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RESUMO

A predeterminagao do sexo da progénie € um desejo entre os criadores, uma vez que permite
o direcionamento do sexo dos animais nascidos, segundo a finalidade do sistema de
producdo. Com a descoberta dos cromossomos sexuais X e Y, estudos para a pré-selegao do
sexo seguiram um direcionamento cientifico, a fim de desenvolver técnicas para a separagao
das populagdes de espermatozoides portadores destes cromossomos. Com esta finalidade foi
desenvolvido e aprimorado o método de separacdo em citometro de fluxo, que ¢ de alta
precisdao, embora apresente custo elevado e cause injurias aos espermatozoides. Por
conseguinte, protocolos alternativos vém sendo buscados para viabilizar a sexagem
espermatica, sem maiores prejuizos estruturais e funcionais aos gametas, no que se destacam
os gradientes de densidade de Percoll®. Em decorréncia do potencial biotecnologico da
sexagem espermatica, visando maximizar a producao animal, foi objetivado com esta revisao
expor os pontos positivos e negativos das duas principais técnicas usadas para este fim.

Palavras-chave: Citometria de fluxo, gradientes de densidade, injurias, Percoll, populagdes
espermaticas.

ABSTRACT

The predetermination of progeny sex is a desire among breeders, since it allows the sexing
of born animals according the purpose of the production system. With the discovery of the
sex chromosomes X and Y, the sex pre-selection studies followed a scientific direction, in
order to develop techniques for the separation of sperm populations with these
chromosomes. For this purpose it was developed and improved the flow cytometer
separation method, which is highly accurate, although presenting a high cost and causing
sperm injuries. Therefore, alternative protocols have been sought to enable sperm sexing,
without major structural and functional damage to gametes, with emphasis on Percoll®
density gradients. Due to the biotechnological potential of sperm sexing, in order to
maximize the animal production, it was objectified in this review expose the positive and
negative points of the two main techniques used for this purpose.
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INTRODUCAO

O setor agropecuario contribui significativamente para a geragao do produto interno
bruto (PIB) brasileiro e a consolidacdo da economia deste pais (MAPA, 2017). Neste
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sentido, o uso de biotecnologias para a otimiza¢do do manejo reprodutivo e da produtividade
animal €, incessantemente, alvo de estudos cientificos (SAKASHITA et al., 2012).

Dentre as biotécnicas da reprodu¢do mais utilizadas encontram-se a inseminacao
artificial (IA), a criopreservagdo de gametas, a superovulacao, a transferéncia de embrides,
arecuperacao de oocitos e a fertilizagdo in vitro. Em adigao, estdo em expansao na industria
pecuaria a clonagem, a transgenia, a biologia de células tronco e a sexagem de
espermatozoides e embrides (VIEIRA, 2012).

Desde a descoberta dos cromossomos sexuais X e Y, surgiu o desejo pela sexagem
dos espermatozoides e, consequentemente, de estudos para o desenvolvimento de técnicas
viaveis de separagdo das populagdes espermaticas (JOHNSON, 1995; SEIDEL Jr., 2007).
Isso porque, por meio da sexagem espermatica o sexo da prole pode ser predeterminado e
direcionado segundo a aptiddo do rebanho (HOSSEPIAN de LIMA, 2007; KLINC e RATH,
2007), potencializando o ganho genético, facilitando o manejo e aumentando os lucros da
criacdo (OLIVEIRA et al., 2013).

Dentre as técnicas desenvolvidas para a sexagem de espermatozoides destacam-se
a citometria de fluxo (SEIDEL Jr., 2003) e os gradientes de densidade de Percoll®
(HOSSEPIAN de LIMA, 2007). Assim, em virtude do potencial biotecnologico da sexagem
espermatica para a producdo animal, foi objetivado com esta revisdo expor os pontos
favoraveis e desfavoraveis da separacdo espermatica por citometria de fluxo e gradientes de
densidade de Percoll®.

