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RESUMO - O mercado demanda, desde final da década de 20, umatecnologia para a sexagem de espermatozéides
que possa ser inserida naindistria de producgo de sémen congelado e que tenha as seguintes caracteristicas: @) ndo atere
a viabilidade espermética; b) seja compativel com a congelagdo do espermatozdide sexado; ¢) permita a sexagem de
espermatozdides previamente congelados e descongelados; d) permita a producdo de vérias doses de sémen sexado
congelado por dia, com custo compativel a mercado. A importancia dessatecnol ogia paramaximizar aproducéo animal
aum custo baixo tem sido um desafio da pesquisaavarios anos. A possibilidade de produzir, em escalacomercia, doses
de sémen enriquecidas com espermatozdides X ou Y aumentard os beneficios do uso da inseminacgo artificial no seu
papel de maximizar o progresso geneético entre geragfes de acordo com 0s reguerimentos de cada programa de
melhoramento animal. Diferentes rotas tecnol 6gicas sdo percorridas na tentativa de sel ecionar-se 0 sexo em mamiferos,
tanto nas espécies de interesse zootécnico quanto em espécies ameacadas de extingo, animais de companhia. Neste
sentido, existem duas dternativas: a separagdo de espermatoz6ides portadores do cromossomo X, dagqueles portadores
do cromossomo Y; ou asexagem de embriBes pré-implantados. A viabilidade da sexagem de espermatozéides em bovinos
éesperadapor muitos anos e 0s desenvol vimentos recentes tornaram essatecnol ogiade aplicagdo commercid . Entretanto,
muitas limitagBes ainda existem, principamente, referente a taxa de gestagéio em condicdes de campo. 1sso restringe a
utilizacdo dessa tecnologia no melhoramento genético e producéo animal. Nessa palestra abordaremos os potenciais
sistemas de criagdo e producdo que poderdo beneficiar-se com a sexagem de espermatozdides, quando essas limitagdes
forem solucionadas.
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Methodological advances on spermatozoa sexing for using
in genetic improvement and animal production

ABSTRACT - The market demands, since the end of the 1920s the market demands a technology for spermatozoa
sexing that can be inserted in the industry to production of frozen semen and that has the following features: a) does not
change sperm viability; b) it be compatible with freezing of spermatozoa after treatment for sexing; c) it allows the
spermatozoa sexing after their thawing; d) it allows the production of various doses of sexed frozen semen per day at a
compatible cost for the market. The importance of this technology to maximize animal production at lower cost is a
challenge of the research and it has been studied for many years. The possibility to produce, in commercial scale, semen
doses enriched with X or Y spermatozoa will increase the benefits of the use of artificia insemination (Al) for its
decisive role to maximize the genetic progress between generations, according to the requirements of each genetic
improvement program and livestock capacity. Different technological routes are taken in the attempt to select gender in
mammals, both for zootechnical interest species and for endangered species and pet animals. There are two alternatives
for that: to separate X-chromosome-bearing spermatozoa from those Y- chromosome-bearing spermatozoa; or to sex
pre-implanted embryos. The availability of sexed semen in cattle has been eagerly anticipated for many years, and recent
developments have brought this technology to the brink of commercia application. Limitations still exist, namely
conception rates in field. This limits the willingness of producers to pay a premium price for the product. The focus of
this paper is to discuss potential breeding schemes that can lead to widespread usage of sexed semen, in spite of its
aforementioned limitations.
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Introducéo

Diferentes rotas tecnolégicas sdo percorridas
natentativa de sel ecionar-se 0 sexo em mamiferos,
tanto nas espécies de interesse zootécnico quanto
em espécies ameagadas de extingdo, animais de
companhia e na reproducdo humana assistida.
Neste sentido, existem duas alternativas: a sepa-
racdo de espermatozdides portadores do cromos-
somo X, daqueles portadores do cromossomo Y;
ou a sexagem de embrides pré-implantados.

O mercado demanda, desde final da décadade
20, uma tecnologia para a sexagem de esperma-
tozodides que possa ser inserida na industria de
producdo de sémen congelado. Desta forma, tal
invento ndo altera a viabilidade espermética a
indices inferiores aqueles recomendados pelos
orgéos de fiscalizagdo (por exemplo, Ministério
da Agricultura); é compativel com a congelacdo
dos espermatozoéides apds o tratamento para
sexagem; permite a sexagem de espermatozoides
apos o descongela-mento dos mesmos; e permite
aproducdo de vérias doses de sémen sexado (com
acuidade de até 85%) congelado por diaaum custo
compativel com o mercado.

A importancia dessa tecnologia é a sua
utilidade para maximizar produgdo animal com
menor custo e vem sendo estudada durante vérios
anos. A possibilidade de produzir, em escala
comercial, doses de sémen enriquecido com
espermatozéides portadores do cromossomo X ou
Y, aumentard os beneficios da utilizacdo da
inseminagdo artificial (1A), conferindo-lhe um
papel relevante na maximizagéo do progresso
gené-tico entre geracoes, de acordo com as neces-
sidades de cada programa de melhoramento
genético e da aptidao do rebanho.

