DOI: 10.1590/1089-6891v16i332156

PRODUCAO ANIMAL

PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES UTILIZANDO-SE SEMEN
SEXADO DE TOUROS 5/8 GIROLANDO

PRODUCTION OF IN VITRO EMBRYO USING
SEXED SPERM OF 5/8 GIROLANDO BULLS

Pabola Santos Nascimento*
Maiana Silva Chaves?!

Antonio Santana dos Santos Filho?
Sebastido Inocéncio Guido?

Maria Madalena Pessoa Guerral
Claudio Coutinho Bartolomeu?

lUniversidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Medicina Veterinaria, Recife, PE, Brasil.
?Instituto Agrondmico de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.
*Autor para correspondéncia - pabolasn@hotmail.com

Resumo

Avaliou-se a taxa de producéo de blastocisto “in vitro” utilizando-se 0 sémen bovino sexado. Foram
utilizados trés reprodutores para verificar a variacao individual do sémen, taxas de clivagem e
producdo embrionaria. O trabalho utilizou-se de biotécnicas reprodutivas, analise computadorizada
do sémen poés-descongelacdo e sondas fluorescentes para andlises de integridade da célula
espermatica (membrana plasmética, membrana acrossomal e potencial mitocondrial). Um total de
959 o0citos passou por etapas de maturacdo in vitro, fertilizacdo in vitro (sexado, n= 473;
convencional, n = 486) e cultivo in vitro. A taxa de clivagem foi observada no D2 e a de
blastocistos no D7. Os dados foram analisados pelo programa SPSS 16.0 empregando-se a analise
de variancia (ANOVA), sendo o teste t-Student usado para detectar diferencas entre 0s grupos e o
Qui-quadrado para analise dos resultados da producéo in vitro (P< 0,05). Os resultados diferiram
entre 0 sémen convencional (31,06%) e sexado (21,10%) para producdo de blastocisto. Quando
comparada a produgdo de blastocisto individualmente nas amostras de sémen sexado (27,69%;
17,93% e 25,56%, touros 1, 2 e 3, respectivamente), percebeu-se que T2 < Tl e T1=T3 e T2=T3.
Quanto as analises de cinetica espermatica, as amostras de sémen sexado mostraram diferencas
entre os touros nas variaveis velocidade curvilinea, velocidade linear e velocidade do trajeto em que
o T1(117,7£1,6 pm/s; 60,0£0,3 um/s; 73,6+0,4 um/s, respectivamente) quando comparado aos
touros T2 (80,2+2,3 um/s; 47,0£2,0 um/s; 57,7+0,9 um/s, respectivamente) e T3 (86,4+5,7 um/s;
46,2+2,7 um/s; 53,8+2,8 um/s, respectivamente) obteve valores mais elevados. As analises da
integridade da célula espermaética ndo diferiram entre as amostras de sémen convencional, ja no
sémen sexado a integridade de membrana foi a varidvel que diferiu estatisticamente entre os touros,
em que o T1 (38 +2,7) diferiu do T3(53,8+ 1,8) (P=0,009), mas no divergiu do T2 (44,1+4,4). E
possivel concluir que o sémen sexado foi menos eficiente na producdo de blastocisto quando
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comparado ao sémen convencional. As andlises de cinética e de integridade foram compativeis com
o potencial fertilizante das amostras de sémen em touros da raca 5/8 Girolando.
Palavras-chave: bovino; CASA; FIV.