DESENVOLVIMENTO
Sexagem espermatica

A predeterminagao do sexo da progénie ¢ uma biotécnica muito desejada pelo setor
pecuério (ALMEIDA e ALVAREZ, 2003; SEIDEL Jr, 2003; WHEELER et al., 2006) e que
contribui para o aumento da eficiéncia mundial na produ¢do de alimentos (ABDULLAH et
al., 2008). Em mamiferos, diferentes rotas tecnologicas tém sido seguidas neste sentido
(HOSSEPIAN de LIMA, 2007), como a determinagdo do sexo de embrides pré-implantagao
e a sexagem espermatica (MURTA et al., 2013). Contudo, esta ultima biotecnologia se
sobressai em virtude da maior praticidade e da inexisténcia de limitagdes éticas (JOHNSON,
2000).

Por conseguinte, a sexagem de espermatozoides ¢ uma técnica de grande
importancia econdmica entre as espécies de interesse zootécnico (HABERMANN et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2013). O uso do sémen sexado permite o direcionamento do
rebanho, de acordo com sua aptidao produtiva (HABERMANN et al., 2005; HOSSEPIAN
de LIMA, 2007; KLINC e RATH, 2007), e a consequente maximizagdo do ganho genético
(HOSSEPIAN de LIMA, 2007; MURTA et al., 2013), produtividade e lucratividade
(HABERMANN et al., 2005; HOSSEPIAN de LIMA, 2007; OLIVEIRA et al., 2013).

Com base no exposto, o uso do sémen sexado, em associagdo a outras
biotecnologias da reproducao, tem sido proposto como uma forma de aumentar a eficiéncia
produtiva de rebanhos, como os caprinos, em termos biologicos e economicos (PARRILLA
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etal.,2004). Contudo, vale ressaltar que a aplicagdo pratica deste material biol6gico depende
do custo beneficio, resultados de fertilidade, eficiéncia e facilidade do seu uso (JOHNSON,
2000; MAXWELL et al., 2004).

Como o sexo dos mamiferos ¢ determinado pelos cromossomos sexuais X e Y,
presentes nos espermatozoides (GARNER, 2001), muitas técnicas de sexagem tém sido
propostas com base nas diferencas quimicas e fisicas, existentes entre estas duas populacdes
(FLAHERTY e MATTHEWS, 1996; MURTA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013). O
parametro a ser utilizado como base para a separagdo espermatica deve ter baixa variacao
bioldgica, o que ¢ determinante para a pureza e rendimento da amostra (VAN MUNSTER
et al., 1999). Este ¢ um fator limitante e responsavel pelos resultados conflitantes, devido a
incapacidade de separar os espermatozoides X e Y por muitas metodologias desenvolvidas
(FLAHERTY e MATTHEWS, 1996).

Até o momento, a constitui¢do cromossomica e, consequentemente, o contetido de
DNA ¢ a tunica diferenca, estabelecida e validada cientificamente, em que podem ser
baseados os métodos para a separacao eficiente de espermatozoides X e Y in vitro
(OLIVEIRA et al., 2013). O conteado de DNA difere entre os cromossomos sexuais, em
graus variaveis, de acordo com as espécies (Fig. 01) (JOHNSON, 2000; GARNER, 2001).

Diferencas (%)
DNA de espermatozoides X e Y

Figura 01: Diagrama com as diferencas no contetido de DNA entre os cromossomos sexuais
X eY em diferentes espécies. (Fonte: Adaptada de Garner, 2006 ¢ Parrilla et al., 2004)

Na espécie caprina, por exemplo, a diferenca no conteido de DNA entre os
espermatozoides X e Y ¢ de 4,4%, o que permite a precisa identificacdo das duas populagdes
e torna a técnica de sexagem atrativa para esses animais (PARRILLA et al., 2004). Em
contrapartida, estas técnicas ¢ o uso do s€émen sexado ainda precisam ser introduzidos na
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caprinocultura (ALEXANDER et al., 2010), sendo os relatos existentes ainda muito restritos
(BATHGATE et al., 2013; SUREKA et al., 2013). Tal fato pode ser justificado pelo alto
custo da metodologia comercialmente vigente (EVANS et al., 2004; MURTA et al., 2013),
0o que tem determinado a busca pelo desenvolvimento de metodologias alternativas
(SUREKA et al., 2013).

