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Producao de embrioes
bovinos in vitro com

semen sexado

In vitro production of bovine
embryos with sex-sorted semen

Resumo

Com o advento da sexagem espermadtica a escolha do sexo da
prole se tornou uma grande vantagem, principalmente para os
criadores de gado leiteiro, que necessitam de novas matrizes para
a manutencdo do seu rebanho e para os criadores de gado de
corte, que almejam mais machos para a produgdo de carne. Atu-
almente, a Unica técnica conhecida capaz de separar as popula-
¢Oes de espermatozoides X e Y de mamiferos, com eficiéncia e
pureza acima de 90%, é a citometria de fluxo. A melhor forma
de uso do sémen sexado é na fertilizagdo in vitro, devido ao re-
duzido nimero de espermatozoides disponiveis apds a sexagem.
Varios fatores podem influenciar os resultados da produgédo in
vitro de embrides na espécie bovina utilizando sémen sexado;
dentre eles destacam-se as baixas taxas de fertilizagdo, de cliva-
gem, de blastocistos, de gestacdes; capacitacdo espermética par-
cial; amostras seminais diluidas e a variacdo entre touros. Alguns
estudos tém sido realizados com o intuito de avaliar as altera¢des
genéticas e epigenéticas decorrentes do uso do sémen sexado na
producdo de embrides bovinos in vitro. Portanto, este trabalho
tem como objetivo realizar uma revisdo de literatura sobre as li-
mitagdes e as vantagens do uso do sémen sexado, com énfase na
técnica de citometria de fluxo, durante a produgdo embrionaria

in vitro na espécie bovina.
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Summary

The advent of sex-sorting-sperm sex selection of offspring be-
came a great advantage, especially for dairy farms, which need
new heifers for maintenance of his herds, and for beef cattle
breeders, who crave more males for meat production. Currently,
the only known technique capable of separating the popula-
tions of X and Y mammals sperm cells with efficiency and purity
above 90% is flow cytometry. The best way of using sexed se-
men is in vitro fertilization, due to the small number of available
sperm after sexing. Several factors can influence the results of
in vitro embryos production using bovine sexed semen; among
them there are the low rates of fertilization, cleavage, blasto-
cyst, pregnancies, partially sperm capacitation, diluted semen
samples and variation among bulls. Several studies have been
conducted in order to assess the genetic and epigenetic altera-
tions resulting from the use of sexed semen in the production of
bovine embryos in vitro. Therefore, this paper aims to conduct
a literature review on the limitations and advantages of using
sexed semen, with emphasis on the technique of flow cytometry,
during in vitro embryo production in cattle.
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Introducao

Com o intuito de manter um lugar de destaque como maior
exportador mundial de carne bovina e estimular o desenvolvi-
mento da produgao leiteira, vérias biotecnologias reprodutivas
estao sendo empregadas no setor pecudrio brasileiro (LUCHIARI
FILHO, 2006; SIQUEIRA; CARNEIRO, 2012). Dentre essas, a
producao de embrides in vitro (PIV) tem contribuido de maneira
significativa para o aumento da produgdo de animais em menor
espago de tempo, além de promover melhora zootécnica e agregar
valor ao rebanho nacional.

Com o advento da sexagem espermatica, a escolha do sexo da
prole se tornou uma grande vantagem, principalmente para os
criadores de gado leiteiro, que necessitam de novas matrizes para
manutengao do seu rebanho e para os criadores de gado de corte,
que almejam mais machos para a produgdo de carne (MOORE;
THATCHER, 2006; TRIGAL et al., 2012). Além disso, a sexagem
espermatica permite rapido progresso genético, alta produtividade,
melhora no bem-estar dos animais ao evitar castracdes e reduz o
impacto ambiental por restringir o nascimento de animais de sexo
indesejado (RATH; JOHNSON, 2008). Entretanto, para que a téc-
nica de sexagem possa ser extensivamente aplicada é necessario
que seja barata, eficaz e eficiente, resultando em taxa de fertilidade
igual ou superior a do sémen nao sexado (FOOTE; MILLER, 1971).
Desta forma, essa tecnologia aliada a transferéncia de embrides e a
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programas de melhoramento genético, pode aumentar
a rentabilidade da producao nacional de carne e leite
(SEIDEL JR., 2003).

