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RESUMO - Numerosos fatores tém sido associados a variacdo no numero de nas-
cimentos de machos e fémeas dos mamiferos, como nutricdo, estacdo do ano,
doencas, concentracdo de gonadotropinas e hormonios esterdides, momento de
inseminacao, status social, estresse, idade e paridade. A possibilidade de influenciar
no sexo do animal com o objetivo de produzir, preferencialmente, o nascimento de
machos ou de fémeas trara grande beneficio econémico aos sistemas de criacao,
além de evitar o desaparecimento de animais ou racas ameacadas de extingao,
aumentando o seu numero por meio da inseminagao artificial (IA) com sémen sexa-
do. Objetivou-se com essa revisao abordar as principais técnicas utilizadas para
separacgdo de células espermaticas (X ou Y) e a viabilidade destes gametas em
amostras de sémen dos animais domeésticos.

Termos para indexacdo: Separagdo, espermatozoides, sexo, animais domésti-

cos.

SEMEN SORTING

ABSTRACT - Many factors have been associated to the variation on the rate of
mammal male and female births, such as nutrition, season of the year, diseases,
gonadotropin and steroid hormone concentrations, insemination moment, social sta-
tus, stress, age and parity. The possibility of influencing in animal sex aiming to
produce, preferentially, the birth of males or females will bring great economic benefit
to producers of farm animals, besides avoiding the disappearance of animals and
races threatened by extinction, increasing its numbers by artificial insemination (Al)
with sexed semen. This paper had the objective to relate the main techniques used
to sort sperm cells (X or Y) and the viability of these gametes in the samples of
domestic animal semen.

Index terms: Sorting, spermatozoa, sex, domestic animals.

pré-selecdo sexual foi conduzido com base

INTRODUCAO

A técnica de sexagem de espermato-
zOides tem sido estudada em procedimen-
tos experimentais e aplicaces relacionadas
a saude humana e producéo de animais, vi-
sando promover a separacdo destes
gametas com base nas suas diferengas e
caracteristicas. Um dos primeiros estudos de

-
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na separacao de espermatozéides de coe-
lhos e suinos por centrifugacao. A seguir, va-
rias pesquisas foram realizadas utilizando di-
ferentes técnicas de pré-selecéo. No final da
década de 60, a utilizacdo do citdmetro de
fluxo aumentou o interesse em mensurar 0
DNA das células através de muitas propos-
tas, especialmente para o diagnéstico de
cancer. Na reproducéo, esse método foi utili-
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zado para avaliar alteracbes espermaticas
associadas a danos genéticos (JOHNSON
e WELCH, 1999).

Em 1979, Moruzzi deu especial aten-
¢do ao DNA, ao evidenciar diferencas entre
0s espermatozéides portadores de cromos-
somos X e Y. Em seguida, construiu-se o
citbmetro de fluxo com alta resolucao, orto-
gonalmente configurado (PINKEL et al.,
1982) e usado para mostrar a diferenca de
3,2% no contetdo de DNA do nucleo de
espermatozdides de camundongos. O co-
nhecimento adquirido no periodo de 1910 a
1981 contribuiu para 0 sucesso de outros
trabalhos, em que o DNA foi considerado o
Unico marcador eficaz de separacédo de
espermatozoides (JOHNSON et al., 1989).

No entanto, alguns estudos avaliaram
outros métodos para sexagem de sémen,
como o imunolégico que necessita de equi-
pamentos mais simples e menos caros,
associado ao fato de relatos de que ao usar
a técnica de citometria de fluxo, os coran-
tes que se ligam ao DNA e sdo submetidos
a excitacdo com feixe de laser, determinam
efeitos negativos aos espermatozoides e,
consequentemente, ao embrido (McNUTT
e JOHNSON, 1996). Entretanto, pesquisas
compararam a eficacia entre os métodos
imunolégicos e de citometria de fluxo, ten-
do sido constatado que, em virtude do mé-
todo imunoldgico depender da expressao do
gene pelos cromossomos X e Y, a sua efi-
ciéncia é limitada (HENDRIKSEN, 1999).

