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RESUMO

EFEITO DE DIFERENTES PROTOCOLOS DE PERCOLL NA QUALIDADE

ESPERMÁTICA E NA PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES BOVINOS

Grazieli Marinheiro Machado1, Margot Alves Nunes Dode2

1 Médica Veterinária, Brasília-DF, Brasil,. 2Médica Veterinária, PhD Brasília-DF, Brasil.

Técnicas de preparação de sêmen são usualmente utilizadas na produção in vitro de embriões

(PIV) bovinos visando melhorar a qualidade espermática após o descongelamento. Dentre

estas técnicas, a centrifugação em gradiente de Percoll tem sido a mais utilizada. O objetivo

desse estudo foi avaliar o efeito de diferentes velocidades, tempo de centrifugação e volume

de Percoll nas características espermáticas, na produção e sexo de embriões bovinos. Foram

descongeladas amostras de sêmen de quatro touros, que foram submetidas a três diferentes

procedimentos no gradiente de Percoll : T1 – 4 mL (volume final) de Percoll 45%:90%,

centrifugados por 20 minutos a 700 g; T2 – 800 μL (volume final) de Percoll 45%:90%

centrifugados por 20 minutos a 700 g e T3 – 800 μL (volume final) de Percoll 45%:90%

centrifugados por por 5 minutos a 5000 g. A avaliação espermática da motilidade, morfologia,

integridade de acrossoma, membrana e cromatina, foi realizada antes e após a passagem pelo
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Percoll. Para a PIV foram utilizados 1194 ovócitos maturados in vitro, sendo a taxa de

clivagem avaliada em D2 (48h) e a taxa de blastocisto avaliada no dia 7 após fecundação

(D7). Os blastocistos em D7 (n=360) foram congelados para determinação do sexo. Os dados

do desenvolvimento embrionário e avaliação espermática foram analisados pela ANOVA

considerando o efeito de touro, tratamento e interação touro x tratamento (P<0,05). Para

analisar o sexo dos embriões utilizou-se o teste 2 com freqüência esperada de 50:50

(P<0,05). A comparação entre os tratamentos e touro também verificada pelo teste 2. Todos

os tratamentos com o Percoll melhoraram significativamente a proporção de espermatozóides

móveis. Não houve efeito do tratamento em nenhuma característica espermática avaliada

(P>0,05), entretanto, observou-se efeito de touro. A taxa de clivagem e blastocito também não

foi afetada pelos tratamentos com o Percoll. Entretanto, foi observado diferenças entre touros

(P<0,05). A taxa de clivagem e blastocisto foi melhor para o touro 1 (86 ± 1,6a% e 47 ±

2,6c%) seguido do touro 2 (86 ± 2,1a% e 39 ± 6,6c%) e touro 3 (65 ± 5,9b% e 17 ± 4,1d%). O

touro 4 apresentou baixa produção total de blastocisto (n=5), sendo eliminado da análise. A

proporção macho:fêmea foi semelhante em todos os tratamentos para os touros 2 e 3. Apenas

o touro 1 no T1 apresentou uma maior porcentagem de embriões machos (61%) em relação

aos embriões do sexo feminino (39%). Quando apenas os tratamentos foram considerados,

independentes dos touros, não foi verificado diferença na proporção macho:fêmea entre T1

(55:45 %), T2 (45:55 %) e T3 (44:56 %). Os resultados mostraram que a utilização de

diferentes velocidades, tempo de centrifugação e volume de Percoll não influenciou a taxa de

blastocisto e a relação macho:fêmea. Entretanto, para o touro 1 foi observado um desvio para

produção de embriões machos quando se utilizou o T1. Esses resultados sugerem a

possibilidade de utilizar um menor volume de Percoll por um período de tempo mais curto,

diminuindo assim o custo e o tempo para a realização da fecundação in vitro.

Palavras chaves: força e tempo de centrifugação, seleção espermática, desenvolvimento

embrionário e proporção de sexo.
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ABSTRACT

EFFECT OF DIFFERENT PERCOLL PROCEDURES ON SPERM QUALITY AND

IN VITRO PRODUCTION OF BOVINE EMBRYOS

Techniques for sperm selection are usually used for bovine in vitro embryo production (IVP)

to improve semen quality after thawing. Among these techniques Percoll gradient has been

the most used. The aim of this study was to evaluate the effect of different volumes of Percoll,

time and force of centrifugation on sperm quality, embryo development and sex of IVP

bovine embryos. Frozen-thawed semen from four bulls were submitted to three different

Percoll procedures: T1 - 4 mL (final volume) of Percoll 45%:90%, centrifuged for 20 minutes

at 700 g, T2 - 800 μL (final volume) of Percoll 45%:90% centrifuged for 20 minutes at 700 g

and T3 - 800 μL (final volume) of Percoll 45%:90% centrifuged for 5 minutes at 5000 g.

Semen was evaluated before and after Percoll treatment for sperm total motility, morphology,

integrity of acrosome, membrane and chromatin. A total of 1194 oocytes were matured,

fetilized and cultured in vitro, cleavage rate was valued on D2 and blastocyst rate on D7 after

in vitro insemination. The blastocysts in D7 (n=360) were frozen for posterior sex

determination. Data from embryo development and sperm characteristic were analyzed by

ANOVA considering the effect of bull, treatment and interaction bull x treatment (P <0.05).

The ratios were compared with the expected ratio 1:1 by  2 test (P<0.05). All Percoll methods

significantly improved the proportion of motile spermatozoa. No effect of treatment was

detected in any of the sperm characteristic (P>0.05), however bull-related differences were
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observed in all parameters tested. Similarly, cleavage and blastocyst rate were not affected by

Percoll procedure (P>0.05). However, there was a difference among bulls (P<0.05). Sire 4

had very low embryos production (n=5), and was eliminated from the analysis. Higher rates

of cleavage and blastocyst were observed for bull 1 (86 ± 1.6 a % and 47 ± 2.6 c %) and bull 2

(86 ± 2.1a % and 39 ± 6.6c %) showed than for bull 3 (65 ± 5.9b % and 17 ± 4.1d %). The

proportion of male:female embryos was similar in all treatments for bulls 2 and 3. Only bull 1

in the T1 presented a greater percentage of male (61%) than female embryos (39%). When

only treatments were considered, independent of bulls, no difference was found in proportion

male:female (%) among T1 (55:45), T2 (45:55) and T3 (44:56). The results showed that the

use of different speed, time of centrifuge and volume of Percoll gradient did not influence the

rate of blastocyst and the male:female ratio. However, for bull 1 it was observed a higher

production of male embryos when T1 was used. These results suggest the possibility of using

a lower volume of Percoll for a shorter period of time, thus reducing the cost and time to

perform the in vitro fertilization.

Keywords: force and time of centrifugation, sperm selections, embryo development, sex ratio.
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1. INTRODUÇÃO

A produção in vitro (PIV) de embriões de mamíferos domésticos é uma

biotécnia bastante utilizada como alternativa para acelerar a multiplicação de animais

geneticamente superiores. Essa técnica vem sendo incorporada nos programas de

melhoramento animal de rebanhos bovinos comerciais brasileiros, que é o segundo maior do

mundo, ultrapassando 200 milhões de cabeça (IBGE, 2006). De fato, o Brasil ocupa hoje uma

posição de destaque no cenário internacional com relação a essa biotécnica, sendo responsável

por 48,5% da produção mundial de embriões (Viana & Camargo, 2007).

Apesar de inúmeros estudos realizados nos últimos 30 anos com o objetivo de

melhorar a eficiência de PIV, a proporção de embriões que atingem o estágio de blastocisto é,

raramente, superior a 40% (Lonergan & Fair, 2008). Além disso, existem outras limitações

técnicas que restringem sua expansão tais como, custo elevado, embriões com qualidade

inferior aos produzidos in vivo (Lonergan & Fair, 2008), alta sensibilidade à criopreservação,

redução de sobrevivência fetal e nascimento de bezerros com anormalidades (Farin et al.,

2006; Hansen, 2006,).

O processo da PIV consiste de várias etapas interdependes que se não forem

realizadas de forma adequada podem comprometer o seu sucesso. Dentre os diversos fatores

que afetam o sistema PIV de embriões bovino encontra-se basicamente a qualidade dos

ovócitos (Lonergan & Fair, 2008) os espermatozóides utilizados para fecundação in vitro

(FIV) (Hansen, 2006) e as condições de cultivo (Lonergan & Fair, 2008).
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A influência dos métodos de preparação espermática na PIV tem sido

extensivamente estudada. A seleção de espermatozóides realizada antes da inseminação in

vitro visa obter células espermáticas viáveis, com maior motilidade, remover o plasma

seminal, crioprotetor e agentes infecciosos, além de debris celulares (Henkel & Schill, 2003).

Para selecionar espermatozóides viáveis várias técnicas estão disponíveis tais como o swim

up, gradiente de Percoll e a lavagem por centrifugação. Dentre essas técnicas, o gradiente de

Percoll é uma das mais usadas em bovinos. A metodologia usual do Percoll consiste na

formação de um gradiente contínuo gradual, onde a densidade aumenta no sentido da camada

superior para a inferior. A amostra de sêmen é depositada sobre as camadas e centrifugada

para obtenção de pellet contendo espermatozóides selecionados.

Entretanto, esse protocolo vem sendo modificado devido ao aumento da

utilização de sêmen sexado (Dell’Aqua et al., 2006). Essas modificações são necessárias, pois

o sêmen sexado apresenta características próprias tais como baixa motilidade pós-

descongelameno (Palma et al., 2008) e baixa taxa de blastocisto quando se comparado ao

sêmen não sexado (Wilson et al., 2006). As alterações propostas no procedimento do Percoll

se referem basicamente à diminuição do volume, aumento da rotação e redução do tempo de

centrifugação (Dell’Aqua et al., 2006). Se essas alterações no protocolo pudessem também ser

utilizadas para todas as amostras de sêmen, independente de serem sexadas ou não, seria de

grande interesse não só pela redução de custo, mas também por reduzir o tempo de realização

da FIV. Entretanto, não se sabe se essas mudanças no procedimento alterariam a produção, e,

principalmente, se modificariam a relação macho:fêmea dos embriões. Portanto, para que se

possa alterar o procedimento da preparação espermática é necessário avaliar não só o efeito

dessa alteração na qualidade espermática, mas também na produção e sexo dos embriões.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do tempo, velocidade de

centrifugação e volume de Percoll no sistema de PIV de embriões bovinos quanto às

características espermáticas, desenvolvimento embrionário e sexo dos embriões.
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3. REVISÃO DE LITERATURA

3.1. Estrutura das células espermáticas

Espermatozóides são produzidos nos testículos por um processo chamado de

espermatogênese. A estrutura do espermatozóide compreende dois componentes, a cabeça e a

cauda. A cabeça do espermatozóide é formada basicamente pelo núcleo celular, que ocupa

65%, e pode ser dividida em duas regiões: acrossomal e pós-acrossomal. O acrossoma é uma

fina cobertura com dupla camada de membrana que envolve intimamente a parte anterior do

núcleo formada pelo complexo de Golgi durante a fase de espermiogênese. A capa do

acrossoma, o capuchão, contém glicoproteínas e enzimas como a hialuronidase e proacrosina

responsáveis pela penetração do espermatozóide no ovócito (Barth & Oko, 1989). O

segmento equatorial do acrossoma, região entre o capuchão e o segmento pós-acrossmal, é

importante porque é a parte do espermatozóide que, juntamente com a porção anterior da

região pós-acrossomal se funde com a membrana do ovócito durante a fecundação (Garner &

Hafez, 2004). O formato da cabeça varia entre as espécies, possuindo forma de gancho em

ratos e camundongos ou forma achatada e arredondada em humanos e animais domésticos

(Barth & Oko, 1989). O núcleo contém cromatina altamente condensada composta de ácido

desoxirribonucléico (DNA), que forma um complexo com uma classe especial de proteínas

conhecidas como protaminas espermáticas. O conteúdo de DNA é haplóide, ou seja, metade

das células somáticas da mesma espécie (Garner & Hafez, 2004). A cromatina é sustentada

inicialmente por histonas que são substituídas pelas protaminas e mantidas unidas através de

ligações dissulfídricas à medida que os espermatozóides passam pelo epidídimo, conferindo a

estabilidade e a condensação do DNA (Setchell, 1993; Garner & Hafez, 2004). A região pós-

acrossomal é sustentada pelo plasmalema. Neste local encontra-se a parte posterior do núcleo

e os microtúbulos, formormando a fossa de implantação em que a cauda é inserida (Barth &

Oko, 1989; Setchell, 1993).
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A cauda do espermatozóide de mamíferos varia em relação ao tamanho e

forma, mas a estrutura geral é similar. A cauda é dividida em quatro partes anatômicas bem

distintas: colo, peça intermediária, peça principal e peça terminal. No centro da cauda

encontra-se o axonema central, composto por centríolos arranjados sob forma de nove pares

de microtúbulos disposto radialmente ao redor de dois filamentos centrais (conformação 9+2)

(Barth & Oko, 1989; Garner & Hafez, 2004;). Os microtúbulos consistem de duas

subunidades: as subfibras A e B. A subfibra A possui duas fileiras de braço que se projetam

em direção à dupla de microtúbulos vizinhos. Estes braços, que tem alta atividade ATPase são

provavelmente a base para a motilidade espermática (Setchell, 1993).

O colo fica próximo à peça intermediária sendo a porção da cauda que se liga a

cabeça do espermatozóide. Na sua extremidade proximal, a região articular chamada de

capitulun é fixada pela membrana basal do núcleo por uma série de delicados filamentos

(Setchell, 1993).