Abstract

We evaluated the "in vitro" blastocyst rate production using bovine sexed semen. Semen from three
bulls was used to verify the individual's semen variation, cleavage rates and embryo production. In
this study, we employed reproductive biotechnologies, computer analysis of post-thawed semen and
fluorescent probes for sperm cells integrity analysis (plasma membrane, acrosome membrane and
mitochondrial potential). A total of 959 oocysts went through in vitro maturation steps for in vitro
fertilization and cultivation, being 473 with sexed semen and 486 with conventional semen. The
cleavage rate was observed in blastocysts on D2 and D7. Data were analyzed by SPSS 16.0
software using analysis of variance (ANOVA), Student's t-test was used to detect differences
between groups, and chi-square analysis for in vitro production results (P <0.05 ). The results
differed between conventional (31.06%) and sexed semen (21.10%) in the obtainment of blastocyst.
When the blastocyst production was individually compared in sexed semen samples (27.69%,
17.93% and 25.56%, bulls 1, 2 and 3, respectively) we verified T2 <Tland T1 =T3 and T2 = T3.
As for sperm Kkinetic analyzes, the sexed semen samples showed differences among bulls in
curvilinear speed, linear speed and path velocity variables where T1 (117.7 + 1.6 pm/s; 60.0 £ 0.3
pum/s, 73.6 £ 0.4 pum/s, respectively) showed the highest values when compared to T2 bulls (80.2 +
2.3 um/s, 47.0 £ 2.0 um/s, 57.7 £ 0, 9 um/s, respectively) and T3 (86.4 £ 5.7 um/s, 46.2 £ 2.7 um/s,
53.8 + 2.8 um/s, respectively). Analyses of sperm cell integrity did not differ among conventional
semen samples, but in the sexed semen, membrane integrity was the variable that differ statistically
among bulls once T1 (38 * 2.7) differed from T3 (53 8 £ 1.8) (P = 0.009) but did not differ from T2
(44.1 £ 4.4). 1t is possible to conclude that sexed semen was less efficient in blastocyst production
when compared with conventional semen. Analyses of kinetic and integrity were consistent with the
fertilization potential of semen samples from 5/8 Girolando bulls.
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Introducéo

A raca Girolando tem apresentado crescimento significativo, colaborando na formacéo e
desenvolvimento de novas bacias leiteiras, que estdo embasadas na lucratividade da atividade, cujo
objetivo primordial é alcancar a méaxima producdo de leite/vaca/dialy). Caso a concepcio seja
atrasada, a ineficiéncia reprodutiva pode levar a reducdo na producdo de leite, comprometendo
economicamente a atividade. Dessa forma, a literatura na area de biotecnologia reprodutiva
desenvolvida com a raga Girolando (pura sintética, com grau de sangue 5/8 e outros) merece
incremento e enfoque pelo papel importante na pecuéria nacional.

A fertilizacdo in vitro (FIV), uma das técnicas mais avancadas das novas biotécnicas da reproducéo
animal, surgiu na tentativa de ampliar o potencial reprodutivo, resolvendo, em alguns casos, a
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prépria infertilidade. No entanto, uma das dificuldades enfrentadas que precisam ser superadas nos
estudos dessa técnica é a grande variagdo nos resultados na producdo de blastocisto que pode ser
resultado da interferéncia ndo s6 da doadora, mas também do sémen utilizado®.

A sexagem do sémen utilizado na FIV pode produzir embrides do sexo desejado em menor periodo
de tempo, porém, o processo de sexagem debilita os espermatozoides, deixando-0s mais sensiveis
devido ao estresse quimico e fisico aos quais sdo expostos durante o processo, diminuindo sua
capacidade de fecundacdo e consequentemente produzindo menores taxas de desenvolvimento
embrionario, quando comparados aos ndo-sexados®. As razdes especificas das baixas taxas de
fertilidade do sémen sexado n&o séo totalmente conhecidas.

Desde 1940, cientistas reconhecem a necessidade de obter informacbes objetivas acerca da
porcentagem de espermatozoides moveis (de um ejaculado/de uma palheta), por acreditarem que a
obtencdo de dados precisos sobre 0 movimento espermatico poderia ser utilizada para prever o
potencial de fertilidade de um macho ou selecionar o melhor procedimento para a preparacdo do
sémen®™. O potencial de fertilizacdo de uma amostra de sémen pode ser obtido pela analise das
caracteristicas seminais correlacionando os resultados com a técnica de FIV®), Varios estudos tém
sido realizados com o objetivo de identificar esse potencial fecundante peculiar e a maioria dos
resultados mostram diferencas entre os tipos de sémen (sexado/convencional), raga, reprodutores
utilizados, partidas e palhetas de um mesmo animal®®.