Producéo de leite

Um exemplo s80 as ragas especializadas para
a producdo de leite, nas quais a manutencéo de
gestagdes e 0 hascimento de animais do sexo mas-
culino é um dos fatores de diminui¢do da produ-
tividade e aumento dos custos de produgéo. O
progresso genético serd maximizado em progra-
mas de criagdo para a producéo de leite em que a
propor¢do sexual é controlada por ocasido da
inseminagdo artificial, obtendo-se machos ou
fémeas, quando desegjado (van Vleck et al., 1976).
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VanVleck (1981) e Dematawewa& Berger (1998)
estimaram um custo aproximado de US$19-
US$35,00 por unidade de sémen. Atualmente,
cerca de 150-200 doses de sémen enriquecidas
com espermatozoides X podem ser produzidas por
citbmetro por dia e isso compreende menos que
0,5% das necessidades diarias de doses de sémen
do mercado dos Estados Unidos. Além disso, a
taxade prenhez de novilhas acampo estaem torno
de 35-40% e 55-60% utilizando sémen sexado e
convencional, respectivamente. Esta baixa taxa
(35-40%) € o fator limitante para a utilizagdo do
sémen sexado naquele pais (Weigel, 2004).

Nos rebanhos de elite, conseguiu-se um
progresso genético mais modesto do que aguele
predito anteriormente (Weigel, 2004). O autor
sugere gque a habilidade de alterar a propor¢ao
sexual da progénie de touros e vacas de €elite tem
menor impacto no ganho genético anual, que é
aumentado em torno de 0,4 a1,4%, mesmo quando
associado amuiltiplas ovulagdes e transferénciade
embrides (Weigel, 2004). Entretanto, o autor
referiu-se aestimativas que asel ecdo do sexo teria
um efeito maior nos rebanhos comerciais de
producéo de leite, particularmente naquelas
situagcdes onde o macho tem valor econdmico
minimo ou negativo. Além disso, o uso de selegéo
do sexo na producdo in vitro de embribes (PIV)
minimizariao custo do teste de progénie em cerca
de 33% ja que permitiria apenas a transferéncia
dos embrides do sexo desgjado (Nicholas, 1996).

Producéo de carne

Nos programas de cruzamento industrial a
selecdo do sexo de espermatoz6ides maximizara
a produtividade e permitira obter-se maior
proporcdo de machos (75-90 %) em relagdo as
fémeas (10-25 %) (Hohenboken, 1999). Devido
as diferencas entre 0s sexos nas caracteristicas de
carcaca - 0 peso morto do macho, aos 24 meses é
cerca de 25 % maior que o peso morto da fémea
da mesma idade - o valor de uma progénie com
100 % de machos sera cerca de 34 % maior do
gue aquel acomposta de 40 % de machos (Ruvuna
et al., 1992). Entretanto, existem programas de
cruzamento que sdo beneficiados pel o nascimento
demaior propor¢do defémeas naprimeirageracéo
(F1). Essas fémeas sdo utilizadas como matrizes,
ou seja, inseminadas com touros de ragas ter-
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minais (com caracteristicas de carcagae conversio
alimentar), 0 que possibilita maior rendimento na
producéo de carne apos o abate (Hohenboken,
1999). Esses programas assemelham-se aqueles
sistemas de producdo de carne com ragas puras,
nos quais amaxima produtividade é obtidaquando
todaaprogénie édo sexo feminino (Taylor, 1986).

Em sistemas de producéo de carne utilizando-
Se ragas puras, a conversdo alimentar da matriz é
inversamente proporcional ao nimero de bezerros
gue compde a sua progénie. Assim, no sistemade
producdo de carne, a maxima eficiéncia é alcan-
cada quando a fémea é acasalada quando novilha
produz uma fémea que a repora no rebanho e é
abatida logo apés a desmama da mesma (single-
sex bred heifer ou SSBH). As razfes sdo as
seguintes:

a) nesta idade a matriz assume o papel do
produto no abate, 0 que minimizarao custo
de producgdo do bezerro;

b) quanto maior o nimero de parigdes menor
a conversdo alimentar da fémea.

Com o controle do sexo, por sexagem dos
espermatozoides ou embrides, cada matriz podera
produzir uma bezerra, ou varias (pela inducdo de
multi plas ovulagBes), naprimeiragestacdo e entdo,
ser abatidaapds adesmamadeste produto (Taylor,
1986; Hohenboken, 1999).

Na populacdo de elite, comparou-se aresposta
de selecdo entre um rebanho fechado e submetido
aprogramas de multiplas ovulagBes etransferéncia
de embriGes (MOTE) seria melhorado pelo
aumento da propor¢do de novilhas de 50% para
67% ou 75%. Como rebanho era fechado, a
intensidade de selecéo das fémeas aumentou.
Concomitantemente, houve uma diminui¢do na
intensidade de sele¢do dos machos e nenhum
beneficio liquido com a selecdo do sexo
(Hohenboken, 1999). Assim, como predito, em
uma populacdo fechada, o controle da propor¢do
sexual na progénie tem pouco efeito nas taxas de
resposta selecdo devido a manipulagdo das
intensidades de selecdo de machos ou fémeas
(Hohenboken, 1999).