Na peça intermediária, os arranjos 9+2 de microtúbulos estão circundados por

nove fibras densas. O axonema e as fibras densas associadas à peça intermediária são

recobertos perifericamente por uma camada de mitocôndrias dispostas em forma helicoidal

que são responsáveis pelo fornecimento de energia e conseqüentemente pela motilidade dos

espermatozóides (Barth & Oko, 1989; Garner & Hafez, 2004).

A peça principal, que continua posteriormente ao annulus e se estende até a

parte terminal da cauda, é composta centralmente do axonema associado às fibras espessas. A

formação de uma camada fibrosa fornece estabilidade dos elementos contráteis da cauda

(Garner & Hafez, 2004).
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A peça terminal, porção final da camada fibrosa contém o axonema

responsável pela motilidade espermática. Os pares externos de microtúbulos de padrão 9+2

geram as ondas curvas da cauda por meio de um movimento de deslizamento (Garner &

Hafez, 2004). Entretanto, à medida que vão se tornando mais distais, os túbulos duplos vão se

dissociando e desaparecendo, sendo que o último a desaparecer é o túbulo central (Barth &

Oko, 1989).

A membrana plasmática é a estrutura que abrange todos esses domínios

específicos da célula espermática: o acrossoma, segmento equatorial, segmento basal região

intermediária e cauda. Ela tem a função de envolver e de internalizar organelas e componentes

intracelulares, além de permitir trocas de íons e outros componentes solúveis. Portanto, torna-

se necessário manter a membrana espermática íntegra para que os espermatozóides consigam

fecundar os ovócitos (Silva & Gadelha, 2006).

3.2. Avaliação da célula espermática

Os parâmetros utilizados rotineiramente para avaliar a qualidade de sêmen são

a avaliação subjetiva da motilidade e avaliação visual da proporção de espermatozóides com

morfologia normal. Esses métodos embora úteis e importantes são de valor limitado para

predizer a fertilidade no que se refere à capacidade fecundante do sêmen. Isso porque, para

que a fecundação ocorrer os espermatozóides além de móveis e normais precisam ser capazes

de sofrer a reação do acrossoma e penetrar o ovócito. Além disso, para que a fecundação

ocorra com sucesso, o espermatozóide que foi incorporado ao citoplasma do ovócitoo precisa

descondensar a cromatina da cabeça e formar o pró-núcleo masculino, para que se possa unir

ao pró-núcleo feminino, formar um novo indivíduo e proporcionar desenvolvimento

embrionário normal (Yanagimachi et al., 1994). E, ainda existem evidências de que a baixa

qualidade seminal pode resultar na redução de embriões de boa qualidade e falha no

reconhecimento materno da prenhez (Walters et al., 2004). Portanto, os testes convencionais

de qualidade do sêmen são ainda considerados insuficientes para avaliar as alterações

funcionais e estruturais, que tornam a célula espermática apta para fecundar o ovócito. Por

esse motivo, para uma avaliação mais acurada da funcionalidade da célula espermática, além
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dos testes que avaliam a motilidade e a morfologia, métodos que considerem outros atributos

dos espermatozóides, devem ser realizados.

Esses novos testes utilizados para verificação da estrutura das células

espermáticas incluem a avaliação da integridade de acrossoma, integridade de membrana

plasmática, teste de ligação à zona pelúcida (Rodriguez-Martinez et al., 1997), e teste de

integridade de cromatina (Silva et al., 2003).

A motilidade é uma característica essencial para a fertilidade (Pilip et al.,

1995), possibilitando o transporte no trato reprodutivo feminino e a penetração do

espermatozóide nas células do cummulus oophorus e na zona pelúcida. Porém, este teste não

pode ser considerado como o único indicativo da capacidade fecundante, pois os

espermatozóides perdem sua capacidade de fecundar antes de perderem sua motilidade. A

motilidade espermática é uma avaliação subjetiva, podendo estar sujeita a variação na

dependência do treinamento do técnico (Hafez, 1995; Arruda et al., 2007). A avaliação da

motilidade de forma subjetiva é expressa em percentagem conforme a proporção de

espermatozóides móveis presentes na amostra. A determinação dessa característica pode ser

realizada colocando uma amostra de sêmen diluído ou fresco sob uma lâmina coberta com

lamínula previamente aquecida à 37º C, e a análise é realizada no microscópio óptico

utilizando em aumento de 200X a 400X. Junto ao exame de motilidade, avalia-se o grau de

vigor que pode ser classificado entre 0 e 5. Essa estimativa se refere à qualidade do

movimento das células, ou seja, a velocidade com que atravessam o campo microscópico,

onde a pontuação 0 significa imobilidade total e 5 velocidade máxima (Colégio Brasileiro de

Reprodução Animal, 1998; Pimentel, 2002; Ax et al., 2004).

Várias técnicas já foram desenvolvidas para uma avaliação objetiva da

motilidade espermática como a fotomicrografia, a videomicrografia e o sistema de análise de

Computer-Assisted Semen Analyses (CASA) que estão sendo utilizados em laboratórios de

referências para determinar o movimento espermático (Ax et al., 2004). Entretanto, estudos

têm mostrado que a simples avaliação subjetiva, se realizada de forma correta por um técnico

treinado, não difere das avaliações objetivas. Januskauskas et al. (2001) compararam a
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avaliação subjetiva e avaliação pelo CASA e observaram resultados semelhantes entre os dois

métodos (62,8 ± 6,5 e 72,4 ± 9,9%, respectivamente). No entanto, no CASA um número

maior de variáveis, são analisadas tais como a qualidade do movimento dos espermatozóides,

sua trajetória, velocidade, freqüência de batimento flagelar e amplitude (Arruda et al., 2007).

O conjunto dessas variáveis reflete melhor a condição fisiológica da célula, e

conseqüentemente, permite uma melhor avaliação (Cardoso et al., 2005)

Estudos têm mostrado que a motilidade é uma variável importante para

predizer a fertilidade. Correa et al. (1997) verificaram que há correlação (r=0,53; p<0,01)

entre a motilidade pós-descongelamento e fertilidade com diferença significativa entre os

touros de alta (r=0,61, p<0,01) e baixa fertilidade (r=0,39; p<0,01). Januskauskas et al. (2001)

também observaram uma correlação entre a motilidade espermática e fertilidade tanto para

avaliação subjetiva (r=0,66; p<0,001) como para a avaliação computadorizada (r=0,53,

p<0,05) Além disso, a avaliação subjetiva da motilidade de espermatozóides pós-

descongelação apresentou correlação positiva (r=0,53, p<0,05) com a fertilidade a campo pela

observação da taxa de não retorno ao cio após 56 dias da inseminação (Januskauskas et

al.,2000).

As anormalidades morfológicas dos espermatozóides apresentam uma

correlação alta com a fertilidade de touros. Thundathil et al. (2002) mostraram que

espermatozóide com defeito de acrossoma (knobbed), muito comum em sêmen de touros com

distúrbio na espermatogênese (Barth & Oko, 1989), apresentava capacitação prematura

impossibilitando a ligação na zona pelúcida e reduzindo a taxa de FIV. Há relatos de que

espermatozóides com cabeça piriforme e acrossoma intacto, mas com motilidade normal têm

a capacidade de penetrar a zona pelúcida, porém a possibilidade de atingirem o ooplasma é

inferior em relação a espermatozóides que não apresentam esse defeito (Thudathil et al.,

1999). Walters et al. (2004) mostraram que a taxa de clivagem após a FIV baixou de 85 %

para 66% quando foi utilizado sêmen com 50% de espermatozóides com cabeça piriforme e

vacúolos apicais após três semanas de insulação testicular. Pilip et al. (1995) verificaram que

espermatozóides vacuolizados têm possibilidade de se ligar a zona pelúcida, mas a taxa de

penetração no ovócito é baixa (52,7%) e quando ocorre, verifica-se uma baixa taxa na

formação do pró-núcleo masculino (32,3%), impedindo o desenvolvimento embrionário. As
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patologias espermáticas possuem inúmeras causas tais como origem genética, temperatura do

ambiente, umidade, idade do animal, variações de manejo e disponibilidade de forragens

(Pacheco et al., 2007). A fertilidade do touro, em geral, diminui quando as células

espermáticas anormais excedem 20% de defeitos totais e 10% defeitos maiores, que incluem

cabeça isolada, gota proximal, cauda enrolada, cabeça piriforme, defeitos de acrossoma e

defeitos de peça intermediária (Pimentel, 2002; Ax et al., 2004).

A morfologia espermática pode ser avaliada com a utilização de esfregaços

corados com fucsina-eosina, vermelho congo ou rosa bengala; ou através da preparação

úmida, avaliada no microscópio de contraste de fase (Colégio Brasileiro De Reprodução

Animal, 1998). As patologias são classificadas em defeitos maiores, que inclui a maioria de

lesões de cabeça e peça intermediária; e em defeitos menores, cabeça delgada, cabeça isolada,

inserção de cauda, cauda dobrada e gota citoplasmática distal (Silva et al., 2002). Para Ax et

al. (2004) as anormalidades são catalogadas como primárias, secundárias e terciárias. As

primárias estão associadas com a cabeça espermática e o acrossoma; as secundárias referem-

se à presença de gotas citoplasmáticas proximal; e as terciárias referem-se a outros defeitos da

cauda.

A estrutura da membrana plasmática compreende proteínas específicas para o

transporte de glicose e frutose que se encontram no ambiente extracelular. O espermatozóide

maduro utiliza estes monossacarídeos como substratos para síntese de ATP que é produzido

pelo processo anaeróbico da glicolíse. Também é um constituinte da membrana plasmática de

espermatozóides dos mamíferos, uma camada dupla de lipídeos, composta de,

aproximadamente, 70% de fosfolipídeos, 25% de colesterol e 5% de glicolipídios (Flesch &

Gadella, 2000). Essa estrutura faz com que esta célula seja sensível ao estresse oxidativo. O

estresse oxidativo promove a capacitação espermática, contudo em excesso causa danos

irreparáveis na membrana, fazendo com que o espermatozóide fique afuncional (Flesch &

Gadella, 2000; Aurich, 2005). Portanto, para que a fecundação ocorra é necessário manter a

membrana espermática integra a não ser que os espermatozóides sejam utilizados na injeção

intracitoplasmática (ICSI) (Silva & Gadelha, 2006). Testes laboratoriais específicos têm sido

desenvolvidos para determinar à integridade da membrana, que se estiver lesada impede que a

fecundação ocorra. Antigamente, eram utilizadas colorações baseadas em corantes supra-
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vitais com destaque para eosina e nigrosina (E/N). A eosina penetra em espermatozóides não

viáveis que tem a membrana rompida, apresentado uma coloração vermelha, a nigrosina deixa

um fundo escuro na lâmina para facilitar a visibilidade de espermatozóides viáveis, quando

observados no microscópio de campo claro (Tartaglione & Ritta, 2004). Tanghe et al. (2002)

observaram um aumento de 20% de células viáveis (eosina-nigrosina) após o Percoll, no

sêmen bovino congelado e ainda verificaram uma alta correlação (r=0,81; P<0,05) entre

número de células íntegras após a FIV e a taxa de formação de pró-núcleos, confirmando que

a integridade da membrana plasmática é essencial para fecundação. Atualmente, utilizam-se

substâncias fluorescentes como diacetato de fluoresceína (FDA), iodeto de propídio (IP), ou

SYBR-14, estes métodos permitem diferenciar membranas intactas e lesadas dos

espermatozóides (Aurich, 2005; Silva & Gadelha, 2006). O FDA é metabolizado por esterases

intracelulares em carboxyfluoresceína verde fluorescente que é incapaz de atravessar

membranas intactas, se acumulando no interior de células vivas. O marcador SYBR-14 e o IP

são marcadores específicos de DNA, o SYBR-14 emite uma coloração verde quando as

células estão vivas e o IP uma coloração vermelha para células mortas. O FDA também

permite visualizar espermatozóides semi-lesados através da variação do verde fluorescente

que é observado acima da peça intermediária, indicando que o FDA foi metabolizado e ficou

retido na mitocôndria intacta. O IP é geralmente utilizado junto ao FDA ou SYBR-14. A

coloração com eosina e nigrosina caiu em desuso por mostrar um valor super estimado do

número de espermatozóides com membrana intacta quando comparado à técnica de

fluorescência (Aurich, 2005; Graham & Mocé, 2005). Entretanto, resultados obtidos por

Carvalho et al. (2008) mostraram que a média de porcentagem de espermatozóides com

membrana intacta foi similar entre a técnica E/N (53,41 ± 14,57%) e FDA (45,39 ± 7,46%).

Além das técnicas de coloração do espermatozóide, outro método para verificar

a integridade de membrana é submeter à amostra de sêmen a uma solução hipotônica,

hypoosmotic swelling test (HOST). O princípio do HOST é proporcionar ativação

biomecânica da membrana plasmática do espermatozóide. Na solução hiposmótica ocorre o

transporte de água através da membrana espermática até que um equilíbrio seja alcançado

entre o espermatozóide e o ambiente extracelular. Os espermatozóides com membrana íntegra

apresentam a cauda enrolada quando analisado no microscópio de contraste de fase. Já os

espermatozóides com danos não têm a capacidade de acumular fluido no citoplasma,

conseqüentemente não enrolam a cauda (Nagy et al., 1999; Thundathil et al., 2002). A
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proporção de espermatozóides intactos que passam pelo método hiposmótico é

proporcionalmente equivalente aos espermatozóides com membrana intacta observados na

fluorescência (Aurich, 2005), e mais eficiente do que a técnica dos corantes supra-vitais

(Tartaglione & Ritta, 2004).