A andlise da cabeca dos espermatozoi-
des por microinterferometria demonstrou
gue os espermatozéides X contém mais
DNA e proteina nuclear que os espermato-
zéides Y, sendo proporcional a diferenca de
massa entre os dois tipos de células
(WINDSOR et al., 1993). Com base neste
principio, a técnica de Percoll, primeiramen-
te descrita por Gorus e Pipeleers (1981),
consistiu na centrifugacdo de espermato-
z6ides em um gradiente de densidade con-
tinuo, cujo principio se baseou na diferenca
de massa entre as populacdes de esper-
matozoides X e Y.

Assim, desde entdo tem-se buscado
uma técnica eficiente de separacéo

espermatica que, segundo Van Vleck
(1981), possua os seguintes requisitos: 1)
seja inofensiva as fungbes dos espermato-
zoides; 2) seja eficiente, com reduzido des-
carte ou perda de espermatozéides; 3) te-
nha acuidade proxima a 100%; 4) seja re-
produzivel; 5) seja simples e rapida; e 6)
seja barata o suficiente para permitir sua
difusédo no mercado.

Nesta revisdo teve-se como obijetivo
abordar as principais técnicas utilizadas
para separacao de células espermaticas (X
ou Y) e a viabilidade destes gametas em
amostras de sémen dos animais domésti-
cos.

CITOMETRIA DE FLUXO

Os primeiros nascimentos de produtos
com sémen sexado através de citbmetro
de fluxo, com base no contetido de DNA dos
espermatozoéides, foram observados em
coelhas cirurgicamente inseminadas no
oviduto (JOHNSON et al., 1989). Desde
entdo, foi constatada variacdo no contetdo
de DNA dos espermatozéides X e Y, com
diferenca de 2,8% no homem; 3,0% no co-
elho; 3,6% no suino; 3,7% no garanhdo;
3,8% no bovino; 3,9% no cao; e 4,2% nos
ovinos (JOHNSON e WELCH, 1999), origi-
nando nascimentos de produtos com sexo
pré-selecionado, os quais foram obtidos em
suinos, bovinos, ovinos, humanos e equii-
nos (BUCHANAN et al., 2000; O'BRIEN et
al., 2003; HOLLINSHEAD et al., 2004; De
GRAAF et al., 2007).

A |A em bovinos com baixas doses de
sémen sexado (~1x10° espermatozéides)
foi considerada impraticavel no inicio dos
anos 90, uma vez que a taxa maxima de
sexagem de espermatozoides X e Y erade,
aproximadamente, 300.000 espermatozoi-
des por hora. Todavia, a criagdo de maqui-
nas mais modernas e de técnicas separa-
doras de células a alta velocidade (10 x 10°
espermatozéides por hora) aumentou a
possibilidade de sua utilizacdo na IA (LU et
al., 1999).

No entanto, como somente as células
gue passam alinhadas ao laser e ao detec-
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tor podem ser mensuradas acuradamente
e sexadas, foi desenvolvido o aparelho que
orienta as células, altamente assimétricas,
no angulo correto, através do sistema de
orientacdo de agulha (RENS et al., 1999).
Esse sistema promoveu a separagado de
espermatozoides sob alta velocidade
(JOHNSON e WELCH, 1999), com 85 a
90% de eficiéncia, produzindo mais de 11
milhdes de espermatozdides X por hora, 0
gue corresponde a 30 a 60 vezes a quanti-
dade de células obtidas usando a tecnolo-
gia de separacdo de espermatozoides, ini-
cialmente realizada em coelhos
(JOHNSON e WELCH, 1999; JOHNSON et
al., 1999). Além disso, estudos comprova-
ram que produtos oriundos de inseminagao
com sémen sexado sdo morfologicamente
normais e capazes de se reproduzir em
sucessivas geracdes (JOHNSON e
PINKEL, 1986)

A partir dai, Seidel Jr. et al. (1999) rela-
taram a inseminacdo de 1.000 novilhas
com sémen sexado através de citbmetro
de fluxo e corados com Hoechst 33342, e
de 370 novilhas com sémen ndo sexado e
obtiveram taxa de prenhez com sémen se-
xado e congelado (60,0%) semelhante
aguela obtida com o0 sémen ndo sexado e
congelado (67,0%), que possuiam mais
espermatozoides/dose inseminante. Da
mesma forma, ao realizarem exame ultra-
sonografico para diagnéstico de prenhez
entre 30 a 60 dias pos-inseminacgéo, foram
constatadas perdas de prenhez similares
para o grupo sexado (8,8 %) e controle
(6,2%), evidenciando que os danos genéti-
cos causados pela sexagem s&o minimos.

