima de 1,123g/mL.
A solucao de OptiPrep é comercializada pronta para uso, nao havendo a necessidade
de se fazer estoque.

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

! Corning, 430053, New York, USA
2 Labsystems, 4540, Helsinki, Finland
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A B

Figura 1: Preparo do meio de cultura utilizado para a confec¢do dos gradientes (A);
confecgao do gradiente descontinuo de densidade - G14 (B)

4.2.2. “Swim-up”

O “swim-up” ou Migracao espermatica € um método baseado na capacidade dos
espermatozoéides moveis migrarem do sedimento formado apos centrifugagao, para um
meio de cultura enriquecido sobreposto a ele.

O sémen foi colocado em tubos cbnicos de 15 mL e submetido a uma primeira
lavagem, para a retirada do diluidor. Foi acrescentado ao sémen descongelado 5 mL de
DMEM 1X, o qual, foi homogeneizado e colocado para centrifugar por 5 minutos a
1300xrpm ou 300xg. Apds essa centrifugacdo o sobrenadante foi retirado, deixando
apenas 1ml. A este volume foi acrescentado 5 mL de DMEM, homogeneizado e levado
novamente para centrifugar por mais 5 minutos a 300xg (IRIANNI et al., 1990).

Apés a segunda centrifugacdo o sobrenadante foi totalmente retirado, sem
desmanchar o sedimento formado, e foi acrescentado cuidadosamente, 1ml de meio de
cultura TALP enriquecido com 0,3% de BSA. O tubo foi incubado em estufa a 37°C, em
atmosfera de 5% de CO. (Figura 2), onde permaneceu por uma hora. Os
espermatozéides moveis migraram para a por¢cao superior, e 0s espermatozéides

mortos e pouco méveis permaneceram no sedimento.
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Figura 2: Método “swim-up”

4.2.3. Centrifugacao e recuperacao dos espermatozdides nos gradientes de
sexagem

Oitenta a duzentos milhdes de espermatozoéides por mililitro foram depositados
sobre cada gradiente descontinuo de Percoll”. Os gradientes eram centrifugados de
500 a 1500 x g em rotor horizontal, por 15 minutos, a 22°C (Figura 3). Os
sobrenadantes de todos os tubos foram retirados concomitantemente com a adaptacao
de um sistema de um sistema de vacuo (Vacusafe — Figura 4). Os sedimentos de
espermatozoéides também eram recuperados com mesmo sistema de vacuo e utilizados

nos procedimentos de controle de qualidade e validagdo dos resultados.

Figura 3: Centrifugagdo em centrifuga refrigerada de rotor horizontal
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Figura 4: Recuperacdo dos espermatozéides por

um sistema & vacuo.
4.2.4. Centrifugacao e recuperacao dos espermatozodides submetidos ao gradiente
de densidade associado ao “swim-up”

Oitenta a duzentos milhdes de espermatozdides por mililitro foram
submetidos ao método do “swim-up” (como descrito no item 4.2.2). Os espermatozoéides
recuperados no sobrenadante foram depositados sobre cada gradiente descontinuo de
densidade (Figura 5). Os gradientes eram centrifugados e os sedimentos recuperados
como descrito no item 4.2.3. Os sedimentos de espermatozoides foram utilizados nos
procedimentos de controle de qualidade e validacdo dos resultados.

Sobrenadante obtido

// apds o “swim-up”.

Figura 5: Sobrenadante do “swim-up” recolhido
depositado sobre o gradiente descontinuo de
densidade.
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4.2.5. Controle de Qualidade

O controle de qualidade foi feito em cada etapa dos procedimentos de sexagem

avaliando-se os parametros de motilidade e integridade da membrana plasmatica.

4.2.5.1. Condicao acrossomal

O controle de qualidade foi feito colhendo-se uma aliquota de sémen
imediatamente antes e apds a centrifugacao em gradiente de densidade, apds o “swim-
up” e apds o método de recentrifugacéo, para avaliar: a condicao acrossomal utilizando-
se coloragao vital Azul de Tripan/Giemsa conforme a descricao de KOVACS & FOOTE
(1992).

Uma aliquota de 20ul foi retirada de cada tubo, ou seja, de cada repeticao, foi
colocada em um microtubo de 1,5mL, foi adicionado 20ul de Azul de Tripan 0,4%° e foi
incubado em banho seco a 37°C por 20 minutos. Em seguida, 1mL de agua destilada
foi adcionado e a suspensao foi centrifugada a 700xg por 5 minutos, para a retirada o
excesso de corante. Foram feitas duas lavagens para cada amostra. Depois de retirar o
sobrenadante, a amostra foi ressuspendida com 0,5mL de agua destilada e foram feitos
dois esfregacos, que apds secos em fluxo de ar, foram fixados em metanol por 5
minutos. Ap6s a secagem desses esfregacos, os mesmos foram mergulhados na
solugédo de Giemsa 10% onde permaneceram por um periodo de 18 a 20 horas.

Foram analisados, em microscépio binocular em aumento de 1000X, sem
contraste de fase, 100 espermatozdides por lamina identificando as seguintes classes
distintas de espermatozéides: 1) vivo intacto (VI); 2) vivo sem acrossoma (VSA), 3)
morto intacto (MI); 6) morto sem acrossoma (MSA), como demonstrado na Figura 6.

Os espermatozéides com coloracao résea foram classificados como vivos, os de
coloracdo azulada foram classificados como mortos, e o acrossoma foi classificado

como integro quando apresentava uma coloracéo rosea mais forte (Figura 6).

3 Sigma chemical Co., T 8154, Saint Louis, USA
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Figura 6: Coloracdo vital Azul de Tripan/Giemsa. A) espermatozéide morto
com acrossoma intacto (Ml); B) espermatozéide vivo com acrossoma intacto
(V1); C) espermatozéide vivo sem acrossoma (VSA); D) a- espermatozoéide
morto sem acrossoma (MAS); b-VSA. (imagens digitalizadas em aumento de
1000X).

4.2.5.2. Taxas de clivagem e desenvolvimento embrionario

O controle de qualidade também foi feito pela avaliacdo da taxa de clivagem e
produgao in vitro de embrides utilizando os protocolos desenvolvidos no Laboratério de
Reproducédo Animal, da FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal em projetos anteriores
(HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2003) com modificagdes discutidas nos itens a seguir.

4.2.5.3. Obtencao e selecao dos odcitos
Os ovarios bovinos coletados em abatedouros foram transportados ao laboratério

em solucdo salina a 30-33° e seus foliculos antrais de 3 a 8 mm de diametro, foram
aspirados por agulha de 19-G acoplada a seringa de 20 mL. O fluido folicular aspirado
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foi transferido para tubo conico de 50 mL e decantado por 15 minutos para a separacao
dos odcitos. Posteriormente, o sedimento foi transferido para placa de poliestireno de
60 mm de didmetro e avaliado em microscopio estereoscopico. Foram selecionados
apenas odécitos de cumulus (COCS) compacto com pelo menos quatro camadas de

células do cumulus e ooplasma de coloragao uniforme.

4.2.5.4. Maturacao in vitro

Quanto ao tempo de maturagao in vitro ndo pudemos proceder a fecundacao até
16 horas ap6s o inicio da maturacdo ja que seria necessario um maior nimero de
odcitos, pois nessa fase da maturacao obtém-se menor taxa de clivagem.