A avaliação do estado acrossomal dos espermatozóides de mamíferos é muito

importante devido a integridade dessa porção ser fundamental para a fecundação (Sánchez et

al., 1995). O significado da detecção de reação acrossômica se baseia no fato de que

espermatozóides já capacitados antes da inseminação possuem longevidade reduzida e,

conseqüentemente, uma grande probabilidade de não fecundar o ovócito (Neild et al., 2005).

Isso porque após sofrer a reação do acrossoma os espermatozóides não podem mais se ligar à

zona pelúcida e logo não podem mais penetrar o ovócito Portanto, testes laboratoriais de

sêmen para verificar a porcentagem de espermatozóides com acrossoma intacto são

importantes para determinar a taxa de fertilidade do sêmen (Silva, 1998; Tartaglione & Ritta,

2004).

A integridade acrossomal tem sido avaliada pela combinação dos corantes

supra-vitais, o trypan-blue e o giemsa (TBG). A penetração do tryplan blue ocorre quando há

lesão da membrana espermática e o giemsa cora o acrossoma. Esta metodologia é fácil e

vantajosa para estimar a viabilidade do sêmen (Tartaglione & Ritta, 2004; Fernandes et al,

2008). A técnica possibilita distinguir espermatozóides vivos com acrossoma intactos ou

reagidos, e mortos com acrossoma intactos ou reagidos (Silva, 1998). A integridade do

acrossoma pode ser também determinada pela técnica de fluorescência conjugada com

lecitina, que é uma glicoproteína isolada de sementes de várias plantas. A lecitina conjugada

se liga a resíduos carboidratos que fazem parte de glicoproteínas que estão exclusivamente

localizadas no acrossoma. Dependendo da espécie de mamíferos utiliza-se um tipo de lecitina

que pode ser o Pisum sativum (PSA, ervilha verde) ou o Arachis hypogaea (PNA,

amendoim). Para bovinos, eqüinos, caninos e suínos utiliza-se o PNA (Cross & Watson,

1994; Silva & Gadellha, 2006; Gillan et al., 2008). As lecitinas específicas do acrossoma

podem ser conjugadas com grupos fluorescentes. O isotiocianato fluorescinado (FITIC) é uma

sonda fluorescente que deve ser ligado à lecitina com intuito de verificar o estado acrossomal

de espermatozóides. Essa sonda se liga a membrana acrossomal externa quando esta exibe
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uma alteração de permeabilidade. Para diferenciar os espermatozóides com perda total de

acrossoma dos intactos utiliza-se o iodeto de propídio (IP) em conjunto com FITIC, que irá

corar o DNA devido a impermeabilidade da membrana (Colenbrander et al., 2003; Cunha &

Lopes, 2005). A ausência de fluorescência é um indicativo de acrossoma intacto, e

fluorescência indica que ocorreu uma reação acrossomal (Silva & Gadelha, 2006). Portanto,

pela técnica de FITIC-PNA com IP sob análise de microscopia de epifluorescência alternada

com campo claro, os espermatozóides podem ser classificados nas seguintes categorias: 1)

vivos – células não coradas e vista por microscopia de campo claro; 2) mortos –

espermatozóides com núcleo vermelho; 3) reação acrossomal verdadeira – células

espermáticas emitem fluorescência verde apenas no acrossoma; 4) reação acrossomal falsa –

espermatozóides emitem fluorescência verde na região acrossomal e núcleo vermelho

(Zúccari et al., 2008). A técnica de TBG e FITIC-PNA/PI têm mostrado variações em seus

resultados entre as categorias dos espermatozóides avaliados. Zúcarri et al. (2008) observaram

correlação positiva (r=0,69; P<0,50) para categoria de vivos entre as técnicas de FITIC-PNA

e TBG, em contrapartida, não detectaram correlação entre essas duas técnicas de coloração

para espermatozóides que sofreram reação do acrossoma. Quanto à porcentagem de

espermatozóides mortos, esses autores observaram uma correlação significativa de média

intensidade entre TBG e FITIC- PNA/PI (r=0,37, p<0,05). Já Carvalho et al (2008)

verificaram maior porcentagem de células espermáticas danificadas pelo método do FITIC-

PNA/PI em relação ao TBG.

A integridade do DNA é essencial para perfeita transmissão da informação

genética para a próxima geração, e conseqüentemente, para a embriogênese. O DNA paterno

está relacionado com controle epigenético, assim como a regulação da transcrição do DNA,

tradução e a função cromossômica no desenvolvimento do embrião. Por isso, diversas

técnicas foram desenvolvidas para avaliar integridade de cromatina tais como o teste Terminal

deoxinucleotidil transferase Uracil Nick End Labeling (TUNEL), o teste de laranja acridina

(LA), método do azul de toluidina (AT) e Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA). A

capacidade de essas técnicas avaliarem os danos ao DNA do espermatozóide depende de

muitos aspectos técnicos e biológicos (Shuffner & Plácido, 2008).
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A avaliação de TUNEL se baseia na incorporação de nucleotídeos (d-UTP =

2’-desoxiuridina 5’ trifosfato) marcados com um corante fluorescente (Isotiocianato de

fluoresceína-FITC) na região livre 3`OH das quebras do DNA fita simples ou fita dupla. Para

a quantificação da incorporação da desoxiuridina trifosfato (dUTP) nas terminações livres

3’OH do DNA ocorre uma reação enzimática catalisada pela enzima desoxinucleotideo

terminal transferase (TdT) (Everson & Wixon, 2006) que irá polimerizar os nucleotídeos

modificados nas regiões de fragmentação do DNA. A incorporação de d-UTP fluoresceína é

então amplificada por várias reações enzimáticas secundárias e mensurada por microscopia de

fluorescência ou por citometria de fluxo. Os espermatozóides examinados microscopicamente

são identificados como TUNEL positivo (DNA fragmentado), devido à presença de coloração

verde na cabeça espermática determinada pela ação do corante isotiocianato de fluoresceína-

FITC, ou negativo (DNA íntegro), de acordo com a presença de coloração azul na cabeça

espermática, devido à contra-coloração com o corante Hoechst 33342 9 (Martins et al., 2007;

Shuffner & Plácido, 2008).

O teste de LA é uma técnica simples que avalia a suscetibilidade de

desnaturação “in situ” pela quantificação da fluorescência emitida usando o corante laranja

acridina. Esse corante quando se intercalar em DNA dupla fita emite coloração verde (DNA

intacto) e em DNA simples fita emite coloração vermelha alaranjada (DNA danificado). Sua

avaliação é feita por microscopia de fluorescência (Everson & Wixon, 2006; Shuffner &

Plácido, 2008). Segundo Martins et al (2007) o teste do TUNEL é melhor para detectar

injúrias no DNA quando comparado à técnica de LA. Essa diferença pode ocorrer devido a

subjetividade na leitura e interpretação dos resultados e a rápida perda da fluorescência

(Martins et al., 2007). Para diminuir o erro de subjetividade, a quantificação da fluorescência

quando se utiliza o LA pode ser medida por citometria de fluxo, que nesse caso é chamada

SCSA. Esta análise é realizada por um software que cria um gráfico mostrando a porcentagem

de espermatozóides que apresentam o seu DNA danificando estabelecendo o índice de

fragmentação do DNA dos espermatozóides (DFI) (Everson & Wixon, 2006; Shuffner &

Plácido, 2008). Altas correlações têm sido encontradas em espermatozóides de touro com

cromatina desnaturada detectada pelo teste SCSA e a taxa de fertilidade. Em equinos foi

observado uma maior taxa de espermatozódes com cromatina desnaturada em sêmen de

garanhões subférteis do que nos férteis (32% vs. 16%, respectivamente) (Colenbrander et al.,

2003).
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O método de AT é baseado no tratamento ácido (HCl 4N a 25 ºC) seguido de

coloração de azul de toluidina a pH 4,0, na qual uma variedade de tonalidades são expressas

conforme a disponibilidade e proximidade de grupos fosfato do DNA não ligados à proteína,

aptos a ligarem moléculas do corante (Naves et al., 2004). As células espermáticas são

avaliadas em microscopia de campo claro e classificadas como: cabeças coradas com azul

claro, cromatina íntegra; cabeças coradas com azul escuro/violeta – falha na condensação de

cromatina (Zúccari et al., 2008). Em avaliação de espermatozóides equinos, foi observado que

alterações de cromatina foram melhor detectadas pelo AT em relação à LA, apesar de existir

correlação entre os testes (r=0,55, P>0,05) (Naves et al., 2004). A diferença entre AT e LA

pode ser explicada pelo fato dessas colorações detectarem fatores distintos, ou seja, enquanto

AT detecta a quantidade de grupos fosfatos livres, LA detecta a proporção de fita simples e

duplas do DNA (Naves et al., 2004).

3.3. Preparação do sêmen para fecundação in vitro

Diferentes tratamentos com sêmen são realizados previamente à FIV com o

objetivo de retirar diluentes utilizados no congelamento, remover agentes infecciosos,

selecionar os espermatozóides mais móveis e remover plasma seminal (Dode et al., 2002;

Somfai et al., 2002; Samardzija et al., 2006). As técnicas de seleção de espermatozóides mais

comumente utilizadas na rotina da FIV tanto em humano como em bovino são: swim up e

gradiente de densidade de Percoll (Somfai et al., 2002).

No swim up, os espermatozóides vivos são separados dos mortos, do plasma

seminal e dos componentes dos diluidores pela motilidade ascendente. Nesse processo

mistura-se o sêmen com meio SP-TALP (Tyrodes, albumina, lactato e piruvato) em tubos que

são colocados, com inclinação para formar um ângulo de 45°, e incubados a 39°C em banho-

maria. Desta forma os espermatozóides migram para a porção superior do meio e os demais

constituintes do sêmen permaneçam no fundo do tubo (Gonçalves et al., 2001; Somfai et al.,

2002). Após a incubação o sobrenadante é centrifugado e o pellet utilizado para a inseminação

in vitro (Dode et al., 2002).
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Na separação espermática com o Percoll, o sêmen é centrifugado através da

passagem por diferentes gradientes para permitir a separação dos espermatozóides vivos dos

demais constituintes. O Percoll é composto de partículas de sílica coloidal (15-30 nm de

diâmetro) coberto com polivinilpirrolidona (PVP), preparado em diferentes concentrações

para formar um gradiente necessário de separação espermática (Avery & Greve, 1995). Em

geral é preparada uma solução de Percoll 90% e 45%, sendo o conteúdo de uma palheta de

sêmen descongelado e depositado sob este gradiente em seguida centrifugado e o pellet

utilizado para a inseminação in vitro (Gonçalves et al., 2001; Samardzija et al., 2006).

Tanghe et al. (2002) mostraram que a centrifugação com gradiente de Percoll

foi fundamental para separação de espermatozóides, aumentando a percentagem de células

vivas e com alta atividade mitocondrial, de touros utilizados na FIV. Além disso, eles

observaram uma melhora, nos espermatozóides de touros com baixa taxa de FIV. Prakash et

al. (1998) mostraram que para humanos o Percoll proporcionou uma maior concentração de

espermatozóides morfologicamente normais em relação à técnica do swim up. Para bovinos, a

concentração espermática também foi maior quando se utilizou o gradiente de Percoll

(9,3X106/ ml) em relação ao swim up (5,8X106/ ml) (Somfai et al. 2002). O gradiente de

Percoll foi importante para selecionar espermatozóides com mais movimento, aumentar a

porcentagem de espermatozóides vivos com acrossoma intacto e morfologicamente normais

(Moohan et al., 1995; Fernandes et al.2008). Segundo Parrish et al. (1995) para se obter uma

ótima taxa de recuperação de espermatozóides móveis pelo gradiente de Percoll em relação

ao swim up é necessário um tempo de centrifugação de 15 minutos com 700 g de velocidade

de centrifugação. Porém, após a FIV, esses autores observaram que o a técnica do swim up

(74 ± 5%) resultou em uma melhor penetração de ovócitos em relação ao Percoll (52 ± 8%).

Já Dode et al (2002) mostraram que a preparação do sêmen pelo Percoll, swim up e uma

simples lavagem com SP-TALP não afetou a taxa de fecundação. Quanto à PIV de embriões,

maior taxa de blastocisto em D7 foi obtida quando sêmen de dois touros foi selecionado pelo

gradiente de Percoll do que quando selecionado pelo swim up (Cesari et al., 2006). Entretanto

Parrish et al (1995) observaram que desenvolvimento de mórula e blastocisto não foi diferente

entre os métodos de separação espermática pelo Percoll, ou pelo swim up. Apesar de alguns

resultados divergentes, para a maioria dos grupos o Percoll é a técnica preferencial para

preparação de espermatozóides bovinos na rotina da FIV, por ser um procedimento rápido,
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simples e não apresentar variabilidade de resultados quando aplicada por diferentes

laboratórios (Moohan et al., 1995; Parrish et al., 1995).

3.4. Produção in vitro de embriões bovino

A PIV de embriões se refere à combinação de vários processos

interdependentes que vão desde a MIV de ovócitos até a produção de embriões prontos para

serem transferidos para as receptoras.

Os ovócitos encontram-se no interior do folículo ovariano que são formados

em ovários de fêmeas mamíferas durante a fase fetal. A população destes folículos é muito

vasta em todos os mamíferos, e foi estimada, em 130.000 para bovinos de raça européia

(Erickson, 1966) e 70.500 para zebuínos (Lucci et al., 2002) .