Atualmente, a técnica mais utilizada capaz de se-
parar as populagdes de espermatozdides X e Y de ma-
miferos com eficiéncia e sensibilidade acima de 90%,
produzindo animais cujo sexo ¢ condizente com o
da populacdo seminal sexada, é a citometria de fluxo
(JOHNSON; FLOOK; HAWK, 1989). Entretanto, esta
técnica de sexagem e a criopreservagdo espermatica
afetam a qualidade do sémen de touros; além de as ta-
xas de fertilizacdo com sémen sexado bovino serem 10
a 20% mais baixas quando comparadas & PIV com sé-
men ndo sexado e a inseminacio artificial convencional
(SEIDEL JR. et al., 1999).

Embrioes PIV apresentam diferencas na sua morfo-
logia, tempo de desenvolvimento e no seu metabolismo,
comparados aos embrides produzidos in vivo. Alteragdes
sdo observadas no padrido normal de desenvolvimento
dos embrides PIV produzidos com sémen sexado, po-
dendo estar relacionadas com diferengas em nivel mole-
cular dos embrides (MORTON et al., 2007).

Desvios no padrdo normal de expressio do RNA
mensageiro (mRNA), observados em embrides antes de
sua implantacio, podem persistir durante todo o desen-
volvimento fetal e ao nascimento, uma vez que os efeitos
de um dado procedimento podem néao se manifestar du-
rante um periodo relativamente curto do cultivo in vitro
(WRENZYCKI et al., 2005).

Destarte, o objetivo deste trabalho foi a realizagdo de
uma revisdo de literatura sobre as limita¢des e as vanta-
gens do uso do sémen sexado, com énfase na técnica de
citometria de fluxo, durante a produ¢ao embrionaria in
vitro na espécie bovina.

Revisdo de Literatura
Técnica de sexagem espermatica

No inicio do século XX a determinacdo do sexo era
somente atribuida ao cromossomo X, sendo o macho
classificado como XO e a fémea XX. Foi entdo que em
1914, Bridges descobriu que o sexo masculino era deter-
minado pela associagdo do cromossomo X com outro
morfologicamente distinto, o qual foi denominado Y.
Sendo assim, a separa¢do dos espermatozoides que con-
tém o cromossomo X daqueles que contém o Y tornou-se
possivel por meio da detec¢ao de antigenos de superfi-
cie, gradiente de densidade ou pelo conteido de DNA
(MOTA, 2004; LIMA, 2006).
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Em 1955, o antigeno H-Y foi descrito pela primeira
vez por Eichwald e Silmser como sendo um antigeno
especifico relacionado ao sexo masculino (HENDRI-
KSEN, 1999). Os peptideos H-Y sdo apresentados
como um grande complexo de histocompatibilidade
de moléculas sobre a superficie da célula, tornando
possivel a sexagem dos espermatozoides em larga es-
cala pelas proteinas de superficie por anticorpos espe-
cificos, antiespermatozoide X e antiespermatozoide Y
(HENDRIKSEN, 1999). Peter, Jones e Robinson (1993)
relataram que a separagdo dos espermatozoides X e Y
pode chegar a acuidade de 98%, utilizando anticorpos
monoclonais anti-H-Y associados a cotas de polime-
ros magnetizados.

A centrifugagdo em gradiente de densidade baseia-se
na diferenca de densidade existente entre os cromosso-
mos X e Y (LIMA, 2006). Analisando-se a cabeca dos
espermatozoides pela técnica de microinterferometria,
foi verificado que o cromossomo X contém maior conte-
udo de DNA e proteina nuclear que os espermatozoides
Y, o que causa diferenca de peso e, consequentemente,
de densidade entre os dois tipos celulares (SUMNER;
ROBINSON, 1976). As injurias causadas aos esperma-
tozoides pelas sucessivas centrifugacdes e manipulagdes
podem ser minimizadas pela diminui¢do do numero de
centrifugagdes, pois nao ¢ alterada a acuracia da sepa-
raao dos espermatozoides X e Y, preservando-se a sua
resisténcia ao processo de congela¢ao (LIMA, 2006).