Os COCs selecionados foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-199
(constituido por meio TCM-199, suplementado com 0,2 mM de Piruvato, 20 mM de
HEPES, 5 mM de Bicarbonato de sédio, 75 ug de Kanamicina/mL) e uma vez em meio
de maturacdo B-199 (constituido por meio TCM-199 suplementado com 0,2 mM de
Piruvato, 25 mM de Bicarbonato de Sédio, 75 pg de Kanamicina/mL, 1 ug de 17-8
Estradiol/mL, 0,5 ug de FSH/mL, 100 Ul de hCG/mL) acrescido de 10% de SFB. Foram
transferidas 20 estruturas/microgota de 100 ul. Os oécitos foram maturados durante 22

a 24 horas em estufa a 38,5°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de CO» em ar.
4.2.5.5. Fecundacao in vitro

A fecundacao foi realizada 22 a 24 horas ap6s o inicio do cultivo de maturagao.
Uma palheta de sémen foi descongelada a temperatura de 35°C por 30 segundos. No
grupo controle o sémen era depositado sobre um gradiente de Percoll” (45% e 90%) a
temperatura ambiente e centrifugado a uma forga de 900 x g durante 30 minutos, a fim
de sedimentar os espermatozoides viaveis. O sedimento esperméatico resultante desta
centrifugagdo teve o volume medido, foram retiradas duas amostras de 5 ul para
determinar a motilidade progressiva e a concentragdo que era ajustada para 25 mil

espermatozdéides/uL com motilidade progressiva.
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Nos grupos experimentais 0os espermatozoides foram recuperados como descrito
nos itens 4.2.2, 4.2.3, 4.2.4.

Aproximadamente 100x10° espermatozéides foram adicionados a cada gota de
100 uL de meio TALP-FIV designado a cada grupo experimental. Os odécitos eram
lavados duas vezes em meio H-199, suplementado com 0,5% de BSA livre de acidos
graxos, e uma vez em meio TALP-FIV. Foram adicionados 20 odcitos por gota de FIV, e
eram incubados a 38,5C?, por 18 a 20 horas em atmosfera de 5% de CO, em ar.

A clivagem foi avaliada 48 horas apds a fertilizagao.

4.2.5.6. Desenvolvimento in vitro

Considerando os estudos citados no item 2.3 ndo utilizamos glicose no meio de
desenvolvimento embrionario.

O desenvolvimento dos embrides produzidos in vitro baseou-se nos protocolos
de VAJTA et al. (1999) e GUTIERREZ-ADAN et al. (2001, 2004). Os provaveis zigotos
eram lavados por trés vezes em meio SOF (fluido sintético de oviduto) suplementado
com 5 mg/mL de BSA, sem SFB e sem glicose e transferidos para placas com quatro
pocos contendo 500 microlitros do mesmo meio utilizado para lavagem dos zigotos
apos a fecundacao. Eram cultivados 60 zigotos por poco, em estufa, com atmosfera de
5% de Oz, 5% de CO2 e 90% N, 100% de umidade saturada e temperatura de 38,5°C.

Desenvolvimento embrionario foi avaliado 7 dias apés a fecundagao.
4.3. Validacao dos resultados

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

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

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

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

Utilizamos um "primer" especifico para o DNA bovino: "Primer" 3 - 5' - AGG TCG
CGA GAT TGG TCG CTA GGT CAT GCA - 3'e 5 - AAG ACC TCG AGA GAC CCT
CTT CAA CACGT - 3.

Este "primer" amplificou uma seqiéncia de 280 pb, repetida no genoma bovino
(ELLIS & HARPOLD, 1986,1988; ELLIS et al., 1988).

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

Antes da PCR, foi adicionado 5ug de Proteinase K por embrido, e em seguida os
embrides foram submetidos a uma incubacdo a 37°C por 60 minutos. Logo apés
tratamento dos embrides com proteinase K para a lise das membranas e exposi¢ao do
DNA, o DNA exposto era dividido em duas amostras e submetido a duas reacdes
distintas. A primeira contendo a seqiéncia autossdmica (280pb) e a Y-especifica
(210pb) e a segunda reagdo composta por outra sequéncia Y-especifica (196pb), sendo
que as amplificacdes foram realizadas em Termociclador PTC - 100 (M.J. Research,
Inc. - Waltham, M.A. - USA). Os produtos da amplificacdo foram submetidos a
eletroforese em gel de 3% de agarose, corados com brometo de etideo e visualizados
sob luz ultravioleta. Os embrides eram identificados como fémeas quando somente o
produto de 280 pb é visualizado. A presenca de duas bandas (280 e 210 pb) na

amostra indica que o embrido é do sexo masculino. Este resultado foi confirmado



46

somente quando uma banda de 196 pb era visualizada. Os géis eram analisados
utilizando-se equipamento de documentacdo fotografica STRATAGENE (Eagle Eye
Software).

280pb —> banda autossdmica
196pb e 210pb—> bandas do Y

F F M M M CM CF N
0 080580
_— 280pb 196phb
P 210pb

Figura 7. Avaliacdo do gel de agarose ap6s PCR por documentacao
fotografica STRATAGENE (L: leader; F: embrido fémea; M: embrido
macho; CF: DNA puro de fémea — controle fémea; CM: DNA puro de
macho — controle macho; N: branco).

4.4. Forma de analise dos resultados

4.4.1. Desvio da proporcao sexual dos embrides

Para os resultados de taxa de clivagem, taxa de blastocistos e de propor¢ao
sexual, obtidos por PCR, foi realizada andlise estatistica pelo teste do Qui-quadrado
(nivel de significancia de 5%), no qual verificamos a se houve influéncia no
desenvolvimento embrionario e também para verificar a acuidade da sexagem de
espermatozoéides levando-se em consideracao o desvio da proporcao sexual do grupo
controle. Os resultados de condicao acrossomal foram submetidos a uma andlise de
variancia (Teste Tukey), com nivel de significancia de 5%, pelo programa SAS
(Statistical Analysis System).
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5. RESULTADOS

Para a realizacdo deste experimento foram utilizadas doses de sémen
congelado, por empresas especializadas, de 4 animais, que pds-descongelagao foram

submetidos a avaliagao da concentragao, motilidade e vigor (Tabela 1).

Tabela 1: Avaliacdo dos espermatozoéides pds-descongelagao.

. Touro
Procedimento
1 2 3 4
Concentracdo (x10°%/mL) 171,96 90,27 125,63 136,25
Motilidade (%) 50 60 70 60
Vigor 3 3 4 3

5.1. Controle de qualidade dos espermatozdides submetidos ao “swim-up”
modificado

Os parametros utilizados para avaliar a qualidade dos espermatozoéides apds o
“swim-up” modificado, estdo agrupados na Tabela 2. A motilidade, o vigor e
concentracdo dos espermatozéides foram avaliados apds a descongelagdo e apds o
“swim-up”. A taxa de espermatozdides recuperados do “swim-up” expressa a relacao
entre 0 numero de espermatozoides submetidos ao “swim-up” e o numero de
espermatozdides recuperados no sobrenadante, em porcentagem.