No bovino, assim como na maioria dos mamíferos domésticos, o processo de

formação dos ovócitos inicia na vida fetal. Durante esse período de formação, as células

germinativas primordiais diferenciam-se em oogônias, que se multiplicam por mitose, e após

um período de síntese de DNA entram em meiose tornando-se ovócitos primários. Estes

permanecem em prófase I (PI) na fase de diplóteno até pouco antes da ovulação (van den

Hurk & Zhao, 2005). Somente ovócitos competentes têm a capacidade de sofrer a maturação

completa, que incluem várias mudanças celulares e moleculares necessárias para garantir uma

fecundação monospérmica, descondensar a cabeça do espermatozóide, transpor a transição

materna zigótica (MZT) e prosseguir o seu desenvolvimento embrionário. Portanto, o ovócito

tem que sofrer não só a maturação nuclear e citoplasmática, mas também a maturação

molecular (Dode, 2006).

O controle da maturação é realizado em parte, por alterações de fosforilação de

proteínas, por alteração dos níveis de adenosina monofosfato cíclico (AMPc) e dos níveis de

cálcio. Esse controle inclui também uma proteína chamada de fator promotor de fase M
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(MPF), que é responsável pela retomada da meiose, sendo que sua ativação precede ou ocorre

concomitantemente com o rompimento da vesícula germinativa (VG). O MPF é um complexo

formado por uma subunidade regulatória que é a ciclina B e uma subunidade catalítica que é a

quinase p35cdc2. (van den Hurk & Zhao, 2005). A ativação do MPF requer inicialmente a

formação do complexo p34cdc2 – ciclina B e, posteriormente a fosforilação e desfosforilação

do próprio p34cdc2. Portanto, a retomada da meiose e a maturação são controladas por

proteínas quinases e fosfatase que através de eventos de fosforilação e desfosforilação

controlam os processos celulares. Além do MPF, outras quinases como mitogen activate

protein kinase (MAPK) também estão envolvidas na maturação ovocitária. Em animais

domésticos a MAPK é ativada no rompimento da VG e tem inúmeros alvos no núcleo e

citoplasma, incluindo proteína do citoesqueleto (Gonçalves, 2001).

Na maturação nuclear, ocorre a reorganização da rede de microtúbulos,

rompimento do envoltório nuclear, condensação de cromossomos e a progressão da meiose

que estava em PI para o estágio de metáfase II (MII) (van den Hurk & Zhao, 2005). Os

ovócitos ficam retidos em MII até a fecundação ou a ativação partenogenética. A maturação

citoplasmática, cujo mecanismo ainda não está tão esclarecido como da maturação nuclear,

(Sirard et al., 2006) consiste em uma reorganização e aumento de organelas (ribossomos,

mitocôndrias, grânulos da cortical) e também a reprogramação da síntese protéica. A

retomada da meiose induz a inativação da transcrição e imediatamente limita o programa

molecular do ovócito requerido para passar a MZT. Portanto, a maturação molecular se refere

à síntese e acúmulo de RNAs e proteínas de origem materna, os quais são necessários não só

para o crescimento e maturação, mas, especialmente, para o desenvolvimento embrionário

inicial (Dode, 2006; Sirard et al.,2006).

O ovócito totalmente crescido, apesar de ter condições de sofrer a maturação,

ele permanece retido em PI até o pico de LH ou a retirada do folículo. A retenção meiótica é

regulada pelos níveis de AMPc, sendo que altos níveis dentro do ovócito previnem a

retomada prematura (van der Hurk & Zhao.,2005). Esses altos níveis de AMPc no ovócito

resultam na fosforilação do p34cdc2 na treonina 14 e tirosina 15 tornado-o inativo

(Mehlmann,2005).
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In vivo, a retomada da meiose ocorre em resposta ao pico pré-ovulatório do LH

que se completa no bovino 24 h após o pico desse hormônio com a expulsão do primeiro

corpúsculo polar e a retenção do ovócito em MII (van den Hurk & Zhao, 2005). O LH induz a

maturação agindo nas células da granulosa que liberam um sinal que é transferido para o

ovócitos causando a diminuição do AMPc intraovocitário, necessário para retomada da

meiose (van der Hurk & Zhao.,2005). Existem evidências que o LH regula o AMPc

intracelular, diminuindo a síntese ou aumentando a degradação, por inibir o sistema ligado a

adenilciclase ou estimulando a fosfodiesterase (Norris et al., 2007). Além disso, outros fatores

tais como mudança da permeabilidade das junções GAP parecem estar envolvida (van der

Hurk & Zhao, 2005).

O LH nas células do cummulus também ativa o growth differentiation factor-9

(GDF9) que induz a secreção do ácido hialurônico que se deposita entre as células do

cummulus e forma uma matriz extra-celular muco-elástica causando a expansão dessas

células. Essa matriz é importante para facilitar a captura do ovócito liberado do folículo

dominante, pelas fimbrias do oviduto, além de ser uma importante barreira seletiva para

espermatozóides. O GDF9 também induz a formação da cyclooxygenase-2 (COX-2) nas

células da granulosa que é essencial para síntese da prostaglandina E2, um componente

importante para expansão das células do cummulus e para ovulação (van den Hurk & Zhao,

2005).

No processo de MIV, os ovócitos ainda imaturos retomam a meiose assim que

são retirados do ambiente folicular (Bevers & Izadyar, 2002; Lonergan et al.,2003) por serem

privados de substâncias inibitórias presentes no líquido folicular (Sirard et al., 2006). Sendo

assim, os ovócitos precisam ser colocados rapidamente em meio de cultivo adequado. A

obtenção de ovócitos imaturos pode ser realizada através da punção de ovários provenientes

de abatedouro ou pela aspiração ovariana guiada por ultra-som em animais vivos. Em geral os

ovócitos são obtidos de folículos de 2 a 8 mm de diâmetro. Isso porque está estabelecido que

só os ovócitos que atingem o seu crescimento total podem ser competentes. O crescimento do

ovócito se completa quando o folículo tem em torno de 2 mm. Portanto, ovócitos provenientes

de folículos menores que 2 mm seriam incompetentes para completar a maturação e terem o
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desenvolvimento embrionário normal (Yang et al., 199; Lonergan et al., 1994; Lequarre et al.,

2005).

A MIV de ovócitos bovinos ainda é ineficiente, pois a porcentagem de

blastocistos oriundos destes ovócitos ainda é baixa (30-40%) quando comparados aos

ovócitos maturados in vivo (Kane et al., 2003). Vários fatores afetam o sucesso da MIV entre

eles pode-se mencionar, além do tamanho, a qualidade do folículo, a morfologia das células

do cummulus e o meio de cultivo. Com relação ao folículo, o grau de apoptose pode afetar o

ovócito, visto que um grande número de folículos que entrariam em atresia são utilizados na

PIV (Saumande, 1991). Por outro lado, o grau de atresia inicial e/ou moderada na célula do

cummulus está associando ao sucesso da competência do ovócito. A morfologia das células do

cummulus geralmente utilizada para selecionar os COCs, está relacionada com a capacidade

para produzir embriões. A qualidade das células do cummulus é essencial, pois elas possuem

um papel importante para a maturação citoplasmática do ovócito através do fornecimento de

carboidratos, aminoácidos e nucleotídeos (Nagano et al., 2006; Rodriguez & Farin, 2004). A

interação do ovócito com a célula do cummulus ocorre através das ligações tipo gap que são

compostas de proteínas tipo conexinas que aparecem em ovócitos após a formação dos

folículos secundários. Portanto, o rompimento das junções tipo gap, afetaria a maturação do

ovócito (Nagano et al., 2006). A aparência do citoplasma do ovócito também pode ser um

fator determinante para o sucesso da MIV. O citoplasma amarronzado homogêneo apresenta

uma alta taxa de fecundação, clivagem e blastocistos em relação ao grupo de ovócitos com

citoplasma preto e pálido (Nagano et al., 2006).

O estabelecimento de um meio de maturação eficiente que promova uma

correta maturação é um importante fator e, certamente, interfere nas demais etapas da PIV.

Para a MIV de ovócito de bovino normalmente utiliza-se o meio de cultivo tecidual 199

(TCM 199) com sais de EARLE’S. Alguns grupos de pesquisa têm utilizado synthetic

oviductal fluid (SOF) que normalmente é utilizado para cultivo de embrião. Lonergan et al.

(2004) verificaram que o SOF é capaz de promover maturação ovocitária na ausência de

macromoléculas. Em contrapartida Russell et al. (2006) mostraram que ovócitos maturados

em meio SOF geraram embriões de qualidade inferior do que aqueles maturados em meio

TCM-199. Estes meios padrões podem ser modificados de acordo com os protocolos de cada
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laboratório, podendo ser suplementados com: fonte de energia, glicose e piruvato; fonte

protéica, soro fetal bovino e BSA ou macromoléculas sintéticas, ácoolpolivinílico (PVA),

polivinilpirrolidona (PVP) (Ali & Sirard, 2002); bicarbonato de sódio; L-glutamina;

hormônios LH e FSH (Gonçalves, et al., 2001; Sirard et al.,2007), antioxidantes; epidermal

growth factor (EGF) e insulin-like growth factor (IGF) (Makarevich & Markkula, 2002).

Pode-se também acrescentar ao meio de maturação substâncias (roscovitne, butirolactona-I)

que retêm a meiose com a função de aumentar o tempo para completar a maturação

citoplasmática do ovócito in vitro, e conseqüentemente, melhorar sua competência (Rodriguez

& Farin, 2004). Além disso, o pH e a osmolaridade do meio, assim como a temperatura da

estufa e a tensão de O2 também afetam o sucesso da MIV (Nagai, 2001).

A etapa seguinte à MIV na PIV de embriões bovinos é a FIV, em que seu

sucesso, depende além da qualidade de ovócitos da procedência dos espermatozóides que

serão utilizados (Hansen,2006).

Os primeiros experimentos com FIV de mamíferos ocorreram no final do

século XIX. Cientistas interessados no estudo de aspectos relacionados à reprodução e ao

desenvolvimento de organismos superiores iniciaram os primeiros ensaios com a finalidade de

estabelecer metodologias que permitissem as manipulações de embriões. A tecnologia da FIV

nos mamíferos foi baseada na observação da fecundação de ovócito de estrela do mar há mais

de um século (Galuppo, 2005). Somente em 1981 foi produzido o primeiro bezerro sadio pela

FIV (Brackett et al., 1982), a partir de então, a PIV de bovinos recebeu um grande impulso.

O processo de fecundação do ovócito envolve uma seqüência complexa de

eventos. Inicialmente, o espermatozóide precisa de motilidade para se aproximar do ovócito,

além de sofrer o processo de capacitação e reação acrossômica (RA). Somente

espermatozóides capacitados se ligam aos receptores da ZP2 e desta forma se preparam para a

penetração da zona pelúcida e fusão com a membrana plasmática do ovócito. Posteriormente,

à ligação com a ZP2 os espermatozóides sofrem a RA e se ligam ao receptor ZP3 (Silva,

1998). A penetração do espermatozóide no ovócito ocorre após ação de enzimas liberadas na

RA que digerem a zona pelúcida auxiliada pela sua motilidade. A fusão do espermatozóide
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com a membrana do ovócito ocorre no espaço periviteliníco e desta forma o espermatozóide é

incorporado ao ooplasma (Flesch & Gadella, 2000; Gonçalves et al, 2001). O ovócito ativado

pelo espermatozóide responde inicialmente com a despolarização da membrana plasmática,

aumento das oscilações intracelulares de cálcio, exocitose dos grânulos corticais e síntese

protéica (Gonçalves et al., 2001).

Para evitar a penetração de mais de um espermatozóide, ocorre o bloqueio

primário ou vitelínico devido à rápida despolarização da membrana. O bloqueio secundário

ocorre logo após, onde conteúdo dos grânulos corticais, enzimas hidrolíticas, proteinases e

peroxidases, são liberadas em toda a superfície do ovócito provocando a hidrólise parcial das

proteínas da zona pelúcida. Com essas modificações a zona pelúcida perde todos seus

receptores espermáticos, impedindo a penetração de outros espermatozóides que provocariam

a poliespermia e impediriam o desenvolvimento embrionário normal (Gonçalves et al., 2001).

Após a penetração espermática, a segunda divisão meiótica do ovócito se

completa e os cromossomos, que permanecem, são envolvidos por uma membrana nuclear,

formando o pró-núcleo feminino. Concomitantemente, a membrana nuclear do

espermatozóide se desintegra, a cromatina nuclear descondensa e ocorre a formação de nova

membrana nuclear que envolve os cromossomos paternos, formando o pro-núcleo masculino.

Os microfilamentos presentes no córtex do ovócito são responsáveis pela migração dos pró-

núcleos para o centro do citoplasma do ovócito onde ocorre a singamia e formação de um

núcleo diplóide que originará um novo indivíduo (Gonçalves et al., 2001).

O co-cultivo do espermatozóide e ovócitos é realizado por um período de 12 a

18 horas (Dode et al., 2002), a uma temperatura de 39°C, em atmosfera de 5% de CO2 em ar e

umidade saturada. Os espermatozóides são adicionados às gotas de fecundação contendo os

ovócitos a uma concentração final que pode variar de 1x106 a 1x107 espermatozóides/ml de

meio. A adição de penicilamina, hipotaurina, epinefrina (PHE) e heparina ao meio FERT-

TALP tem sido utilizada pela maioria dos laboratórios com a finalidade de aumentar a

atividade espermática e facilitar a sua penetração, melhorando os índices de fecundação

(Gonçalves et al., 2001).
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Atualmente, o protocolo da FIV que utiliza o sêmen não sexado vem sendo

modificado devido ao aumento na utilização de sêmen sexado (Dell’Aqua et al., 2006). Essa

modificação para o sêmen sexado é necessária, pois seus parâmetros apresentam

características próprias como baixa motilidade pós-descongelameno (Palma et al., 2008) e

baixa taxa de blastocisto quando se compara quando se utiliza o sêmen não sexado (Wilson et

al., 2006). As alterações propostas basicamente estão relacionadas ao procedimento de

seleção espermática, que é efetuada por centrifugação em gradientes de densidade de Percoll,

em microcentrífuga de alta rotação, diminuindo o tempo de centrifugação e o volume de

Percoll geralmente utilizado na FIV com sêmen convencional (Dell’Aqua et al., 2006). Essa

alta rotação visa recuperar um maior número de células, proporcionando melhor

aproveitamento da dose comercial de sêmen sexado que varia de 1x106 – 3x106

espermatozóides por palheta (Seidel & Johnson et al.,1999).