Para que a técnica de sexagem de espermatozoides passe a ser amplamente aceita e
adotada, nao deve danificar os gametas ¢ nem comprometer a fertilidade; deve permitir a
congelagdo do sémen, ter acuidade de separagdo de espermatozoides X e Y proximo a 100%
e determinar minimas perdas espermaticas (ALMEIDA e ALVAREZ, 2003;
HABERMANN et al., 2005). Além disso, a técnica deve ser reproduzivel, simples, rapida e
de baixo custo para permitir sua difusdo no mercado (ALMEIDA e ALVAREZ, 2003).
Entretanto, embora nenhum método existente consiga reunir todas as condigdes necessarias
para sua utilizagdo, os métodos do citometro de fluxo e da centrifugagdo em gradientes de
densidade se destacam (HOSSEPIAN de LIMA et al., 2003; HOSSEPIAN de LIMA, 2007,
OLIVEIRA et al., 2013), enquanto que outras técnicas foram abandonadas (ALMEIDA e
ALVAREZ, 2003).

Sexagem em citometro de fluxo

A sexagem em citdmetro de fluxo ¢ o método de separacdo fisica de
espermatozoides que tem hoje o maior reconhecimento (ALMEIDA e ALVAREZ, 2003).
Essa metodologia se baseia na diferenca entre o conteido de DNA de espermatozoides
portadores dos cromossomos sexuais X ¢ Y (FLAHERTY e MATTHEWS, 1996;
JOHNSON, 2000; SHARPE e EVANS, 2009), conforme anteriormente descrito (Fig. 01).
Assim sendo, quanto maior a diferenca entre o conteudo de DNA, mais eficientemente as
subpopulagdes de espermatozoides sdo identificadas e separadas (MAXWELL et al., 2004).

Até o momento, a sexagem por citometro de fluxo ¢ a unica metodologia que
permite o real enriquecimento das amostras com espermatozoides X ou Y (FLAHERTY e
MATTHEWS, 1996; JOHNSON, 2000; MURTA et al., 2013). Portanto, este ¢ o Unico
método completamente validado para a pré-selecao do sexo de mamiferos (JOHNSON,
2000), sendo considerado como de referéncia (ALMEIDA e ALVAREZ, 2003) e, por isso,
comercialmente disseminado. Por meio desta técnica, a separacao de espermatozoides X e
Y atinge pureza superior a 85% (JOHNSON, 2000; GARNER, 2001; MAXWELL et al.,
2004).

A técnica de sexagem por citometria de fluxo baseia-se na coloracdo diferencial dos
espermatozoides, emissdo de raios laser e forgas hidrodinamicas que direcionam os gametas
durante a separagdo (MURTA et al., 2013). Assim, ap6s excitagdo pelo laser ultravioleta
(UV), os espermatozoides corados com fluorocromo especifico para DNA (HOECHST
33342) tém a quantidade do material genético mensurada (SHARPE ¢ EVANS, 2009).
Como a quantidade de DNA difere entre as subpopulagdes X e Y, a intensidade de
fluorescéncia também difere, permitindo a identificacdo e separacdo dos gametas
(JOHNSON, 2000; GARNER, 2001).

Apesar das vantagens, a sexagem em citometro de fluxo ¢ um procedimento de alto
custo, sofisticado (EVANS et al., 2004; MURTA et al., 2013) e sem portabilidade,
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necessitando de equipamento caro e mao de obra qualificada para ser realizado (EVANS et
al., 2004). Além disso, este ¢ um processo lento (ALMEIDA e ALVAREZ, 2003;
MAXWELL et al., 2004; WHEELER et al., 2006), permitindo a separacio de apenas 6 x10°
espermatozoides de cada subpopulacdo (X e Y) por hora ou 18 x10° espermatozoides por
hora (JOHNSON, 2000; ALMEIDA e¢ ALVAREZ, 2003). Consequentemente, visando
atingir custo-beneficio, a dose inseminante com sémen sexado contém baixa concentracao
espermatica (cerca de 2,5 milhodes de células) (ALMEIDA e ALVAREZ, 2003; EVANS et
al., 2004).

