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Resumo

A sexagem de espermatozoides tem relevante aplicagdo na produgdo animal. Vdarias publicagdes
demonstram a eficiéncia do processo de sexagem por citometria de fluxo que separa os espermatozoides X ¢ Y em
func¢do da mensuracdo do conteudo de DNA. Importantes modificagdes no processo de sexagem por citometria de
fluxo, tais como pressdo, intensidade do laser, diluidores tem levado a diminui¢cao dos danos nos espermatozoides e
aumentado a viabilidade dos mesmos.
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Abstract

Spermatozoa sexing has an important application for livestock production. Results have been published
worldwide that demonstrate effectiveness of the flow cytometer sexing process based on sorting sperm with
differential DNA content as the X and Y sperm marker. Major improvements in the sexing sorting process as
pressure, laser power, extenders had led to the decrease of sperm damage and increase of sperm viability.

Keywords: sexed semen, artificial insemination, embryo production.
Introducao

Em espécies de interesse zootécnico, o desenvolvimento da sexagem de espermatozoides intensificou-se a
partir da década de 80. Foi esse um processo diretamente ligado ao aprimoramento e a difusdo das técnicas de
reprodugdo assistida (Moore e Hasler, 2017).

Varios autores registraram, ao longo da década de 80 e seguintes, o valor econdmico significativo da selecao
de sexo na pecuaria onde a produtividade é favorecida quando a progénie ¢ constituida, em sua maioria, por um dos
sexos (Holden e Butler, 2018).

Além do aspecto zootécnico, deve-se considerar a base cientifica da sexagem de espermatozoides que evolui
rapidamente, originando conhecimentos que permitem desenvolver processos mais eficientes.

A evoluciio da sexagem de espermatozoides

Em 1983, Garner et al., vislumbrando o desenvolvimento de uma metodologia comercial e automatizada
para sexagem de espermatozoides, validaram a diferenga citogenética que indicava que cromossomo X possuia
cromatides maiores que o cromossomo Y.

Como a ideia era conseguir a automac¢do da sexagem de espermatozoides, que sdo células achatadas,
utilizando um citdmetro de fluxo que naquela época era um equipamento utilizado apenas na versdo para analise de
células arredondadas, comegaram por utiliza-lo para quantificar o DNA dos nucleos dos espermatozoides de varias
espécies de animais para serem estabelecidas as diferengas na quantidade de DNA entre os espermatozoides
portadores do cromossomo X ou Y. As diferengas médias de 3,9%, 3,7%, 4,1% e 3,9% a mais de DNA nos nucleos
contendo o cromossomo X para bovinos, caprinos, ovinos ¢ coelhos, respectivamente, foram reportadas (Garner et
al., 1983).

No inicio foi dificil distinguir as pequenas diferengas do conteudo de DNA entre as populagdes de
espermatozoides X ou Y porque a intensidade do sinal de fluorescéncia era afetada devido as irregularidades da
cromatina compactada, da morfologia da cabega (achatada) e da orientagdo da cabega dentro do citdmetro. A
intensidade de fluorescéncia do corante ligado ao DNA era maior na borda do que na face plana do espermatozoide
porque a cromatina densa causava um alto indice de refragdo. A diferenca do indice de refracdo entre a cabeca do
espermatozoide e o meio de cultura circundante associados a forma achatada da cabeca do espermatozoide resultava
em uma emissdo de luz, preferencialmente, a partir da extremidade da cabeca do espermatozoide (Johnson e Pinkel,
1986).

Em 1986, foi anunciada a Beltsville Sperm Sexing Technology por Johnson e Pinkel que consistia na
modificacdo do citdometro de fluxo convencional pela adaptagdo de um detector adicional de fluorescéncia colocado
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na frente e a 0° do laser de modo que o sinal de fluorescéncia fosse captado em outro angulo além daquele de 90° do
detector do aparelho original. Assim, o sinal fluorescente da face plana era captado pelo detector posicionado a 0°
em relacdo ao laser e aquele emitido pela extremidade da cabega era captado pelo posicionado a 90° em relagdo ao
laser. Isto minimizava a heterogeneidade do sinal de fluorescéncia, permitindo a separagdo dos espermatozoides X
ou Y. Outra modificagdo foi na agulha (tubo) do fluxo que passou a ter a forma de bisel o que permitia que apenas
20 a 40% dos espermatozoides fossem orientados corretamente em relagdo ao laser. Os espermatozoides orientados
incorretamente, ou seja, com a face plana voltada para o detector de 90°, emitiam menos fluorescéncia para esse
detector o que permitia que eles fossem retirados da analise eletronicamente. Apenas 350-400 mil espermatozoides
eram sexados por hora (25-28 horas para produzir uma dose com 10 milhdes de espermatozoides (Garner e Seidel,
2008).