Per spectivas para a aplicacdo comercial
da sexagem de espermatozdides

A aplicabilidade comercial da sexagem dos

espermatozéides depende do estabelecimento de
umametodol ogia que além de ser compativel com
0 processo de congelacdo, minimize a perda de
espermatozoides durante o processo e ndo reduza
0 poder fecundante dos mesmos. Considerando
estes aspectos, & necessario avaliar aqualidade ndo
somente em relagdo a acuidade de sexagem, mas
também no que diz respeito a viabilidade dos
espermatozoéides apés a descongelacdo das doses
de sémen enriquecidas com espermatozéides
portadores do cromossomo X ou Y. Estes aspectos
sd0 decisivos para tornar factivel a producéo de
doses de sémen enriquecidas com espermatozdides
X ouY pelaindlstria da inseminagdo artificia a
um custo compativel com arealidade do mercado.
Em bovinos, a IA pode ser considerada uma
das técnicas responsaveis pelo incremento da
produtividade. No Brasil, cerca de 7% das fémeas
em idade de reproducdo sdo inseminadas
(Associacdo Brasileira de Inseminagéo Artificial,
2005). O numero crescente de rebanhos subme-
tidos a programas de melhoramento genético e
cruzamento industrial, que tem tido crescimento
expressivo desde 1989, é que permitiu que a
utilizag@o da A apresentasse um crescimento de
350% nos ultimos 10 anos. Estes mesmos
Programas € que permitem que, atualmente, as
vendas de sémen sustentem-se em patamar acima
de sete milhdes de doses por ano (Associacao
Brasileira de Inseminagdo Artificial, 2005). Além
das vantagens zootécnicas (Hohenboken, 1999),
este mercado crescente e potencial paralA é o que
justifica o grande interesse na sexagem de esper-
matozdbides por parte das empresas de colheita e
comercializacdo de sémen que operam no Brasil.
Entretanto, a |A tanto no Brasil como no mundo
estarestritaacercade 5% e 1% do mercado consi-
derando as fémeas em idade de reproducéo ou
registradas, respectivamente (Hasler, 2003).
Varias técnicas descritas até 0 momento para
separacdo de espermatozdides X ou Y envolvem
procedimentos complicados com o uso de equipa-
mentos sofisticados que ainda se encontram em
processo de aperfeicoamento para se adequarem
aindistria de produgdo de sémen, como € 0 caso
do citdbmetro de fluxo. Além disso, todas estas
técnicas, principalmente a citometria de fluxo,
causam danos irreparaveis aos espermatozéides e
ao seu DNA, comprometendo, portanto, a
eficiéncia do espermatozoide no processo de
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fertilizac&o e producdo de embrides capazes de se
desenvolver sem alteracOes no DNA.

Para selecionar 0 sexo de embrides bovinos, 0
mercado também é restrito ja que o volume de
transferéncias corresponde a cerca de 1% do total
das vacas registradas no Brasil e em paises como
Estados Unidos e Canada (Sociedade Brasileira
de Tecnologia de Embrides, 2005; Hasler, 2003).

A separacdo dos espermatozdides porta-dores
do cromossomo X daqueles portadores do Y
baseia-se na detec¢do de pelo menos uma das
seguintes diferencas fenotipicas (fisicas ou
guimicas) entre esses dois tipos de células

Blecher et al. (1999) relataram aidentificacdo
eisolamento de proteinas especificasdo sexo (SSP,
Sex Specific Protein) para obtencdo de anticorpos
especificos do sexo masculino e do sexo feminino.
Apbs aincubagdo com espermatozdides bovinos,
0s anticorpos antiproteinas especificas do sexo
feminino promoveram a aglutinacdo de 50%
daguelas células. As células que ndo sofreram
aglutinacdo produziram in vitro 106 embrides, dos
quais apenas 72 puderam ser sexados por
citogenéticasendo 92% destes do sexo masculino.
N&o foi relatado se a incubagéo de esperma-
tozéides com anticorpos antiproteinas macho
especifica também promoveu o desvio da
proporcdo sexual em favor do sexo feminino. E
importante ressaltar que, a validagdo do método
foi por citogenética, sendo que cerca de 28%
embrides ndo puderam ser sexados por esta
técnica. Os autores postularam a presenca de
diferentes proteinas cromossomais especificas do
sexo, na superficie dos espermatozoides X e 'Y,
originarias de transcri¢&o e traducdo pds-meidtica
e gue ndo seriam capazes de atravessar as pontes
i nteresperméti cas. Os autores consideram que apés
um aprimoramento deste novo método seria
possivel desenvolver umatécnicaimunolégicade
separacdo de espermatozoéides portadores do
cromossomo X e Y, apesar de estudos prévios
(Hendriksen et al ., 1999) reportarem insucesso no
sentido de estabelecer diferencas de proteinas de
membrana entre os espermatozéides X e .

