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EFEITOS DO PROCESSO DE SELECAO DO SEXO POR CENTRIFUGAGCAO EM
GRADIENTE DE DENSIDADE NA QUALIDADE DE ESPERMATOZOI DES BOVINOS

RESUMO - Algumas avaliagcfes da capacidade de fecundacdo como a producéo in vitro
de embrides (PIV) e a colorac&o vital indicam que a sexagem de espermatozoides por
centrifugacdo em gradiente de densidade pode causar diminuicdo nas taxas de
desenvolvimento embrionario, entretanto, ndo sdo conclusivas quanto a avaliacdo da
integridade das membranas esperméticas. Com o intuito de obter dados mais precisos
em relacdo a viabilidade espermética pos-sexagem, foram descongeladas doses de
sémen de 6 touros diferentes, e avaliadas quanto aos danos espermaticos causados
pela centrifugacdo em gradiente descontinuo de Percoll (com densidade variando de
1,111g/mL a 1,123g/mL). Antes e apés a centrifugacdo dos espermatozoides, além das
avaliacbes de concentracdo, motilidade e morfologia, 0 sémen foi ainda avaliado quanto
a integridade das membranas plasmaticas, acrossomal e mitocondrial pela associacéo
das sondas fluorescentes: lodeto de Propidio (PI), aglutinina de Pisum Sativum
conjugado a Isotiocianato de flurosceina (FITC-PSA) e lodeto de 5,5',6,6-tetracloro-
1,1,3,3'-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1). Os resultados demonstraram que o
processo de separacdo de espermatozodides X e Y por centrifugacdo em gradiente de
densidade promoveu uma melhora nas caracteristicas associadas a motilidade
progressiva, além de uma significativa diminuicdo na incidéncia de defeitos maiores.
Ainda nas amostras pos-centrifugagdo, foi observado um aumento no percentual de
células com Membrana Plasméatica Intacta e com Alto Potencial Mitocondrial. No
entanto, o percentual de células com Membrana Acrossomal Intacta foi sensivelmente
diminuida provavelmente devido ao fendbmeno de reacdo acrossomal desencadeado

pela centrifugacéo.

Palavras-chaves : CASA, gradiente de densidade, selecdo do sexo, sémen, sondas

fluorescentes, viabilidade espermética
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EFFECTS OF BOVINE X-BEARING SEPARATION BY CENTRIFUG ATION IN
DENSITY GRADIENT IN THE BOVINE SPERM QUALITY

SUMMARY - Some fecundity evaluations as the in vitro embryo production (IVP) and the
vital stains have indicating that the density gradients centrifugation techniques can
reduce the embryo development rates. However they are not conclusive for the integrity
of spermatic membranes. Wit the purpose of obtain more precise sperm viability data
after the sexing procedure, frozen semen samples from six different bulls were thawed
and assessed for spermatic damage caused by centrifugation in discontinuous Percoll
gradient (with density varying from 1,111g/mL to 1,123g/mL). Before and after the
separation of X-bearing bovine sperm, were evaluated the sperm concentration, motility
and morphology. Moreover the semen samples were assessed for integrity of plasma,
acrosome and mitochondrial membranes by fluorescent probes association: propidium
iodide (PI), fluorescein isothiocyanate—Pisum sativum agglutinin (FITC-PSA) and
5,5',6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3'-tetraethylbenzimidazolcarbocyanine iodide (JC-1). The
results demonstrated that the X-bearing sperm separation process by density gradient
centrifugation caused an increase in the progressive motility parameters and a decrease
in the major defects incidence. In addition, it was observed an increase in the cells
categories with Intact Plasma Membrane and High Mitochondrial Membrane potential in
the post-centrifugation samples. Nevertheless, the percentage of cells with Intact
Acrossome Membrane was reduced probably due to the acrosome reaction

phenomenon induced by centrifugation.

Key-Words : CASA, density gradient, sex selection, semen, fluorescent probes, sperm

viability
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1. INTRODUCAO

Em espécies de interesse zootécnico, os estudos e o desenvolvimento de
técnicas de selecdo do sexo em espermatozoides intensificaram-se a partir da década
de 1980. Este processo foi diretamente ligado ao aprimoramento e a difusdo das
técnicas de inseminacdo artificial (IA) e de transferéncia de embrides, dentro dos
programas de melhoramento genético animal, que surgiram pela necessidade e
demanda de sistemas de producdo animal mais eficientes e modernos. Assim,
desenvolveram-se as técnicas de selecdo do sexo de espermatozoides e embrides em
espécies de interesse zootécnico. Varios autores registraram o valor econdmico
significativo da selecdo de sexo na pecuéria de leite e de corte, atividades onde a
produtividade é favorecida quando a progénie € constituida, em sua maioria, por um
dos sexos (NICHOLAS & SMITH, 1983; TAYLOR et al., 1985; VAN VLECK et al., 1987,
RUVUNA et al., 1992).

Nos mamiferos, a selecdo do sexo vem sendo conseguida por separacdo dos
espermatozoides portadores do cromossomo X daqueles portadores do cromossomo Y,
identificacdo do sexo de embrides pré-implantacdo e influéncia de fatores nutricionais e
fisiologicos. Em varias espécies, existe uma significativa diferenca na quantidade de
DNA (4cido desoxirribonucleico) entre os cromossomos X e Y (GARNER et al., 1983;
JOHNSON, 1994), e desta forma, este parametro tem permitido separar essas duas
populacdes de espermatozoides.