Isso ocorria em fun¢do ao formato da agulha que orientava corretamente apenas 20 a 40% dos
espermatozoides em relacdo ao feixe de laser (Garner e Seidel, 2008). A pequena quantidade de espermatozoides
sexados por hora ndo permitia a subsequente congelacdo. Os espermatozoides eram resfriados e utilizados para
inseminagdo ciriirgica, inseminagdo intrauterina profunda (Cran et al., 1995; Seidel et al., 1997) ou producdo de
embrides in vitro (Cran et al., 1993). Nessas tentativas, as taxas de prenhez na inseminagdo artificial (IA) e na
produgdo in vitro de embrides PIVE chegavam a ser 10% e 20% menores que aquelas conseguidas com sémen
convencional (Garner e Seidel, 2008).

A agulha em formato de bisel foi substituida por bocal de forma eliptica, aumentando para 70% a
porcentagem de espermatozoides corretamente orientados em relagdo ao laser (Rens et al., 1998). Essa melhor
orientagdo deveu-se ao fato do formato eliptico exercer ¢ manter uma forg¢a hidrodindmica nos espermatozoides até
eles se posicionarem na frente do laser, diminuindo a chance deles mudarem a orientagdo correta. Essa modificagdo
foi refinada pela XY, Inc. (Fort Collins, Colorado) e denominada CytoNozzle™ que fazia parte do equipamento
MoFlo® SX Sex Selection Sperm Sorter (comercializado pela Cytomation) que por sua vez produz 15 milhdes de
espermatozoides por hora com pureza acima de 85% devido a um aumento da pressdo imposta aos espermatozoides
para passarem através do tubo eliptico (Johnson e Welch, 1999; Garner e Seidel, 2008).

Basicamente, para a sexagem, o ejaculado ¢ fracionado e os espermatozoides incubados em corante
fluorescente com afinidade para DNA (Hoeschst 33342) por cerca de 1 hora (Seidel, 2007). Este corante liga-se a
dupla hélice evidenciando as diferencas de conteudo de DNA entre os espermatozoides X ou Y. Os espermatozoides
X ou'Y sao colocados no citometro de fluxo e passam em fila inica através de um tubo eliptico. No fim do trajeto os
espermatozoides saem individualizados em gotas (devido a vibragdo durante o trajeto) e sobre elas incide um feixe
de laser que evidencia a fluorescéncia. Os sinais fluorescentes emitidos pelo nucleo dos espermatozoides so
coletados, simultaneamente, por detectores Opticos posicionados a 0° e 90° em relagdo a face plana e extremidades
da cabega, respectivamente. Os detectores convertem estes sinais para sinais elétricos que carregam positivamente e
negativamente as gotas contendo o espermatozoide X ou Y, respectivamente, de acordo com a intensidade de
fluorescéncia. As gotas passam por um campo eletrostatico e sdo coletados em dois tubos distintos de acordo com a
carga eclétrica. Esses tubos contém tampodes apropriados para manter a viabilidade espermatica e preparar as células
para o resfriamento. As gotas vazias e aquelas que ndo estdo dentro dos padrdes de fluorescéncia estabelecidos (que
contém mais que um espermatozoide) continuam no feixe central e caem em um tubo para descarte (Seidel, 2007).

Os processos de resfriamento, congelagdo, e controle de qualidade seguem os padroes semelhantes ao
sémen convencional com as modificacdes necessdrias para atenuar os possiveis danos que as varias etapas do
processo podem causar (Garner e Seidel, 2008).

Apds as modificagdes e refinamentos que originaram o MoFlo® SX Sex Selection Sperm Sorter, e ajustes
na congelagdo (Garner e Seidel, 2008) iniciou-se a produgdo comercial de doses de sémen congelado sexado bovino
0 que gerou uma série de publicacdes que nortearam a utilizagdo e uma nova etapa de aperfeicoamento do processo,
como descrito a seguir.

Utilizando-se espermatozoides sexados para inseminagéo artificial em bovinos, a diminui¢ao das taxas de
concepgao (Baruselli ef al., 2007; Borchersen e Peacock, 2009; Norman ef al., 2010; Healy ef al., 2013; Naniwa et
al., 2019) e de prenhez (Bodmer et al., 2005; Andersson ef al., 2006; Seidel e Schenck, 2008; Schenk et al., 2009;
Underwood et al., 2010) variam, em média, entre 10 a 25 % quando comparado com o sémen convencional.
DelJarnette ef al. (2011) relataram uma reducdo de 16% na taxa de concepg¢do apds a inseminagdo artificial com
doses de 10 milhdes de espermatozoides sexados quando comparado com o sémen convencional com a mesma
concentragao.