Após a fecundação os possíveis zigotos são transferidos para meio de cultivo

onde permanecem até atingir o estágio de blastocisto. O meio de cultivo de embriões in vitro

(CIV) deve atender suas exigências para que sua qualidade não seja comprometida. Este

período tão importante inclui: as primeiras clivagens, a ativação do genoma embrionário

quando o embrião possui de 8 a 16 células; a compactação da mórula no dia 5 de

desenvolvimento, que envolve o estabelecimento do contato célula-célula; e a formação do

blastocisto nos dias 6-7, o qual envolve a diferenciação de dois tipos de células, o

trofoectoderma e a massa celular interna (MCI). Qualquer modificação no ambiente de cultivo

embrionário pode afetar uma ou todas essas etapas podendo interferir na qualidade

embrionária (Lonergan et al., 2003).

Para o CIV de embriões vários meios podem ser utilizados SOF, meio de

cultivo celular (TCM), meio Ham`s F – 10, Garner’s G1/G2 e hamster embryo culture

médium (HECM-6) com acréscimo de proteínas, substrato energéticos, aminoácidos

essenciais e não essenciais e minositol. O uso de soro fetal bovino (SFB) no meio de cultivo

de embrião, como fonte protéica, tem sido considerado como responsável por anormalidades

fetais e placentárias, pelo excesso de peso de bezerros (síndrome de bezerros grande) gerando

distocias (Hoshi, 2003). Conseqüentemente, novas substâncias estão sendo utilizadas com o

objetivo de substituí-lo como a albumina sérica bovina (BSA), ou as macromoléculas: como
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álcool polivinilico (PVA) ou polivinilpirrolidona (PVP) (Enright et al., 2000). Apesar da

presença de SFB no meio SOF promover uma taxa superior de blastocistos (47,5%) em

relação aos meios que não utilizam o SFB (28,3%) (Gutiérrez-Adán et al., 2001), ainda não se

sabe se a concentração de ácidos graxos, fatores de crescimento, aminoácidos e vitaminas que

estão presentes no SFB pode variar entre os lotes e afetar de forma variada o desenvolvimento

dos embriões PIV. A fonte enérgica requerida para suprir as necessidades do embrião nas

primeiras clivagens até a formação de 16-32 células é o lactato e piruvato. Após a

compactação e formação da blastocele, quando se inicia a diferenciação das células do

embrião precisa-se utilizar a glicose como substrato energético (Rieger et al.,1992).

Atualmente, diversos sistemas vêm sendo empregados com o objetivo de mimetizar ao

máximo as condições uterinas, melhorando a taxa de PIV de embrião. Thibodeux et al. (1992)

realizaram o co-cultivo com células somáticas de trato reprodutivo feminino, tais como

células do oviduto, junto a embriões bovinos. O efeito positivo dessa interação das células

somáticas com embrião está atribuído à secreção de fatores embriotróficos que favorecem o

desenvolvimento embrionário. A composição do meio junto às fontes protéicas já citadas

exerce um efeito na morfologia das células do embrião e na expressão de alguns genes (Rief

et al., 2002). Tem sido mostrado por vários autores o cultivo de embriões bovinos em oviduto

de ovelhas como sendo um método adequado para o desenvolvimento de embriões do estágio

de zigoto a blastocisto. A vantagem desse sistema in vivo é a capacidade de produzir grande

número de embriões em ambientes próximo ao in vivo, proporcionando melhoras

significativas em relação ao cultivo in vitro (Lonergan, 2008).

Além da qualidade de ovócitos e, do ambiente de cultivo outro fator importante

que afeta o sucesso da PIV é o touro, que é grande fonte de variação. Palma & Sinowatz

(2004) utilizaram na PIV sêmen de 63 touros que na inseminação artificial (IA) apresentaram

taxa de prenhez aos 60-90 dias de 65-75% e obtiveram taxa de blastocisto variando de 6,9% a

51,2%. Grande variação entre touros quanto à PIV de embriões também tem sido

demonstrado por vários autores (Agung et al., 2006; Cesari et al., 2006; Alomar et al., 2008).
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3.5. Sexo de embriões bovinos na produção in vitro

Para identificação do sexo dos embriões, algumas técnicas têm sido descritas.

Os métodos podem ser divididos em duas categorias: não invasivos, como a quantificação de

enzimas ligadas ao cromossomo X e testes imunológicos, e os invasivos, que incluem análise

citogenética, e o método de Polymerase Chain Reaction (PCR) (Gardón et al., 2004).

Algumas enzimas como a glicose 6 fostato desidrogenase (G6PD), a

fosforibosiltransferase da hipoxantina-guanina (HPTR) são codificadas por genes localizados

no cromossomo X. Durante o desenvolvimento embrionário, quando os cromossomos X estão

ativos, os níveis de expressão destas enzimas estão mais elevados quando comparado ao sexo

masculino. Baseado nisto, este método consiste em determinar o sexo dos embriões por meio

da análise da atividade de tais enzimas. A utilização da dosagem de enzimas como método de

determinação do sexo dos embriões está restrito a um período compreendido desde o

momento da ativação do genoma embrionário até o momento em que os dois cromossomos X

permanecem ativos (Pegoraro & Hossepian Lima, 2001). O processo consiste no cultivo de

embriões em meio contendo uma enzima ligada ao cromossomo X, a co-enzima e um corante.

Os embriões, após o cultivo, são classificados de acordo com a intensidade da coloração como

sendo embriões machos (pouco corados) e embriões fêmeas (fortemente corados) (Monk et

al., 1990). Como ainda não é conhecido o período exato da inativação do cromossomo X nos

mamíferos domésticos, pode-se diagnosticar erroneamente embriões fêmeas como machos

devido a inativação precoce do cromossomo X.

Já a detecção do antígeno H-Y em mamíferos está restrita aos embriões do

sexo masculino, que expressam esse antígeno na membrana dos seus blastômeros podendo ser

detectado pelo método de citotoxicidade e imunoflurescência indireta. A técnica de

citotoxicidade se baseia no cultivo de embriões em meio quimicamente definido, contendo
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anticorpos anti H-Y. Posteriormente, adiciona-se soro ao meio de cultivo, cuja função é

catalisar a reação de lise das células onde ocorreram a união do anticorpo anti H-Y e o

antígeno H-Y. Portanto, são considerados do sexo feminino os embriões que se desenvolvem

in vitro (Gardón et al., 2004). A técnica de imunoflurescência indireta foi desenvolvida para

detecção de antígeno H-Y em células somáticas. Os embriões são cultivados em meio de

cultivo contendo anticorpos anti H-Y. Em seguida transfere os embriões para meios de cultivo

contendo anticorpos anti-imunoglobulinas que são marcados com isotiocinato de fluorescênia

(FITIC) (Pegoraro & Hossepian Lima, 2001). A desvantagem dos métodos imnunológicos é

que sua acuidade não excede 87%. Um dos motivos é que o antígeno H-Y não seria um

antígeno especifico do sexo podendo resultar em reações cruzadas com outros antígenos

presentes na superfície celular (Van Vliet et al., 1989).

Os primeiros estudos de embriões sexados por meio da análise citogenética

utilizaram colorações de células embrionárias com acetato de orceína para avaliar a presença

do corpúsculo de Barr (CB). O corpúsculo de Barr é formado pelo cromossomo X inativo em

células de fêmeas sendo um indicador confiável do sexo em animais. Portanto, a natureza

granular do citoplasma pode dificultar a observação do corpúsculo, influenciando o

diagnóstico para machos devido à ausência do CB. Com os avanços das técnicas de

micromanipulação facilitou a sexagem de embriões por meio de cariótipo. Biópsias de

blastômeros são realizadas com micromanipuladores e colocadas em cultivo para

sincronização do ciclo celular na fase de metáfase da mitose, pois nessa fase é possível a

identificação dos pares de cromossomos sexuais XX e XY. O dimorfismo que existe entre os

cromossomos sexuais é fundamental para determinação do sexo. Os bovinos contêm 60

cromossomos em células diplóides sendo um cromossomo grande submetacêntrico X, um

pequeno metacêntrico Y e 58 cromossomos restantes acrocêntricos. Apesar da acuidade do

teste ser alta, aproximando-se de 100%, a desvantagem dessa técnica ocorre devido à

dificuldade de obter biópsias que possam ser preparadas de forma adequada para análise

citogenética (Pegoraro & Hossepian Lima, 2001).

A técnica de PCR consiste na síntese enzimática in vitro de milhões de cópias

de um segmento específico de DNA na presença da enzima DNA polimerase. Para delimitar a

região do DNA genômico utiliza-se um par de primers (oligonucleotídeos iniciadores
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específico para região. Após o PCR, a amostra é aplicada em gel de agarose e submetida à

eletroforese. Para sexagem são utilizados um par de primers Y-específicos e um par de

primers específicos para seqüência genômica presentes nos dois sexos. (Pegoraro &

Hossepian Lima, 2001). Estudos que utilizam esse método revelam que acuidade é alta,

próxima de 100%, e o número de células retiradas não necessita ser elevado. Normalmente

este número é inferior ao requerido para análise citogenética A eficiência dessa técnica para

detecção do sexo de embriões PIV no bovino é de 95,6% (Sousa, 2007).

Esses diferentes métodos de sexagem de embriões têm sido utilizados em

diversas linhas de pesquisa da PIV que visam estudar o desenvolvimento embrionário entre os

sexos. Sendo que o mais utilizado entre eles é a técnica de PCR. Existem relatos que embriões

PIV machos se desenvolvem mais rapidamente que embriões fêmeas durante os primeiros 7 a

8 dias após a fecundação, sugerindo que o sexo está relacionado com alteração de expressão

de genes entre os gêneros após a ativação genômica (Gutiérrez-Adán et al., 2001). Há

controvérsias quanto ao efeito da utilização do SFB no meio de cultivo de embriões na

proporção macho:fêmea. Para Gutiérrez-Adán et al. (2001) o SFB proporcionou maior

porcentagem de embriões machos em relação às fêmeas em um curto período de cultivo (D6),

sendo que a proporção se igualou no dia 9 pós-fecundação. Já Gilardi et al. (2004) observaram

que a presença de SFB e BSA no meio de cultivo não interferiu na proporção do sexo dos

embriões. A glicose no meio de cultivo embrionário exacerba a diferença de desenvolvimento

entre embriões machos e fêmeas, sendo que entre aqueles mais adiantados durante o cultivo a

maior porcentagem é macho (Rheingantz et al., 2004). A duração da co-incubação de

espermatozóides com ovócito também influência a proporção dos sexos de embriões PIV,

sendo que a co-incubação durante 6h resultou em uma maior porcentagem de embriões

machos quando comparado com o período de 9,12 e 18h (Kochhar et al., 2003). O método de

preparação de sêmen antes da FIV também pode interferir no sexo de embriões, o swim up

resultou em maior proporção de embriões machos (58,4%) em relação ao gradiente de Percoll

(46,4%) (Rheingantz et al.2004; Rheingantz et al.,2006). Avery et al. (1992) utilizando o

swim up e mostraram que 60% dos embriões em D7 de cultivo eram do sexo masculino. Além

disso, o efeito de touro afetando a relação macho e fêmea também tem sido relatado. Alomar

et al. (2008) verificaram que um touro entre os quatro avaliados produziu mais de 70% de

embriões machos. A proporção de blastocistos machos também aumentou com o aumento do
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tempo de maturação dos ovócitos para 34 h em relação aqueles maturados por 16 e 22h

(Agung et al., 2006).
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1. RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do volume de Percoll, tempo e força de

centrifugação na qualidade das características espermáticas, desenvolvimento e sexo dos

embriões produzidos in vitro. Sêmen congelado de quatro touros foi submetido à três

procedimentos diferentes de Percoll: T1 – 4ml de Percoll, centrifugado por 20 minutos a 700

g, T2 – 800 l de Percoll centrifugado por 20 min a 700 g e T3 – 800 l de Percoll

centrifugado por 5 min a 5000 g. O sêmen foi avaliado antes e após os tratamentos com

Percoll quanto a motilidade, morfologia, integridade de acrossoma, de membrana e de

cromatina. Posteriormente, o sêmen foi utilizado para FIV de ovócitos maturados in vitro.

Todos os tratamentos com o Percoll melhoraram a proporção de espermatozóides móveis.

Nenhum efeito de tratamento foi detectado nas características espermáticas avaliadas

(P>0,05), entretanto diferenças quanto ao efeito de touro foram observadas em todos os

parâmetros testados. Da mesma forma, a taxa de clivagem e blastocisto não foi afetada pelo

procedimento do Percoll (P>0,05), mas foi influenciada pelo touro (P<0,05). O touro 4

apresentou baixa produção total de blastocisto (n=5), sendo eliminado da análise. A relação

dos sexos foi similar em todos os tratamentos para os touros 2 e 3. O touro 1 no T1 apresentou

maior porcentagem de embriões machos. Porém, quando somente os tratamentos foram

considerados, independente do touro, nenhuma diferença na proporção macho:fêmea foi

encontrada quando se comparou a proporção esperada de 1:1. Os resultados indicam que o

decréscimo do volume de Percoll, a redução do tempo de centrifugação e alta força de

centrifugação não tiveram efeito na qualidade espermática, no desenvolvimento embrionário e

na proporção do sexo de embriões bovinos produzidos in vitro.