Foram submetidos ao método, em média, 35,76 milhdes de espermatozébides,
com motilidade e vigor de 60-70 e 4-5, respectivamente. Apés a realizagao do “swim-
up” foram recuperados em torno de 18,27% (6,53 milhdes) dos espermatozoides
processados por essa metodologia, com motilidade de 80% e vigor 4-5. Podemos
observar que o método de “swim-up” modificado aumentou a motilidade dos
espermatozéides, portanto, concluimos que o “swim-up” seleciona os espermatozoéides

com motilidade elevada.
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Tabela 2: Médias obtidas do controle de qualidade dos espermatozbides
processados pelo “swim-up”.
Procedimento “Swim-up”
Touro 1 2 3 4

Total de espermatozdides submetidos

a0 swim-up (x10°) 68,67 18,43 31,25 24,68
Motilidade/Vigor inicial 60/3 70/4 70/5 60/5
Total de espermatozoides
recuperados pos swim-up (x10°) 15,00 4,34 48 2,00
Motilidade/Vigor pos swim-up 90/5 75/4 90/5 65/5
Taxa de Recuperacao (%) 21,84 23,55 15,36 8,10

5.2. Controle de qualidade da centrifugacao no gradiente descontinuo de
densidade

Os parametros utilizados para avaliar a qualidade dos espermatozéides durante
a centrifugagao, estdo agrupados na Tabela 3. A motilidade, o vigor e a concentracéao
dos espermatozoéides foram avaliados ap6s a descongelagédo e apés a centrifugacao no
gradiente de densidade.

Foram colocados sobre a coluna do gradiente descontinuo de densidade, em
média, 56,25 milhdes de espermatozédides, com motilidade variando entre 60-70% e
com vigor 3. A taxa de recuperacdo de espermatozéides apds a centrifugacdo nos
gradientes descontinuos de densidade foi em média 4,15% (2,33 milhdes) do total de
espermatozéides, colocados sobre o G14, a motilidade espermatica foi em média 80%
e o vigor 3-4. A centrifugacdo em gradiente densidade aumenta a selecdo de
espermatozoides viaveis, o que é comprovado pelo aumento na motilidade espermatica

observado apos a centrifugagao.
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Tabela 3: Médias obtidas do controle de qualidade de espermatozobides
centrifugados em Gradiente Descontinuo de Densidade (G14).

Procedimento Centrifugacao em gradiente

Touro 1 2 3 4
Total de espermatozoides submetidos
a centrifugacio (x10°) 68,35 30,88 87,06 38,34
Motilidade/Vigor inicial 50/3 60/3 75/4 70/4

Total de espermatozoides

recuperados pos centrifugacdo (x10°) 1,30 242 4,29 1,34
Motilidade/Vigor pos centrifugacao 85/4 85/4 80/3 70/3
Taxa de Recuperacao (%) 1,90 7,83 4,92 3,49

5.3. Controle de qualidade do Método do “swim-up” modificado associado a
Centrifugacao em Gradientes Descontinuos de Densidade

Os parametros utilizados para avaliar a qualidade dos espermatozdides durante
a centrifugagao, estdo agrupados na Tabela 4. A motilidade, o vigor e a concentracéao
dos espermatozéides foram avaliados apds a descongelacdo e ap6s o método de
associacao.

Esse método foi desenvolvido com o intuito de aumentar a selecido de
espermatozoéides viaveis e aumentar a populagdo de espermatozédides portadores do
cromossomo X. Foram submetidos a essa metodologia 86,84 milhdes de
espermatozoéides, em média, com motilidade e vigor, respectivamente, 60% e 3. A taxa
de recuperacao de espermatozdides submetidos ao método “swim-up” e logo depois de
centrifugados no gradiente descontinuo de densidade foi, em média, 2,63% (2,28
milhdes) do total de espermatozoides, a motilidade espermatica foi em média 70-80% e
o vigor 3-4. Apds o uso desta metodologia, foi observado também um aumento na
motilidade espermatica, concluindo-se que houve uma selecao dos espermatozoides
viaveis.
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Tabela 4: Médias obtidas do controle de qualidade de espermatozéides
submetidos ao método “swim-up” associado a centrifugacdo em
Gradiente Descontinuo de Densidade (G14).
Associacao “swim-up”/
centrifugacéo em gradiente
Touro 1 2 3 4

Total de espermatozoides submetidos
na associacdo (x10°) 107,62 56,58 73,79 109,37

Motilidade/Vigor inicial 60/3 60/3 70/3 60/3

Total de espermatozoides
recuperados pos associacao (x10°) 4,68 0.88 1,92 1,67
Motilidade/Vigor pos associacao 70/3 90/3 80/4 65/4
Taxa de Recuperacgao (%) 4,35 1,55 2,60 1,52

Procedimento

5.4. Condicao Acrossomal

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasmatica e para analisar a
condicdo acrossomal foi utilizada a coloracao Azul Tripan/Giemsa, amostras de 20ul
foram coradas e a partir delas foram feitos dois esfregacos, nos quais contamos 100
células. A dupla coloracao vital Azul de Trypan/Giemsa pode identificar a condicao
acrossomal de maneira eficiente, pois permite diferenciar a verdadeira reagao
acrossomal da falsa, uma vez que é possivel saber se 0 espermatozoide esta vivo ou
morto (KOVACS & FOOTE, 1992).

A partir desta coloracdo podemos identificar quatro tipos de classes de
espermatozdides: a) vivo com acrossoma intacto (VI); b) vivo sem acrossoma (VSA); c)
morto com acrossoma intacto (Ml); d) morto sem acrossoma (MSA). Na Tabela 8, estao
descritas as porcentagens médias das amostras submetidas a coloracdo de Azul
Tripan/Giemsa. Os resultados foram submetidos & analise de varidncia com 5% de

significancia.
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Tabela 5: Médias das avaliagbes da condicdo acrossomal* dos espermatozdides processados
pelos seguintes grupos experimentais™™

Procedimento Vi VSA Mmr’ MSA
Controle 9,257 52,002 6,382 32,382
“swim-up” 9,752 59,25 % 3,25% 23,88 %
Gradiente 14 7,002 71,87 1,65° 20,00
SGD 6,382 79,37° 0,63° 17,88°
Pr>F" 0,2399ns 0,0012s 0,0206s 0,0139s

*Coloragéo vital de Azul de Tripan e Giemsa

** Controle, "Swim up” , gradiente descontinuo de densidade, “Swim up” associado ao gradiente descontinuo de
densidade.

***Analise de variancia (Teste Tukey)

Letras minUsculas avaliadas nas colunas

VI: espermatozoide vivo com acrossoma intacto

VSA: espermatozoide vivo sem acrossoma

MI: espermatozdide morto com acrossoma intacto

MSA: espermatozoide morto sem acrossoma

' A variavel Ml foi tranformada para v MI + 1, para tornar possivel a analise de variancia.

Como demonstrado na tabela acima, podemos salientar que a variavel VI, nao
teve efeito significativo quando comparada entre os grupos, demonstrando que 0s
procedimentos de separacdo de espermatozéides mantiveram resultados semelhantes
de espermatozéides com membrana integra, quando comparados com 0s
espermatozdides corados apds a descongelagao (grupo controle).

A variavel VSA apresentou diferenca significativa entre os grupos. O grupo
“swim-up” associado ao gradiente de densidade (SGD) apresentou maior porcentagem
de espermatozdides vivos sem acrossoma. O mesmo pode ser dito para os outros
procedimentos de selecdo de espermatozéides.