Blecher (1999) registrou a identificacdo das
mol éculas especificas do sexo descrevendo as
possiveis utilizagBes préticas do seu invento,
relatando o desenvolvimento de um método para
asexagem imunol 6gica dos espermatozoides, pela
identificac8o de proteinas especificas do sexo
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(SSP, Sex Specific Protein). Esses métodos
baselam-se na identificagdo e isolamento dessas
proteinas, nasuapurificacdo por cromatografiade
coluna e na obtengdo de anticorpos antiproteinas
especificas do sexo masculino e do sexo feminino.
Apbs aincubagdo com espermatozdides bovinos,
0s anticorpos antiproteinas especificas do sexo
feminino promoveram a aglutinacdo de 50%
daquelas células. As células que ndo sofreram
aglutinagdo produziram in vitro 92% de embrides
do sexo masculino. Néo foi relatado se aincubacéo
de espermatozdides com anticorpos antiproteinas
macho especificas também promoveu o desvio da
proporcéo sexua em favor do sexo feminino. Os
autores postularam a presenca de diferentes
proteinas cromossomais especificas do sexo, na
superficie dos espermatozéides X e, originarias
de transcricao e traducdo pds-meidtica e que ndo
seriam capazes de atravessar as pontes interes-
permaticas.

Um aprimoramento deste método se faz
necessario parasuaaplicacdo em escalacomercial
e em programas de melhoramento genético e
producdo animal ja que os autores nao relatam o
desvio da proporgdo sexual em favor do sexo
feminino, o qual é preferido nestes programas. O
autor afirma que o resultado preliminar da
identificacdo destas moléculas poderia, no futuro
ser utilizado em escala comercial para sexagem
de espermatozoéides por técnica imunol égica.

A despeito da existéncia das patentes sobre
sexagem de espermatozoéides pelo método
imunol égico, estudos €l etrof oréticos damembrana
dos espermatozéides X ou Y, separados por
citometria de fluxo, tém demonstrado que néo é
possive identificar-se diferencas entre as proteinas
de membrana dos portadores do cromossomo X
ou Y (Hendriksen et al., 1999). A explicagdo
poderia ser a existéncia de varios mecanismos
bioldgicos para prevenir a expressdo haploide e a
possivel troca de MRNA devido a presenca de
pontes citoplasmaticas entre as espermétides X e
Y (Ericksson et al., 1981).

A quantidade de DNA entre 0s cromossomos
X eY variasignificativamente entre as espéciese,
até o momento é a Unica diferenca estabelecida e
validada cientificamente paraaseparaco eficiente
de espermatozoides X ou Y in vitro (Johnson et
al., 1994). Em bovinos, estadiferencano contetido
de DNA chega a cerca de 4,0 % (Garner et al.,
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1983; Johnson, 1994; Garner, 2006). Com base
nesta diferenca, existem duas técnicas que podem
ser utilizadas para a selecdo do sexo dos esper-
matozoides: acitometriadefluxo eacentrifugacao
em gradiente de densidade.

A diferenca entre a quantidade de DNA dos
espermatozdides X ou'Y é evidenciada utilizando-
se um corante fluorescente. Apés a coloracdo, os
espermatozoides X ou Y sdo separados de acordo
com a intensidade de fluorescéncia em um
citdmetro de fluxo (Johnson & Welch, 1999).

As primeiras publicagdes sobre a sexagem de
espermatozdides bovinos utilizando citometria de
fluxo relatavam acuidade de 90% quando a
velocidade do fluxo é de cerca de 100 células por
segundo, 0 que corresponde a aproximadamente
2x10° espermatozéides a cada 5-6 horas. Naguela
época, eram necessarias cerca de 30 horas para
separar a quantidade de espermatozéides
necesséria para produzir uma dose de sémen
congelado para inseminagdo artificial por via
cervical, que é avia utilizada convencionalmente
(Johnson et al., 1994; Seidel et al., 1996). No
entanto, durante os Ultimos anos muitos estudos
foram efetuados no sentido de otimizar os resul-
tados obtidos com esta técnica. Alguns aspectos
foram substancialmente modificados com o
objetivo de vencer as limitagbes da técnica. Por
exemplo, a variabilidade ou heterogeneidade do
sina de fluorescénciados espermatozoides devido
apequenavariacdo de DNA (3 a4%), nasdigtintas
espécies de mamiferos, nos cromossomos X ou 'Y, a
qual é superada pelo uso de um novo sistema
orientado por um funil. Este novo sistema, dliado a0
uso de um equipamento separador de céulas com
elevadavelocidade, promoveu a separacdo de mais
de 11 milhdes de espermatozdides portadores do
cromossomo X por hora, com 85 a 90% de pureza
(Johnson & Welch, 1999).