Entretanto, varios estudos visaram apri-
morar o uso desta técnica, tendo sido ob-
servado avancos na forma da ponteira do
citbmetro de fluxo, no posicionamento das
células espermaticas no momento da pas-
sagem pelo laser, na pressédo e no tipo de
coloracdo das células, melhorando o pro-
cesso de separacdo dos gametas X e Y.
Além disso, constatou-se que existem di-
ferencas relacionadas as caracteristicas do
cromossomo Y entre espermatozéides de
racas distintas de bovinos, o que pode de-

terminar resultados variaveis na eficiéncia
do processo de separacdo dos esperma-
tozoides (X e Y), assim como nos resulta-
dos de prenhez apos a utilizagcdo de sémen
sexado de racas taurinas e zebuinas (GAR-
NER, 2006).

GRADIENTE DE CONCENTRACAO

A centrifugacéo de amostras de sémen,
ricas em espermatozoides em gradientes
de densidade crescentes, permitiu que as
células de maior massa sedimentassem
mais rapido, uma vez que 0 Cromossomo
sexual X contém maior quantidade de nu-
cleoproteina do que o Y (SUMNER et al.,
1976), determinando que os espermatozoi-
des X, com maior massa, se localizem em
maior nimero no sedimento, enquanto que
0s Y se encontrem no sobrenadante.

Shastry et al. (1977) observaram o in-
verso ao utilizar Ficoll como gradiente, onde
relataram que dos espermatozéides encon-
trados no sedimento, 73-77% possuiam
cromossomo sexual Y (corados pela qui-
nacrina), enquanto 75-80% dos esperma-
tozbides que permaneceram na interface
possuiam cromossomo sexual X (ndo co-
rados). Entretanto, utilizando os gradientes
de Percoll, considerados de maior nivel de
resolucdo de densidade, estudos observa-
ram que as células de maior massa (es-
permatozéides X) sedimentaram mais ra-
pidamente (KANEKO et al., 1983; [IZUKA et
al., 1987; SCHWIDERSKI et al., 1991), e
gue a quinacrina marcou como esperma-
tozoides Y 73,0% das células localizadas
na porcao superior e 27,0% na porcéo infe-
rior (KANEKO et al., 1983), ou apenas 6,4%
dos espermatozéides do sedimento (IIZUKA
etal., 1987).

Em bovinos, Schwiderski et al. (1991)
utilizaram centrifugacdo em gradiente de
Percoll para separar espermatozéides bo-
vinos portadores do cromossomo X ou Y,
onde encontraram que a suspensao de
espermatozéides foi separada em quatro
fracBes. A primeira e a ultima foram recu-
peradas, misturadas e colocadas novamen-
te sobre o gradiente para serem centrifu-
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gadas, nas mesmas condi¢fes. Este mé-
todo propiciou enriquecimento de mais de
75% de espermatozoides X ou Y nas fra-
¢Oes inferior e superior, respectivamente.
ApoOs as duas centrifugacées, os esperma-
tozoides de ambas as fracdes ndo demons-
traram diferenca significativa quanto a mor-
fologia e presenca de reacdo acrossomi-
ca. Além disso, estes autores relataram que
as inseminacdes com espermatozoides da
fracdo superior e inferior resultaram em
75% e 92% de embribes do sexo masculi-
no e feminino, respectivamente.

Todavia, outros estudos utilizaram o
processo de separacao dos espermatozoi-
des X ou Y de bovinos, em gradientes des-
continuos de Percoll, onde constataram
acuidade de, aproximadamente, 73,0% e
gue estes gametas foram capazes de fe-
cundar 75,0% dos ovadcitos, dos quais
30,0% se desenvolveram até o estadio de
blastocisto (HOSSEPIAN DE LIMA et al.,
2000; Patentes FAPESP/UNESP, 2003,
20044, 2004b).