A quantidade de espermatozéides mortos com acrossoma intacto (Ml), reduziu
quando comparamos 0 grupo controle com os outros grupos, apresentando assim
diferenca significativa entre os tratamentos. A porcentagem de espermatozéides mortos
sem acrossoma (MSA), também reduziu quando comparamos o controle, com os outros

tratamentos, também resultando em diferenca significativa entre os tratamentos.
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5.5. Controle de qualidade considerando como parametro a producao in vitro de
embrides

Os resultados referentes a producdao in vitro (PIV) de embrides estdo
representados na Tabela 6, na qual indicamos: o numero total de odcitos utilizado na
PIV, quantos destes o6citos haviam clivado 48 horas apds a fecundacao (e sua relacao
com o numero total de odcitos, expressa em porcentagem), quantos embrides
desenvolveram até blastocisto (e sua relagdo com o numero total de odcitos iniciais,
expressa em percentagem). Os resultados estdo apresentados para cada método
testado. Os resultados foram analisados pelo Teste do Qui-quadrado, com um grau de
significancia de 5%.

Os resultados referentes a proporcao sexual dos embrides produzidos in vitro
estdo representados na Tabela 7, na qual indicamos: o numero total de embrides
sexados por PCR o numero de embrides machos (expresso em porcentagem) e o
numero de fémeas (expresso em percentagem). Estes resultados estdo apresentados
para cada método testado. Os resultados foram analisados pelo Teste Qui-quadrado,
com um grau de significancia de 5%.

Com relacédo as taxas de clivagem (Tabela 6) ndo houve diferenga significativa
entre os grupos (P>0,05), o mesmo ocorreu com as taxas de blastocisto, portanto
podemos afirmar que as metodologias empregadas para a selecao de espermatozoides
ndo afetam as taxas de desenvolvimento embrionario.

Os embrides fecundados com espermatozéides selecionados pelos métodos de
selecdo espermatica, descritos na Tabela 7, ndo apresentaram diferenga significativa
(P>0,05) no desvio da proporcdo sexual dos embrides produzidos in vitro. Mas
observamos uma diferenca numérica entre os métodos utilizados para selecéao
espermatica e o grupo controle. O grupo de odcitos fertilizadas com espermatozoides
processados pelo “swim-up” produziu 61,84% de fémeas, a centrifugacdo em gradiente
de densidade apresentou um desvio para fémeas de 59,55% e a associacao dos dois
métodos promoveu um desvio de 60,57% para fémeas. Ja o grupo controle apresentou
45,20% de fémeas.



Tabela 6: Controle de qualidade da produgéo in vitro de embrides considerando como parametros
as taxas de clivagem e de blastocisto.

Procedimento Taxa de clivagem Taxa de blastocisto
(%/embrioes clivados) (%/blastocistos produzidos)
Controle 71,71(1445) 25,93 (522)
“swim-up” 72,94 (186) 32,55 (83)
Gradiente 14 70,50 (282) 27,5 (110)
SGD 67,4 (244) 20,17(73)
Total de odcitos utilizados 3032

Tabela 7: Verificagdo do desvio proporgao sexual pela utilizacdo de espermatozéides sexados na
producao de embrides in vitro.

Procedimento M.a~chos Fé_[neag
(%/embrides machos) (%/embridoes fémeas)
Controle 54,80 (234) 45,20 (193)
“swim-up” 38,16 (29) 61,84 (47)
Gradiente 14 40,55 (36) 59,55 (53)
SGD 39,43 (28) 60,57 (43)

Total de embrides sexados pela PCR 663

53
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6. DISCUSSAO

Nessa dissertacao descreveu-se a producao de amostras de sémen enriquecidas
com espermatozéides portadores do cromossomo X apds centrifugacdo em gradiente

descontinuo de densidade associado ou ndo ao “swim-up”.

6.1. Aspectos técnicos da centrifugacido em gradientes descontinuos de
densidade associados ou nao ao “swim-up”

A viabilidade espermatica demonstrada nas Tabelas 1 a 8 deve-se ao fato de
que os protocolos desenvolvidos nesse trabalho visaram manter a qualidade
espermatica e, para tanto, foi considerado que a viabilidade e fungdo dos
espermatozdides, durante a manipulacdo para a selecao do sexo, dependeriam do
meio extracelular, particularmente de sua composicdo idnica como relatado por
FRASER (1995) e a qualidade do sémen antes da centrifugacao. Por isso, efetuou-
se a escolha dos touros pela analise dos resultados de qualidade do sémen apés a
descongelagéo: motilidade, vigor, concentragéo, patologia, aspecto do diluidor.

Os meios de cultura tinham componentes como glicose e albumina sérica bovina
que associadas ao pH, a osmolaridade, a temperatura, o tempo de centrifugagéo e a

forca centrifuga permitiram manter a viabilidade dos espermatozoéides de forma que
0s mesmos fossem resistentes aos procedimentos experimentais e mantivessem a
viabilidade (motilidade, vigor, % de acrossoma intacto, taxa de producao de embrides
in vitro). Além disso, utilizou-se gradiente composto de solugdes isotbnicas feitas a
partir de substancias compostas de particulas coloidais ou componentes iodinatados
que permitem em uma unica centrifugacédo, separar as impurezas (particulas leves,
espermatozoéides imaturos, células, bactérias) dos espermatozéides viaveis (que se
localizaram na fragdo mais densa e inferior do tubo de centrifugagao; (DE LA CALLE,
1991; NICHOLSON, et al., 2000) e, dentre estes, separar os espermatozdides X. A

selecdo dos touros associada a diminuicdo do numero de centrifuga¢des permitiu
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diminuir as injarias causadas nos espermatozoides pelos procedimentos utilizados
para a retirada do diluidor, por exemplo a lavagem, como preconizado por AITKEN &
CLARKSON (1995) e igualmente observado por ZINI et al. (2000) na espécie
humana.

O pH estabilizado em 7,4 associado a presenca de glicose preveniu reagao
acrossomal (PARRISH et al., 1985; PARRISH et al., 1988) além daquela provocada
pelo processo de congelacdo e descongelacao.

O meio de cultura DMEM e as solucdes de Percoll e Optiprep foram preparadas
de modo que a osmolaridade ficasse entre 290 a 330 mOsm/kg H>O para evitar o
estresse osmotico e, assim, mantivessem a viabilidade (GUTHRIE et al., 2002). Essa
osmolaridade foi maior que a média de 263 e 274mOsm/Kg de H>O no primeiro e
segundo saltos, respectivamente (HOSSEPIAN DE LIMA, 1998).

Muitos autores que trabalharam na separacdo de espermatozoéides através de
gradientes de densidade de Percoll negligenciaram a importancia da osmolaridade. Os
espermatozoéides sao constituidos por 50% de &gua, sendo considerado uma célula
osmoticamente ativa, e quando submetida a solugdes hipotbnicas, a agua entra no
citoplasma promovendo um equilibrio osmético. Conseqlientemente o volume
espermatico aumenta e a membrana plasmatica torna-se espessa. Quando submetidos
a solucdes hipertbnicas, ha uma reducado no seu tamanho, acompanhada de alteragdes
morfolégicas (BERGER et al., 1985, AKERLOF et al., 1987). Essas modificagbes
tornam a membrana dos espermatozoides mais susceptiveis aos danos causados pela
centrifugacdo (DE LA CALLE, 1991), por isso a osmolaridade € essencial para uma
6tima separacdo de células através de gradiente de Percoll (VICENT & NADEAU,
1984).
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6.2. Taxa de recuperacao e viabilidade dos espermatozdides apds os tratamentos

6.2.1. “Swim-up”

A taxa média de 18,27% (6,53 milhdes) de recuperagdao dos espermatozdéides
processados pelo “swim-up” foi semelhante aquelas relatadas por PARRISH et al.
(1995) e CORREA et al. (1997), utilizando sémen congelado recuperaram em média 6,8
e 1,9 milhdes de espermatozéides com motilidade progressiva de 80% e 85%,
respectivamente. Ja SAMARDZIJA et al. (2007), recuperou 20 milhdes de
espermatozoéides, com motilidade progressiva de 53%.