A técnica que se baseia na diferenca do conteido de DNA para separacdo dos
espermatozoides X e Y € a citometria de fluxo. Esta metodologia, na qual se utiliza um
equipamento computadorizado e tecnologia a “laser”, € capaz de separar as duas
populacdes de espermatozéides com acuidade acima de 90%. No entanto, embora a
citometria de fluxo seja considerada, por alguns autores, a técnica mais promissora
para sexagem de espermatozéides (devido a sua alta acuidade de separacao), ela tem
se demonstrado altamente dispendiosa e prejudicial a capacidade de fecundacao dos
espermatozoéides (SEIDEL, 2003; TELFORD et al., 2003; CRAN, 2007).
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Em bovinos, HOSSEPIAN de LIMA et al. (2003) desenvolveram um processo de
separacdo dos espermatozoides X ou Y em gradientes descontinuos de silica coloidal
modoficada (Percoll™). Utilizando-se metodologia bem mais simples e menos onerosa,
a centrifugacdo em gradiente de densidade foi capaz de separar os espermatozoides X
dos Y sem prejuizos aparentes a viabilidade espermatica, apesar de uma acuidade
menor (em torno de 70%) a obtida por citometria de fluxo. Quando utilizados para
producéo in vitro de embrides (PIV), foram capazes de fecundar 75% dos odcitos, dos
guais 30% se desenvolveram até o estagio de blastocisto (HOSSEPIAN de LIMA et al.,
2000; HOSSEPIAN de LIMA, 2005). Alem disso, essa técnica pode ser utilizada em
sémen descongelado, o que permite a utilizagdo de touros provados nos programas de
melhoramento que utilizam a PIV de embrides.

A aplicabilidade comercial da sexagem dos espermatozéides depende do
estabelecimento de um método que além de ser compativel com o processo de
congelacdo, minimize a perda de espermatozoides durante o processo e ndo reduza o
poder fecundante dos mesmos. O desenvolvimento e o aprimoramento desses
meétodos, bem como a sua introducdo na tecnologia de sémen ou de embrides exige
abordagem minusciosa. Considerando estes aspectos, € necessario avaliar a qualidade
ndo somente em relacdo a acuidade de sexagem, mas também no que diz respeito a
viabilidade dos espermatozéides apds a centrifugacdo em gradiente de densidade.

Avancos na tecnologia de coloracdo celular tém fornecido novos meios de se
avaliar a capacidade funcional de espermatozoides em varias espéecies (GARNER &
JOHNSON, 1995; ARRUDA, 2000; ARRUDA & CELEGHINI, 2003; CELEGHINI, 2005).
A integridade das estruturas espermaticas € monitorada pela combinacdo de probes
fluorescentes (sondas fluorescentes), as quais possuem a capacidade de se ligar a
pontos especificos das células, permitindo a avaliagdo de diversas estruturas
espermaticas, de acordo com suas caracteristicas fisicas. A combinacdo das sondas
fluorescentes lodeto de Propidio (Pl), Isotiocianato de flurosceina conjugado com
aglutinina de Pisum Sativum (FITC-PSA) e lodeto de 5,5,6,6'-tetracloro-1,1,3,3'-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1), permite avaliacdo simultdnea das membranas
plasmética, acrossomal e mitocondrial, respectivamente (CELEGHINI, 2005;
CELEGHINI et al., 2005; ARRUDA et al., 2007; CELEGHINI et al., 2007).
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2. REVISAO DA LITERATURA

Na revisao de literatura desta dissertacéo, serdo abordados os seguintes temas
relacionados com o presente estudo: A importancia da selecdo do sexo em mamiferos
na producdo e no melhoramento genético de rebanhos; As rotas tecnoldgicas para a
selecdo do sexo em animais de interesse zootécnico, com énfase nas técnicas
baseadas nas diferencas no conteddo de DNA e na densidade entre o0s
espermatozoides portadores do cromossomo X e Y; e algumas das diferentes andlises

utilizadas para avaliacdo do sémen.

2.1 Importéancia da selecdo do sexo em mamiferos na producdo e no

melhoramento genético de rebanhos

Atualmente a pecuaria passa por um processo de incorporacdo de técnicas,
visando especialmente a melhoria dos indices de produtividade e a aceleracdo do
melhoramento genético. Portanto, em animais de interesse zootécnico, o principal
objetivo das biotécnicas da reproducéo seria 0 de aumentar a eficiéncia reprodutiva do
rebanho (COSTA, 2002).

Desta forma, a selegcdo do sexo de espermatozdides ou de embrides visa
aumentar o ganho genético anual (NICHOLAS & SMITH, 1983; VAN VLECK et al.,
1987), uma vez que permitiiam o aumento do numero de individuos de um dos sexos
(masculino ou feminino) na progénie de uma populacdo (BEKMAN et al., 1994).