Adicionalmente, o processo de sexagem em citdmetro pode causar danos
irreversiveis aos gametas masculinos e ao seu DNA, com consequente comprometimento da
fertilidade e da producao de embrides viaveis (MAXWELL et al., 2004; De JARNETTE et
al., 2011; MURTA et al., 2013). Isso porque, apesar das células danificadas serem
eliminadas durante o processo de separagdo, as que sobrevivem tém menor tempo de vida
(MAXWELL et al., 2004; GARNER, 2006). Nesse contexto, a associagdo entre as técnicas
de sexagem e congelacdo do s€émen ¢ dificultada (MURTA et al., 2013), uma vez que durante
a segunda os danos gerados na primeira sao potencializados (ALMEIDA ¢ ALVAREZ,
2003).

As possiveis causas de injurias aos espermatozoides submetidos ao citometro de
fluxo parecem estar associadas ao uso de corantes, alta diluicdo, incubacdo por longo
periodo, exposi¢do a alta pressdo, ao laser UV e a centrifugacdo apos a sexagem (JOHNSON,
2000; EVANS et al., 2004; MAXWELL et al., 2004; GARNER, 2006). As altas taxas de
diluicao sdao responsaveis por induzir processo semelhante a capacitacdo, enquanto a alta
pressao utilizada compromete a cinética espermatica (EVANS et al., 2004).

Com base no anteriormente exposto, a espécie bovina ¢ a inica em que a sexagem
por citdmetro de fluxo ¢ usada comercialmente (MAXWELL et al., 2004). Nos demais
animais de interesse zootécnico hd demanda pelo uso, mas o alto custo limita a adogdo da
biotecnologia (EVANS et al., 2004). Assim, apesar da técnica de sexagem ser atrativa para
a espécie caprina (PARRILLA et al., 2004), existe apenas um relato com o uso do citdmetro
de fluxo para a separagdo de seus espermatozoides (BATHGATE et al., 2013).

Bathgate et al. (2013) relatam que a acuidade de separagdo entre as subpopulagdes
de espermatozoides caprinos X e Y foi superior a 90%, bem como estes gametas resistiram
aos processos de sexagem e congelacdo, com obtengdo de resultado positivo, embora
preliminar, apds a IA. Em contrapartida, vale ressaltar que a qualidade do sémen sexado e
congelado, obtida neste estudo, foi baixa, tendo sido as médias mais altas de motilidade e
viabilidade espermatica de 28,83% e 41,00%, respectivamente. Além disso, a fertilidade
apos IA com espermatozoides X foi comprometida, tendo sido gerado apenas um produto
(embora do sexo desejado) das oito inseminagdes realizadas, enquanto com o sémen ndo
sexado foram gerados quatro produtos das seis inseminagdes, dos quais trés foram do sexo
feminino.

Sexagem por centrifugacio em gradientes de densidade de Percoll®

Embora a sexagem em citometro de fluxo possibilite a separacdo dos
espermatozoides X e Y com quase 100% de pureza (JOHNSON, 2000), o método ¢ laborioso
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e caro (ANDERSEN e BYSKOV, 1997; HOSSEPIAN de LIMA, 2007). Além disso, ¢é
prejudicial aos gametas (SEIDEL Jr e GARNER, 2002; EVANS et al., 2004) e ndo atende a
demanda do mercado (HOSSEPIAN de LIMA, 2007). Deste modo, métodos alternativos
mais simples (ANDERSEN e BYSKOV, 1997; RESENDE et al., 2009), baratos, menos
nocivos (EVANS et al., 2004) e que permitam a congelacdo dos espermatozoides, sem
redugdo da fertilidade (HOSSEPIAN de LIMA, 2007; HOSSEPIAN de LIMA et al., 2011),
tém sido buscados.