Na inseminagdo artificial com tempo fixo em bovinos, Baruselli et al., (2007) relataram resultados
semelhantes ao sémen convencional enquanto Sales ef al. (2011), Ingenhoff et al. (2017) e Noonan et al., 2016)
cerca de 20% a menos de taxa de prenhez e de concepgao.

Sa Filho et al. (2013) encontraram uma variag¢@o na taxa de prenhez entre 11,6 a 46,1% em fun¢do do touro
utilizado na IATF com espermatozoides sexados. As pesquisas continuam no sentido de ajustar protocolos ¢ a
escolha de touros para melhorar taxas de fertilidade apds a utilizagdo de espermatozoides sexados na IATF
(Pellegrino et al., 2016; Silva et al., 2018).

Na produgio in vivo de embrides bovinosobservou-se reducio de cerca de 50% de diminuig¢do nos odcitos
fecundados e 30% no numero de embrides viaveis em relagdo ao sémen convencional provavelmente devido ao
menor numero de espermatozoides por dose de sémen sexado (Baruselli ef al., 2007; Larson ef al., 2010). As taxas
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de prenhez apos a transferéncia de embrides produzidos com espermatozoides sexados e ndo sexados em fungio do
aumento do numero de espermatozoides por dose de sémen (Schenk et al., 2006; Hayakawa ef al., 2009).

An et al. (2010) demonstraram que a taxa de prenhez apo6s a inseminacdo artificial intracornual com
espermatozoides sexados foi semelhante 2 do sémen convencional depositado no corpo do utero ou no corno
uterino. Também Soares ef al. (2011) relataram produg@o de embrides cerca de 50% menor em relagdo ao sémen
convencional em doadoras que foram inseminadas 12 e 24 horas com espermatozoides sexados, sendo que quando
os horarios da inseminacao artificial foram 18 e 30 horas a producdo de embrides ndo diferiu estatisticamente.

Na produgdo in vitro de embrides, inicialmente as taxas de blastocisto eram significativamente menores
(Zhang et al., 2003; Lu e Seidel, 2004; Puglisi et al., 2006; Wilson et al., 2006). De maneira contrastante, Carvalho
et al., 2010 ndo encontraram diferenga significativa na cinética espermatica e taxa de blastocistos quando
compararam espermatozoides sexados com nao sexados.

Lopez et al. (2015), em bovinos, demonstraram que a taxa de blastocisto também pode ser influenciada
pela subespécie da fémea doadora de odcitos.

Apesar da diminuig@o significativa na taxa de prenhez (cerca de 12%) apoés a transferéncia de embrides
produzidos com espermatozoides sexados (Xu et al., 2009; Mikkola ef al., 2015), em média, a taxa de nascimento
pode ser semelhante aquela conseguida com embrides produzidos com sémen convencional (Rasmussen et al.
2013).

No inicio da utilizagdo da tecnologia foi reportado que espermatozoides sexados, associado a técnicas de
reproducdo assistida diminuia a fertilidade, em média de 20 a 30% (Schenk et al., 2009; Norman et al., 2010) e foi a
principal razdo da tecnologia ndo ter sido amplamente difundida (Seidel, 2014). Essa diminuicdo era resultado dos
danos sofridos pelos espermatozoides nas varias etapas do processo de sexagem que promoviam alteragdes na
integridade de membrana e na motilidade (Suh et al., 2005), na fragmentagdo do DNA e redugdo da longevidade
(Gosalvez, et al., 2011) e a capacitacdo (Bucci et al., 2012).

Concomitante a utilizagdo no campo ¢ os estudos da viabilidade espermatica in vitro, ajustes eram feitos no
processo de sexagem no que se referia a pressdo (Suh et al., 2005; Schenk et al., 2009), concentra¢do do corante (Lu
e Seidel, 2004), poténcia do laser (Guthrie et al., 2002), nimero de espermatozoides por dose de s€men (Schenk et
al., 2009) e protocolos de congelagdo (Schenk ef al., 2009). O local de deposigdo do sémen na inseminagao artificial
(Seidel e Schenk, 2008; Chang et al., 2017), o efeito do touro (Sa Filho et al, 2013) também foram avaliados.

Na tentativa de elucidar os possiveis danos as estruturas espermaticas e ao genoma durante o processo de
sexagem, que se traduziam pela diminui¢cdo nas taxas de fertilidade, as investigacdes também avangaram para o
campo celular e molecular.

Demonstrou-se que os embrides produzidos in vitro com sémen sexado apresentavam uma alta proporc¢ao
de mitocondrias imaturas € membranas nucleares danificadas (Palma et al., 2008) e expressdo reduzida de genes
importantes para o desenvolvimento embrionario e placentagio (Morton et al., 2007; Bermejo-Alvarez, et al., 2010).
Essas diferencas explicariam as altas taxas de perda embrionaria nos periodos de 30 a 90 dias de gestagdo apds a
inseminagdo artificial (Bodmer et al., 2005; Underwood et al., 2010).