VIABILIDADE DO USO DO SEMEN SE-
XADO

Algumas pesquisas evidenciaram que
espermatozéides sexados apresentam li-
mitada aplicacado a regiao de sua producao,
necessitando, dessa forma, da realizacéo
do procedimento de criopreservacdo que
viabilize a sua utilizacdo a longa distancia,
visando maximizar a sua aplicacdo em ou-
tras biotécnicas da reproducdo. No entan-
to, dependendo da técnica de separacao
espermatica utilizada, a criopreservacao de
espermatozdides sexados requer modifica-
¢ao dos protocolos usados na industria da
IA, incluindo efeito de alta diluicdo; osmola-
ridade dos tampdes; temperaturas de co-
loracdo e separacao; efeitos da intensida-
de do laser; tempo de centrifugacao e for-
¢a g para concentrar espermatozoides se-
xados; diluente de congelacao; taxa de re-
frigeracao; intervalo entre refrigeracdo e
criopreservacao, e nimero minimo de es-
permatozoides requerido para maximizar a
taxa de prenhez (SCHENK et al., 1999).

Em bovinos, Schenk et al. (1999) e
Seidel Jr. et al. (1999) demonstraram su-
cesso na técnica de congelacdo de esper-
matozoéides sexados, bem como no nasci-
mento de animais do sexo masculino ou
feminino.

Todavia, existem relatos de redugéo
dos indices de fertilidade com uso de sé-
men sexado devido ao menor tempo de vi-
abilidade destas células, associado a dife-
rentes padrdes de motilidade (SCHENK et
al., 2006), que pode ser explicado pelo fato
de espermatozdides separados por citome-
tria de fluxo necessitarem de menor tempo
para a sua capacitacdo (LU e SEIDEL Jr.,
2004).

Por conseguinte, visando reduzir a va-
riacdo no tempo de ovulacdo e melhorar a
eficiéncia de programas de IA com sémen
sexado, tem-se utilizado técnicas de sin-
cronizacao do estro nas fémeas. No entan-
to, as taxas de concepgao apos o uso de
sémen sexado em vacas de corte e de lei-
te submetidas a sincronizacao do estro e
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF)
tém sido pouco relatadas (SCHENK et al.,
2006).

Em vacas daraca Nelore (Bos indicus),
Baruselli et al. (2007) relataram que nédo
existem diferencas nas taxas de concep-
¢do quando a IATF com sémen sexado (2,1
x 108 espermatozéides/dose) é realizada 60
horas apds a retirada do implante de pro-
gestageno, quando comparada ao uso do
sémen convencional, ratificando a hipote-
se de que a IATF proxima ao momento da
ovulacao aumenta a taxa de concepcéo do
grupo de fémeas inseminadas com sémen
sexado.

Em vacas de leite, Andersson et al.
(2004) observaram taxas de prenhez de
21,0% para o grupo de vacas inseminadas
com sémen sexado e de 46,0% para o gru-
po inseminado com sémen convencional.
No entanto, apesar dos piores indices de
prenhez, a utilizacdo do sémen sexado au-
mentou a quantidade de bezerras fémeas
nascidas (sexado = 83,0%; convencional =
49,0%).

Alguns autores argumentam que uma
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das causas da reduzida taxa de concep-
¢do com uso do sémen sexado é a peque-
na concentracdo de espermatozoides por
dose (BARUSELLI et al., 2007). Assim, vi-
sando estudar o efeito da sexagem na via-
bilidade espermética, Bodmer et al. (2005)
utilizaram a mesma concentragdo de es-
permatozéides por IA em vacas em lacta-
¢do inseminadas 12 horas apos a detec-
¢ao de cio, onde observaram taxas de con-
cepcao (30-40 dias apos IA) similares en-
tre os grupos sexado (27,5%) e convencio-
nal (28,1%).

Schenk et al. (2006) estudaram o efei-
to do tipo de sémen (sexado x convencio-
nal) e de diferentes doses de sémen sexa-
do na quantidade e qualidade de embrides
produzidos de vacas e novilhas de corte e
de novilhas de leite superovuladas. Nas
vacas e novilhas de corte, estes autores ob-
servaram que o grupo que recebeu sémen
convencional apresentou significativamen-
te maior porcentagem de ovacitos fertiliza-
dos (69,0%), quando comparada aquele
gue recebeu sémen sexado com 10 x 10°
espermatozdides/dose (49,0%) e com
20x10°% espermatozéides/dose (40,0%).
Além disso, o niumero de embrides trans-
feriveis obtidos de novilhas de leite foi me-
nor no grupo que recebeu sémen sexado
na dose de 20 x 108 espermatozéides/dose,
guando comparado ao grupo que recebeu
sémen convencional na dose de 40x10°
espermatozdides por dose. No entanto, a
taxa de concepcéo foi similar para embri-
Oes originados dos grupos sexado (67,0%)
e ndo sexado (63,0%).