Palavras chaves: força e tempo de centrifugação, seleção espermática, desenvolvimento

embrionário e proporção de sexo.
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2. ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of volumes of Percoll, time and force of

centrifugation on sperm quality characteristics, embryo development and sex ratio of in vitro

produced embryos. Frozen-thawed semen from four bulls were submitted to three different

Percoll procedures: T1 - 4 mL of Percoll, centrifuged for 20 min at 700 g, T2 - 800 μL of

Percoll centrifuged for 20 min at 700 g and T3 - 800 μL of Percoll centrifuged for 5 min at

5000 g. Semen was evaluated before and after Percoll treatment for sperm total motility,

morphology and integrity of acrosome, membrane and chromatin. Then, semen was used for

in vitro fertilization (IVF) of in vitro matured oocytes. All Percoll methods significantly

improved the proportion of motile spermatozoa. No effect of treatment was detected in any of

the sperm characteristics (P>0.05), however bull-related differences were observed in all

parameters tested. Similarly, cleavage and blastocyst rate were not affected by Percoll

procedure (P>0.05) but were affected by sire (P<0.05). Sire 4 had very low embryos

production (n=5), and was eliminated from the analysis. Sex ratio was similar in all treatments

for bulls 2 and 3. Bull 1 in T1 presented a greater percentage of male embryos. However,

when only treatments were considered, independent of bulls, no difference was found in the

proportion male:female compared to 1:1 expected ratio. The results indicate that decreasing

Percoll volume, reducing time of centrifugation and using a higher force of centrifugation

have no negative effect on sperm quality, on development and sex ratio of in vitro produced

bovine embryos.

Keywords: force and time of centrifugation, sperm selections, embryo development, sex ratio.
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3. INTRODUÇÃO

Métodos para seleção espermática são rotineiramente utilizados na preparação

do sêmen para a FIV em várias espécies. Esses procedimentos de seleção antes da FIV são

utilizados, normalmente, para melhorar a qualidade espermática e remover o plasma

seminal/crioprotetor, e debris celulares (Henkel, et al., 2003). Vários métodos podem ser

utilizados na preparação do sêmen para FIV tais como o swim up, gradiente de Percoll e a

lavagem do sêmen por centrifugação. Apesar de estudos mostrarem que não existe diferença

entre esses métodos na fecundação (Dode et al., 2002) e na taxa de blastocistos (Avery &

Greve, 1995), o gradiente de Percoll é o mais utilizados para FIV em bovinos (Cesari et al.,

2006, Rheingantz et al., 2006; Alomar et al., 2008).

Com o avanço e aumento da utilização do sêmen sexado mudanças no

protocolo do Percoll para a preparação de células espermáticas têm sido propostas (Dell’Aqua

et al., 2006). Tais mudanças são necessárias porque as amostras de sêmen sexado apresentam

baixa concentração por palheta, baixa motilidade pós-descogelamento (Palma et al., 2008) e

baixa taxa de blastocisto quando comparado ao sêmen não sexado (Wilson et al., 2006).

Basicamente, as modificações propostas são diminuir o volume do Percoll, diminuir o tempo

e aumentar a força de centrifugação (Dell’Aqua et al., 2006). Se essas mudanças,

recomendadas para sêmen sexado, puderem ser aplicadas rotineiramente para preparação

espermática de qualquer amostra de sêmen, seria de grande valia para a FIV, não só por

reduzir custos, mas também por diminuir o tempo de manipulação. Entretanto, não se sabe se

essas mudanças no procedimento do protocolo de Percoll afetam a qualidade espermática e a

produção de embriões em bovinos. E, especialmente, se esse protocolo modificado causaria

desvio na relação do sexo dos embriões PIV, quando o sêmen não sexado é utilizado.
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Tem sido relatado na literatura que não só a motilidade (Parrish et al., 1995) é

afetada após a seleção espermática pelo Percoll, mas também a porcentagem de células com

morfologia normal (Prakash et al., 1998), com membrana íntegra (Tanghe et al., 2002) e com

acrossoma intacto (Somfai et al.,2002; Cesari et al., 2006). Por outro lado, há evidências de

que a força de centrifugação utilizada no gradiente de Percoll pode também afetar a

motilidade espermática e integridade de membrana em touros (Way et al.,1995) e em

carneiros (Gil et al., 2000). Portanto, é possível que mudanças no volume do gradiente de

Percoll e na força de centrifugação possam influenciar a integridade do acrossoma e da

membrana tanto quanto afetam a motilidade dos espermatozóides. Todos esses parâmetros de

qualidade são necessários para o sucesso da interação espermatozóides e ovócitos e,

conseqüentemente, a fecundação. Portanto, qualquer alteração nessas características pode

afetar o resultado final da PIV de embriões.

Por outro lado, está bem estabelecido que os cromossomas X e Y têm

diferenças morfológicas tais como o tamanho e o conteúdo de DNA (Parrilla et al., 2004) A

diferença no conteúdo total de DNA entre esses espermatozóides causa diferenças no peso e

densidade entre eles, o que permite a sua separação por um gradiente de densidade contínuo

e/ou descontínuo. De fato, a centrifugação pelo gradiente de Percoll tem sido utilizada para

separar células espermáticas que possuem o cromossomo X ou Y (Kaneko et al., 1983;

Kaneko et al., 1984; Hossepian et al., 2000). Também tem sido observado que mudanças no

volume de Percoll assim como mudanças no tempo de centrifugação podem favorecer o

espermatozóide mais leve ou mais pesado, alterando a relação de espermatozóides contendo o

cromossomo X ou o Y no volume final obtido (Hossepian de Lima et al., 2000). Portanto,

quando alterações no procedimento do Percoll são propostas tornando-se necessário garantir

que as mesmas não afetem a produção e o sexo dos embriões.

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do tempo, velocidade de

centrifugação e volume do Percoll quanto às características espermáticas, desenvolvimento

embrionário e relação entre os sexos de embriões bovinos produzidos in vitro.
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4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1. Reagentes

Ao menos que indicado, os produtos químicos foram adquiridos da Sigma (Sto Louis MO,

USA). Todos os meios utilizados para PIV de embriões, meio de maturação, meio de

fecundação, meio de lavar espermatozóide (SP-TALP), gradiente de Percoll 90% e o meio

synthetic oviductal fluid (SOF) foram adquiridos da Nutricell® (Campinas, SP, Brazil).

4.2. Delineamento experimental

Foi utilizado sêmen congelado de quatro touros diferentes (1, 2 ,3 e 4).

Somente o touro 1 possuía fertilidade in vitro conhecida, e tem sido utilizado por muitos anos

como touro referência na PIV de embriões no laboratório da Embrapa-Recursos Genéticos e

Biotecnologia. Em cada réplica, três palhetas de cada touro foram descongeladas e formado

um pool que foi colocado em tubo de centrifuga. Amostras foram retiradas para avaliação

espermática e o restante do sêmen foi distribuído igualmente para os tratamentos do Percoll.

No primeiro tratamento (T1), as amostras de sêmen foram colocadas sobre o

gradiente de Percoll, que consistiu de 2 mL de gradiente de Percoll 45% e 2 mL de gradiente

de Percoll 90%, colocados em tubos de centrífuga de 15 ml, onde foram centrifugados a 700

g por 20 min a 30ºC em centrífuga refrigerada.
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O segundo tratamento (T2) consistiu da centrifugação das amostras de sêmen

em um volume total de 800 L, sendo 400 L de gradiente de Percoll 45% e 400 L de

gradiente de Percoll 90%, colocados em microtubo de 2 mL a 700 g por 20 min a 30ºC.

No tratamento 3 (T3), amostras de sêmen foram colocadas sobre um volume

total de 800 L, sendo 400 L de gradiente de Percoll 45% e 400 L de gradiente de Percoll

90%, colocados em microtubo de 2 mL a 5.000 g por 5 min.

Após a ressuspenção com meio FIV, as amostras foram retiradas para avaliação

dos espermatozóides e outra parte do sêmen utilizado para FIV. Todos os testes para avaliar

células espermáticas e a FIV foram repetidas para cada touros em três manipulações

independentes.

4.3. Avaliação dos parâmetros espermáticos

Todas as amostras de sêmen foram avaliadas, antes e após os tratamentos com

o Percoll, quanto à concentração, motilidade total, morfologia, integridade da membrana

plasmática, integridade do acrossoma e integridade da cromatina.

4.3.1. Avaliação de motilidade, morfologia e concentração espermática

A porcentagem do total de espermatozóides móveis foi determinada

subjetivamente. Uma gota de sêmen foi colocada sobre uma lâmina previamente aquecida e,

coberta com uma lamínula, sendo examinada em microscópio de luz em aumento de 40x. A

morfologia das células espermática foi avaliada em preparação úmida em microscópio de

contraste de fase com um aumento de 1000x de acordo com Barth & Oko (1989). Para esta

análise, consideraram-se as seguintes anormalidades: cabeça (formas subdesenvolvidas,
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piriforme, delgada, delgada na base, contornos anormais), acrossoma (presença de crateras,

rugoso), peça intermediária (fraturada, engrossada, enrolada e hipoplásica), gota

citoplasmática proximal, cauda (dobrada, enrolada) e cabeça isolada normal. Foram contadas

200 células e os resultados expressos em percentagem.

A concentração espermática foi determinada no hematocitômetro na diluição

1:200. O resultado foi obtido em células espermáticas/ml. A taxa de recuperação foi calculada

de acordo com a fórmula abaixo.

Taxa de recuperação (%) = (Concentração final x Volume final) x 100

(Concentração inicial x Volume inicial)

4.3.2. Avaliação da integridade da membrana plasmática, do acrossoma e da cromatina

A integridade da membrana espermática foi avaliada utilizando 6-carboxi-

diacetato de fluorosceína (FDA) e iodeto de propídeo [(PI), Molecular Probe®, Eugene,

Oregon, USA], conforme a descrição de Harrison & Vickers, 1990). Amostra de sêmen (10

l) foi adicionada à solução corante (40 l) e incubado por 10 min. A solução corante era

composta por formol salina (96 ml de solução salina 0,9% e 4 ml de formol 40%), citrato de

sódio (3%), PI (0,75 mM), e solução FDA (0,46 mg/ml de dimetil-sulfóxido). Uma alíquota

de 5 l de solução corante com sêmen foi colocada em uma lâmina coberta com uma lamínula

e observada em microscópio de epifluorescência (Axiophot Zeiss: filtro de comprimento de

onda de 494/517 nm excitação/emissão e 536/617 nm excitação/emissão). Foram contadas

200 células espermáticas por lâmina que foram classificadas de acordo com a membrana

espermática em: a) membrana integra (coloração verde); b) membrana semi-lesada (cabeça

verde e vermelha); c) membrana lesada (coloração vermelha). Para fins de análise utilizaram-

se os percentuais de espermatozóides com membrana íntegra.
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A integridade do acrossoma foi avaliada utilizando uma conjugação de

isotiocianato fluorescinado – FITIC (sonda fluorescente) com lecitina de amendoim peanut

agglutinin – PNA) e PI como foi descrito por Klinc & Rath (2007). Amostra de sêmen

descongelada (10 l) foi diluída em uma solução corante (30 l) e incubada por 10 min. Esta

solução era composta por tampão formol salina, citrato de sódio (3%), PI (0,75 mM) e

solução de FITIC-PNA (1 mg/ml em PBS). Uma alíquota de 5 l de solução corante com

sêmen foi colocada sobre uma lâmina e coberta com uma lamínula. Foram examinadas 200

células espermáticas no microscópio de contraste de fase e microscópio de epifluorescência

(Axiophot Zeiss: filtro de comprimento de onda de 494/518 nm excitação/emissão).

Espermatozóides corados em vermelho com PI foram considerados danificados, na ausência

da coloração vermelha eles foram considerados vivos. As células espermáticas vivas foram

classificadas como acrossoma reagido se emitissem cor verde fluorescente (FITIC-PNA) ou

acrossoma intacto se a coloração fluorescente não estivesse presente.

A integridade de cromatina foi determinada com o uso do corante laranja de

acridine (LA). Três esfregaços foram preparados para cada amostra, que após a secagem à

temperatura ambiente foram fixados overnight em uma solução de Carnoy (metanol:ácido

acético, 3:1). Posteriormente, as lâminas foram incubadas na solução tampão (80 mmol/L de

ácido cítrico a 15 mmol Na2HPO4, pH 2,5) à 75º C por 5 min para testar a estabilidade da

cromatina. Subseqüentemente, as lâminas permaneceram por 5 min em uma solução contendo

o corante laranja de acridine (0,2 mg/ml), ácido cítrico (0,1 M) e fosfato di-sódio (0,3 M). As

lâminas foram avaliadas no mesmo dia utilizando um microscópio epifluorescente (Axiophot

Zeiss: filtro de comprimento de onda de 490/530 nm excitação/emissão). Para todas as

amostras foram avaliadas 200 células por lâmina com aumento de 100x. Espermatozóides

com DNA normal apresentavam-se verde fluorescente, enquanto células espermáticas com

DNA anormal emitiam fluorescência variando de alaranjado a vermelho.
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4.4. Produção de embriões in vitro

4.4.1. Recuperação de ovócitos e maturação in vitro

Ovários de vacas mestiças (Bos indicus x Bos taurus) foram coletados em

abatedouro local e transportados em solução salina aquecida (NaCl 0,9%) suplementada com

penicilina G (100 UI/mL) e sulfato de estreptomicina (100 g/mL) à 35º C. Complexos

cummulus ovócito (COC) foram aspirados de folículos de 2-8 mm com escalpes 18G. O

líquido folicular aspirado com os COC foi depositado em tubo cônico de 15 ml. Após a

sedimentação, os COCs foram recuperados e selecionados com auxílio de estereomicroscópio.