Com a utilizacdo deste método, a recuperacdo espermatica pode ser baixa,
quando comparado com outras técnicas de selecao de espermatozoéides (ZAVOS,
1992), o que nao corrobora com os resultados obtidos no presente experimento. A
recuperacdao dos espermatozoides através do “swim-up” pode ser afetada por dois
fatores: 1) o volume do meio de cultura sobreposto aos espermatozéides € grande em
relacdo ao tamanho do sedimento de onde os espermatozdides migram; 2) a area de
contato entre o espermatozdéide e o0 meio de cultura é muito pequena, o que dificulta a
migracao do espermatozéide para o meio de cultura (MAKLER et al., 1984).

O aumento na motilidade, que apds a descongelacéo era de 60 a 70%, para 80%
também € uma caracteristica do “swim-up” j4 descrita na literatura (PARRISH et al.,
1995; CORREA et al., 1997). O aumento da motilidade e vigor deve-se ao fato do
“swim-up” ou Migracdo espermatica ser um método baseado na capacidade dos
espermatozoéides moveis migrarem do sedimento formado apds centrifugacao, para um
meio de cultura enriquecido sobreposto a ele (ZAVOS, 1992). Assim, o “swim-up”,
originalmente foi desenvolvido para obter amostras de espermatozéides com elevada
motilidade, sendo um método que imita as condigbes in vivo, onde somente
espermatozéides com alta motilidade migram através de fluidos da cervix e do oviduto,
para alcancar o local da fecundacdo (MORTIMER & MORTIMER, 1992; RODRIGUEZ-
MARTINEZ et al.,, 1997). Nessa dissertacdo testamos a eficiéncia do “swim-up” na
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separacgao de espermatozdides portadores do cromossomo X daqueles portadores do Y
(item 6.4.1).

6.2.2. Centrifugacao em gradiente descontinuo de densidade

Em média, recuperou-se 4,65% do total de espermatozéides processados no
gradiente o que corresponde a cerca de 35% menos quando comparado com a
centrifugacdao em gradiente de densidade utilizando sémen in natura (média de 12%).
Essa diminuicdo pode estar relacionada a utilizagdo de espermatozdides
descongelados que foram depositados diretamente sobre o gradiente coluna de

Percoll™

ou Optiprep. Provavelmente, esses espermatozéides apresentavam varios
graus de lesdo sofrida durante o processo de congelagdo. Como o gradiente permite a
passagem apenas dos espermatozdides viaveis, a taxa de recuperagao foi diminuida
(AITKEN & CLARKSON, 1995). Esse pressuposto foi reforcado pelo fato de que apés
a centrifugacao obtivemos um aumento de 10 a 20 % nos valores de motilidade quando

comparamos com os valores antes da centrifugacao.

6.2.3. Centrifugacao em gradiente descontinuo de densidade associado ao “swim-
up”

Alternativamente, associou-se a centrifugacdao o “swim-up” na tentativa de
aumentar a acuidade de separacao dos espermatozéides X.

Até o momento, ndo foram encontrados na literatura protocolos de sexagem de
espermatozoéides bovinos utilizando centrifugacdo no gradiente de densidade descrito,
bem como sua associagédo ao “swim-up”.

A taxa de recuperacao de espermatozoides submetidos ao método “swim-up” e
logo depois de centrifugados em gradiente descontinuo de densidade, 2,63% (2,28
milhdes) do total de espermatozdides, a motilidade espermatica foi em média 70-80% e
o vigor 3-4. Essa recuperacgao ficou aquém daquela desenvolvida para espermatozéide

humano em que associou o “swim-up” ao gradiente de Percoll, constituido de duas
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camadas (45%/90%), para selecdo de espermatozéides viaveis. A taxa de recuperacao
foi em média 43%, do total de espermatozéides submetidos ao método de associacao,
e a motilidade espermatica 60% (CHEN et al., 1996).

Mesmo com as perdas espermaticas, a taxa de recuperagcdo média de 4,65%
processa por hora mais espermatozéides que a citometria de fluxo, que € a técnica
utilizada comercialmente. Para exemplificar, ha dados da literatura que demonstram
que, por citometria de fluxo, € necessaria uma hora para se produzir 18 milhdes de
espermatozéides X com pureza de 75% (JOHNSON & WELCH, 1999; JOHNSON,
2000) mas com viabilidade comprometida. Cinqglienta por cento deles possuem algum
tipo de dano cromossémico (LIBBUS et al., 1987) ou danos no mRNA (MORTON et al.,
2007).

Utilizando a técnica objeto da presente dissertacdo pode-se produzir por cada
tubo de gradiente a média de 4 milhdes (considerando todos os tratamentos). Como a
cada centrifugacao tinha-se capacidade para 40 tubos, entdo produziamos a cada hora
160 milhdes de espermatozdéides com pureza de 60%. Portanto, o numero de
espermatozdides processados dependeu da capacidade da centrifuga (numero de
tubos por centrifugacao) e do numero de centrifugas. Assim, a quantidade de doses de
sémen produzidas pode ser largamente ampliada com investimento mais baixo (compra

de centrifuga).

6.3. Condicao Acrossomal

A porcentagem de espermatozdides vivos em cada amostra de sémen
representou a condicao do acrossoma (representado pela classe VI), considerada a
caracteristica mais importante para o processo de fecundacado (PARRISH et al., 1988;
COSTA, 2002).

Apesar de todos os tratamentos utilizados nesta disserta¢do, selecionarem maior
quantidade de espermatozoides vivos, eles promovem a reagcdo acrossomal. Péde-se
explicar esse fato fazendo-se a seguinte analise. As porcentagens de 9,25% de

espermatozéides VI, 52,00% de espermatozéides VSA e 38,76% de espermatozdéides
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mortos logo apds a descongelagado corroboraram com WATSON (2000), que relatou
que os processos de congelacédo e descongelagdao causam danos na membrana e pode
causar a reagdo acrossomal. Assim, desenvolver um método para sexar
espermatozdides descongelados deve levar em conta a porcentagem de
espermatozéides vivos com acrossoma intacto (presenca de acrossoma integro) ja que
essa classe € muito importante para o processo de fecundacdo (PARRISH et al., 1988;
COSTA, 2002).

O “swim-up”, € um método de capacitagdo espermatica muito utilizado para
selecdo de espermatozodides destinados a PIV de embrides bovinos, e também para
selecdo de espermatozdides em humanos para processos de reproducao assistida. Os
espermatozdides bovinos, descongelados, submetidos a esse método apresentaram
9,75% de espermatozoides VI e 59,25% de espermatozdides VSA, demonstrando que o
“swim-up”, aumenta o numero de espermatozdides que sofreram a capacitacédo
espermatica. A porcentagem de espermatozdides mortos encontrados foi em torno de
27,13%, assim, podemos afirmar que esse método é capaz de selecionar
espermatozdéides vivos com eficiéncia, como descrito por RODRIGUEZ-MARTINEZ et
al. (1997) e BOTTCHER-LUIZ (1996).