No entanto, as técnicas de sele¢do do sexo de embrides ndo séo utilizadas em
larga escala. Isto se deve ao fato de que as metodologias de sexagem disponiveis para
uso comercial requerem condicdes laboratoriais e técnicos especializados e reduzem os
indices de gestacdo (HOSSEPIAN DE LIMA, 2005).

Foi demonstrado que o ganho genético aditivo anual depende, entre outros
fatores, da intensidade de selecao e do intervalo de geracdes. A intensidade de selecéao
e relativa a porcentagem de animais que serdo selecionados dentro de uma populacéo,

e, quando existe desvio na proporcdo de sexos, aumenta-se a disponibilidade de
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animais do determinado sexo para selecdo, o que favorece o aumento do fator
intensidade de selecdo (VAN VLECK et al.,1987). Desta forma, o progresso geneético
podera ser maximizado em programas de criagdo em que a proporcdo sexual €
controlada por ocasido da IA, obtendo-se machos ou fémeas, quando desejado (VAN
VLECK et al., 1987; HOHENBOKEN, 1999; HABERMANN et al., 2005).

A possibilidade de produzir, em escala comercial, doses de sémen enriquecido
com espermatozoides X ou Y aumentara os beneficios da utilizagdo da IA, conferindo-
Ihe papel relevante nha maximizacdo do progresso genético entre geracdes, de acordo
com as necessidades de cada programa de melhoramento genético e da aptiddo do
rebanho. A importancia dessa tecnologia €, portanto, maximizar a producéo animal com
menor custo possivel (HOSSEPIAN DE LIMA, 2007).

Dentre as vantagens oferecidas no uso da sexagem de espermatozoides em
propriedades produtoras de leite, pode-se destacar o aumento da produtividade, uma
vez que se aumenta 0 merito genético para a caracteristica economicamente importante
(producéo de leite) de uma forma eficiente. Ainda, pode-se salientar a diminuigcdo do
custo de producdo de bezerros e a producdo de bezerras de reposi¢cdo geneticamente
superiores (provenientes de acasalamentos programados) (HOSSEPIAN DE LIMA,
2005).

Avaliando sistemas de producéo de leite, relatou-se que a utilizagédo de teste de
progénie e a utilizacdo de touros provados como doadores de sémen, promovem um
ganho genético anual de 2,0 a 2,5%. Em um teste de progénie convencional, em que
utilizasse sémen enriguecido com cromossomo X para produzir acima de 70% de
fémeas, seria possivel conseguir um aumento de 25% no ganho genético anual.
Quando se utilizou, além dos programas de mudultiplas ovulacdes e transferéncia de
embrides (MOTE), doses de sémen enriquecidas para a producao de novilhas (que
seriam selecionadas para progenitoras da préxima geracdo de fémeas), esse ganho
atingiu até 30% (VAN VLECK, 1981).

Em sistema de producédo de carne, uso de espermatozoides sexados assegura 0
nascimento de progénie masculina, o que € interessante no momento do abate, ja que o
macho possui peso 25% maior do que a fémea aos 24 meses de idade (GORDON,
1994).
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Assim, pode-se observar que a selecdo do sexo tem um valor econdmico
significativo nos animais de interesse zootécnico em sistemas onde a produtividade é
favorecida pela progénie de um dos sexos (TAYLOR et al., 1985; VAN VLECK et al.,
1987; RUVUNA et al., 1992; HOHENBOKEN, 1999; HABERMANN et al., 2005).
Entretanto, esses autores salientaram que os beneficios apenas serdo observados se
as técnicas de selecdo do sexo ndo diminuirem a eficiéncia reprodutiva (por exemplo,
taxas de prenhez inferiores a 60%). Neste contexto, de acordo com LUCIO (2007),
utilizando-se um método de sexagem de espermatozdides que gere acuidade média de
60% e aproximadamente 70% de prenhez conseguiria-se uma maior intensidade de
selecdo e menor taxa de reposi¢do, quando comparada com a metodologia em que se
obtém 85% de acuidade com taxa de gestagéo de 21%.

O dominio da selecdo do sexo de espermatozoides bovinos podera beneficiar
ainda a pesquisa na comunidade médica que, no ultimo século, tem se dedicado ao
desenvolvimento de técnicas para a selecdo do sexo devido a necessidade de
prevencdo das doencas ligadas ao cromossomo X (ZARUTSKIE et al., 1989). Existem
cerca de 500 anormalidades genéticas herdaveis ligadas ao cromossomo X, que séo
expressados por filhos que herdam o cromossomo X com genes andmalos da mée
portadora (FUGGER, 1999).

Além dos aspectos médico e zootécnico, deve-se considerar a base cientifica
das técnicas de sexagem, que evoluem rapidamente e originam conhecimentos que
servirdo ao desenvolvimento de métodos mais eficientes. O desenvolvimento e o
aprimoramento de técnicas para a selecdo do sexo, bem como a sua introdugcdo na
tecnologia de sémen ou de embrides exigem abordagem interdisciplinar. Neste sentido

€ oportuno rever e justificar as rotas tecnoldgicas para a selecdo do sexo.