A utilizacdo de analises computadorizadas e sondas fluorescentes por meio de microscopia de
epifluorescéncia ou citometria de fluxo sdo métodos que vém sendo utilizados amplamente nos
Gltimos anos em diversas espécies®9 incluindo humanos®V, pois estes procedimentos certificam
com maior acurdcia a qualidade do sémen na tentativa de minimizar os efeitos da avaliacdo
convencional®?,

Testes laboratoriais sdo utilizados como critério para excluir amostras de sémen de baixo potencial
fecundante™®, no entanto, o grande desafio seria apontar, dentre as diversas variaveis obtidas pelo
CASA (Computer-Assisted Semen Analysis), aquelas que teriam uma maior influéncia sobre o
potencial de fertilidade™®, e dentre os animais férteis, aqueles que suportariam os danos causados
pela técnica de sexagem mantendo sua capacidade fecundante®. Sua adocdo na rotina poderia
ajudar no diagndstico do que esté atualmente classificado como infertilidade inexplicavel .

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi comparar a taxa de blastocistos produzidos com
sémen sexado e convencional de trés touros da raca 5/8 Girolando, a partir da sua utilizacdo na
fertilizacdo in vitro de odcitos provenientes de ovarios obtidos em abatedouros, associando-0s as
analises laboratoriais (CASA e sondas).

Material e Métodos

O experimento foi realizado entre os meses de julho a dezembro de 2013, na Estagcdo Experimental
do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), localizada no municipio de Arcoverde, que esta
localizado a uma latitude 08°25°08” sul, longitude 37°03°14” oeste, a uma altitude de 663 metros,
no sertdo pernambucano, clima semiarido, precipitacdo pluviométrica anual de 694,2 mm e uma
temperatura média anual de 23,75 °C. As analises do sémen foram realizadas no Laboratorio de
Andrologia do Departamento de Medicina Veterinaria — ANDROLAB, da Universidade Federal
Rural de Pernambuco/Recife.
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Os ovérios bovinos foram coletados no matadouro dos municipios de Arcoverde e Pedra,
imediatamente ap0s o abate, e transportados em garrafa térmica contendo solugdo fisioldgica a
0,9% e 30 mg/mL de sulfato de gentamicina, & temperatura de 37 °C, para o Laboratério de
Reproducdo e Melhoramento Genético Animal do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA).

No laboratdrio, os ovarios foram lavados de 2 a 3 vezes com solucao salina fosfatada e tamponada -
PBS (pH 7.0-7.2) e colocados em banho maria a 37 °C. Os foliculos entre 3 a 8 mm de diametro
foram aspirados com seringa de 10 mL e agulha hipodérmica 40x12 mm e o aspirado foi alocado
em um tubo cdnico de 50 mL. Ap6s 5 minutos de espera, para decantagdo, o sobrenadante foi
desprezado e, posteriormente, foram adicionados 10 mL de PBS. O conteudo foi colocado em uma
placa de Petri com fundo riscado para facilitar a busca dos complexos cumulus— oécito (COC’s),
com auxilio de estereomicroscopio (SMZ-745, Nikon, Téquio, Japdo). Foram utilizados apenas o0s
COC’s com citoplasma homogéneo e pelo menos trés camadas de células do cumulus compactas,
classificados como grau 1, com base na classificacdo morfoldgica descrita por Gongalves et al.(*9),
Anteriormente ao inicio do processo de producdo in vitro, durante todas as etapas, os meios foram
estabilizados em estufa com 5% de CO> e atmosfera umida a 38,5 °C por 24 horas. Os odcitos
(n=959) foram lavados com meio TALP, divididos em grupos (15 estruturas/gota) e levados para
maturacdo por 24 horas em estufa (WaterJacketed CO, Incubators, Thermo Scientific Forma®
Series Il, USA/CANADA), com atmosfera saturada de umidade com 5% de CO; a 38,5 °C, em uma
placa de Petri de 35 mm com 4 gotas de 100 uL com meio TCM 199, cobertas com éleo mineral,
segundo Camargo et. al.*9),