Neste sentido, vale lembrar que a pureza dos
espermatozoéides separados pela citometria de
fluxo pode ficar em torno de 85 % quando a
velocidade de separacéo de apenas uma das
subpopulagdes € de 11 milhGes/hora. Entretanto,
guando essavel ocidade de fluxo é aumentada para
18 milhBes/hora a pureza dos espermatozoides
diminui para 75 % (Johnson & Welch, 1999).

Entre osfatores que aindalimitam a eficiéncia
destatécnicadestacam-se, principalmente, o baixo
ndmero de espermatozoides sexados viaveis; a

longa exposi¢éo ao corante toxico sob altatempe-
ratura e a necessidade de utilizar sémen in natura
(Johnson et al., 1994).

Com o aumento da eficiéncia dos protocolos
defecundagao in vitro poucos espermatozdides séo
necessarios para fecundar um odcito. Assim, a
probabilidade do emprego desta técnica é maior.
Em bovinos, utilizando-se 5 a 10 mil esperma-
toz6i des sexados/obcito € possivel, por citometria
de fluxo, separar-se por hora espermatozoides X
suficientes para se fecundar até 2200 odcitos.
Entretanto, utilizando espermatozdides sexados,
sem submeté-los a congelagdo, obtém-se indice
de apenas 66% de clivagem, 16 a 20% de desen-
volvimento (Lu et al., 1999; Guthrie et al., 2002).
A utilizag8o de espermatoz6ides sexado congel ado
podera reduzir drasticamente estas taxas.

Jonhson (2000) destaca que a capacitagcdo
prematura é claramente uma caracteristica do
espermatozéide sexado pelo citdmetro, o que é
uma desvantagem para o espermatozdide que sera
destinado a estocagem (congelagéo), mas é uma
vantagem para 0 espermatozoide que serd usado
imediatamente ap0s a separacdo para fazer FIV,
dispensando ainducdo da capacitacdo dos esperma-
tozdides antes da fertilizacao.

Outra limitagdo é a diminui¢do da eficiéncia
de sexagem de espermatozdides descongel ados,
devido ao fato da congelagdo prejudicar a unifor-
midade da coloragéo dos nlcleos, com o corante
Hoechst 33342 (Johnson et al., 1994). Isto
restringe a utilizac&o dos melhores touros (touros
provados), dentro de cada raca, nos programas
de melhoramento animal eteste de progénie que
utilizam a producdo in vitro de embrides.

Apesar dos tratamentos utilizados no método
de citometria de fluxo (coloragdo com Hoechst
33342 e exposicdo a luz ultravioleta) aparen-
temente ndo impedirem o desenvolvimento invitro
do zigoto, Libbus et al. (1987) observaram
aberragdes cromossdmicas em 50 % dos esperma:
tozGides de Microtus oregoni, apds a sexagem por
esse método. A freqliéncia das quebras, por
exemplo, foi de 0,6 e 2,9 no grupo controle e
naquele que recebeu o tratamento, respectiva-
mente. O nimero total de aberractes por célula
chegou a 7,5.

Além disso, em bovinos a motilidade de
espermatozdides sexados por essa técnica foi de
apenas 51% para as fragdes X ou Y (Johnson &

© 2007 Sociedade Brasileira de Zootecnia



224 Hossepian de Lima, V.F.M.

Welch, 1999). Ap6s o processo de congelacdo e
descongelacdo a motilidade diminuiu para 45%
(laser regulado para 100 mW; 351, 364 nm) e
apenas 65% dos espermatozdides sexados manti-
veram aintegridade do acrossoma (Schenk et al.,
1999).

Esses espermatozéides descongelados (1 a 3
milhBes/dose) quando depositados no corpo e nos
cornosdo Utero de novilhas produziram um indice
de prenhez médio de 48,5 % e 50,5%, respec-
tivamente. Neste trabalho, foram obtidas 108
prenhezes utilizando espermatozéides congelados
portadores do cromossomo X em |A no corpo ou
cornos uterinos, das quais 88 (81,5%) eram de
fetos do sexo feminino, conforme diagnostico por
ultra-sonografia (Seidel & Johnson, 1999). Esses
fatores, associados ao pequeno nimero de células
separadas por hora, dificultam a aplicacéo
comercial desta técnica e incentivam a investiga-
¢éo de outra diferenca fenotipica entre os
espermatozoides X eY que possaser discriminada
por citometria de fluxo. Um exemplo € o trabalho
devan Munster et al. (1999 a,b) que confirmaram
a existéncia de diferenca no volume da cabeca
entre os espermatozoides X ou Y e a propuseram
€Omo um parametro alternativo para sexagem por
citometria de fluxo. Entretanto, os autores ainda
ndo descreveram as modificacfes que serdo neces-
sérias no citbmetro de fluxo, para viabilizar a
sexagem utilizando esse parémetro. Além disso,
ndo ha garantiade que este novo sistemamantenha
a viabilidade espermética durante o processo, ja
gue outros fatores ainda ndo quantificados podem
prejudicar essa viabilidade, tais como:

a) avelocidade em que o fluxo de esperma-

tozGides passa pelo citdmetro;

b) atemperatura na qual os espermatozoides

s80 mantidos durante o processo;

C) O tempo gasto durante o processo para

separacdo dos espermatozoides.

