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RESUMO: A separacdo dos espermatozoides portadores do complemento cromossdmico sexual
masculino (Y) e do feminino (X) constitui uma alternativa extremamente interessante para a in-
dustria de produgdo animal devido a possibilidade de ganho econémico e gerencial, decorrente
da escolha programada do sexo dos descendentes. Contudo, apesar de avangos consideraveis nas
técnicas de separacdo dessas células, os resultados devem ainda ser aprimorados para tornar seu
uso comercialmente viavel. A presente revisio descreve o estado atual dos conhecimentos, inclu-
indo as vantagens e desvantagens, das principais técnicas utilizadas para separar os
espermatozéides Y e X, baseadas nas diferencas fisicas e/ou quimicas existentes entre ambas
populac@es celulares. Das técnicas analisadas (imunolégicas, eletroforéticas, de motilidade em
meios viscosos, centrifugacdo em gradientes de densidade, entre outras), a citometria de fluxo
aparece como a mais promissora devido ao alto grau de precisdo de deteccéo e a viabilidade dos
espermatozoéides submetidos ao processo de separagéo. Para a inddstria da inseminagéo artificial,
o dominio da tecnologia de separacdo dos espermatozoides, visando a selecdo do sexo dos ani-
mais domésticos, pode representar um impacto comparavel ao obtido com o dominio da tecnologia
de criopreserva¢do do sémen.
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SPERMATOZOA SEPARATION METHODS FOR THE CHOICE OF SEX IN DOMESTIC ANIMALS

ABSTRACT: The separation of sperm that bear the X or the Y chromosomic sexual complement
represents an extremely interesting alternative in animal production industry, due to the possibility
of economic gains and management enhancement by choosing the sex of the offspring. However,
in spite of considerable advances in cell separation technologies, results must be improved in
order to render possible its commercial use. This review describes the current knowledge about
the principal techniques employed for Y- and X-sperm separation, based on the physical and/or
chemical differences between these two cellular populations. Among the reviewed separation
techniques (immunological, electrophoretical, swim-down in viscous media, centrifusion in density
gradients, etc.), flow-cytometry appears the most promising, due to its high accuracy and the
acceptable viability of sperm separated by these means. For the artificial insemination industry,
the control of a simple and reliable sperm separation technology aiming the sex selection of domestic
animal offspring, would suppose an impact comparable to that obtained when semen
cryopreservation control techniques were attained.

Key words: sex selection, X and Y sperm, mammals, semen, animal production.

B. IndUstr.anim., N. Odessa,v.60, n.1, p.107-115, 2003



108 ALMEIDA,G.P.e ALVAREZ,R.H.

INTRODUCAO

Nos mamiferos (incluindo o homem e os animais
domésticos) a proporcao natural de nascimentos de
um determinado sexo é da ordem de 50% (SEIDEL,
1999; SiLversipes, 2001). Escolher o sexo da prépria
descendéncia tem sido um constante desejo dos se-
res humanos. Conforme escritos de Democrito de
Abdera, os gregos do século V aC acreditavam que
cada testiculo dava origem a um dos sexos, e que a
amputacdo do esquerdo, resultava no nascimento
de filhos de sexo masculino, preferidos em socieda-
des altamente machistas como aquelas (HUNTER,
1995). Daquela época, até os dias de hoje, as prati-
cas mais variadas (cabalisticas, dietéticas, etc.) tém
sido usadas almejando a descendéncia preferencial
de um ou outro sexo (GLEDHILL, 1988).

Em produc¢do animal, a possibilidade de esco-
Iher o sexo da descendéncia permitird obter maio-
res ganhos em produtividade (carne, leite, ovos,
reprodutores geneticamente valiosos), além de per-
mitir um melhor gerenciamento do sistema de pro-
ducéo (HoHeNBockEN, 1999). Em rebanhos bovinos,
caprinos e ovinos destinados a produgéo de leite, a
selecdo de sexo estara, preferencialmente, dirigida
a obtengdo de fémeas. Assim, as perdas oriundas
do nascimento de machos (50%) serdo assim redu-
zidas ao minimo e a producéo de leite pode ser au-
mentada por meio da sele¢do genética exercida so-
bre as fémeas (pressdo de selecdo), utilizando um
menor numero de reprodutoras.