Para a fertilizacdo in vitro, o sémen (palhetas com espermatozoides sexados de mesma partida;
palhetas com  espermatozoides ndo  sexados/convencionais de mesma  partida)
congelado/descongelado dos mesmos touros (Descongelador de Sémen WTA/Biodux, Sdo Paulo,
Brasil), a 37 °C por 30 segundos, proveniente de trés touros da raca 5/8 Girolando (CRV Lagoa —
Sertdozinho/SP), foi centrifugado a 6.000 g por 7 min (ESPRESSO Microcentrifuga pessoal,
ThermoScientific, USA/Canada) e selecionado pelo método Gradiente descontinuo de Percoll (45-
90%), para obtencdo de espermatozoides moveis. As células foram ressuspendidas em 1,5 mL de
meio FERT- TALP contendo heparina (33ug/mL) e centrifugadas novamente com mesma
velocidade e tempo. A fertilizacdo in vitro foi realizada em gotas de 100 puL de meio FERT- TALP
contendo 15 odcitos desnudados parcialmente, completadas com uma concentragdo de 2,0 x 10°
espermatozoides/mL, cobertas com 6leo mineral, segundo Camargo et. al.*®. Espermatozoides e
odcitos foram incubados por 18 horas em atmosfera saturada de umidade com 5% de CO; a
38,5 °C. Os touros 1, 2 e 3 passaram pelos mesmos procedimentos.

Os zigotos foram lavados em trés gotas de 70 pL do meio SOF, transferidos para placas com gotas
de 100 pL do mesmo meio, cobertas com oOleo mineral, e foram encaminhadas a estufa com
atmosfera saturada de umidade com 5% de CO., a 38,5 °C, para desenvolvimento. No terceiro dia,
com 48 horas do inicio do cultivo, foi realizado o primeiro feeding (troca de 50% do meio de
cultivo — SOF) e a avaliacdo da taxa de clivagem. No sétimo dia, foram observados os percentuais
de blastocistos.

As mesmas palhetas de sémen (sexado e convencional), de trés touros da raga 5/8 Girolando, de
igual partida, que foram utilizadas para a producéo in vitro, foram usadas também para as analises
de integridade da célula espermaética, em todas as repetices do experimento. Foram feitas trés
repeticdes de cada procedimento, uma referente a cada repeti¢ao da producéo in vitro.

Para a cinética, 5 pL de cada amostra foram colocados em uma lamina previamente aquecida
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(37 °C) e uma laminula depositada sobre a gota. A Iamina foi avaliada em microscopia de contraste
de fase (Eclipse 50i; Nikon, Téquio, Japao) e as imagens foram captadas com uma camera digital
Basler A312FC (Basler Vision Technologies, Ahrensburg, Alemanha). As imagens foram
capturadas e analisadas utilizando-se o software SCA™ v 5.1 (Microptics, SL, Barcelona,
Espanha). Pelo menos cinco campos microscopicos, ndo consecutivos, selecionados aleatoriamente
por amostra, foram digitalizados, registrando-se pelo menos 2.000 espermatozoides moveis. As
definicbes de parametros padrdo foram: linearidade (LIN), retilinearidade (STR), expressos em
valores porcentuais (%); velocidade curvilinea (VCL), velocidade linear progressiva (VSL) e
velocidade média da trajetdria (VAP), expressas em micrometros por segundo (um/s); amplitude de
deslocamento lateral da cabeca (ALH), expresso em micrometros (1um); e frequéncia de batimento
flagelar (BCF), expresso em hertz (Hz).