Até a década de oitenta, um dos problemas obser-
vados nos procedimentos de FIV era a auséncia de um
método preciso e pratico que diferenciasse o cromos-
somo sexual dos espermatozoides (GARNER; SEIDEL
JR., 2008).

A utiliza¢do do citometro de fluxo, criado no laboratd-
rio “Lawrence Livermore National Laboratory” (LLNL),
por Daniel Pinkel (PINKEL et al., 1982), com a finalidade
de auxiliar o estudo dos efeitos da radiacédo na saude hu-
mana, usando como modelo indicativo de dano ao DNA
de espermatozoides de ratos, foi um grande avango para
a sexagem espermatica (GARNER; SEIDEL JR., 2008). O
aprimoramento desta técnica e a sua utilizagdo tornaram
possivel a sexagem precisa dos espermatozoides X e Y,
baseando-se na diferenca do conteudo do DNA (GAR-
NER; SEIDEL JR., 2008). Na analise do sémen de bovi-
nos pela citometria de fluxo, o cromossomo X apresentou
3,8% a mais de DNA quando comparado ao cromossomo
Y (ZHANG; LU; SIEDEL, 2003).

Apesar de ter sido demonstrado que a técnica de
citometria de fluxo é capaz de permitir a determi-
nagao precisa do cromossomo X ou Y no ejaculado
de diversas espécies como bovinos, ovinos, suinos e



coelhos; esse método inviabilizava o espermatozoide
ao torna-lo permeavel ao corante de membrana flu-
orescente 4’-6-diamindino-2-fenilindole (GARNER
et al., 1938).

Com a finalidade de preservar a célula espermatica,
outro corante de DNA permedvel & membrana plas-
matica - bisbenzimidazol fluorescente — Hoechst 33342
passou a ser empregado, o qual atua ligando-se seletiva-
mente as regides ricas em DNA e permite a detecgao de
pequenas diferengas no seu contetido (JOHNSON et al.,
1987; KLINC; RATH, 2006).

Para a realizagao da sexagem espermatica pelo cito-
metro de fluxo o espermatozoide corado com Hoechst
33342 ¢ bombardeado com um raio laser de compri-
mento de onda especifico e é emitido um brilho azul
fluorescente. Essa fluorescéncia é rapidamente mensu-
rada por um tubo fotomultiplicador e um computador
de alta velocidade é utilizado para analisar a fluores-
céncia relativa emitida pelos espermatozdides X e Y.
Um cristal vibrador quebra o curso do sémen em gotas
individuais contendo vérios espermatozoides, os quais
sao corados pela fluorescéncia e classificados de acordo
com o contetido de DNA pela colocagio de cargas opos-
tas nas gotas contendo espermatozoides X ou Y. As go-
tas passam por campos elétricos negativos e positivos,
€ uma vez que as cargas opostas se atraem, as gotas se
separam em dois fluxos para coleta. Um terceiro fluxo
contendo gotas sem carga, gotas contendo espermato-
zoides que nao foram sexados com precisdo, gotas sem
espermatozoides ou que possuem dois espermatozoides
ou contendo gotas com espermatozoides inviaveis, sdo
descartadas. O descarte dos inviaveis é uma grande van-
tagem da técnica (GARNER; SEIDEL JR., 2008).

A qualidade do ejaculado influencia diretamente a
velocidade do processo de sexagem, que por sua vez
interfere diretamente na pureza do sémen. No que
concerne a eficiéncia do processo de sexagem pela téc-
nica de citometria de fluxo, em condi¢bes étimas, no
periodo de uma hora podem ser produzidas dez doses
de sémen sexado de bovinos na concentragio de 2x10°
espermatozoides por dose para ambos os sexos (GAR-
NER, 2006). No entanto sio necessarios, atualmente,
cerca de nove minutos para se produzir uma palheta
de sémen sexado, que se traduz em aproximadamente
sete palhetas por hora na concentragao de 2x10° esper-
matozoides por dose (GARNER; SEIDEL JR., 2008). A
velocidade de separacgdo é geralmente de 3.000 a 4.000
células vivas por segundo com acuracia de, em mé-
dia, 90%; o que ja é considerado um grande avango se
comparado aos resultados obtidos ha alguns anos atras
(SEIDEL JR., 2003).