Apesar da necessidade de uso de doses de
sémen com baixissima quantidade de esper-
matozoéides (compativel com a producéo do
citdbmetro) e da baixa viabilidade espermatica pés
sexagem, acitometria de fluxo tem sido o método
mai s estudado por varios grupos nos Ultimos vinte
anos devido, principalmente, a acuidade de
sexagem que pode atingir até 95% (Garner, 2000).
Entretanto, a revisdo da literatura denota que os
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resultados de fertilidade a campo utilizando os
espermatozoi des sexados por este método demons-
tram indices favordveis em condices experimen-
tais e estritamente controladas. Espermatoz6ides
descongelados (1 a 3 milhdes/dose) quando
depositados no corpo do Utero de novilhas produ-
ziram um indice de prenhez médio de 48,5% e
50,5% quando depositados nos cornos uterinos
(Seidel et al., 1999). Neste trabalho foram obtidas
108 prenhezes utilizando espermatozoides
congelados portadores do cromossomo X em A
NO COrpo Ou cornos uterinos, das quais 88 (81,5%)
eram de fetos do sexo feminino, conforme diag-
néstico por ultra-sonografia (Seidel & Johnson,
1999).

Nos Estados Unidos, resultados de um teste
de campo compararam astaxas de prenhez, conse-
guidas com espermatozoides sexados por citome-
triadefluxo, em rebanhos com baixa, mediaeata
eficiéncia reprodutiva. A taxa média de prenhez
utilizando doses de sémen convencional foi de
58%, enquanto que utilizando sémen com esper-
matozdides sexados nesses rebanhos as taxas de
gestagcdo foram 21, 37, e 35%, respectivamente.
Considerando esses resultados, torna-se evidente
gue os espermatozoides sexados por citometriade
fluxo comprometem a taxa de gestacéo, pelo
menos atualmente, e estratégias para a aplicacao
comercial in vivo desse sémen deveriam ter como
foco caminhos para se obter um beneficio efetivo,
incluindo a idade a primeira paricdo, frente ao
custo de utilizagdo (Weigel, 2004).

Na Finlandia, outro teste de campo (em uma
cooperativa de producéo de leite) comparou as
taxas de prenhez, conseguidas com esperma-
tozGides sexados por citometria de fluxo (foram
utilizadas 157 doses) e com sémen convencional
(foram utilizadas 149 doses). A taxa média de
prenhez utilizando doses de sémen convencional
foi de 46%, enquanto que utilizando sémen com
espermatozoides sexados nesses rebanhos a taxa
de gestacdo foi 21%, respectivamente. Assim
nasceram mais bezerras ap6s a |A com sémen
convencional (33 bezerras) do que como sémen
sexado (27 bezerras) (Andersson et al., 2006).
Considerando esses resultados, torna-se evidente
gue os espermatoz6ides sexados por citometriade
fluxo comprometem a taxa de gestacéo, pelo
menos atualmente, e estratégias para a aplicacao
comercial in vivo desse sémen deveriam ter como
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foco caminhos para se obter um beneficio efetivo,
incluindo a idade a primeira pari¢do, frente ao
custo de utilizagdo (Weigel, 2004).

A citometriade fluxo é considerada por alguns
autores a técnica mais promissora, devido a
acuidade de separacdo estar em torno de 90 %.
Entretanto, ela tem se demonstrado altamente
dispendiosa, e a capacidade de fecundacdo dos
espermatozéides é significativamente reduzida
(Cran et al., 1995).

Para exemplificar, ha dados da literatura
(Johnson & Welch, 1999) que demonstram que,
por citometriadefluxo, é necessariaumahorapara
se produzir 18 milh8es de espermatozoéides
sexados com pureza de 75% e com viabilidade
comprometida apos descongel agdo namaioriadas
vezes. Utilizando a centrifugagdo em gradiente de
densidade conseguiu-se produzir no mesmo
periodo de tempo pelo menos 450 milhdes de
espermatozoides sexados com pureza de até 81%
e mantendo-se a viabilidade espermética em
indices comparaveis ao sémen ndo sexado
(Hossepian de Lima et al., 2003).