Integridade acrossdmica, integridade da membrana plasmatica e potencial de membrana
mitocondrial foram avaliados por microscopia de epifluorescéncia (Carl Zeiss, Gottingen,
Alemanha). Para a determinacdo da integridade do acrossoma, os espermatozoides foram corados
com isotiocianato de fluoresceina conjugado a Peanutagglutinin (FITC-PNA), segundo Silva et
al.19. Aliquotas (10 pL) de sémen foram utilizadas para preparacdo dos estiracos, os quais foram
secos a temperatura ambiente. Para corar as células, uma aliquota de 30 pL da solucdo de FITC-
PNA (100 pg/mL em PBS) foi depositada sobre cada lamina, incubada em cdmara imida a 4 °C por
20 min., lavada em PBS e seca no escuro. No momento da avaliagdo, 5 pL de meio de montagem
(4,5 mL glicerol, 0,5 mL PBS, 5 mg azida sodica e 5 mg p-phenylenediamine) foram depositados
sobre a lamina e coberto com laminula. Um total de 200 espermatozoides por lamina foi
examinado, usando-se filtros LP 515-nm para emissdo e 450 — 490 BP nm para excitacdo, em um
microscopio de epifluorescencia (Carl Zeiss, Goéttingen, Alemanha; 1000 X). Os espermatozoides
foram classificados como portadores de acrossoma intacto, quando apresentavam a regido
acrossomal corada em verde fluorescente, ou de acrossoma reagido, quando apresentavam
fluorescéncia apenas na regido equatorial da cabeca ou quando ndo corados em verde fluorescente.
A integridade da membrana plasmaética foi determinada empregando-se uma combinagdo de
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (PI), tal como descrito por Silva et
al.A"). Aliquotas (50 pL) de sémen foram diluidas em 150 pL de solugdo Tris, contendo 5 pL de
CFDA (0,46 mg/mL em DMSO) e 20 pL de PI (0,5 mg/mL em PBS), incubadas por 10 min. a 37
°C, e fixadas com PBS contendo 0,5% de glutaraldeido. Usando-se PAD 485/20 nm de excitacdo e
PAD 580-630 nm filtros de emissdo, 200 células por lamina foram examinados (400X).
Fluorescéncias verdes e vermelhas foram interpretadas como membrana intacta € membrana
danificada, respectivamente.

Para determinacdo do potencial da membrana mitocondrial, um metodo adaptado de Guthrie e
Welch®® foi utilizado. Aliquotas (50 pL) de sémen foram diluidas em 150 pL de Tris, contendo 5
pL de fluorocromo cationico lipofilico JC-1 (0,15 mM em DMSO) e incubadas durante 10 min, a
37 °C, e fixadas com 0,5% de glutaraldeido. Duzentos espermatozoides por lamina foram
examinados (400X), utilizando-se LP 515 nm e emissdo de 450-490 nm BP filtros de excitacdo. Os
espermatozoides foram classificados como alto potencial de membrana mitocondrial, ao emitirem
fluorescéncia laranja na peca intermediaria, e baixo potencial de membrana mitocondrial, quando
emitiram fluorescéncia verde.

Os dados foram analisados pelo programa estatistico SPSS 16.0, empregando-se a andlise de
variancia (ANOVA). O teste t-Student foi usado para detectar diferencas entre os grupos e 0 Qui-
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quadrado, para anélise dos resultados da producéo in vitro. Para todas as analises, os valores foram
considerados significativos (P< 0,05).

Previamente as andlises, dados percentuais para motilidade progressiva, integridade de acrossoma,
integridade da membrana plasmatica e potencial da membrana mitocondrial, linearidade,
retilinearidade foram transformados em arcoseno. Os resultados foram expressos em média + erro
padrdo da media.

Resultados

Quando se comparou sémen sexado com o convencional do mesmo touro, verificou-se que para 0
T3 houve menor clivagem com sémen sexado, mas sem diferenca na producéo de blastocistos. Para
0 T2 nao houve diferenca na clivagem, mas foi diferente na producéo de blastocistos. Para o T1 nédo
houve diferenca na clivagem ou na producdo de blastocistos (Tabela 1).

Tabela 1: Comparacdo entre diferentes estadios de desenvolvimento de embrides produzidos in
vitro com sémen sexado e convencional de trés touros da raca 5/8 Girolando

TIPO N CLIVADOS D7/Clivados Blastocistos
D7/06citos

Sex. 195  119(61,02%) 54(453%)®  54(27.69%)P®

T1 Conv. 207 141(68.11%)* 61(43.2)? 61(29.46%)?
Total 402
Sex. 145 84(57.93%)* 26(30.9%)2 26(17.93%)
T2 Conv. 134 90(67.16%)* 41(45.5%)° 41(30.59%)°
Total 279 P<0,05 P<0.05
Sex. 133 73(54.88%)* 34(46.5%)* 34(25.56%)*P
T3 Conv. 145 105(72.41%)° 49(46.6%)* 49(33,79%)?
Total 278 P<0.,01
Total Sex. 473 276(58.35%)* 114(41,3%)* 114(24.10%)?
Conv. 488 336(69.13%)° 151(44.9%)? 151(31.06%)°
959 P<0.01 P<0,05

Médias (:SEM) com letras sobrescritas diferentes (a,b entre sémens) ou (C,D entre touros) na mesma
coluna sdo significativamente diferentes (P<0,05). T1, T2 e T3: touros.