2.2. Rotas Tecnoldgicas para a selecdo do sexo em a nimais de interesse

Zootécnico

Duas rotas tecnologicas séo percorridas na tentativa de selecionar-se 0 sexo em
mamiferos, principalmente nas espécies de interesse zootécnico: selecdo do sexo em

espermatozoéides e identificacdo do sexo em embrides pré-implantacdo. Nesta
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dissertacdo, abordaremos apenas as principais rotas tecnoldgicas relacionadas a

selecdo do sexo de espermatozoides.

2.2.1. Diferencas nas proteinas de membrana dos esp  ermatozoides

As técnicas relacionadas a essa teoria baseiam-se principalmente, na deteccéo
de antigenos de membrana especificos dos espermatozoides X ou Y. Em 1971,
GOLDEBERG et al., verificaram a expressdo do antigeno H-Y na membrana dos
espermatozoéides de camundongos. Este € um antigeno restrito ao sexo masculino, uma
vez que é espressado por genes especificos do cromossomo Y. BENNET & BOYSE
(1973) demonstraram que o tratamento do sémen de camundongos com anticorpos anti
H-Y e complemento, antes da IA, proporcionou um desvio pequeno, mas significativo,
na proporcdo sexual, em favor das fémeas desta espécie (45,5% de machos, em
comparagcdo com 53,4% do grupo controle). HOPPE & KOO (1984) nédo verificaram
desvio na proporcdo sexual quando utilizaram em fecundacdo in vitro (FIV)
espermatozoéides submetidos a este tratamento.

Existe, no entanto, a possibilidade de espermatozdides X reterem na sua
membrana o antigeno H-Y oriundos de espermatogbnia H-Y positiva. Esta possibilidade
foi aventada por alguns autores para explicar as dificuldades da sexagem de
espermatozoides de coelho e bovino por métodos imunolégicos (BENNET & BOYSE,
1973; OHNO & WACHTEL, 1978; HOPPE & KOO, 1984). Aléem disso, parece existir
uma possivel troca de mMRNA pelas pontes citoplasmaticas entre as espermatides X e Y
(ERICKSSON et al., 1981).

Atualmente existem varias publicacdes e patentes que sugerem a sexagem de
espermatozoéides por métodos imunoldgicos, mas os resultados ndo sdo conclusivos e
deixam em aberto a possibilidade de espermatozdéides X e Y diferirem quantitativa e
gualitativamente em relacdo a alguns produtos génicos (revisto por HENDRIKSEN,
1999).

BLECHER (1998) registrou em patente a identificagdo das moléculas sexo
especificas relatadas no seu trabalho de 1998, descrevendo as possiveis utilizacdes

praticas de sua descoberta, relatando o desenvolvimento de um método para a
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sexagem imunoldgica dos espermatozoides pela identificacdo de proteinas especificas
do sexo. O método baseia-se na identificacdo e isolamento dessas proteinas, na sua
purificacdo por cromatografia de coluna e na obtencdo de anticorpos antiproteinas
especificas do sexo masculino e do sexo feminino. Apos a incubacdo com
espermatozoides bovinos, 0s anticorpos antiproteinas especificas do sexo feminino
promoveram a aglutinacdo de 50% dos espermatozoides e as células que ndo sofreram
aglutinagéo produziram in vitro 92% de embrifes do sexo masculino. Nao foi relatado se
a incubacdo dos espermatozoides com anticorpos antiproteinas especificas do sexo
masculino, desviou a proporcéo sexual em favor do sexo feminino.

A mais recente patente publicada por BENJAMIN et al. (2000) descreve o uso de
contas magnéticas nao porosas ligadas a anticorpos sexo especificos. A separacao se
da pela adicdo ao sémen de anticorpos especificos para um dos sexos, previamente
acoplados as contas. Os espermatozoides tratados sdo submetidos a um campo
magnético e o sobrenadante removido constitui a fragdo rica em espermatozoides X ou
Y (BENJAMIN et al., 2000). Apesar da técnica descrita nesta patente ser de
conhecimento amplo na imunologia e, portanto, consagrada pela eficiéncia, o autor ndo
relatou o uso dos espermatozoéides separados em IA ou qualquer outra técnica que
comprovasse a separacao dos espermatozoides (LUCIO, 2007).

No que se refere a utlizacdo pratica da selecdo do sexo por métodos
imunoldgicos, permanece a limitacdo da necessidade de mais investigacdes, utilizando
técnicas de identificacdo de proteinas mais sensiveis, a fim de se produzir um anticorpo
especifico do espermatozdéide X ou Y (HOSSEPIAN de LIMA, 2005).

2.2.2. Diferencas no contetdo de DNA e na densidade

A identificagdo microscopica dos cromossomos sexuais (X e Y) em 1910 foi um
marco no campo das pesquisas objetivando a sexagem de espermatozoides, pois
geraram a idéia de que o sexo poderia ser controlado por estas estruturas
especializadas (SEIDEL Jr. & GARNER, 2002). Além disso, descobriu-se que a
guantidade de DNA entre os cromossomos X e Y variava significativamente entre as
espécies (JOHNSON & WELCH, 1999). Esta diferenca do conteido de DNA entre os
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espermatozodides X e Y foi constatada em pelo menos 23 espécies de mamiferos
(GARNER et al., 1983; JOHNSON, 1994) e, em bovinos, a diferenca € de 3,8% em
meédia. Ainda, além da existéncia de maior conteudo de DNA nos espermatozoéides X
em relacdo aos espermatozoides Y, a andlise da cabeca dos espermatozoides
demonstrou, por microinterferometria, que esta diferenca € proporcional a diferenca de
massa entre os dois tipos de células, resultando em uma diferenca de densidade de
pelo menos 7x10™ g/cm® ou 0,06% (WINDSOR et al., 1993; CHANDLER et al., 1999).
Nessa diferenca do conteudo de DNA e da densidade é que se baseiam as duas
principais técnicas utilizadas para a selecdo do sexo dos espermatozoides in vitro: a

citometria de fluxo e a centrifugacdo em gradiente de densidade.
2.2.2.1. Diferencas no conteado de DNA