Somente COCs que apresentavam citoplasma homogêneo e com pelo menos três camadas de

células do cummulus, foram utilizados. Os COCs selecionados foram lavados e transferidos,

em número de 30-35, para uma gota de 200 L de meio de maturação sob óleo de silicone e

incubados por 22 h à 39ºC em 5% de CO2 em ar.

4.4.2. Procedimentos para seleção espermática

O sêmen de cada touro foi descongelado e as células espermáticas foram

selecionadas por centrifugação em gradiente descontínuo de Percoll (45-90%). O gradiente de

Percoll 45% foi preparado com 1 mL de Percoll 90% e 1 mL de SP-TALP. O volume de

gradiente de Percoll, tempo e velocidade de centrifugação foi determinado de acordo com os

diferentes tratamentos já citados
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Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi centrifugado

por 5 min em SP-TALP a 700 g (T1 e T2) ou 5.000 g (T3). Posteriormente, o pellet resultante

foi ressuspendido com 80 L de SP-TALP e utilizado para avaliação espermática e/ou FIV.

4.4.3. Fecundação in vitro e cultivo de embriões

Os ovócitos maturados foram transferidos para gotas de 200 L de meio de

fecundação. Após a centrifugação nos diferentes tratamentos do Percoll, foi realizada a

contagem dos espermatozóides no hematocitômetro, sendo que a concentração final na gota

de fecundação foi de 1x106 espermatozóides/mL. Espermatozóides e ovócitos foram co-

incubados por 20 h a 39ºC com 5% de CO2 em ar, sendo o dia da inseminação in vitro

considerado o D0.

Após a co-incubação, os possíveis zigotos foram lavados e transferidos para

gotas de meio SOF suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), e cultivados a 39 ºC e

5% CO2 em ar por 7 dias.

Os embriões foram avaliados no D2 pós-inseminação (pi) quanto à clivagem e

no D6 e D7 pi para taxa de blastocisto. No D7, somente, blastocisto grau 1 foram

individualmente armazenados a - 80ºC para determinação do sexo.

4.5. Procedimentos para sexagem dos embriões

A identificação do sexo dos embriões foi determinada pela Polymerase Chain

Reaction (PCR), utilizando dois pares de primers diferentes. O primeiro par de primers era

específico para região do cromossomo Y, enquanto o segundo foi específico de gene

autossômico bovino. A seqüência do primer e o tamanho do fragmento para cada gene estão
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apresentados na tabela 1. A amostra controle do cromossomo X e Y foram originadas de

DNA genômico bovino. Inicialmente, os embriões foram expostos por 5 min a 50ºC em uma

solução lise contendo 1X tampão de PCR, e 15 g de proteinase K (Invitrogen®) em um

volume final de 10 L; posteriormente a proteinase K foi inativada à 95 ºC por 5 min. O PCR

foi realizado pela adição, em cada amostra colocadas em micortubos, de mix PCR contendo

20 nM de cada par dos primers, 200 M de dNTP, tampão PCR 1X e 1U Taq Polimerase

Platimun® (Invitrogen®), com volume final de 30 L. O programa do PCR utilizado foi de

40 ciclos de 94ºC por 20s, 57ºC por 30s e 72ºC por 30s, seguido pela extensão final de 72ºC

por 30 min. A amplificação dos produtos do PCR foi realizada em gel de agarose 2,0% corado

com brometo de etídio (10 mg/mL), e visualizado sob iluminação ultra-violeta (UV). Quando

dois amplicons foram detectados o embrião foi considerado macho, enquanto a detecção de

um amplicon foi considerado fêmea (Figura. 1)

Tabela 1 – Seqüência de primers utilizados na sexagem de embriões (S: sense; A: antisense) e

tamanho, pares de base (pb), dos fragmentos amplificados.

Gene Seqüência do primer
Tamanho do

amplicon
Referência

bSRY S 5'-CCTCCCCTTCAAACGCCCGGAATCATT -3' 210 pb Bondiolli et al. 1989

bSRY A 5'-GGCCATAGTCAGGATCTT-3'

Autossomo S 5’-CCCATCACCATCTTCCAGG-3’ 280 pb Ellis et al. 1988

Autossomo A 5’-AGTGAGCTTCCCGTTCAGC-3’
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Figura 1 – Identificação do sexo através da amplificação do DNA em

gel de agarose. P) marcador de peso molecular; ♀) embrião fêmea, ♂) 

embrião macho

4.6. Análise estatística

O efeito de tratamento, touro e interação entre eles nas características

espermáticas foram analisados por análise de variância (ANOVA) com dois fatores (two-way

ANOVA) e teste de Tukey, (Programa Prophet, versão 5.0; 1997) quando valores

apresentavam dentro da normalidade. Caso contrário, os dados foram submetidos ao teste de

Friedman’s, com nível de significância P<0,05.

A taxa de clivagem e blastocisto estão expressas em porcentagem e também

foram avaliadas por ANOVA com dois fatores (two-way ANOVA) e teste Tukey (Programa

Prophet, versão 5.0; 1996), no qual foi verificada o efeito de touro, tratamento e interação

entre ambos. O teste Qui-quadrado (Programa Prophet, versão 5.0; 1997) foi utilizado para

comparar a relação de embriões machos e fêmeas com a freqüência esperada de 1:1, para os

diferentes tratamentos e touros. A comparação entre os touros e entre os tratamentos para essa

proporção também foi realizada pela análise do Qui-quadrado com nível de significância

P<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1. Resultados

As características das células espermáticas antes e após a seleção pelo Percoll

são apresentadas na Tabela 2. Diferenças estatísticas foram observadas para todos os

parâmetros de qualidade seminal quando se comparou os resultados obtidos antes a após o

tratamento do Percoll. Contudo, nenhuma diferença foi observada entre os três tratamentos

para todas as variáveis estudadas. Todos os procedimentos com o Percoll melhoraram a

proporção de espermatozóides móveis. Uma alta porcentagem de células espermáticas com

membrana e acrossoma intacto foi observada após a centrifugação com o Percoll para os

tratamentos 1 e 2, respectivamente. Por outro lado, anormalidades morfológicas e integridade

de cromatina foram as características que mostraram menores mudanças após os tratamentos

com Percoll, sendo essa tendência observada para todos os tratamentos.
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Tabela 2 – Motilidade total e porcentagem de células espermáticas (média ± erro padrão) com
morfologia normal, membrana, acrossoma e cromatina intactos antes e após a passagem pelo
gradiente de Percoll.

a,b Diferentes sobrescritos na mesma coluna indica diferença estatística (P<0,05).

T0 – Avaliação antes da passagem pelo Percoll;

T1 – 700 g/20 min em tubos de centrífuga utilizando 2 mL de Percoll 45% e 2mL de Percoll 90%;

T2 – 700 g/20 min em microtubos utilizando 400 L de Percoll 45% e 400 L de Percoll 90%;

T3 - 5000 g/5 min em microtubos utilizando 400 L de Percoll 45% e 400 L de Percoll 90%;

A taxa de recuperação de espermatozóides após o gradiente de Percoll foi

semelhante (P>0,05) para todos os tratamentos sendo 19,2 (± 2,7), 17,0 (± 2,9) e 17,3 % (±

2,7), para os tratamentos 1,2 e 3, respectivamente.

Embora não se verificou efeito da interação entre tratamentos e touros, e

nenhuma diferença entre os tratamentos do Percoll para todas as características espermáticas

avaliadas, diferença em relação aos touros foi observada para todos os parâmetros testados

(Tabela 3). Quando parâmetros de qualidade espermática foram comparados entres touros,

independente do tratamento, foi observado que os touros 1 e 2 foram similares para maioria

das características, apresentando maior motilidade e porcentagem de células com a cromatina

intacta do que os touros 3 e 4. Em contraste, o touro 3 mostrou os piores valores para todas as

características estudadas (Tabela 3).

Tratamento
Motilidade

total %
Morfologia
normal %

Membrana
íntacta %

Vivo com acrossmo
intacto %

Cromatina
intacta %

T0 41,3 ± 3,6a 83,8 ± 2,3a 44,7 ± 2,0a 42,8 ± 2,9a 97,1 ± 0,5a

T1 76,3 ± 3,1b 86,6 ± 2,8a,b 56,1 ± 3,2a,b 57,3 ± 3,3b 98,0 ± 0,4a,b

T2 77,9 ± 3,8b 89,2 ± 2,1b 57,6 ± 4,7b 47,9 ± 5,2a,b 98,2 ± 0,4b

T3 74,6 ± 4,0b 88,6 ± 2,4b 52,3 ± 3,9a,b 46,8 ± 4,9a,b 98,0 ± 0,5a,b
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Tabela 3 – Motilidade total e porcentagem de células espermáticas (média ± erro padrão) com
morfologia normal, membrana, acrossoma e cromatina intactos para os quatro
touros após o tratamento com o Percoll.

a,b Diferentes sobrescritos na mesma coluna indica diferença estatística (P<0,05).

As taxas de clivagem e blastocistos para todos os touros e tratamentos estão

apresentadas na tabela 4. Os resultados da ANOVA mostraram que não houve efeito dos

procedimentos do Percoll nessas variáveis. Embora, não tenha ocorrido uma interação entre

tratamentos e touros, um efeito significante foi observado entre touros quanto às taxas de

clivagem e blastocistos. Por esse motivo as diferenças entre touros para essas variáveis foram

analisadas pelo teste de Tukey. Devido a baixa produção total de blastocisto (n=5),

considerando todos os tratamentos e todas as réplicas, do touro 4 (Tabela 4), ele foi eliminado

da análise estatística. A comparação entre os touros mostrou que o touro 1 e 2 apresentaram

maior taxa de clivagem e blastocisto do que o touro 3 (Tabela 5).

Touro
Motilidade

total %
Morfologia
normal %

Integridade de
membrana %

Vivo com acrossmo
intacto %

Cromatina
intacta %

1 83,9 ± 2,6a 85,6 ± 1,5a 64,6 ± 4,2a 62,2 ± 4,6a 98,9 ± 0,3a

2 80,8 ± 4,2a 94,3 ± 0,4b 55,5 ± 2,9a,b 55,5 ± 4,0a,b 99,4 ± 0,2a

3 55,4 ± 4,6b 77,8 ± 2,4a 47,9 ± 5,6b 39,0 ± 4,5b 96,3 ± 0,4b

4 60,4 ± 5,1b 94,7 ± 0,8b 53,4 ± 3,6 a,b 45,9 ± 4,2a,b 97,6 ± 0,3b
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Tabela 4 – Dados descritivos da taxa de clivagem e blastocisto após a FIV utilizando

espermatozóides de quatro touros submetidos a três protocolos diferentes de Percoll (média ±

erro padrão - EP).

T1 – 700 g/20 min em tubos de centrífuga utilizando 2 mL de Percoll 45% e 2mL de Percoll 90%;

T2 – 700 g/20 min em microtubos utilizando 400 L de Percoll 45% e 400 L de Percoll 90%;

T3 - 5000 g/5 min em microtubos utilizando 400 L de Percoll 45% e 400 L de Percoll 90%;

Touro 1
Tratamento N Clivagem (% ± EP) Blastocisto D6 (% ± EP) Blastocisto D7 (% ± EP)

T1 276 241 (87 ± 1,47) 70 (28 ± 4,25) 130 (48 ± 2,14)

T2 123 100 (82 ± 4,94) 35 (29 ± 6,25) 54 (45 ± 10,74)

T3 113 97 (86 ± 4,16) 30 (27 ± 6,51) 49 (44 ± 6,59)

Touro 2
Tratamento N Clivagem (% ± EP) Blastocisto D6 (% ± EP) Blastocisto D7 (% ± EP)

T1 113 95 (84 ± 2,65) 17 (16 ± 4,72) 33 (31 ± 11,25)

T2 106 91 (86 ± 1,35) 18 (17 ± 3,82) 42 (40 ± 11,12)

T3 121 108 (89 ± 6,02) 34 (30 ± 13,71) 55 (46 ± 14,46)

Touro 3
Tratamento N Clivagem (% ± EP) Blastocisto D6 (% ± EP) Blastocisto D7 (% ± EP)

T1 120 75 (61 ± 12,68) 9 (7 ± 3,31) 12 (10 ± 3,79)

T2 119 73 (60 ± 11,51) 9 (7 ± 2,19) 20 (16 ± 6,02)

T3 103 76 (74 ± 7,96) 16 (14 ± 6,55) 27 (26 ± 9,32)

Touro 4
Tratamento N Clivagem (% ± EP) Blastocisto D6 (% ± EP) Blastocisto D7 (% ± EP)

T1 145 70 (46 ± 9,84) 2 (1 ± 0,63) 3 (2 ± 1,16)

T2 152 65 (42 ± 5,33) 1 (0,63 ± 0,63) 2 (1 ± 0,60)

T3 137 59 (43 ± 2,74) 0 0
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Tabela 5 – Taxa de clivagem e blastocisto após a FIV utilizando sêmen de três

touros diferentes (média ± erro padrão).

a,b Diferentes sobrescritos na mesma coluna indica diferença estatística (P<0,05).