Com a centrifugagdo em gradiente descontinuo de densidade houve aumento na
porcentagem de espermatozoides VSA, 71,85%, indicando que o método promoveu a
capacitacdo espermatica, mas seleciona com eficiéncia os espermatozoides vivos. O
fato da maioria dos espermatozdides sofrerem a reacdo acrossomal apods a
centrifugacdo em gradiente ndo afetou a fertilidade dos espermatozéides pois as taxas
de clivagem e blastocistos foram semelhantes as taxas obtidas no grupo controle. O
processo de centrifugagdo aumentou a porcentagem de espermatozoides com a
membrana danificada.

Quando centrifugou-se em gradiente de densidade sémen in natura, obteve-se
em média 25,13% de espermatozoides vivos (HOSSEPIAN DE LIMA, 2005), Com base
nesses resultados, podemos constatar que a utilizacdo de sémen congelado para a
centrifugacdo em gradiente descontinuo de densidade, s6 € recomendada quando 0s

espermatozéides recuperados forem utilizados imediatamente para a PIV, pois o
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processo de criopreservacao ja causa danos de membrana (WATSON, 2000) assim
como a centrifugagdo em gradiente. Por isso, a capacitagdo durante o processo de
sexagem, seria uma limitacdo para congelagao dos espermatozoides.

Quando associamos ao “swim-up” a centrifugacao em gradiente de densidade,
observamos um aumento na porcentagem de espermatozoides vivos sem acrossoma,
79,38%, 0 que mostra que esse procedimento tem maior habilidade de selecionar
espermatozéides vivos, mas resulta na capacitagdo de um maior numero de
espermatozoides.

Os resultados sdo semelhantes aqueles apds a sexagem utilizando sémen in
natura por citometria de fluxo (JONHSON, 2000). Como apenas 65% dos
espermatozodides apresentavam acrossoma intacto (ZHANG et al., 2003) haveria uma
vantagem se esses espermatozdides fossem utilizados imediatamente apds a
separacao para fazer PIV, dispensando a inducado da capacitacao antes da fertilizacao.

Muitas técnicas de coloracéo tém sido usadas para se determinar a porcentagem
de espermatozoides que sofreram reagdo acrossomal (RA) e, apesar de serem
utilizadas com relativo sucesso na deteccao dos diferentes estagios da RA apresentam
as seguintes desvantagens: a) ndao permitem diferenciar a verdadeira ou falsa RA; b)
ndo permitem a avaliagdo de espermatozoides vivos ou mortos; c) necessitam de
microscépio e equipamentos especializados (KOVACS & FOOTE, 1992).

A utilizacdo da microscopia eletrénica € descrita como sendo o melhor método
para a determinacdo da condicdo da reagdo acrossomal, porém sua utilizacdo €
limitada devido a necessidade de equipamento de elevado custo e da utilizagdo de
técnicos treinados (ZEGINIADOU, 2000).

Os métodos que utilizam microscopia de contraste de fase (SAACKE &
MARSHAL, 1968) e interferéncia de fase (STEINHOLT et al., 1991) podem trazer
dificuldades ao avaliar as alteracdes acrossomais em espermatozéides com elevada
motilidade (DIDION et al., 1989).

Assim sendo, muitas técnicas de coloragdo tém sido usadas para se determinar a
porcentagem de espermatozoides que sofreram reagdao acrossomal, como por exemplo,

as que empregam os corantes Naphtol Yellow S/Erythosin B (LENZ et al.,, 1983;
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STEINHOLT et al.,, 1991), Bismarck Brown/Rosa Bengala, Azul de Trypan/Giemsa
(DIDION et al., 1989; KOVACS & FOOTE, 1992; SANCHEZ et al., 1995, WAY et al.,
1995) e Chicago sky Blue (KUTVOLGYI et al., 2006). Técnicas de fluorescéncia que
utilizam lecitinas ou mesmo anticorpos especificos podem também ser utilizadas com
sucesso na deteccao dos diferentes estagios da reagao acrossomal, pela utilizacdo da
microscopia de fluorescéncia ou mesmo pela utilizagdo da citometria de fluxo, porem
necessitam de microscépios e equipamentos especializados (ZEGINIADOU, 2000). Por
outro lado, algumas técnicas que avaliam a porcentagem de espermatozéides vivos,
como pr exemplo a coloracao supravital com eosina-Y, recomendada pela Organizacao
Mundial de Saude para analise na espécie humana, ndo permitem uma analise precisa
da condigcao acrossomal (MING-HUEI et al., 1998).

Além disso, mostrou-se ser possivel a avaliagdo da integridade da membrana
plasmatica e da condicdo acrossomal dos espermatozéides descongelados oriundos do
epididimo e do ejaculado de touros, utilizando dupla coloracdo (Azul de Trypan e
Giemsa) sem a prévia indugdo da reacado acrossomal com Heparina e LPC e
classificando quatro classes de espermatozdides: vivos integros, vivos reagidos, mortos
integros e mortos reagidos (DIAS, 2002). Assim como o autor, consideramos que € 0s
danos causados pelos processos de centrifugacdo e criopreservacao induziriam a
reacdo acrossomal (TARIN & TROUNSON, 1994; BAILEY et al., 2000) que apenas foi
relevada com a coloragao.

Concordamos com KOVACS & FOOTE (1992), que as demais técnicas tém suas
vantagens, porém, nenhuma delas cora os espermatozéides vivos para identificar
reagdo ou danos que podem ocorrer no acrossoma dos espermatozoides
descongelados, inerentes a congelacao e ndo a preparacao da amostra para analise,
pré-dizendo, a viabilidade fecundante, permitindo assim, a liberagdo da partida do

sémen a ser usado para inseminacgao artificial.
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6.4. Producao in vitro de embrioes e desvio da proporcao sexual

O sistema de cultivo de embrides utilizado no presente experimento, seguiu as
recomendacoes de VAJTA et al. (1999), no qual o soro fetal bovino (SFB) é substituido
pelo BSA, no meio de cultivo in vitro, com o intuito de ndo promover o desvio da
propor¢ao em favor dos machos.

As taxas de clivagem e blastocistos obtidas foram satisfatorias, apesar dos
embrides serem cultivados em meio sem SFB. O cultivo in vitro foi feito em placa de 4
pocos ao invés de microgotas, dispensando a substituicio do meio de cultivo
(“feeding”), o que diminui o metabolismo embrionrio, induzindo o uso de reservas
enddgenas, segundo hip6tese de LESSE (2000). Portanto podemos afirmar que as
metodologias empregadas para a selegdo de espermatozoides nao afetam as taxas de

desenvolvimento embrionario.

6.4.1. “Swim-up”

O “swim-up” € um método de separagao de espermatozoides muito utilizado na
producgao in vitro de embriées bovinos, assim como o gradiente de Percoll (45%/90%),
para a selecao dos melhores espermatozéides capazes de fertilizar odécitos. Utilizando
o método “swim-up” descrito por IRIANNI et al. (1990) para a producao in vitro de
embrides bovinos, obtivemos, em média, 72,94% de embrides clivados e 32,54% de
blastocistos produzidos. No grupo controle as taxas de clivagem e blastocistos foram
71,71% e 25,93%, respectivamente. Embora n&o foi encontrada diferencga significativa
entre 0s grupos, podemos observar que no grupo, em que, os odécitos foram fertilizados
por sémen processados pelo “swim-up”, houve melhor desenvolvimento embrionario,
quando comparado com todos os outros métodos, inclusive o grupo controle (Tabela
9).

PARRISH et al. (1995), utilizou o método “swim-up” para selecionar

espermatozoéides viaveis para a producdo de embrides, as taxas de clivagem e
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balstocistos obtidas por ele foram em média, 60% e 17% respectivamente. Ja
WALTERS et al. (2004) obtiveram taxa de clivagem de 54% e 1,5% de blastocistos.