O resultado estatistico evidenciou diferencas (P< 0,05) nas anélises do CASA entre 0s touros, tanto
em comparagdes feitas entre as amostras de sémen sexado quanto nas amostras de sémen
convencional, em diversas variaveis, principalmente as que se referem ao padrédo de movimento dos
espermatozoides VCL (Velocidade curvilinea); VSL (Velocidade linear); e VAP (Velocidade de
trajeto). No sémen convencional, os valores médios de VCL, VSL e VAP obtidos pelo T1 foram
66,5+0,8um/s; 36,9+0,3um/s e 46,4+0,5um/s, respectivamente, e pelo T2 foram 46,2+2,5um/s;
27,6x2,3um/s e 33,8+2,4um/s, respectivamente (P<0,05). Os valores obtidos pelo T3 foram
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64,6£5,1um/s; 35,3+£0,6um/s e 44,2+1,0um/s, respectivamente, e diferiram do T2 (P<0,05) como
pode ser observado na Tabela 2.

Os estudos realizados entre as amostras de sémen sexado apresentaram diferengas entre os touros
nas variaveis VCL, VSL e VAP, em que o T1 (117,7+1,6um/s; 60,0+0,3um/s; 73,6+0,4um/s,
respectivamente), quando comparado aos touros T2 (80,2+2,3um/s; 47,0+2,0um/s; 57,7+0,9um/s,
respectivamente) e T3 (86,415,7um/s; 46,2+2,7um/s; 53,8+2,8um/s, respectivamente), obteve
valores mais elevados. Ja para as varidveis LIN (Linearidade) e ALH (Deslocamento lateral da
cabeca), ndo se observou diferenca estatistica. O resultado da BCF (frequéncia de batimento de
cauda) foi significativo entre os touros, de modo que o T1 apresentou 14,5+0,3 Hz > T3 (13,0+0,4
Hz) > T2 (10,5+0,3 Hz). Essas diferencas foram vistas também através dos valores de P=0,04;
P=0,009, respectivamente.

Tabela 2: Analise comparativa do semen convencional, sexado e convencional x sexado de tres
touros 5/8 Girolando quanto as variaveis da cinetica espermatica.

N T1 T2

Convenc. Sexado Convenc. Sexado Convenc. Sexado
VCL 3 66.5+£0.82 117.7+1.6¢ 46,2+2.5° 80.2+2.30  64.6+5.12 86.4+5,7P
VSL 3 36.9+0.32 60.0+0,3¢ 27.6+2.3° 47.0£2.0°  35.3+0.62 46,2+2.7°
VAP 3 46.4+0.5° 73.6+0.,4¢ 33,842 4P 57.7£0.9° 4424102 53,8+2.8P
LIN 3 55.4+1.02 55.7+0,7¢ 59.6+2.42 58.742,4¢  55,1+£3.12 53.6+2.,6¢
STR 3 79.4+].52 81.6+0¢ 81.4+1.02 81.4+2.2¢  79.7+0,32 85.7+0,5¢
ALH 3 2.7+0,0° 3.2+0.2¢ 2.0+0.02 2.4+0.1¢ 2,6+0.42 3.2+0.3€
BCF 3 10.1+0.22 14,5+0,3¢ 9.3+0.42 10.5+0,3° 9.9+0.22 13.0+0.4F

VCL (Velocidade curvilinea, pm/s); VSL (Velocidade linear, um/s); VAP (Velocidade de trajeto, pm/s);
LIN (Linearidade, %); STR (Retilineariade, %); ALH (Deslocamento lateral da cabeca, pm); BCF
(Frequéncia de batimento de cauda, Hz). Médias (=SEM) com letras sobrescritas diferentes (a,b entre
sémens) ou (C,D.E entre touros) na mesma linha sdo significativamente diferentes (P<0,05).

Tabela 3: Médias e erros-padrdo da integridade da celula espermatica do sémen convencional e
sexado de trés touros 5/8 Girolando.