Em rebanhos de corte, as préaticas dirigidas a ob-
tencdo de machos permitira um maior retorno eco-
ndémico com igual ndmero de animais. Devido as
diferencas na carcaca, estima-se que abatendo bovi-
nos aos 24 meses de idade, um lote de machos pro-
duz um retorno econémico 27% maior do que um
lote com 50% de animais de cada sexo (RuvunA et
al., 1992). Igualmente, em bovinos de corte, a sele-
cdo de sexo também permite obter fémeas de repo-
sicdo apenas das reprodutoras escolhidas para esse
fim. Para esse objetivo devem ser utilizadas as me-
lhores vacas do rebanho (Gorbon, 1996). TAYLOR et
al. (1985), porém, tém sugerido que o beneficio eco-
ndémico ser4 maior, empregando para reposi¢édo as
filhas de vacas de primeira cria (novilhas), descar-
tando estas ultimas logo apds a desmama, por tra-
tar-se de animais novos com possibilidade de obter
um melhor preco. Em suinos, o sexo a ser escolhido
dependera da idade do abate. Se o abate for preco-

ce, 0s machos dardo os maiores rendimentos, pela
sua maior capacidade de crescimento. Entretanto,
se 0 abate for tardio, a producao de fémeas serd mais
conveniente, j& que os machos adultos sédo mais
agressivos e imprimem uma cor escura a carne
(SiLversipes, 2001).

Em animais de alto padrdo genético, a selecdo
do sexo poderia resultar em reprodutores machos
novos (para uso ou para venda) usando como maes
as fémeas geneticamente superiores. HOHENBOCKEN
(1999) realizou anélises econdmicas em rebanhos
bovinos de leite e corte, nos quais propds alternati-
vas de uso de sémen “sexado” para selecionar o sexo
dos bezerros nas diferentes categorias de méaes. As
opc¢Oes sdo diferentes dependendo do estabeleci-
mento ter ou ndo como meta a venda de
reprodutores machos de alto valor genético.

Por outro lado, a disseminacdo de técnicas de
selecdo do sexo da descendéncia usando
espermatozoides especificos que transportam o
cromossomo sexual X (espermatozéides X) ou Y
(espermatozéides Y) devera ser facilitada quando
for incorporada a programas de Inseminacdo Arti-
ficial (IA). Com efeito, a sexagem do sémen é uma
das tecnologias mais esperadas pela indUstria da IA.
Entretanto, para 0 método poder ser comercialmente
viavel, VAN VLEck (1981) afirma que a técnica de
sexagem de sémen deve cumprir com varias condi-
¢bes: 1) ser inofensiva as funcfes dos esper-
matozoides. Isso significa que eles ndo percam ou
diminuam sua motilidade, seu poder fecundante, a
integridade do seu gendtipo, nem sua capacidade
de congelamento-descongelamento; 2) ser eficiente.
Todas ou a maioria das células devem ser sexadas e
o descarte ou perda de espermatozdides durante o
processo deve ser 0 menor possivel; 3) ter acuidade
préxima a 100%; 4) ser reproduzivel. Muitas das
técnicas usadas foram abandonadas por ndo cum-
prirem com este quesito; 5) ser simples e rapida, ou
seja, permita avaliar alto nUmero de amostras em
pouco tempo, e 6) deve ser barata o suficiente para
permitir sua difusdo no mercado. Nos ultimos anos,
a evolucdo de algumas técnicas permitiu avangos
significativos em algumas dessas condicdes, contu-
do, nenhum método conseguiu reunir todas as con-
dicBes necessarias para sua utilizacdo pratica.