RHEIGANTZ et al. (2002), também utilizando o método do “swim-up” para a
producao in vitro de embrides, observaram taxas de clivagem de 84,6% e 39,9% de
blastocistos produzidos. SAMARDZIJA et al. (2007), submetendo espermatozéides
descongelados ao método de “swim-up”, para a producgao in vitro de embrides, obteve
taxas de clivagem em torno de 70% e taxas de blastocistos em torno de 20%.

Considerando-se que o espermatozéide portador do cromossomo X € maior que
o espermatozdide portador do cromossomo Y, ou seja, o espermatozdide X possui
mais DNA que o Y, existe uma diferenca na velocidade de movimentacao entre eles,
sendo o Y mais veloz que o X (MADRID-BURY et al., 2003). Com base nesta
consideracdo alguns autores concluiram que o0 meio sobreposto ao sedimento esta
enriquecido com espermatozoides Y (CHECK et al., 1994, CHECK & KATSOFF, 1993).
Mas existem resultados contraditérios, DE JONGE et al. (1997) e MADRID-BURY et al.
(2003) nao encontraram diferenca entre a porcentagem de espermatozéides X e Y,
apds o método de “swim-up”.

Ja BOTCHER-LUIZ et al. (1997) encontraram 30,44% de espermatozoides
portadores do cromossomo Y, no meio sobreposto ao sedimento apo6s 1hora de
incubacao em estufa de CO, a 37°C. Os resultados de BOTCHER-LUIZ et al. (1997)
sdo semelhantes ao encontrado neste experimento, o desvio da proporcédo sexual para
fémeas foi de 61,80%, sendo contraditérios com autores citados anteriormente.

RHEIGANTZ et al. (2004), com o objetivo de avaliar a proporgao sexual de
embrides bovinos produzidos in vitro, com a utilizacdo de espermatozéides
selecionados pelo método “swim-up”, os embrides foram cultivados em meio contendo
ou nao glicose, e no estagio de 8 células o desvio da propordo sexual para o0 meio
contendo glicose foi de 20,6% de fémeas, ja para o meio de cultivo sem a glicose a
proporcdo de fémeas foi de 37,5%. O que demonstra que o meio enriquecido com

glicose, favorece o desenvolvimento de embridées machos.
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6.4.2. Gradiente Descontinuo de Densidade

As taxas de clivagem e blastocistos, 70,50% e 27,59%, respectivamente, foram
superiores aquelas descritas por BLOTTNER et al. (1993), de 53,40% e 20,2%,
respectivamente (com 515 odcitos), utilizando centrifugacdo em gradiente de Percoll,
com o intuito de sexar espermatozoéides bovinos. Da mesma forma, HOSSEPIAN DE
LIMA et al. (2003), utilizando sexagem de espermatozéides por gradiente descontinuos
de densidade, observaram taxas de clivagem de 75% e de desenvolvimento
embrionario de 30%, com acuidade de sexagem de até 70%.

Em bovinos, na literatura, foram encontrados apenas esses dois trabalhos, como
um relato de producao in vitro de 20 embrides com espermatozoéides enriquecidos por
centrifugacdo em gradiente de densidade (BLOTTNER et al., 1993). Estes embrides
foram sexados por PCR verificando-se 90% de fémeas. Estes resultados foram
superiores aos do presente projeto como indica a Tabela 10. Entretanto, estes 20
embrides foram produzidos com apenas uma partida de espermatozéides enriquecidos
e em apenas uma sessao de FIV. Como se demonstrou nessa dissertacdo foram
realizadas 3 sessoes de PIV, o sexo genético dos embrides foi determinado por PCR,
verificando-se 59,55% de fémeas. Assim, considerou-se que a acuidade de desvio da
propor¢cao sexual dessa dissertagdo foi mais consistente do que aqueles encontrados
na literatura.

Independente do numero de embrides produzidos as taxas de clivagem e de
blastocisto utilizando espermatozéides centrifugados em gradiente de densidade foram
superiores aquelas utilizando sexagem por citometria de fluxo. Apesar da acuidade de
sexagem atingir até 87% as taxas de blastocistos entre 10 e 31% (LU et al.,1999;
WILSON et al., 2006; PUGLISI, et al.,2006; MORTON et al., 2007) podem produzir
menos fémeas nascidas quando comparado com outra técnica em que a acuidade
atingiu 65% e a taxa de blastocisto foi de 27%. Isso pode ser explicado pois apesar de
relatos de 31% de blastocistos, constatou-se danos causados na expressao génica

(mRNA) dos mesmos (MORTON et al., 2007). Esses danos podem provocar a morte
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embrionaria por ocasido da implantacao devido a alteragées no genoma paterno (VAN
GOLDE et al., 1999).

Nesta dissertacdo nao foram avaliados os danos no DNA antes ou apéds a
centrifugacdo nos gradientes de densidade, ja que a literatura relata que, apesar de
algumas vezes esse procedimento aumentar em 3,5% os danos no DNA (ZINI et al.,
2000), na maioria das vezes preservam o0 material genético e ainda € capaz de
selecionar, os espermatozéides com o DNA integro, em pacientes de boa qualidade.
(SAKKAS et al., 2000; TOMLINSON et al., 2001).

O método de centrifugacdo de espermatozdides descongelados em gradiente
descontinuo de densidade, desviou a propor¢do sexual para fémeas para até 61% .
BLOTTNER et al. (1993), produzindo embrides in vitro com sémen sexado por
centrifugacdo em gradiente de densidade, sendo o sexo dos embrides determinados
por PCR, verificou-se 90% de fémeas.

Esse desvio na proporgcdo sexual dos embrides produzidos in vitro para fémea
poderia ser maior, pois 0 grupo controle (espermatozdides processados em gradiente
de Percoll 45%/90%) apresentou um desvio na proporcao sexual para machos, 54,80%.
Concluimos que o sistema da produgado in vitro de embrides, mesmo seguindo o
protocolo de VAJTA (1999), promoveu desvio da propor¢cao sexual para machos. Uma
hipétese seria com relagdo ao tempo de maturacdo (maior que 22h) aumentaria a
proporcdo de machos (AGUNG et al., 2006) e também o periodo de incubagao odcito-
espermatozodide (IWATA et al., 2007).

6.5. Impacto na intensidade de sele¢cao e taxa de reposicao

A selecao de espermatozoides portadores do cromossomo X é muito importante,
principalmente em sistemas de producao de leite. Utilizando sémen enriquecido com
espermatozéides X em rebanhos leiteiros aumenta o numero de fémeas disponiveis
para reposicao, e até mesmo para aumento do rebanho, conseqgientemente, da

producao.
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Para a o teste de progénie, onde o valor genético do touro € mensurado a partir do
desempenho produtivo de suas filhas (NORMAN, 2003), o desvio da proporg¢ao sexual
para fémeas também é muito importante pois aumentaria o numero de filhas nascidas
de um mesmo touro para serem avaliadas, aumentando assim a acuracia de predi¢cao
do touro em teste de progénie.