Outro aspecto que pode interferir na
viabilidade dos espermatozdides sexados
€ o local de deposicédo do sémen, o qual foi
estudado por Kurykin et al. (2007), onde
observaram que as taxas de prenhez fo-
ram similares entre os diferentes locais de
deposicao do sémen sexado (corpo uteri-
no, corno uterino ou juncdo Utero-tubérica)
de novilhas de leite.

Com o obijetivo de solucionar o proble-
ma decorrente do limitado ndmero de es-
permatozéides sexados viaveis obtidos pelo
uso do citbmetro de fluxo, tem-se estuda-

do a sua associacdo a FIV ou injecao de
espermatozoide no ovocito (LU et al., 1999).
O primeiro relato de producéo in vitro de
bezerros com sémen sexado foi realizado
por Lu etal. (1988). Todavia, um subsequen-
te trabalho usando espermatozéides Y pos-
sibilitou a transferéncia de 106 embrides,
resultando no nascimento de 37 machos e
4 fémeas, correspondendo a 90,0% de
machos (CRAN et al., 1995).

De acordo com Amann (1999), os cus-
tos e 0s numeros adicionais de esperma-
tozoides sexados pela citometria de fluxo
séo apropriados para uso na FIV. Entretan-
to, segundo este autor, muitos fatores po-
dem interferir na taxa de blastocistos obti-
dos com sémen sexado e criopreservado,
uma vez que durante a preparacdo para
sexagem, 0s espermatozéides estdo sujei-
tos a condi¢bes que podem afetar os pro-
cedimentos de FIV, diferente das condi-
¢Oes requeridas para fecundacéo in vivo.

Assim, apesar do fato de que na FIV
menos espermatozoides sexados sdo ne-
cessarios de que na IA, as células sexadas
através do citbmetro de fluxo sdo, prova-
velmente, pré-capacitadas, necessitando
de modificagBes nos sistemas padrdes de
fertilizacdo. Estudos mostraram que modi-
ficacBes na técnica de FIV promovem si-
milares porcentagens de ovécitos fertiliza-
dos com sémen congelado de bovino, se-
xado e ndo sexado, evidenciando que os
ciclos celulares ndo sofrem alteracao de-
corrente das células espermaticas terem
sido submetidas ao procedimento de
sexagem. Entretanto, em muitos casos,
observou-se que a producéo de blastocis-
tos com sémen sexado foi 70,0% daquele
produzido com sémen ndo sexado, de-
monstrando retardo no desenvolvimento
dos blastocistos decorrente de alteracédo na
funcdo espermética, como capacitacao,
reacdo do acrossoma, ligacdo a zona e,
consequentemente, desenvolvimento em-
brionério (LU et al., 1999).

Todavia, alguns autores relataram que
amostras de sémen submetidas ao proces-
so de sexagem com 90,0% de acuracia tém
resultado em embrides viaveis produzidos
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pela FIV. Desta forma, o sucesso da utili-
zacdo de sémen sexado aumentara, con-
sideravelmente, quando doses congeladas
desse sémen tornarem-se viaveis comer-
cialmente (LU et al., 1999).

CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos, a evolugédo de algu-
mas técnicas de separacdo de esperma-
tozoides X e Y permitiu avancos significa-
tivos. Contudo, nenhum método conse-
guiu reunir todas as condi¢des necessa-
rias para sua utilizacao pratica. Aparen-
tes diferencas entre espécies e racas di-
ficultam avaliar quais fatores contribuem
para alterar o nimero de nascimento de
machos ou de fémeas. Assim, diversos
aspectos relacionados a técnica de
sexagem de células espermaticas viaveis
ainda necessitam ser elucidados, como re-
ducdo dos custos associada ao aumento da
producéo destas células com alto poder fe-
cundante, assim como a variagdo individual
na fertilidade dos reprodutores doadores de
sémen para a sexagem. No entanto, a base
cientifica e tecnoldgica da sexagem de es-
permatozoides tem evoluindo a cada ano,
originando novas tecnologias que servi-
rdo para o desenvolvimento de metodolo-
gias mais eficientes e acessiveis aos pro-
dutores.
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