Sondas Fluorescentes

T1 T2 T3
Convenc. Sexado Convenc. Sexado Convenc. Sexado
Membrana
citoplasmatica 47,511,827  38,0£2.7¢ 40,1£7,3* 44,1+4.4?  66,5£2,7*  53,8+1.8°
Pot. de memb.
mitocondrial 66+19.02 79.6£4.8¢  73.6+3.6* 81.0+£3.2C 82,6792  85.5+27C
Membrana
acrossomal 71.8+4,020  56.0+£12.8¢ 74.2+3.02° 55.8+10,5¢ 76.6+£0.4*  69.3+1,1¢

Meédias (=SEM) com letras sobrescritas diferentes (a,b entre sémens) ou (C,D,E entre touros) na mesma
linha s&o significativamente diferentes (P<0,05).
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Ao se compararem o0s resultados para as andlises com sondas fluorescentes, integridade de
membrana plasmatica, integridade de acrossoma e potencial mitocondrial ndo foram observadas
diferencas entre os grupos de sémen convencional. Ja& para o sémen sexado, a integridade de
membrana foi a Unica variavel que diferiu estatisticamente entre os touros (Tabela 3), em que 0 T1
(38 £2,7) diferiu do T3 (53,8 £ 1,8) (P=0,009).

Discussao

Os resultados evidenciaram que a diferenca entre sémen sexado e convencional foi inerente ao
touro, ndo havendo diferenca entre touros para o sémen convencional, no entanto, foram observadas
diferengas quando da utilizagdo do sémen sexado, provavelmente em decorréncia do sémen de
alguns touros ser mais sensivel aos processos da sexagem por citometria de fluxo do que o de
outros, tendo em vista que, na producdo de blastocisto do sémen sexado, T2 (17,93%) apresentou
resultados inferiores ao T1 (27,69%).

Os resultados apresentados, semelhante a dados da literatura®®), evidenciaram o efeito inerente ao
touro, no sémen, sobre a fertilizacdo in vitro de odcitos bovinos, apresentando diferencas
significativas entre touros da mesma raca e em partidas do mesmo touro, tanto na taxa de
fertilizacdo quanto na taxa de sobrevivéncia embrionaria, confirmando que o fator touro tem
importancia determinante quanto a capacidade de fertilizacdo, bem como quanto a capacidade de
crescimento dos embrifes clivados até morula e seu posterior desenvolvimento até o estadio de
blastocisto. Como pode ser observado na Tabela 1, o sémen n&o sexado do touro 1 apresentou na
média geral valores maiores que os touros 2 e 3 quanto aos parametros da cinética espermatica. E
possivel que estas caracteristicas dos movimentos espermaticos (VCL, VSL, VAP, ALH e BCF)
tenham contribuido para seu melhor desempenho na producédo de embrides in vitro. Os parametros
da cinética espermatica tém sido positivamente correlacionados com fertilidade™®, dentre esses
parametros, o VCL, VSL e ALT ja foram correlacionados a hiperatividade espermatica, que é
considerada um padrdo de motilidade observado em espermatozdides que estejam no processo de
capacitacdo®?, e a utilizagdo do sémen ja em processo de capacitagdo pode ter favorecido a
fertilizag&o in vitro.

Ao se analisarem as amostras do sémen sexado, 0 T1 obteve os melhores resultados para produgéo
de blastocistos, diferindo do T2. Nas analises do CASA, essas diferengas foram expressas de forma
ainda mais definida, distinguindo-o positivamente dos demais touros nas variaveis VCL, VSL,
VAP, em que é possivel observar claramente que o T1 foi superior aos demais e o T3 superior ao
T2, confirmando os resultados obtidos com producéo in vitro, fortalecendo e corroborando dados
pulicados sobre o importancia da qualidade do sémen e de sua influéncia na fertilidade®®.

A porcentagem de espermatozoides mdveis demonstrada nas variaveis VCL, VAP, STR, BCF
revela uma correlacdo significativa com a probabilidade de se alcangar a prenhez como publicado
para fertilidade na espécie humana®b.