A presente revisdo objetiva descrever as técni-
cas mais promissoras de separacdo dos
espermatozéides X e Y (“sexagem” de esper-
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matozoides) destinadas a selecdo do sexo dos ma-
miferos.

METODOS DE SEXAGEM ESPERMATICA.

Segundo JoHnsoN e WELcH (1999), os primeiros
estudos realizados procurando separar as duas po-
pulacBes de espermatozéides remontam a década
dos vinte, quando foi tentado, sem sucesso, a sepa-
ragdo dos dois tipos celulares recorrendo a
centrifugacdo de sémen. Em anos recentes, gracas
ao acumulo de conhecimentos sobre a estrutura dos
espermatozoides X e Y, diversas técnicas de sepa-
racdo tém sido propostas explorando as diferencgas
qguimicas e fisicas existentes entre essas duas popu-
lagBes celulares.

a) Métodos de sexagem espermatica baseados nas
diferencas quimicas.

As técnicas de separacao baseadas nas diferen-
¢as quimicas recorrem a deteccdo de macromo-
léculas da membrana celular, denominados
antigenos da superficie espermatica, os quais estao
relacionados com a presenca do cromossomo X ou
Y no nucleo. Até recentemente, a maioria dos traba-
lhos realizados foi direcionada a deteccéo do cha-
mado antigeno HY (antigeno de histocom-
patibilidade menor cuja expressao esta restrita ao
cromossomo Y). Para separar os espermatozdides
dos diferentes sexos, recorreu-se ao emprego de di-
versas técnicas imunoldgicas, utilizando anticorpos
anti-HY.

Em camundongos, GoLbeerg et al. (1971) provo-
caram a lise de 50% dos espermatozoides “HY po-
sitivos” (HY+) utilizando complemento. Entretan-
to, experiéncias posteriores utilizando esse proce-
dimento ndo conseguiram desviar a propor¢ao 50:50
dos sexos (Horre e Koo, 1984), tendo obtido, no
méaximo, um desvio de 8% (Zavos, 1983). Segundo
BrADLEY (1989), em murinos é possivel obter até 90%
de filhos machos quando as mées sdo inseminadas
com espermatozoides liberados de colunas de
imunoafinidade que retém os espermatozéides “HY
positivos”. Porém, ndo ha publicagdo de outros tra-
balhos confirmando esses resultados. Aviet al. (1990)
usaram imunofluorescéncia indireta (anticorpo
monoclonal anti-HY, e segundo anticorpo com
fluorocromo) e um citdmetro de fluxo para separar
espermatozoéides HY+ e HY-. A avaliacdo realizada

logo apds mostrou que das células (HY+) fluores-
centes, 80% eram realmente portadoras do
cromossomo sexual Y, e das ndo fluorescentes (HY-
), 70% eram portadoras do X. Estes resultados, po-
rém, também n&o foram confirmados.

Peter et al. (1993) utilizaram imunofluorescéncia
indireta, como no caso de Aui et al. (1990) e, adicio-
nalmente, acrescentaram pequenas esferas magné-
ticas cobertas de segundo anticorpo. Os tubos com
as amostras foram passados por um sistema
imantado, fazendo com que os espermatozoéides
magnetizados ficassem aderidos ao tubo. No liqui-
do, 98% dos espermatozoides livres foram suposta-
mente portadores do cromossomo sexual X (ndo flu-
orescentes). Entretanto, nédo foi realizada qualquer
inseminacdo a fim de validar o sexo desses
espermatozdides.