Dentre as metodologias alternativas, a centrifugacdo de espermatozoides através de
meios de densidade crescente (gradientes), tais como os de Percoll®, permitem a separacio
dos gametas portadores de cromossomos sexuais X e Y (ALMEIDA e ALVAREZ, 2003;
HOSSEPIAN de LIMA, 2003). O Percoll® ¢é constituido de particulas de silica coloidal (15-
30nm de didmetro), coberta com polivinilpirrolidona (PVP) (CHEN e BONGSO, 1999;
SAMARDZIJA et al., 2006) e é utilizado para a prepara¢io de solugdes isotdnicas com
diferentes densidades (OLIVEIRA et al., 2011; LUCIO et al., 2012). Tais solugdes, quando
depositadas em tubos de poliestireno, da maior para a menor densidade, formam o gradiente
de densidade (OLIVEIRA et al., 2011; RESENDE et al., 2011; LUCIO et al., 2012).

Os gradientes de densidade de Percoll® podem ser descontinuos (HOSSEPIAN de
LIMA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011; LUCIO et al., 2012) ou continuos (RESENDE
et al.,2010; RESENDE et al., 2011). O gradiente descontinuo ¢ formado por camadas com
densidades predeterminadas e evidentes, enquanto que no gradiente continuo ha aumento
gradual e suave da densidade da por¢do superior a inferior (PERTOFT, 2000), o que ¢
possivel a partir da estocagem do gradiente descontinuo a 4 °C durante 24 horas (RESENDE
et al., 2009; RESENDE et al., 2010). Pelo fato do gradiente continuo poder ser estocado, o
uso da metodologia de centrifugagao em gradientes de densidade ¢ facilitado (RESENDE et
al.,2011).

Para efeito da sexagem, em gradiente descontinuo ou continuo, o sémen ¢
depositado sobre o gradiente e submetido a centrifugacdo em rotor horizontal (HOSSEPIAN
de LIMA et al.,2011; OLIVEIRA et al.,2011; RESENDE et al.,2011; LUCIO et al., 2012).
Apos centrifugagado, os espermatozoides portadores do cromossomo X tendem a se depositar
no fundo do gradiente, enquanto os portadores do cromossomo Y ficam dispersos ao longo
deste (HOSSEPIAN de LIMA et al., 2011). Isso ocorre porque as células X possuem mais
DNA e nucleoproteinas do que as Y, ou seja, maior densidade (HOSSEPIAN de LIMA,
2007; HOSSEPIAN de LIMA et al., 2011), visto que o DNA ¢ responsavel por 18% da
massa da célula (HOSSEPIAN de LIMA, 2007).

Além de realizar a separacdo com base nos cromossomos sexuais (HOSSEPIAN de
LIMA et al., 2000; HOSSEPIAN de LIMA et al., 2003), o gradiente de Percoll® também é
capaz de selecionar os espermatozoides quanto a viabilidade (SAMARDZIJA et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012). Na fragao mais densa do gradiente sao
retidos os gametas de melhor qualidade e com desvio para o cromossomo X, enquanto na
parte superior ficam as impurezas, tais como células imaturas, anormais e iméveis. Portanto,
¢ provavel que a taxa de recuperacdo espermatica, obtida apds a centrifugagdo em gradiente
de Percoll®, sofra influéncia da qualidade da amostra de sémen inicial (OLIVEIRA et al.,
2011).
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Resultados satisfatorios com a centrifugacdo em gradiente de densidade foram
obtidos por Hossepian de Lima et al. (2000 e 2011) para a sexagem de espermatozoides
bovinos em gradiente descontinuo de Percoll®. Estes autores obtiveram acuidade de
separacdo em torno de 75%, com repetitividade de 70% e taxa de recuperacdo espermatica
de 25% na fracdo inferior do gradiente. Tal fato evidencia o potencial uso do s€émen sexado
em gradientes de densidade associado a biotécnicas da criopreservagdao e inseminacao
artificial, sem comprometimento da taxa de fertilidade (HOSSEPIAN de LIMA et al., 2015).
Apesar disso, os resultados obtidos com esta técnica de separagdo ainda sdo inconstantes,
sendo observada, em sua maioria, baixa acuidade (ANDERSEN ¢ BYSKOV, 1997; LIN et
al., 1998; KOBAYASHI et al., 2004; RESENDE et al., 2011; LUCIO et al., 2012).