Os procedimentos envolvendo sedimen-tacdo
ou centrifugacdo de espermatozoides baseiam-se
na diferenca de densidade existente entre os
portadores do cromossomo X ou Y. Sumner &
Robinson (1976) analisaram por microinter-
ferometria a cabeca dos espermatozdides e verifi-
caram que os portadores do cromossomo X contém
mais DNA e proteina nuclear que os espermato-
z0ides Y e que esta diferenca € proporciona a
diferenca de massa entre os dois tipos de células.
A andlise de espermatozoides X ou Y de vérias
espécies por mensuragao das crométides (Moruzzi,
1979) ou por citometria de fluxo (Garner et al.,
1983; Garner, 2006) revelaram que adiferencano
conteldo de DNA varia de 2,8% na espécie
humanaa 12,5% no Microtus oregoni (Johnson &
Clarke, 1990). Nos animais domésticos, as
diferencas de DNA entre os espermatozdides X
ou Y variam de 3,5% a 4,2%, sendo que nos
bovinoselaéde cercade 4,0% (Garner et al., 1983;
Johnson et al., 1994; Garner, 2006). Nestaespécie,
observou-se uma diferencamédiasignificativado
contetdo de DNA dos espermatozéides X ou Y
entre as ragas, mas ndo entre os individuos da
mesmaraca. Entre os espermatozéides X ou Y de
touros Jersey observou-se a maior diferenca
(4,24%) quando comparada com as ragas Angus

(4,05%), Hereford (4,03%), Holstein (3,98%) e
Brahman (3,73%) que apresenta a menor
diferenca. A grande quantidade de agua e de
lipideos contida na cabeca dos espermatozoides,
jaque o DNA corresponde aapenas 18% damassa
fazem com que a diferenca do conteido de DNA
produza uma pequena diferenca no peso e,
conseglientemente, na densidade. Em 1982,
Meistrich estimou que adiferenca no contetido de
DNA dos espermatozoides X ou Y de bovinos
resulta em uma diferenca de densidade de 7X10*
g/lcm?®, ou 0,06% da densidade em relagdo a um
espermatozoide X. O autor salientou que esta
diferenca faz com que a separacdo dos dois tipos
de espermatozoides seja possivel desde que se
utilizem gradientes com alta resolugdo de
densidade.

Em bovinos, Blottner et al. (1993) utilizaram
centrifugac@o em gradiente de Percoll para a
separacdo dos espermatozdides bovinos portadores
do cromossomo X ou Y. O gradiente consistiu de
10 camadas de 0,6 ml de soluctes de Percoll com
concentragdes variando entre 22% e 48%. Este
método propiciou um enriquecimento de mais de
75% de espermatozéides X ou Y nas fragbes
inferiores e superiores, respectivamente, como
verificado por hibridizagdo in situ. Apos as duas
centrifugacBes, 0s espermatozoides de ambas
fragcbes ndo demonstraram nenhuma diferenca
significativa quanto a morfologia. A inducgéo da
reacdo acrossdbmica demonstrou capacitacéo
normal. Os espermatozéides de ambas fracbes
foram utilizados para producéo in vitro de
embriBes que foram sexados por PCR, o que
demonstrou que a utilizagdo de espermatozoides
dafrac8o superior e inferior resultaram em 75% e
92% de embriBes do sexo masculino e feminino,
respectivamente.

Recentemente, Hossepian deLimaet al. (2003)
descreveram em patente gradientes compostos de
soluces isotdnicas feitas a partir de substancias
compostas de particulas coloidais ou gradientes
feitos com solucBes isotdnicas a partir de compo-
nentes iodinatados que permitem em uma Unica
centrifugacdo, separar as impurezas (particulas
leves, espermatozoOides imaturos, células,
bactérias, etc) dos espermatozéides viaveis e,
dentre estes, separar os espermatozéides X dos Y.
A diminuicdo do nimero de centrifugacGes
permite, sem aterar a acuidade de separacdo dos
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espermatozoéides X e Y, diminuir as injurias
causadas nos espermatozdides pelas sucessivas
centrifugacfes e manipulacBes e assim preservar
a resisténcia dos mesmos ao processo de
congelagdo.

A introducd@o de componentes iodinatados
(desenvolvidos para uso como contraste em
procedimentos utilizando raios-X) como meio para
gradientes de densidade ofereceu novas
oportunidades para melhorar os métodos de sepa-
racdo de material biol 6gico, especialmente células
eorganelas subcelulares. Oiodixanol éum compo-
nente iodinatado néo i6nico desenvolvido para
estudos envolvendo raios-X e caracteriza-se por
ser umaformadiméricado Nycodenz eter o dobro
do seu peso molecular. Na separagéo de organelas
subcelulares, o iodixanol apresenta vantagens
sobre o Percoll e o Nycodenz, ja que é denso o
suficiente paraproduzir gradientes com densidades
superioresa 1,32 g/ml ecom osmolaridadeinferior
a 300 mOsm (Graham et al., 1994).

A venda de sémen previamente sexado € um
evento t&o esperado no mercado que vem sendo
anunciado haalguns anos pel asindstrias do setor.
Nenhuma dessas previsdesfoi concretizadajaque
a comercializacdo esta restrita ao mercado local,
com um pequeno nimero de doses produzidas por
ano, muito aquém da demanda mundial. Além
disso, as empresas afirmam que essas doses teréo
um baixo nimero de espermatozdides (nos testes
foram utilizados 1-3x10° espermatozéides por
dose) o que poderdinviabilizar a utilizagdo deste
método para producdo de doses de sémen
destinadas a IA convencional. Provavelmente, a
comercializacdo do sémen sexado nesta con-
centragdo encontrara barreiras na legislagao
brasileirae de outros paises que tém como nimero
minimo para comercializagdo 10 x 10° esperma-
tozoides vivos viaveis por dose (Telford et al.,
2003).