REPRODUCAO ANIMAL

FIGURA 1 - Oécitos bovinos grau 1/grau 2 apés 24 horas de
maturacéo in vitro em estufa com 5% de CO2

Producao de embrides bovinos in vitro com
sémen sexado

A melhor forma para uso do sémen sexado é na FIV,
devido ao reduzido nimero de espermatozoides dispo-
niveis apos a sexagem (GARNER; SEIDEL JR., 2008).
Virios fatores podem influenciar os resultados de PIV
na espécie bovina utilizando-se o sémen sexado (WHE-
ELER et al., 2006) destacando-se as baixas taxas de: fer-
tilizacdo, (CRAN; JOHNSON; POLGE, 1995), clivagem
(LU; GRAN; SEIDEL, 1999), blastocistos (MERTON et
al., 1997; LU; GRAN; SEIDEL, 1999), gestagdes (CRAN;
JOHNSON; POLGE, 1995) e capacitacdo espermatica
parcial, assim como amostras seminais diluidas (LU;
SEIDEL JR., 2004), bem como, a varia¢do entre touros
(ZHANG; LU; SEIDEL, 2003).

Palma et al. (2008) analisaram a motilidade pro-
gressiva do sémen sexado, bem como as taxas de PIV e
de desenvolvimento e a ultraestrutura dos blastocistos.
Constataram que as taxas de clivagem, de desenvolvi-
mento de blastocistos no dia sete e de motilidade pro-
gressiva seminal foram significativamente inferiores para
o sémen sexado em relagdo ao grupo controle. Verifica-
ram também que os blastocistos fertilizados com sémen
sexado apresentaram diferencas ultraestruturais indicati-
vas de apoptose ou de padrdes de transcri¢do aberrantes.
Os grupos fertilizados com sémen sexado apresentaram
propor¢ao significantemente maior de mitocondrias
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imaturas (33,7%) em relacdo ao grupo controle (21,6%).
Além disso, o nucleo dos blastocistos produzidos com
sémen sexado apresentou menor porcentagem de mem-
branas nucleares intactas (33,3%) que os blastocistos do
grupo controle (4,2%). Também foi descrita alta conta-
mina¢ao dos meios de cultivos de embrides fertilizados
com sémen sexado, sendo as taxas de desenvolvimento
dos blastocistos significativamente mais baixas para odci-
tos fertilizados com sémen sexado quando as repeti¢oes
contaminadas por microorganismos foram incluidas
(10,4%) ou excluidas (15,7%) e comparadas ao grupo con-
trole (33,6%). Embora nao se conhega a fonte da contami-
nagdo, assumiram que a mesma poderia estar associada a
técnica de sexagem ou ao manuseio do sémen.

A combinacio do corante fluorescente a luz do laser de
alta energia, utilizada durante a técnica de sexagem, pode
reduzir a capacidade de fertilizagdo dos espermatozoides
sexados (PALMA et al., 2008). Entretanto Palma et al.
(2008) encontraram alta taxa de blastocistos produzidos
com sémen sexado em um dos touros utilizados. Também
foi verificado desenvolvimento embrionario adequado
em outros dois grupos fertilizados com sémen sexado,
demonstrando-se assim que o sémen bovino sexado des-
congelado pode ser utilizado em programas de FIV.

Wilson et al. (2006) observaram que embrides PIV
viaveis fertilizados com sémen sexado foram cultivados
com sucesso até os dias sete e oito pds-fertilizagdo, sendo

FIGURA 2 - Procedimento de visualizacao de embri6es
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posteriormente transferidos para vacas receptoras, pro-
duzindo descendentes viaveis. Entretanto, foi necessario
o emprego de um maior numero de odcitos para se pro-
duzir o mesmo nimero de embrides quando comparado
ao sémen nao sexado. Porém, as taxas de clivagem fo-
ram similares para PIV com sémen nao sexado e sexado,
demonstrando que este tltimo parece nao prejudicar a
fertiliza¢ao do odcito; apenas promove impacto negativo
no desenvolvimento embrionario.