Outros estudos que tentaram a separagdo dos
espermatozdéides baseando-se no antigeno HY, nao
tiveram a exatiddo esperada (OHNo, 1982; ZAvos,
1983; Horre € Koo, 1984; HeENDRIkssEN et al., 1993).
Provavelmente, isto deveu-se ao fato de o antigeno
HY ndo ser totalmente especifico dos
espermatozéides Y; mesmo predominando nos
espermatozoides Y, ele esta presente em proporg¢des
variaveis nos espermatozéides X. A explicacdo se-
ria que como o antigeno HY esta presente nas
espermatogébnias (que sdo XY), ele poderia passar
também aos seus descendentes X, durante a meiose
(Horre e Koo, 1984). Outra possibilidade, seria que
mesmo depois da segunda divisdao meidtica, o
ARNmM responsavel pela sintese do antigeno HY
poderia passar das espermatides Y as espermatides
X através das pontes intercelulares que se estabele-
cem entre células irmas provenientes da mesma
espermatogonia (BrRADLEY, 1989). Em razao disso, pa-
rece que o futuro das técnicas imunoldgicas depen-
da de encontrar na membrana dos espermatozéides
outras substancias antigénicas verdadeiramente es-
pecificas (marcadoras) dos cromossomos X e/ou Y.

Ao procurar substancias antigénicas mais espe-
cificas que estivessem disponiveis na superficie
espermatica, BLEcHER et al. (1999), obtiveram protei-
nas da membrana que purificaram por
cromatografia de coluna, geraram anticorpos espe-
cificos, e anunciaram ter achado assim substancias,
chamadas de ‘Sex Specific Proteins’ (SSP), as quais
seriam capazes de marcar cromossomaos sexuais (X
e Y). Nessa mesma linha de estudo, Souza et al.
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(1999), mediante filtracdo em cromatografia de gel,
prepararam anticorpos monoclonais contra uma
proteina espermatica que eles chamaram de “ma-
cho-especifica”. Posteriormente, MaTTA et al. (2001),
usando complemento lisaram aproximadamente
50% dos espermatozoides bovinos da amostra e,
com os restantes conseguiram 80% de embrides de
sexo feminino. Esses resultados sdo animadores
eoferecem um futuro promissor para essa técnica

imunologica de sexagem do sémen.

b) Métodos de sexagem espermatica baseados nas
diferencas fisicas.

As técnicas que utilizam diferengas celulares fisicas
para detectar e/ou separar 0s espermatozoéides X e
Y, foram bem descritas por PEcorarRO € HossEPIAN
De Lima (2001), e estdo sintetizadas no Quadro 1.

Quadro 1. Técnicas usadas para detectar e/ou separar espermatozdides portadores do X e do Y, baseadas nas suas

diferencas fisicas*

Técnica Usada

Diferenca Fisica Explorada nos espermatozoides

Corante de feulgen e microscopia 6tica

Medicdo do pH dos fluidos (vaginal e/ou seminal)
Electroforese

“Swim down” em meios viscosos

Centrifuga¢do em gradientes de densidade

Fluorocitometria de fluxo (intensidade da fluorescéncia)

Tamanho e morfologia da cabeca
Sensibildade ao pH
Carga elétrica
Velocidade de migra¢do em meios viscosos
Massa

Tamanho (por diferente conteddo de DNA)

*Quadro adaptado de PEGORARO e HOSSEPIAN DE LIMA (2001).

Diferencas morfolégicas de espermatozoéides hu-
manos expostos ao corante de Feulgen foram en-
contradas por SHetTLEs (1961). As cabecas dos
espermatozoéides com 0 SUPOSto CromossOmo sexu-
al Y eram menores e ovais, enquanto que nos porta-
dores do X eram maiores e arredondadas. Homens
cujos ejaculados possuiam predominio da primeira
ou da segunda formas, tiveram mais filhas do que
filhos e vice-versa, respectivamente. Nos animais,
porém, nao existem diferencas morfologicas
detectaveis microscopicamente.