Por conseguinte, embora os gradientes de densidade de Percoll® possam ser
empregados para a pré-selecdo do sexo feminino, em geral, isso ¢ feito de forma discreta e
insuficiente para influenciar, significativamente, o sexo ao nascimento (FLAHERTY e
MATTHEWS, 1996). Isto demonstra a necessidade de aprimorar esta técnica, em termos de
acuidade e da taxa de recuperacao espermatica, que sao relativamente baixas (ALMEIDA e
ALVAREZ, 2003). Assim, a mesma se tornara viavel comercialmente, nos mais variados
setores da produ¢ao animal (HOSSEPIAN de LIMA et al., 2011), deixando o uso do sémen
sexado de ser restrito a bovinocultura.

A busca pelo aperfeicoamento da metodologia de centrifugagdo em gradiente de
Percoll® é justificdvel, com base em seu potencial para a sele¢do do sexo e relativo baixo
custo (ALMEIDA e ALVAREZ, 2003; KOBAYASHI et al., 2004; HOSSEPIAN de LIMA
et al., 2015). Associado a isso, a passagem através do gradiente de Percoll® melhora a
cinética, a viabilidade e a porcentagem de espermatozoides normais, em relagcdo as amostras
originais (CHEN e BONGSO, 1999; SAMARDZIJA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2012).
Apesar da menor acuidade e taxa de recuperacdo, a produtividade obtida por meio da
centrifugacio em gradiente de Percoll® ¢ superior a do citometro de fluxo (HOSSEPIAN de
LIMA et al., 2011) e o uso do sémen resultante ndo compromete a taxa de clivagem e de
blastocistos formados in vitro, bem como a de prenhez apds a inseminagdo artificial
(RESENDE et al., 2009; HOSSEPIAN de LIMA et al., 2015).

Embora em menores propor¢des, a centrifugagdo em gradientes pode gerar danos
aos espermatozoides, diminuindo a resisténcia destes ao processo de congelacao
(HOSSEPIAN de LIMA, 2007). Contudo, nessa técnica os danos espermaticos sao mais
restritos ao acrossoma, o que foi correlacionado ao uso do s€émen congelado-descongelado
durante o procedimento (OLIVEIRA et al., 2012). Em adi¢do, também pode ser induzida a
capacitagio espermatica (MATAS ez al., 2011), fato este que compromete a resisténcia dos
gametas durante a sua congelacdo (HOSSEPIAN de LIMA, 2007).

Pelo exposto, € necessaria a realizacdo de pesquisas a fim de aprimorar o método
de centrifugacdo em gradiente de densidade de Percoll®, de modo a incorporar estratégias
que previnam a geragao de danos aos espermatozoides durante o transporte, processamento
e congelacao (OLIVEIRA et al., 2011). Tal necessidade se deve ao fato da congelagao de
sémen, em associagdo a técnica de sexagem espermatica, ser de grande importancia
comercial, uma vez que permite a ampla utilizacdo deste material biologico (JOHNSON,
2000).
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Em termos gerais, o uso de gradientes de densidade ¢ ainda vantajoso em relagdo a
citometria, visto que nao apenas a acuidade de separacao deve ser considerada, mas também
a viabilidade dos espermatozoides. Além disso, ¢ valido ressaltar que, para condi¢des
heterogéneas como as do Brasil, talvez seja mais viavel optar-se por uma metodologia de
baixo custo e com acuidade em torno de 75%, mas que permita obter indices de fertilidade
satisfatorios, nas variadas condi¢cdes de manejo (HOSSEPIAN de LIMA, 2007).

CONSIDERACOES FINAIS

Por meio do exposto pode-se constatar que as técnicas de sexagem
demandam aprimoramentos para que sejam mais eficazes e menos deletérias aos
espermatozoides, com favorecimento aos processos de conservagdo dos gametas.
Neste sentido, a técnica de gradiente de Percoll® necessita de progressos quanto a
acuracia e a repetitividade, enquanto a de citometria de fluxo precisa ter seu uso
ampliado entre as espécies de interesse zootécnico, seu custo reduzido e tornar-se
menos prejudicial aos espermatozoides.
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