Como um exemplo, considerando-se um sistema de produgéo de leite, com 1000
fémeas lactantes, no qual se utiliza inseminagéo artificial com sémen convencional, com
uma taxa de gestacao de 71% (HOSSEPIAN DE LIMA, 2005), pode se produzir 710
bezerros (355 machos e 355 fémeas). Destas 355 fémeas produzidas, 213 seriam
selecionadas para reposi¢cao do rebanho (taxa de reposicao de 60%), 0 que daria uma
intensidade de selecao de fémeas de 0,64 (valores encontrados em tabela de
distribuicdo normal). Utilizando a sexagem em gradiente de densidade com 73% de
acuidade e 75% de taxa de gestacdo, pode se produzir 548 fémeas das quais 213
seriam selecionadas, resultando em uma taxa de reposicdo de 40% e intensidade de
selecdo de 0,97. O aumento na intensidade de selecao pode resultar em aumento no
ganho genético anual, pela selecao de fémeas. HOSSEPIAN DE LIMA (2005),
utilizando sexagem de espermatozoéides por centrifugacdo em gradiente de densidade
(acuidade de 73%), obteve 75% de taxa de gestacdo e de 71% quando os animais
foram inseminados com sémen convencional. Assim, em 100 vacas inseminadas com
sémen sexado, obteve 55 fémeas e no grupo controle obteve 36 fémeas. A sexagem de
espermatozoéides por centrifugacdo em gradiente de densidade produziu 19 fémeas a
mais que o grupo controle.

Considerando-se o dado de 60% de producao de fémeas dessa dissertacéo e a
taxa de prenhez de 75% obtida por HOSSEPIAN DE LIMA, 2005 (ja que refere-se a
mesma metodologia de sexagem de espermatozdides) e projeta-se para 1000 vacas
inseminadas temos a producéo de 450 fémeas e 300 machos. Para se obter o mesmo
nuamero de fémeas para reposicao (213 fémeas), a taxa de reposi¢ao diminuiria de 60%
para 47% e a intensidade de selecdo das fémeas aumentaria de 0,64 para 0,8. O
aumento da intensidade de selecédo, consequentemente, promove 0 aumento do ganho

genético anual.
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Estabeleceu-se uma comparacdo entre os métodos descritos acima e alguns
resultados da literatura que utilizaram sémen sexado por citometria de fluxo, com uma
acuidade de 85% (Tabela 8). Observou-se que, quando a inseminacao artificial era feita
com sémen processado em gradiente de densidade (presente experimento;
HOSSEPIAN DE LIMA, 2005) a taxa de reposi¢cdo de fémeas diminuiu e a intensidade
de selecdo aumentou. Nos trabalhos em que se utilizou sémen sexado por citometria de
fluxo, a taxa de reposi¢do permaneceu a mesma ou aumentou, mantendo ou reduzindo
a intensidade de selecao. Esse fato pode ser explicado pois este método de sexagem
reduz a eficiéncia reprodutiva, o que pode ser comprovado pelas baixas taxas de
gestacao; ja o método de sexagem por gradiente de densidade ndo altera a eficiéncia
reprodutiva do rebanho, quando comparado com inseminacao artificial com sémen

convencional.
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Em um teste de progénie de touros jovens, que estdo sendo selecionados como
pais de touros da proxima geracao, em rebanhos destinados a producao de leite, com o
uso de inseminacao artificial com sémen convencional em 50 vacas, com taxa de
prenhez de 71%, um Unico touro consegue produzir 18 filhas. Se utilizarmos um método
de selecdo do sexo de espermatozdides com acuidade de 60% para producdo de
fémeas com taxa de gestacado de 75%, um touro conseguiria produzir 22 filhas. Com a
utilizacdo de um método de sexagem com acuidade de 73% e taxa de prenhez de 75%
(HOSSEPIAN DE LIMA, 2005) seriam produzidas 27 filhas deste touro. Aumentando o
numero de filhas deste touro, pode haver um aumento na acuracia de predicdo, o que
pode aumentar o ganho genético para a producao de leite.

Na Tabela 9 estdo descrito os valores de acuracia de predicdo calculados com
base na seguinte férmula:

n x h?

1+ (n-1) x h%/4

I'AA =

A partir dos resultados obtidos observou-se que houve diferenca na acurécia de
predi¢ao de touros, principalmente quando comparamos 0 sémen sexado por citometria
de fluxo e o sémen sexado por gradiente de densidade.

A selecao de espermatozdides X € muito importante em teste de progénies de
touros jovens, pois quanto maior o numero de filhas produzidas maior o niumero de
informacdes coletadas daquele determinado touro, com isso pode-se determinar mais
rapidamente se o touro transmite ou ndao suas caracteristicas produtivas para a sua
progénie. Sendo, também, muito importante, para a reducédo de custos do teste de
progénie, pois pode-se reduzir o numero de vacas utilizadas nos acasalamentos,
utilizando sémen sexado pode-se obter 0 mesmo numero de fémeas nascidas quando

se utiliza sémen convencional na IA, com menor nUmero de vacas inseminadas.
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Tabela 9: Calculo da acuracia de predicdo de um touro com base no numero de filhas
nascidas a partir de inseminagdo artificial, de acordo com o método de
processamento do sémen, assumindo um rebanho de 50 vacas.

R Acuidade N¢ de Acuracia
Autor u?ﬁir::(;‘o do G-r:sxtz d;"o fémeas de
método ¢ nascidas Predicao
Presente Convencional 50% 71% 18 0,74
experimento  goya4g 60% 75% 22 0,76
Weigel Convencional 50% 58% 15 0,70
(2004) Sexado 85% 31% 13 0,67
Hossepian Convencional 50% 71% 18 0,74
de Lima
(2005) Sexado 73% 75% 27 0,80
Andersson Convencional 50% 48% 12 0,66
etal. (2006) . 40 85% 21% 9 0,61
Wilson et al. Convencional 50% 40% 10 0,63
(2005,2006) o .4 85% 22% 9 0,61

Finalizando, observa-se que a utilizacdo de sémen sexado por gradiente
descontinuo de densidade, com acuidade variando de 60 a 73%, pode-se ter taxas de
prenhez satisfatérias, muito semelhantes as taxas de prenhez obtidas faz IA com
sémen convencional (HOSSEPIAN DE LIMA, 2005). Assim é possivel a obtencdo de
maior producao de fémeas, em relacdo ao grupo inseminado com sémen convencional,
resultando em um aumento da intensidade de selecdo, da acuracia de selecdo, que
conseqlientemente resulta em um incremento no progresso genético anual. Ja com a
utilizacdo de sémen sexado por citometria de fluxo, as taxas de gestacdo sao muito
baixas 0 que resulta em uma reducédo da intensidade de sele¢do, na acuracia de

predicao e conseqlentemente um decréscimo no ganho genético anual.
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7. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho permitiram as seguintes conclusées:

a)

Em bovinos, espermatozéides provenientes de sémen congelado, portadores do
cromossomo X, podem ser separados por centrifugagdo em gradiente
descontinuo de densidade, pelo “swim-up” e pela associagdo “swim-
up”/gradiente, com acuidade de 60%.

Foi possivel utilizar com sucesso o espermatozéide sexado por centrifugacdo em
gradiente de sexagem, assim como, 0s espermatozoides separados pelo “swim-
up” e pela associagao “swim-up”/gradiente, em sistemas de fecundacao in vitro,
sem prejudicar as taxas de desenvolvimento embrionario, € aumentando o0s

valores de motilidade progressiva e vigor.

A acuidade de 60% (média dos métodos de sexagem do presente trabalho), com
uma metodologia semelhante que gera 71% de prenhez, produziu maior
intensidade de selecdo e menor taxa de reposicdo, quando comparada com a

metodologia com 85% de acuidade com taxa de gestacao de 21%.
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