Os estudos vinculando o pH do sémen a relacdo
entre sexos da descendéncia, iniciaram na década
dos trinta, quando foi sugerido que os
espermatozoides X eram favorecidos em um meio
vaginal acido, e os espermatozéides Y no plasma
seminal alcalino (PEcorArRO € HossEPIAN DE LIMA,
2001). SHeTTLES (1970), medindo o pH do plasma se-
minal e do muco cervical confirmou aquela tendén-
cia, e ainda sugeriu que duchas vaginais acidas (com

acido acético) ou basicas (com carbonato de sédio)
prévias ao coito podiam alterar a relagcdo de 50:50
em um ou outro sentido. Em coelhos, Wakim (1972)
demonstrou que se o pH vaginal na hora do coito
era levemente acido (de 6,5 a 7,3), a descendéncia
era predominantemente feminina, enquanto que se
era alcalino (7,5 a 8,3), predominavam os filhotes
machos.

Os trabalhos tentando a separacao eletroforética
dos espermatozoéides baseados nas diferencas de
carga elétrica (negativa) sdo também dos mais anti-
gos (PEGorARO € HossepiAN DE Lima, 2001). A técnica
procura a separacao dos espermatozoéides X e Y pe-
las diferengas de velocidade de migragdo ao poélo
positivo num campo elétrico (eletroforese).
Inseminando coelhas com espermatozdides que ti-
nham migrado ao pdlo positivo, Goroon (1957) con-
seguiu produzir 62% de fémeas, sugerindo que a
carga elétrica negativa na superficie espermatica era
maior nas células com cromossomo sexual X. Em
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humanos, Kaneko et al. (1984) e IsHuima et al. (1991)
obtiveram resultados semelhantes. Medindo, por
espectrofotometria o “potencial zeta” das popula-
cOes de espermatozéides previamente separadas
pela eletroforese, IsHiivA et al. (1991) encontraram
valores de —16 mV para os espermatozéides Y, e de
—20 mV para os espermatozdides X.

Os estudos sobre diferencas na velocidade de mi-
gracdo consistem, basicamente, em depositar a
amostra de espermatozdéides na superficie de tubos
ou pipetas contendo meios viscosos, chamadas de
colunas, recuperando depois as células do fundo.
Ao recuperar espermatozoides submetidos a con-
centracBes crescentes de albumina sérica bovina
(BSA) Ericsson et al. (1973) encontraram que 85%
foram positivos a coloragdo de quinacrina (que cora
especificamente a parte do cromossomo Y), ou seja,
machos. Contudo, trabalhos posteriores utilizando
a mesma metodologia de colunas de BSA, obtive-
ram resultados discordantes (Evans et al., 1975; Ross
et al., 1975).

A centrifugacdo de espermatozoides através de
meios de densidade crescente (gradientes) tais como
Ficoll ou Percoll permite que as células de maior
massa sedimentem mais velozmente. O cromossomo
sexual X contém uma maior quantidade de
nucleoproteina do que o Y (SumneRr et al., 1976). De-
vido a isso, 0s espermatozéides X teriam maior mas-
sa e estariam em maior nimero no sedimento, en-
guanto que os Y, estariam no sobrenadante. Entre-
tanto, SHasTRY et al. (1977) observaram justamente o
contrario ao utilizar Ficoll como gradiente. Dos
espermatozéides encontrados no sedimento, 73-77%
foram Y (corados pela quinacrina), enquanto que
dos espermatozdides que permaneceram na
interface, 75-80% eram X (ndo corados). Nos gradi-
entes de Percoll, de maior nivel de resolucéo de den-
sidade, a maioria dos resultados foi consistente em
gue as células de maior massa (espermatozdides X)
sedimentaram mais rapidamente. No trabalho de
Kaneko et al. (1983), a quinacrina marcou como
espermatozoides Y 73% das células da porc¢édo su-
perior, e 27% da porc¢ao inferior. Por sua vez, lizuka
et al. (1987), s6 observaram 6,4% dos esperma-
tozoides marcados como Y (com quinacrina) no se-
dimento.