Entre as espécies, a menor diferenca encontrada entre a quantidade de DNA do
cromossomo X em relacdo ao Y € de 2,8% na espécie humana e a maior é de 12,5% no
Microtus oregoni (JOHNSON & CLARKE, 1990; JOHNSON, 1994). Nos animais
domeésticos, as diferencas de DNA entre os espermatozoéides X ou Y variam de 3,5% a
4,2%, e nos bovinos € de proximadamente 3,8% (JOHNSON, 1992, 1994). Nesta
espécie, observou-se uma diferenca média significativa do conteaddo de DNA dos
espermatozoéides X ou Y entre as subespécies, com maior diferenca encontrada nas
racas taurinas em relacdo as racas zebuinas, fato este relacionado ao tamanho do
cromossomo Y (GARNER et al., 1983). Entre racas também se encontrou diferenca
significativa, mas ndo entre os individuos da mesma raca. Na raca Brahman foi
encontrada a menor diferenca (3,73%) entre os espermatozéides X ou Y. Em touros
Jersey observou-se a maior diferenca (4,24%) quando comparada com as ragcas Angus
(4,05%), Hereford (4,03%) e Holandés (3,98%) (GARNER et al., 1983; JOHNSON &
WELCH, 1999).

2.2.2.1.1. Sexagem de espermatozoides por citometri  a de fluxo
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A separacdo de espermatozoides X ou Y pela técnica de citometria de fluxo, se
baseia na diferenca do conteddo de DNA entre eles e somente foi conseguida a partir
de 1987 (JOHNSON et al.). Nesta técnica, o ejaculado é diluido em meio de cultura e
um corante fluorescente para DNA (Hoescht 33342) € adicionado. Os espermatozoides
entdo sdo incubados a 32T por aproximadamente uma hora. Este corante liga-se a
dupla hélice em quantidade proporcional a quantidade de DNA que vai evidenciar as
diferencas de conteudo de DNA entre os espermatozoides X ou Y. No citbmetro de
fluxo os espermatozéides corados passam em fila Unica através de um feixe de “laser”
gue emite luz ultravioleta. Os sinais fluorescentes emitidos pelo ndcleo dos
espermatozoéides sédo colhidos simultaneamente, por detectores épticos posicionados a
0° e 90° em relacdo a face plana e extremidades da cabeca espermaética,
respectivamente. Os detectores convertem estes sinais para sinais eletrbnicos, e em
seguida, o feixe de espermatozdides é quebrado em gotas pequenas e uniformes por
um transdutor. As gotas contendo um espermatozéide X ou Y sdo carregadas com
carga positiva ou negativa, respectivamente, de acordo com a intensidade de
fluorescéncia. As gotas passam por um campo eletrostatico e sdo separadas em dois
tubos distintos. As gotas vazias e aquelas que ndo estdo dentro dos padrdes de
fluorescéncia estabelecidos continuam no feixe central e caem em um tubo de descarte.
Desta forma, o citdbmetro de fluxo separa os espermatozoides de acordo com a
intensidade de fluorescéncia em tubos contendo meio de cultura (JOHNSON, 1992,
1994).

Esta técnica de sexagem de espermatozdides, que é a utilizada comercialmente,
apresenta acuidade de separacdo de espermatozéides X e Y de 90% (CRAN, 2007).
Apesar dos bons resultados na separacao espermatica, a citometria de fluxo mostra-se
pouco eficiente em relacdo ao investimento com o0 equipamento, uma vez que este
apresenta alto custo de aquisicdo (em torno de U$ 350.000,00), manutencdo e
manipulacdo. Ademais, a licenga para a utilizacdo da sexagem por citometria de fluxo, é
detida por poucas empresas que controlam e restringem a sua utilizacdo comercial ou
cientifica. Além disso, a baixa producao/equipamento/hora (CRAN, 2007), permite que
seja produzido um pequeno numero de doses de sémen enriquecidas com
espermatozoéides X ou Y por dia (aproximadamente 8 doses/hora) (GARNER & SEIDEL,
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2008). Esta baixa produc&o ndo é capaz de suprir a demanda atual de sémen sexado,
restringindo sua utilizacdo na industria da IA. Entre os outros fatores que limitam a
utilizacdo da técnica de citometria de fluxo pode-se destacar:

a) o baixo numero de espermatozdides sexados: as doses produzidas para
inseminacdo contém apenas cerca de 2 milhfes de espermatozoéides totais/dose
(SEIDEL, 2007), valor este bem inferior ao comparado com as doses convencionais
utilizadas em programas de IA que possuem concentraces de pelo menos 15x10°
espermatozoéides (HOSSEPIAN de LIMA, 2005).