Estimativas daliteraturacientificademonstram
gue os métodos de sexagem de espermatozoides
poderiam ter as seguintes vantagens paraaumentar
0 progresso genético e producdo animal:

» produzir doses de sémen enriquecidas com
espermatozéides portadores do cromos-
somo X ou'Y por centrifugacdo em gradiente
de densidade, em escala comercial, por um
processo compativel com o processo de
envase e congel acdo de sémen existentesem
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empresas especializadas na producgéo e
comercializacdo de sémen congelado;

* ndo comprometer a capacidade fecundante
dos espermatozoides;

» ser comercializada para utilizacdo em
programas de |A (Inseminacdo Artificial)
utilizando a técnica tradicional (sémen
depositado logo apdsacérvix) eem variadas
condicdes de manejo reprodutivo, obtendo-
se indice de prenhez e nascimentos de pelo
menos 50% em bovinos de leite e 85% em
bovinos de corte;

 ser utilizada em sémen congelado apos a
descongelacdo, o que permite a utilizacdo
dos melhores touros (touros provados),
dentro de cada raga, nos programas de
melhoramento animal e testes de progénie
que utilizam a producdo in vitro de
embrides, ao contrério da técnica por
citometria, na qual a congelacdo e descon-
gelacdo dos espermatozoides diminui a
eficiéncia de sexagem devido ao fato da
congelacdo prejudicar a uniformidade da
coloragdo dos nucleos, com o corante
Hoechst 33342;

 ser utilizadaparaPIV (Produc&o in vitro de
embrides) obtendo-se indices de clivagem
e desenvolvimento embrionério acima de
75% e 35%, respectivamente;

« ter baixo investimento em equipamentos

A aplicabilidade comercial da sexagem dos
espermatozéides depende do estabelecimento de
uma metodol ogia que além de ser compativel com
0 processo de congelacdo, minimize a perda de
espermatozoides durante o processo e ndo reduza
0 poder fecundante dos mesmos. Considerando
estes aspectos, € necessario avaliar aqualidade ndo
somente em relagdo a acuidade de sexagem, mas
também no que diz respeito a viabilidade dos
espermatozéides apés a descongelagdo das doses
de sémen congelado enriquecidas com esperma-
toz6ides portadores do cromossomo X ou Y.

Assim, é dificil concluir como seriam os
resultados em paises como o Brasil, que possuem
uma pecudria caracterizada por heterogeneidade
de condi¢des de manejo. Neste sentido, considera
se que para a realidade brasileira, € mais interes-
sante optar-se por desenvolver uma metodologia
de baixo custo, que atinja acuidade de sexagem
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em torno de 75%, mas que permita, em condi¢oes
variadas de manegjo, obter-se indices de fertilidade
satisfatorios.

O cenério da pecuaria brasileira se comparado
ao mundial permite prever que, no curto prazo, 0s
criadores utilizardo os espermatozéides sexados
nos procedimentos de PIV enquanto o retorno
monetério obtido, com o bezerro do sexo desejado,
exceder o custo deo produzir. Entretanto, nolongo
prazo, os criadores somente utilizardo os esper-
matoz6i des sexados se esse procedimento efetivar
mente maximizar o ganho genético anual e a
produtividade. Além disso, caso a biosseguranca
sgja negligenciada, no longo prazo a sele¢do do
sexo podera contribuir nesse sentido. Nos Estados
Unidos, por exemplo, rebanhos comerciais e de
elite tem expandido rapidamente em muitos
estados, ja que a pressao financeira leva muitos
pecuaristas a buscar a economia em escala. Para
essa expansdo, os rebanhos fechados vém
utilizando a PIV e a selegdo do sexo em matrizes
do préprio rebanho e adquiridas em leildes,
exposi¢des agropecudrias ou de outros criadores.
Quando essas matrizes ou as receptoras prenhez
chegam, todos os animais da propriedade podem
ser expostos a muitos novos patdgenos (por
exemplo, Leptospirose, Paratuberculose). A taxa
de descarte involuntério subsequiente aumenta
devido amaior freqiiéncia de doencas, inabilidade
das vacas se adaptarem e pobre potencial genético
entre os animais comprados e seus descendentes
(Weigel, 2004). Como resultado, os pecuaristas
necessitam demaisanimais dereposi¢éo, eociclo
continua. Provavelmente, a possibilidade de
utilizagdo da selecéo do sexo na PIV impor4 aos
técnicos o desafio de permitir que os criadores
aumentem o nimero defémeasapartir derebanhos
fechados para evitar os problemas sanitarios.
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