Ao realizar fecundacéo in vitro (FIV) com
espermatozoides bovinos centrifugados em gradi-
ente de Percoll, lwasaki et al. (1988) ndo obtiveram
diferengas na relacdo entre sexos. Ja HosserIAN DE

Lima et al. (2000) conseguiram 75% de exatidao se-
parando espermatozoides bovinos por esse méto-
do. Quando inseminaram (FIV) com a fracao inferi-
or, 74,3% dos embribes foram fémeas, conforme ané-
lise feita pela técnica de PCR.

Pela sua eficiéncia e baixo custo relativo, a sepa-
racdo de espermatozoéides mediante centrifugagédo
em gradientes de Percoll é uma técnica com possi-
bilidades futuras de uso na selecdo dos sexos. De-
verd, contudo, ser melhorada a exatid&o dela, e tam-
bém a proporcao de espermatozoides recuperados,
gue ¢é relativamente baixa (25%).

A maior parte das técnicas de separacdo fisica
descritas foi relegada por apresentarem limitagoes
importantes, tais como efeitos detrimentais sobre os
espermatozéides, pouca exatidao, ou pouca
repetibilidade (JoHnson, 1988; BRADLEY, 1989; JAFAR €
FLINT, 1996; PEGORARO € HosserIAN DE Lima, 2001). Po-
rém, a técnica da citometria de fluxo tem superado
estas limitacBes primarias, constituindo-se no mé-
todo de referéncia.

b.1) Sexagem de sémen pela técnica de citometria
de fluxo

A citometria de fluxo (CF) é o método fisico de
separacdo de espermatozdides que tem hoje 0 mai-
or reconhecimento. A CF explora o maior contetdo
de DNA do espermatozéide X em comparacao ao
espermatozoide Y. Esta diferenca fisica é pequena e
varia entre espécies, sendo em bovinos de apenas
3,7 a 4,2%, dependendo das racas (GARNER et al.,
1983).

Os primeiros trabalhos medindo diferencas na
quantidade de DNA utilizando um fluorocitdmetro
de fluxo foram realizados na década dos 80 (PINKEL
et al., 1982). Um aparelho capaz de medir diferen-
cas de volume entre células, chamado de citdmetro
de fluxo (FuLwaLER, 1965), foi modificado para me-
dir diferencas celulares de fluorescéncia.

O processo comega fazendo uma coloracéo vital
do DNA (corante fluorescente Hoechst 33342, uma
hora a 37°C) no sémen diluido em meio de cultura
(JoHnsoN et al., 1987). Logo apds, por pressao, 0 sé-
men circula pelo citdmetro de fluxo. No citbmetro,
0 sémen passa por um orificio estreito e a saida ¢é
rodeado por uma corrente liquida periférica (de
PBS), também sob pressdo. Isto faz com que os
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espermatozéides fiquem presos (de um a um) no
centro de um jato estreito. O jato passa por um dis-
positivo oco com sec¢do de forma eliptica (RENS et
al., 1998), que posiciona a maior parte dos
espermatozoides com suas caras planas no sentido
do diametro maior da elipse. O jato passa entéo pelo
raio laser, que produz a emissdo da fluorescéncia
do DNA.

A quantidade de fluorescéncia emitida por cada
célula depende da sua orientagédo e quantidade de
DNA. A fluorescéncia é captada por dois detectores
colocados a 0 e 90 graus da linha de emisséo laser.
Ambos detectores estdo conectados a um computa-
dor, sendo que o detector a 90 graus determina se
0s espermatozdides estdo colocados corretamente
(cara plana perpendicular ao laser) ou néo, e o com-
putador permite o posterior descarte dos
espermatozdides em posigdo incorreta (VAN DeN
ENGH e Stoikbik, 1989). J& o detector a zero graus
envia ao computador a intensidade de fluorescéncia
que identifica o sexo espermatico apenas nos
espermatozoides posicionados corretamente. A me-
nor intensidade corresponde aos espermatozoéides
Y, e a maior, aos espermatozoides X.