b) a necessidade de utilizar sémen in natura: o processo de congelacdo dos
espermatozoéides prejudica a uniformidade da coloragdo dos nucleos com o Hoescht
33342, diminuindo a eficiéncia de sexagem nos espermatozoéides descongelados
(JOHNSON, 1994). Assim, restringe-se a utilizacdo de alguns dos melhores touros
(touros provados), dentro de cada raca, nos programas de melhoramento animal e teste
de progénie que utilizam a PIV de embrides. Este quadro é agravado pelo fato de que o
sémen de alguns touros ndo resiste ao processo de sexagem por essa técnica ou
produzem altas variagdes na taxa de clivagem (34 a 65%) e de blastocistos produzidos
(14 a 25%) (ZHANG et al., 2003);

c) diminuigdes nas caracteristicas relativas a fertilidade avaliadas in vivo e in vitro:
MORTON et al. (2007), ao investigarem a expressao padrdo do mRNA e avaliar os
danos causados na expressao génica de embrides PIV utilizando sémen sexado por
citometria de fluxo, verificaram que estes apresentavam transcricdo alterada de alguns
genes importantes no desenvolvimento dos embrides (como os genes Glut-3, G6PD,
XIST, e Hsp 70.1), comparado a embrides em que ndo se utilizou espermatozéides
sexados. Os autores concluiram que houve uma redugdo nas taxas de clivagem e
blastocistos, quando se utilizou sémen sexado. Desta forma, eles puderam concluir que
0 sémen sexado por citometria de fluxo retarda o desenvolvimento embrionario, devido
a danos no mRNA.

Apesar dos tratamentos utilizados no método de citometria de fluxo
aparentemente ndo impedirem o desenvolvimento in vitro do zigoto (SPINACI et al.,
2005), LIBBUS et al. (1987) observaram danos cromossomicos em 50% dos

espermatozoéides de Microtus oregoni, apds a sexagem por esse método. Ainda na PIV
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de embrides, com a utilizagdo de sémen sexado sem submeté-los a congelagéo, de
acordo com GUTHRIE et al. (2002) obtém-se 66% de clivagem e 16 a 20% de
desenvolvimento de blastocistos.

Outros exemplos da diminuicdo nos parametros de fertilidade foram observados
em testes in vivo. Em um estudo recente realizado na Suica, espermatozoides sexados
por citometria de fluxo e espermatozdides ndo sexados (dois milhdes/dose) foram
depositados no corpo do utero de novilhas e vacas. A taxa média de prenhez com
espermatozoéides sexados foi de 29,6% e 23,8%, enquanto utilizando espermatozéides
nao sexados as taxas foram 59,3% e 26,6% para novilhas (P=0,05) e vacas (P>0,05),
respectivamente (BODMER et al., 2005). Neste mesmo estudo foi constatada uma
maior perda embrionaria comparada com o controle, quando se utilizaram
espermatozoéides sexados por citometria, alcancando indice de 11,1% em novilhas e
17,2% em vacas, e em contraste, utilizando-se espermatozéides ndo sexados, o indice
foi de apenas 5,6% em vacas e de 0% em novilhas. No entanto ndo foi observada
diferenca significativa (P>0,05) entre estes valores para sémen sexado e ndo sexado
(BODMER et al., 2005).

Nos Estados Unidos, resultados de um teste de campo compararam as taxas de
prenhez, conseguidas com espermatozoides sexados por citometria de fluxo, em
rebanhos com baixa, média e alta eficiéncia reprodutiva. A taxa média de prenhez com
doses de sémen convencional foi de 58%, e utilizando sémen com espermatozéides
sexados as taxas de gestacdo foram 21, 37, e 35%, respectivamente (WEIGEL, 2004).
Em outro teste de campo na Finlandia, também foram comparadas as taxas de prenhez
oriundas de inseminagdes com espermatozoides sexados por citometria de fluxo (foram
utilizadas 157 doses) e com sémen convencional (foram utilizadas 149 doses). A taxa
média de prenhez com doses de sémen convencional foi de 46%, enquanto utilizando
sémen sexado foi de 21%. Assim, nasceram mais bezerras apds a IA com sémen
convencional (33 bezerras) do que como sémen sexado (27 bezerras) (ANDERSSON et
al., 2006).

Considerando estes e outros resultados avaliados in vivo e in vitro (LU et al.,
1999; SEIDEL & GARNER, 2002; LU & SEIDEL, 2003; WILSON et al., 2005; WHEELER
et al., 2006; SEIDEL, 2007; PALMA et al., 2008; PEIPPO et al., 2008) torna-se evidente
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gue o0s espermatozoOides sexados por citometria de fluxo comprometem a taxa de
gestacdo, pelo menos atualmente, e estratégias para a aplicacdo comercial in vivo
desse sémen deveriam ter como foco caminhos para se obter beneficios efetivos, frente
aos custos de utilizagao (WEIGEL, 2004).