Como reflexo, além das modificagdes no processo de sexagem, surgiram os relatos que demonstram que os
resultados de taxa de prenhez variam em fun¢@o da fertilidade e manejo das fémeas, categorias de fémeas a serem
utilizadas para inseminacdo (Rhinehart et al., 2011; Healy et al.; 2013; Karakaya et al, 2014; Naniwa et al., 2019) e
da fertilidade dos touros doadores de sémen (De Jarnette et al., 2011; Sales et al., 2011). O efeito do touro (Lu e
Seidel, 2004; Wheeler et al., 2006; Xu et al., 2009; Sa Filho et al., 2013), do protocolo de PIVE (Blondin et al.,
2009; Barcelo-Fimbres, 2011; Missio ef al., 2018; Naniwa et al., 2019) ¢ a intensidade de pressdo do citdmetro
(Barcel6 -Fimbres, 2011) podem ser responsaveis pela diminui¢ao das taxas de blastocisto.

Os danos no DNA e alteragdes na expressdo génica, apontados como a causa da menor fertilidade,
aparentemente foram eliminados com as modificagdes do processo de sexagem. Assim, Pozzi et al. (2014)
concluiram que a coloragdo com Hoechst 33342 e ao laser durante a sexagem ndo alteraram significativamente a
estrutura do DNA dos espermatozoides e dos embrides produzidos com os mesmos. Nociti et al., 2018 ndo
encontraram diferenga na expressdo génica entre blastocistos produzidos com espermatozoides sexados (X e Y) (XY
Technology Inc.) sémen sexado e convencional.

Os beneficios que a utilizacdo da sexagem por citometria de fluxo promove em rebanhos bovinos e
diferentes sistemas de produg@o fez com que ela se consolidasse e dificilmente serd substituida num futuro préximo
(Seidel, 2014; Holden e Butler, 2018). Assim, a tecnologia XY (Johnson e Welch, 1999; Garner e Seidel, 2008) foi
modificada originando a tecnologia SexedULTRA™ (Navasota, TX, USA) que promoveu modifica¢des (pH, carga
oxidativa, poder tampdo) que possibilitam a prote¢do dos espermatozoides durante o processo de sexagem
(Gonzaléz-Marin et al., 2018). Assim, a comparagdo das tecnologias SexedULTRA™ e XY apos a descongelagdo
dos espermatozoides sexados demonstrou que a fragmentacdo de DNA foi menor na primeira. Também, a
motilidade progressiva e longevidade as Oh (50.7 v. 44.9%) e 3h (31.5 v. 4.4%), a integridade de acrossoma (78.0 v.
64.0%), a taxa de blastocistos grau 1 ¢ 2 (13.2% v.9.2%) foram significativamente maiores do que aquelas de
espermatozoides sexados pela tecnologia XY Inc. (Gonzaléz-Marin et al., 2018; Vishwanath e Moreno, 2018).

Conforme revisado por Vishwanath e Moreno (2018), a taxa de concepgdo (cerca de 7%) apods a
inseminagdo artificial aumentou significativamente em relagdo a metodologia anterior.
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Na inseminagdo artificial com tempo fixo os resultados iniciais demonstram taxa de prenhez menor (8%)
que sémen convencional (Marques et al., 2018; Thomas et al., 2017), aumento significativo na taxa de prenhez
(9%) em comparacdo a metodologia anterior (Marques ef al., 2018) e taxa de concepcdo semelhante ao s€émen
convencional (Crites et al., 2018). Entretanto, os resultados variaram em fungao do touro (Thomas et al., 2019).

O impacto das tecnologias da reproducdo nos sistemas de producdo depende de quio amplamente e
eficientemente possam ser implementadas (Moore e Hasler, 2017).

No caso do sémen sexado o aumento da utilizacdo ¢ fungdo da interagdo entre o mercado (pregos e custos),
praticas de manejo e eficiéncia tecnoldgica em termos de acuidade e fertilidade (McCullock et al., 2013). Assim, a
sua utilizagdo em novilhas aumentou de 9,4% (2007) para 30,7% (2015) e, em vacas, de 0,2% para 1% no mesmo
periodo (Hutchison e Bickhart, 2016) coincidindo com as modificagdes no processo que levaram ao aumento da
fertilidade (Vishwanath e Moreno, 2018).

Estima-se que produgdo de sémen sexado de alta fertilidade acelerara a sua ampla utilizagdo nos rebanhos
promovendo a maximizacdo do progresso genético, além de minimizar as perdas, melhorar o bem-estar animal e
aumentar a lucratividade nos sistemas de producdo (Holden e Butler, 2018).
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