Foram produzidos 427 embriões em D7 sendo que um total de 360 (84%)

foram sexados com sucesso pela técnica de PCR. A proporção dos sexos encontrada para os

touros 2 e 3 em todos os tratamentos não teve diferença em relação a proporção esperada de

1:1 (tabela 6). Um desvio na proporção dos sexos dos embriões para machos foi observada

para o touro 1, somente quando se utilizou o tratamento 1 (tabela 6). Além disso, quando

foram considerados apenas os tratamentos do Percoll, independentemente do touro, nenhuma

diferença foi verificada na proporção macho:fêmea quando comparada a freqüência esperada

1:1. Em contraste, quando a proporção dos sexos foi comparada entre os tratamentos a

porcentagem de embriões machos foi maior para o tratamento 1 em relação aos demais

(Figura.2).

Touro N Clivagem D2 Blastocisto D6 Blastocisto D7

1 512 438 (86 ± 1,6)a 135 (28 ± 2,9)a 233 (47 ± 2,6)a

2 340 294 (86 ± 2,1)a 69 (21 ± 4,9)ab 130 (39 ± 6,6)a

3 342 222 (65 ± 5,9)b 34 (10 ± 2,5)b 59 (17 ± 4,2)b
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Tabela 6 – Proporção dos sexos em blastocisto de D7 utilizando espermatozóides

de três diferentes touros (1, 2 e 3) em três diferentes tratamentos (T1, T2 e T3)

após a FIV.

*Valor de P comparando o sexo com a freqüência esperada de 1:1 pelo teste 2 (P<0,05).

T1 – 700 g/20 min em tubos de centrífuga utilizando 2 mL de Percoll 45% e 2mL de

Percoll 90%;

T2 – 700 g/20 min em microtubos utilizando 400 L de Percoll 45% e 400 L de

Percoll 90%;

T3 - 5000 g/5 min em microtubos utilizando 400 L de Percoll 45% e 400 L de

Percoll 90%;

Touro 1 Proporção dos sexos *P
Tratamento Embriões sexados (n) Macho:fêmea (%)

T1 80 49:31 (61:39) 0,04

T2 52 24:28 (46:54) 0,58

T3 48 21:27 (44:56) 0,39

Touro 2
Tratamento Embriões sexados (n) Macho:fêmea (%)

T1 30 12:18 (40:60) 0,27

T2 40 19:21 (48:52) 0,75

T3 54 22:32 (41:59) 0,17

Touro 3
Tratamento Embriões sexados (n) Macho:fêmea (%)

T1 12 6:6 (50:50) 0,99

T2 19 7:12 (37:63) 0,25

T3 25 13:12 (52:48) 0,84

Tratamento Embriões sexados (n) Macho:fêmea (%)
T1 122 67:55 (55:45) 0,28

T2 111 50:61 (45:55) 0,30

T3 127 56:71 (44:56) 0,18
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Figura 2- Distribuição de embriões PIV bovinos machos e fêmeas em D7

nos três tratamentos com o Percoll. a,b Diferentes letras denota diferença

significativa entre os tratamentos pelo teste 2 (P<0,05).

T1 – 700 g/20 min em tubos de centrífuga utilizando 2 mL de Percoll 45% e 2mL

de Percoll 90%;

T2 – 700 g/20 min em microtubos utilizando 400 L de Percoll 45% e 400 L de

Percoll 90%;

T3 - 5000 g/5 min em microtubos utilizando 400 L de Percoll 45% e 400 L de

Percoll 90%;
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5.2. DISCUSSÃO

O gradiente de Percoll tem sido amplamente utilizado como método de seleção

espermática para FIV em bovinos. Apesar de seu protocolo ter sofrido algumas mudanças ao

longo dos anos, ultimamente com o uso do sêmen sexado na FIV comercial, modificações

significativas têm sido propostas. Entretanto, não é prático para um laboratório ter protocolos

diferentes para sêmen sexado e não sexado, por isso um método que possa ser utilizado com

os dois tipos de sêmen seria de grande valia para a rotina da PIV. No presente estudo, foi

comparado o efeito de diferentes protocolos de preparação de Percoll na qualidade

espermática, desenvolvimento e sexo de embriões produzidos in vitro.

Muitos grupos de pesquisas têm relatado que o gradiente de Percoll, por

proporcionar a obtenção de amostras de sêmen com melhor qualidade, é o método de eleição

para selecionar espermatozóides para FIV em bovinos (Parrish et al., 1995; Somfai et al.,

2002; Cesari et al., 2006; Mehmood et al., 2008). Todavia, a centrifugação também tem sido

citada como sendo um passo do processo de preparação do sêmen, que é potencialmente

danoso aos espermatozóides (Atiken & Clarkson, 1988). Portanto, para assegurar que a força

de centrifugação e o volume de Percoll utilizados neste estudo não afetariam as características

espermáticas, os parâmetros de qualidade foram avaliados antes e após os diferentes

tratamentos de Percoll.

Como esperado a proporção de espermatozóides com motilidade total

aumentou após a passagem pelo Percoll em todos os tratamentos, sendo o parâmetro que

mostrou maior variação após a seleção espermática. O efeito do Percoll na seleção de

espermatozóides com alta motilidade têm sido relatado por vários autores (Parrish et al., 1995,
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Tanghe et al., 2002; Trentalance & Beorlegui, 2002; Cesari et al., 2006; ; Samardzija et al.,

2006; Alomar et al., 2008) e esta característica não foi influenciada pelos diferentes

procedimentos do Percoll utilizado neste estudo.

Embora o tempo reduzido de centrifugação utilizado no tratamento 3 pudesse

causar redução na taxa de recuperação após a centrifugação do Percoll, nenhuma diferença

entre os tratamento foi observada. É possível que a alta força de rotação utilizada no

tratamento três compensou o tempo de centrifugação, sendo que a taxa de recuperação foi

semelhante entre os tratamentos.

Nenhuma diferença foi observada entre os tratamentos em todos os parâmetros

avaliados. Estudos relatam que o aumento da força de rotação pode causar danos nas células

espermáticas de carneiro (Gil et al., 2000), camundongo (Katkov & Mazur, 1998) e humano

(Ng et al.,1990; Alvarez et al.,1993). Além disso, tem sido observado que a passagem pelo

gradiente de Percoll pode alterar a membrana plasmática e causar reação acrossomal

prematura (Cesari et al., 2006) devido a desestabilização da membrana. Esta alteração não foi

observada no presente estudo, em que diferentes volumes, tempo e força de centrifugação não

afetaram a qualidade das células espermáticas. Espermatozóides de espécies como eqüino e

bovino são menos sensível a centrifugação quando comparados a outras espécies mamíferas

(Crockett et al., 2001; Carvajal et al., 2004), portanto é possível que as modificações, a

realizadas neste trabalho, rotação de centrifugação e o baixo tempo, não tenham sido

suficientes para causar danos nas células espermáticas.

Ao contrário dos resultados encontrados entres os tratamentos, o efeito de touro

foi observado em todos os parâmetros avaliados. A alta variabilidade entre indivíduos era

esperada, já que o sêmen dos touros utilizados na FIV não foi selecionado por terem a mesma

qualidade. Os resultados mostraram uma diferença clara entre os touros em relação à

qualidade seminal, e essas diferenças se mantiveram após a seleção do Percoll. Os touros 1 e

2 apresentaram resultados semelhantes para maioria das características espermáticas bem

como os touros 3 e 4.
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A produção de embriões também foi comparada entre todos os protocolos de

preparação espermática. Semelhante aos parâmetros espermáticos, as taxas de clivagem e

blastocisto também não foram afetadas pelo tratamento. Diferenças na produção de embrião

foram observadas quando o efeito de touro foi considerado. Os touros 1 e 2 mostraram alta

taxa de clivagem e blastocisto quando comparado com o touro 3. Estes resultados estão de

acordo com os valores encontrados na avaliação das células espermáticas, já que os touros 1 e

2 também apresentaram porcentagem de motilidade, células normais e células com

membrana, acrossoma e cromatina intactos semelhantes. Além disso, o touro 3 foi

considerado como tendo menor fertilidade em comparação aos outros dois, se considerando

a baixa qualidade espermática e o baixo desenvolvimento embrionário. O que é intrigante é

que o touro 4, apesar de ter apresentado todas as característica espermáticas semelhantes ao

touro 3, apresentou baixo rendimento no desenvolvimento embrionário e teve que ser

descartado da análise estatística.

A variação individual entre touro no resultado da FIV de embriões bovinos tem

sido relatada por vários autores (Shamsuddin et al., 1993; Coelho et al., 2000; Palma &

Sinowatz, 2004; Samardzija et al., 2006; Alomar et al.,2008) e, tem sido considerada como

um dos fatores limitante na FIV comercial. Um dos motivos para essa ampla variação na taxa

de blastocisto em bovinos pode ser a sensibilidade dos espermatozóides de cada touro aos

procedimentos da FIV (Alomar et al., 2006). Muitos estudos têm observado que a seleção

espermática antes da inseminação in vitro pode alterar característica dos espermatozóides de

tal forma que vários touros que apresentam alta fertilidade in vivo possuem baixa taxa de

fertilidade in vitro (Shamsuddin & Larsson, 1993; Alomar et al., 2008). Entretanto, os fatores

e mecanismos responsáveis por esses eventos ainda não estão claros. Os resultados do

presente estudo, contudo, confirmam que touros com mesmas características espermáticas

possuem diferentes capacidades de produzir embriões in vitro. Uma possível explicação

poderia ser que os espermatozóides de determinados animais são mais sensíveis à passagem

pelo gradiente de Percoll e isto poderia induzir, como já foi mencionado, a capacitação e

reação acrossômica prematura (Chamberland et al., 2001), interferindo negativamente na

produção de embriões. Todavia, essa alteração não foi observada no presente estudo, pois não

foi detectada nenhuma diferença na integridade de membrana e acrossoma entre os touros.

Pode-se observar que às características espermáticas do touro 4 foram semelhantes as dos

outros touros, mas a produção de embrião foi pior. Portanto, pode-se supor que apesar da
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análise visual da normalidade estrutural das células espermáticas possa ser um indicativo de

qualidade, em alguns caso essas informações podem ser insuficientes para distinguir amostra

com diferente fertilidade in vitro. Muitos outros fatores, como anormalidades no genoma

paterno, podem influenciar não somente na fecundação, mas também no desenvolvimento

embrionário. Além disso, é possível que a composição bioquímica da membrana plasmática e

o estoque de RNAs que os espermatozóides levam para o ovócito, possam ser responsáveis

pela variabilidade entre touros (Lalancette et al., 2008).

A centrifugação no gradiente de densidade de Percoll pode ser utilizada para

separar células espermáticas que carreiam o cromossomo X ou Y (Kaneko et al., 1983;

Kaneko et al., 1984; Hossepian de Lima et al., 2000). Também tem sido relatado que

mudanças no volume do Percoll bem como no tempo de centrifugação, podem favorecer o

espermatozóide mais leve ou mais pesado alterando a relação de espermatozóide X e Y

(Hossepian de Lima et al., 2000). Portanto, um possível impacto das mudanças no protocolo

do Percoll na relação dos sexos de embriões tem que ser considerado. Os resultados deste

estudo mostraram que para a maioria dos touros utilizados a taxa macho:fêmea não diferiu da

freqüência esperada de 1:1 em todos os tratamentos do Percoll. Estes resultados estão de

acordo com outros estudos que utilizaram o gradiente Percoll para selecionar espermatozóides

para FIV, e que também não encontraram desvio na relação dos sexos dos embriões quanto

comparados à freqüência esperada (Rheingantz et al., 2006; Madrid-Bury et al., 2003;

Rheingantz et al., 2004). Porém, uma maior produção de embriões machos foi observada para

touro 1 quando os espermatozóides passam por um maior volume de Percoll. Quando o

volume final de Percoll foi reduzido para 800 L, independente do tempo e força de

centrifugação, para este touro foi observado um equilíbrio entre os sexos. O porquê esse

evento ocorreu somente em um touro e não nos demais ainda precisa ser elucidado, mas é

possível que esteja relacionado com a variação individual.

Uma explicação para essa alta proporção de embriões machos no touro 1 seria

que os espermatozóides portadores do cromossomo Y, que são mais leves do que os do X,

levariam mais tempo para atravessar o maior volume do gradiente de densidade de (T1), ,

permanecendo, portanto, mais tempo em contato com o Percoll. Um período mais longo de

contato físico com o Percoll poderia induzir algumas alterações nas células espermáticas, que
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quando colocadas no meio de FIV, poderiam ser hiperativadas e capacitadas mais

rapidamente e, conseqüentemente, fecundariam os ovócitos antes que os espermatozóides

com o cromossomo X. No tratamento com menor volume de Percoll nem os espermatozóides

que carreiam o cromossomo X nem os com Y levariam muito tempo para passar pela coluna e

nenhum teria vantagem no momento da fecundação.

Quando a relação dos sexos dos embriões foi comparada entre os tratamentos,

independente do touro utilizado foi observado que a proporção de embriões machos foi maior

no tratamento 1 do que nos demais. Todavia, esta diferença ocorreu provavelmente devido ao

efeito do touro já que ela foi observada somente no touro 1 e nenhuma diferença entre os

tratamentos foi detectadas para os outros touros.
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6. CONCLUSÕES

Apesar do número pequeno de touros utilizados neste experimento, os

resultados indicam que a diminuição do volume de Percoll, o decréscimo do tempo de

centrifugação e uso da alta força de rotação não acarretou alteração da qualidade espermática,

desenvolvimento embrionário e o desvio na proporção de embriões machos e fêmeas.

Portanto, é possível aplicar o protocolo do Percoll proposto na rotina da FIV, pois esse reduz

os custos e o tempo de manipulação.
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