Por outro lado, a literatura denota, em bovinos, que alguns resultados de
fertiidade a campo utilizando o0s espermatozoides sexados por este método,
apresentaram indices similares comparados a utilizacdo de espermatozéides nao
sexados. No entanto, estes resultados foram obtidos em condigbes experimentais
estritamente controladas (IA no corno uterino) necessitando de técnicos especializados
para sua realizacdo (SEIDEL et al.,, 1997, 1999) ou utilizando somente novilhas
(DUARTE et al., 2007). De acordo com a empresa especializada na comercializacao
desse sémen, observam-se ainda outras recomendacdes para 0 uso de sémen sexado
pela citometria de fluxo, como a utilizagdo apenas em fémeas com historico reprodutivo
excelente, em rebanhos que tenham manejo nutricional e sanitario adequados e, nédo
ser utilizado em programas de inseminacdo artificial em tempo fixo (recomendacoes
impressas no protocolo de utilizacdo de sémen sexado da empresa especializada).

Assim, fica dificil concluir como seriam os resultados em paises que possuem
uma pecuaria caracterizada por heterogeneidade de condicdes de manejo. Neste
sentido, considera-se que para a realidade brasileira, € mais interessante optar-se por
desenvolver uma metodologia de baixo custo, que atinja acuidade de sexagem entre 65
a 75%, mas que permita alcancar indices de fertilidade satisfatérios em condicdes
variadas, ou seja, obter indices de fertilidade acima de 60% e com aumento no custo de
producdo que ndo ultrapasse aquele 6timo determinado pelos modelos matematicos de
simulacdo (HOHENBOKEN, 1999).

No que diz respeito a sexagem por citometria de fluxo, a baixa taxa de gestacéo,
associada ao pequeno numero de células separadas por hora, tem dificultado a
aplicacdo comercial desta técnica e incentivam a investigacdo de outra diferenca
fenotipica entre os espermatozoides X e Y (HOSSEPIAN de LIMA, 2005).

2.2.2.2. Diferencas na densidade
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Os meétodos que se baseiam na diferenca de densidade entre as duas
populacdes de espermatozéides envolvem processos de centrifugacdo. Como relatado
anteriormente, existe uma maior quantidade de DNA e proteina nuclear na cabeca dos
espermatozéides X em relagdo aos espermatozdéides Y (demonstrado por
microinterferometria), e esta diferenca é proporcional & densidade entre os dois tipos de
células. A diferenca de densidade entre o X e o Y é de 0,06% (0,0007g/cm3)
(WINDSOR et al., 1993; CHANDLER et al., 1999), o que determina uma velocidade
diferencial de sedimentacdo. Portanto, partindo do principio de que os espermatozdéides
portadores do cromossomo X sdo mais pesados do que os espermatozoéides portadores
do cromossomo Y, este processo consiste basicamente na centrifugacdo do sémen
obtendo-se maior proporcdo de espermatozoides X no sedimento final. E necessario, no
entanto, que sejam utizados para a sexagem, gradientes de alto nivel de resolucdo de
densidade, pois a dgua e os lipideos contidos na cabeca dos espermatozéides podem
mascarar essa diferenca de densidade entre X e Y (HOSSEPIAN de LIMA, 2005).

Na tentativa de separacdo dos espermatozoides X e Y por centrifugacdo em
gradiente de densidade, em diversas espécies, utilizou-se Albumina sérica, Ficoll, Ficoll-
Metrizoato de Sodio e Percoll™ (SHASTRY et al., 1977; KANEKO et al., 1983; AMANN,
1989; BLOTTNER et al.,1993; HOSSEPIAN DE LIMA, 1998; ROSE et al., 1998).

HOSSEPIAN DE LIMA (1998), estudando a separacdo de espermatozoéides X ou
Y, por meio de sedimentacdo em diferentes gradientes de Percoll™, obteve para oito e
doze gradientes diferentes respectivamente 74,45% e 74,55%, de espermatozoéides
bovinos portadores do cromossomo X. KOBAYASHI et al. (2004), utilizando gradiente
descontinuo de Silica Coloidal Modificada (Percoll™) com oito camadas, relataram o
desvio na propor¢cdo das duas populagbes de espermatozodides bovinos, obtendo
aproximadamente 80% de espermatozdéides X no sedimento.

Na espécie humana, os métodos de centrifugacdo em gradiente de densidade
com Percoll™, tanto para sexagem, como para separacado de espermatozoéides viaveis
para procedimentos como IA e PIV, apesar de apresentar resultados satisfatérios
(permitindo um alto nivel de resolucao), tiveram seu uso clinico suspenso. Isto se deveu

ao fato de que o Percoll™ ocasionou o0 aparecimento de endometrite em mulheres
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inseminadas com sémen previamente centrifugado em gradiente de densidade
composto por meios coloidais, cuja composicdo continha silica (MAKKAR et al., 1999).

Foram desenvolvidos gradientes de densidade com loxididanol e demonstrado
gue, em vacas, ndo houve comprometimento da fertilidade (taxa de prenhez de 80%)
apos inseminacdo com espermatozoéides centrifugados neste gradiente, deste modo,
podendo substituir o Percoll™ (HOSSEPIAN DE LIMA, 2005).