Bermejo-Alvarez et al. (2008) observaram que a
utilizagao do sémen sexado na FIV apresentou baixa
fertilidade e promoveu redug¢do no desenvolvimento em-
briondrio, comparado com o sémen ndo sexado; sendo
tais eventos geralmente atribuidos ao efeito deletério do
procedimento de sexagem do sémen sobre a capacitagao
e meia vida dos espermatozoides, corroborando com a
afirmacdo de Maxwell et al. (2004).

Zhang, Lu e Seidel (2003) compararam o desenvolvi-
mento de embrides bovinos produzidos in vitro apds fer-
tilizacao dos odcitos com trés diferentes tipos de amostras
seminais provenientes de trés touros: sémen apenas co-
rado pelo corante Hoescht 33342, sémen nao sexado e nao
corado e sémen sexado pela citometria de fluxo. Nao foi
constatada diferenca significativa na taxa de desenvolvi-
mento de blastocistos por odcito fertilizado entre os trés
tratamentos seminais, demonstrando que os sistemas de
FIV com sémen sexado podem ser realizados com éxito.
Porém, as taxas de clivagem com sémen sexado e sémen
corado ndo sexado foram mais baixas que as do grupo
controle. Além disso, houve redugdo no desenvolvimento
embriondrio do grupo sémen corado e sémen sexado.

Lu, Gran e Seidel Jr. (1999) analisando o sémen sexado
e ndo sexado proveniente de cinco touros nao encontra-
ram diferenca no desenvolvimento dos blastocistos ferti-
lizados com ambos os tipos seminais; entretanto Zhang,
Lu e Seidel (2003) demonstraram varia¢do entre touros
nas taxas de clivagem e de desenvolvimento dos embrides
quando utilizaram sémen sexado.

Expressao génica de embrides bovinos PIV com
sémen sexado

Apds o processo de maturagdo oocitaria e de fertili-
zagdo, o desenvolvimento embrionario antes da implan-
tagdo é caracterizado por varias fases distintas, incluindo
a primeira clivagem, ativa¢ao do genoma embrionario,
compactagdo e formagdo do blastocisto (WRENZYCKI;
HERRMANN; NIEMANN, 2007). Essas mudangas re-
querem sincronizagdo adequada na expressdo de genes
derivados dos genomas maternos e/ou embrionarios (KI-
DDER, 1992). A maior ativagdo do genoma embrionario



bovino ocorre no estagio de oito a 16 células (TELFORD;
WATSON; SCHULTZ, 1990), mas pequena ativagao é
observada antes mesmo do estagio embriondrio de uma
célula (MEMILI; FIRST, 2000).

O ambiente in vitro promove profundos efeitos nos
padroes de expressio do mRNA de embrides bovinos
antes de sua implanta¢do, uma vez que os meios roti-
neiramente utilizados nao sao capazes de mimetizar de
forma fidedigna um ambiente in vivo (WRENZYCKI et
al., 2005). Quando a regulagdo epigenética da expressao
do embrido é particularmente vulneravel a fatores exter-
nos, a possibilidade de comparar os padroes de expressiao
do mRNA entre embrides PIV e embrides produzidos
in vivo em momentos criticos do seu desenvolvimento
(como antes da implantacdo embrionaria e durante a
transicio materno/fetal), torna-se um instrumento bas-
tante importante (DEAN et al., 2001).

Genes conhecidos por desempenhar papéis importan-
tes durante o desenvolvimento pré e pos-implantagao tem
sido investigados (WRENZYCKI et al., 2005). Estes genes
estdo envolvidos em varios processos bioldgicos, incluindo
compactagao e formagao do blastocisto (E-cad, galectin-1,
fribronectin, filamin A) (MOHAN; HURST; MALAYER,
2004), metabolismo (horménio do crescimento, receptor
do horménio do crescimento e seu fator Pit-1 de transcri-
¢do) (JOUDREY et al., 2003), fator de crescimento/sina-
lizador de citocina (Fatores de crescimento semelhantes a
insulina-IGE, receptores e proteinas ligantes IGF-I, IGF-II,
IGF-IR, IGF-IIR, IGFBP1-6) (BERTOLINTI et al., 2002),
adaptacao ao estresse (proteina do choque térmico 70.1),
funcao trofoblastica (interferon-tau) (WRENZYCKI et
al., 1999), transcrigao e tradugao (fatores gerais e especi-
ficos YY1, HMGA1, RY-1, p30o, CREB) (VIGNEAULT et
al,, 2004), regulacao epigenética da transcrigiao (Dnmt1)
(WRENZYCKI; NIEMANN, 2003) e apoptose (Bax, Bcl-
-xl, Xiap) (AUGUSTIN et al., 2003; JIMENEZ et al., 2003;
GUTIERREZ-ADAN et al., 2004). Genes codificados dos
cromossomos X (Xist) (WRENZYCKI et al., 2002) e Y
(gene determinante do sexo da regido Y) (GUTIERREZ-
-ADAN et al., 1997) também tém sido investigados.