Em estudo realizado com sémen sexado criopreservado, observaram-se valores baixos para
motilidade®®V, o que néo foi observado no presente estudo ja que os valores da cinética (VCL, VSL
e VAP) do sémen sexado do T1 (117,7+1,6pm/s; 60,0+0,3um/s; 73,6£0,4um/s, respectivamente),
T2 (80,2£2,3um/s; 47,0£2,0um/s; 57,7x0,9um/s, respectivamente) e T3 (86,4£5,7um/s;
46,2+2,7um/s; 53,8+2,8um/s, respectivamente), foram superiores aos do sémen convencional,
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porém néo refletindo na producéo in vitro.

No entanto, a integridade de membrana est& entre as caracteristicas fisicas afetadas pela sexagem,
provavelmente, devido ao estresse mecanico, nesse sentido, a reducdo da pressao durante o processo
de sexagem aumentou a sobrevivéncia do espermatozoide sexado e, consequentemente, as taxas de
fertilizacdo.

indices de fertilidade tém sido associados aos padrdes de movimento espermatico, tendo em vista
diferencas significativas observadas no padrdo de movimento exercido por espermatozoides que
atingem altas e baixas taxas de fertilizagdo®?.

A variavel frequéncia de batimento de cauda (BCF) diferiu significativamente entre os touros e
evidenciou maior correlagdo quando comparado aos valores de VCL ao se utilizar sémen sexado (r
=0,80) do que quando correlacionado ao sémen convencional (r = 0,69). E sabido que o
deslocamento lateral de cabega j& foi correlacionado com a fertilizagdo, por indicar vigor de
batimento flagelar junto com a frequéncia de rotacdo da célula, que sdo, provavelmente, importantes
para a progressio de espermatozoides®®. Os dados obtidos no presente estudo corroboram
resultados observados em outro experimento, em que 0 autor observou que 0s espermatozoides
sexados demonstraram a maioria dos parametros de motilidade superiores aos submetidos a técnica
convencional e afirmou existir fortes indicios de que espermatozoides bovinos que passam pela
técnica de citometria de fluxo entram em estado de hiperativagio@.

A avaliagdo espermética com o auxilio das sondas fluorescentes demonstrou que o sémen sexado do
T1 apresentou menor porcentagem de membrana plasmaética integra em comparacdo ao T2 e T3
(respectivamente, 38+2,7; 44,1+4,4; 53,8+1,8), demonstrando importancia estatistica em relacéo ao
T3 (P<0,05), o que contradiz com os resultados da producdo embrionaria e o principio da
importancia da integridade de membrana para obter bom resultado fertilizante®). Provavelmente por
se tratar de producdo in vitro em que ndo existem barreiras naturais a serem transpassadas, o
percentual de lesdo na membrana, com essa intensidade, somada as outras caracteristicas com
valores superiores aos demais, ndo influenciou de forma negativa no seu desempenho.

Apesar de a utilizacdo do sémen sexado na FIV ter apresentado indice de producdo embrionéaria
menor (114 blastocistos), quando comparado com a producdo embrionaria alcancada pelo sémen
convencional (151 blastocistos), ela é viavel quando se busca a producdo de embrides do sexo
feminino, que € o interesse na pecuaria de leite.

Considerando-se que, no sémen sexado, 90%%) dos produtos obtidos sdo do sexo desejado, pode-se
considerar para o presente trabalho 102 embrides do sexo feminino dos 114 produzidos, enquanto
que com o uso de sémen convencional seriam produzidos 60%©?”) de embrides do sexo masculino
ou seja, dos 151 blastocistos obtidos com o sémen convencional, aproximadamente 61 embrides
seriam do sexo feminino, o que aumentaria os custos com o descarte de machos®®, tornando-se
justificavel o emprego do sémen sexado para a obtencdo de embrides em exploracdes leiteiras®.

Conclusao

No presente trabalho o sémen sexado foi menos eficiente na producdo de blastocistos quando
comparado ao sémen convencional. As analises do CASA bem como as sondas fluorescentes foram
compativeis com o potencial fertilizante das amostras de sémen sexado e convencional em touros da
raca 5/8 Girolando. O uso de sémen sexado na FIV é viavel diante do nimero de embrides obtidos.
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