HOSSEPIAN de LIMA et al. (2000) e HOSSEPIAN de LIMA (2005), obtiveram
resultados satisfatérios quanto ao desvio da proporcdo sexual utilizando tanto o
Percoll™ como o loxididanol. No entanto, estudos posteriores do Laboratério de
Reprodugcdo Animal da FCAV/UNESP-Jaboticabal (LUCIO, 2007 e RESENDE, 2007)
demonstraram que o Percoll™ como substancia formadora de gradiente de densidade,
apresentou vantagens em relacdo ao loxididanol quanto a repetibilidade da técnica. Foi
demonstrado ainda que fémeas bovinas ndo tiveram sua fertilidade comprometida apos
inseminagdo com espermatozoéides tratados com Percoll™ (HOSSEPIAN de LIMA et al.,
2003).

2.2.2.2.1 Caracteristicas do Percoll™ como substanc ia formadora de gradiente

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

2.2.2.2.2. Sexagem de espermatozoides por centrifug acdo em gradiente de

Percoll™

Existem dois tipos de gradientes de densidade (DENSITY GRADIENT MEDIA,
2003):
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a) gradientes continuos de densidade, em que ha um aumento gradual da
densidade da parte superior do gradiente até a parte inferior, ndo havendo delimitacao
entre as camadas formadas previamente, formando um gradiente linear;

b) gradientes descontinuos de densidade, em que também h& aumento gradual
da densidade da parte superior para a inferior, contudo este tipo possui camadas
definidas, ficando a camada mais densa na parte inferior do tubo, diminuindo-se nas
partes superiores do tubo.

O gradiente descontinuo de densidade é preparado depositando-se as camadas
de diferentes densidades, em tubos conicos. As amostras de sémen sdo entéo
depositadas sobre o gradiente e centrifugadas. Os sobrenadantes dos tubos sé&o
retirados e os sedimentos de espermatozoides recuperados (Figura 1). Para a formacgéo
do gradiente continuo, h& necessidade de se montar um gradiente descontinuo de trés
a gquatro camadas, inicialmente, e depois promover procedimentos especificos que
levardo a difusdo destas camadas (RESENDE, 2007).

Centrifugacao

Sémen g

4

Sradiente . ' ‘ C%) C%:) ‘ ‘
e Percoll
Vol
Sémen com

Espermatozdides X

Figura 1. Esquema da metodologia da sexagem de espermatozéides por centrifugacdo em

gradiente descontinuo de densidade.

Em bovinos, HOSSEPIAN de LIMA (1998, 2005) desenvolveu um processo de
separacdo dos espermatozoéides X ou Y em gradientes descontinuos de Percoll™,
obtendo acuidade de sexagem de sémen in natura de cerca de 73%. Quando utilizados

para a PIV de embrides, foram capazes de fecundar 75% dos odcitos, dos quais 30%
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desenvolveram-se até o estagio de blastocisto. Apesar de menor acuidade de sexagem
do que a obtida por citometria de fluxo, o sémen in natura processado para sexagem
por centrifugacdo em gradiente de densidade pode ser utilizado em IA, contribuindo
efetivamente para o melhoramento genético animal, visto que este procedimento nao
altera a eficiéncia reprodutiva do rebanho (HOSSEPIAN de LIMA, 2005).

Utilizando doses de sémen descongelado para posterior sexagem por
centrifugacdo em gradientes descontinuo de Percoll™, LUCIO (2007) e PERINI (2007)
obtiveram menor acuidade na separacdo dos espermatozoides X (de 60% a 65%).
Nesses dois estudos as taxas de clivagem e blastocistos ficaram em torno de 70% e
32%, respectivamente. Resultados semelhantes foram demonstrados por RESENDE
(2007), que também utilizou doses congeladas de sémen, e obteve, apos
descongelacédo e sexagem por centrifugacdo em gradiente continuo de Percoll™, 62%
de acuidade de sexagem, 69% na taxa de clivagem e 21% na taxa de blastocistos.

Este método de selecdo do sexo de espermatozoides bovinos por centrifugacao
em gradiente de densidade apresenta algumas vantagens em relacdo aquele oferecido
ao mercado, até o momento, como a necessidade de um investimento bem menor em
relacdo ao equipamento. Além disso, elimina-se a dependéncia externa e dispendiosa
referente ao licenciamento para utilizagcdo de patente, podendo ainda, produzir mais
doses de sémen enriquecido do que o citbmetro de fluxo, em um mesmo periodo de
tempo (utilizando sémen in natura, com centrifuga para quarenta tubos, por exemplo,
pode-se produzir 16 doses com 20x10° espermatozéides/hora). Desta forma, o custo de
producdo da palheta contendo sémen sexado € significativamente reduzido
(HOSSEPIAN de LIMA, 2005).

Apesar das vantagens do método de centrifugacao em gradiente de densidade, é
importante considerar que a aplicacdo da selecdo do sexo de espermatozoides
beneficiara sistemas especificos de melhoramento e producdo animal. Neste contexto €
importante considerar os estudos que demonstram que o impacto de qualquer
tecnologia depende de qudo amplamente e eficientemente possa ser implementada
(TELFORD et al.,, 2003). Assim, entende-se que o aprimoramento do método de

centrifugacdo em gradientes de densidade, principalmente no que se refere a acuidade
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e a reprodutibilida