Tem sido relatado que embrides produzidos com
espermatozoide sexado podem ser de pior qualidade,
baseado na redu¢do do nimero de células (BEYHAN;
JOHNSON; FIRST, 1999), redu¢ao no tempo de desen-
volvimento (LU; CRAN; SEIDEL JR., 1999) e diferencgas
na quantidade de mRNA (MORTON et al., 2007).

Para melhor investigar o efeito do sémen sexado na
qualidade embrionéria, Bermejo-Alvarez et al. (2010)
analisaram a quantidade de mRNA em varios genes nos
blastocistos bovinos de mesmo sexo produzidos com
sémen sexado e ndo sexado. Foram avaliados genes
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FIGURA 3 - Representacdo em 3D de célula embrionaria

relacionados a apoptose (TPs53 e BAX), um gene envolvido
com a detoxificagdo de radicais livres induzido pelo ultra-
violeta (GSTM3), cinco genes relacionados com o reco-
nhecimento gestacional e formagao placentaria (PGRMCi,
COX2, AKR1B1, IGFR2 e PLACS8) e um gene relacionado
com a metilagdo do DNA no desenvolvimento embriona-
rio inicial. Ndo foram encontradas diferencas na expres-
sdo génica entre os blastocistos do mesmo sexo fertilizados
tanto com sémen sexado quanto com sémen nao sexado.
Entretanto, trés genes (GSTM3, DNMT3A e PGRMCi) fo-
ram significativamente diferentes entre blastocistos ma-
cho e fémea, para ambos os tipos seminais, sendo os genes
GSTM3 e PGRMC1 mais expressos em embrides do sexo
feminino e 0o DNMT3A em embrides do sexo masculino.
Estes resultados demonstram que a produg¢ao de embrides
com sémen sexado e ndo sexado apresentam os mesmos
padroes de expressdao génica sexo-especifica, validando a
utilizacdo do sémen sexado para a produgio embrionaria.

Consideracdes Finais

A utilizagao do sémen sexado ¢ de grande valia para
a maior produgdo de animais de um determinado sexo e
para a realizagdo de estudos relacionados as diferencas de
desenvolvimento de embrides machos e fémeas. Entre-
tanto, as taxas de fertilizacdo in vivo e in vitro ainda nao
sao melhores que as do sémen nao sexado.
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A técnica de sexagem espermatica mais utilizada
atualmente é a citometria de fluxo, porém é um pro-
cesso muito demorado, pois é necessario longo tempo
para ser sexado um pequeno volume de espermatozoi-
des. Desta forma, apesar de vérios criadores almejarem
a utilizagdo do sémen sexado dentro do programa de
reprodugao de seu rebanho, o capital necessario para a
implementac¢ao desta técnica ainda ¢é alto.

A preparagdo e a manipulagdo do sémen antes e apos
a sexagem interferem na qualidade seminal e, conse-
quentemente, na fertilidade, apresentando menores taxas
de desenvolvimento embriondrio comparados ao sémen
ndo sexado. O touro parece exercer influéncia na quali-
dade do sémen sexado e, portanto, na PIV.

A produgdo embrides com sémen sexado durante
a PIV, com relatos de nascimento de bezerros normais
apos a transferéncia dos embrides tem sido obtida sem
que ocorram altera¢des na expressido de determinados
genes relacionados ao desenvolvimento embriondrio
normal quando usam o sémen sexado na FIV.

Novos trabalhos sao necessarios para melhor esclare-
cer a influéncia do sémen sexado pelo método de citome-
tria de fluxo na PIV. e
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