Um transdutor de ultra-som fraciona o jato de
saida em gotas pequenas, contendo apenas um ou
dois espermatoz6ides cada uma. O computador per-
mite que um ionizador transfira carga negativa aos
espermatozdides mais fluorescentes (esper-
matozoides X, em sua maioria), € positiva aos me-
nos fluorescentes (espermatozdides Y, em sua mai-
oria). As gotas sem espermatozéides ou com
espermatozoéides de fluorescéncia intermédia nao
recebem carga. Também né&o recebem carga as go-
tas que contém espermatozéides mal posicionados.
Em seguida, as gotas passam por um campo
eletrostatico em que os espermatozdéides carregados
negativamente, sdo atraidos pelo pdlo positivo para
constituir a fracdo sexada como espermatozéides X
e vice-versa.

Existe ainda a fragdo ‘descarte’, constituida por
gotas de PBS sem espermatozdides e os
espermatozoéides que ndo foram carregados devido
a ma posicdo, ou por apresentar fluorescéncia
intermédia. As fractes sexadas sdo coletadas em tu-
bos contendo meio de cultura, onde os
espermatozoéides moveis migram para o fundo e os
mortos ficam no sobrenadante. As fra¢fes do fun-
do devem ser ainda centrifugadas, antes de serem

diluidas novamente para serem usadas imediata-
mente ou eventualmente criopreservadas.

O primeiro trabalho que permitiu a separacgdo
de espermatozoides viaveis inteiros, por esse méto-
do, foi feito em coelhos por JoHnson et al. (1989).
Usando IA intra-uterina, 0s espermatozoéides
sexados X produziram 94% de fémeas, e 0s consi-
derados Y, 81% de filhotes machos. Em suinos, a
exatidédo foi de 74% para fémeas e 68% para ma-
chos, apo6s IA intra-tubérica (JoHnson, 1991). Os pri-
meiros bovinos “sexados” usando a FCF na separa-
¢do do sémen, foram obtidos por Cran et al. (1993 e
1995), usando espermatozoides Y na FIV e posteri-
or transferéncia dos embrifes em receptoras, tendo
obtido 90% de bezerros machos. Em 1995 nasceu o
primeiro ser humano concebido usando sémen
sexado pela FCF, que foi do sexo masculino, con-
forme previsto (FucGer, 1999), e em 1996 o primeiro
cordeiro (CATT et al., 1996). Entre 1996 e 1998, duas
modificac¢Bes foram incorporadas ao método de FCF,
permitindo aumentar a velocidade da passagem ce-
lular e o correto posicionamento dos esperma-
tozoides. A eficiéncia geral de separacédo passou as-
sim de 350.000 para 6 x 10° espermatozoéides de cada
sexo/hora (JoHnsoN et al., 1999).

Embora os espermatozéides passem por varias
agressodes (coloracéo, incubacédo, pressédo, exposicao
ao laser e centrifugacéo), ScHenk et al. (1999) nao
acharam maiores perdas de viabilidade quando
compararam sémen sexado criopreservado e sémen
criopreservado sem sexar. Mas 0 processo é ainda
relativamente lento. Com todas as melhoras feitas
ao sistema para acelera-lo, s6 podem ser separados
6 x 10° espermatozdides de cada sexo por hora, ou
descartando os espermatozoéides Y, 18 x 10° esper-
matozoides X por hora (JoHnsoN, 2000). Obter uma
guantidade suficiente de espermatozéides sexados
para umaso dose de IA convencional levaria de duas
a vérias horas. Devido a isso, somente sdo utiliza-
das doses de 1 a 1,5 milhdes de espermatozéides, e
o local de deposito, entanto que possivel, deve ser
intracornual profundo. Resultados preliminares
mostraram que vacas inseminadas com sémen
sexado criopreservado apresentam taxas de prenhez
10 a 30% menores que as controle sem sexar (SEIDEL
et al., 1999).

Assim, a técnica ndo permite seu uso para
inseminar grandes rebanhos e as aplica¢cdes do sé-
men sexado requerem concentracdes menores, tais
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como injecdo espermatica intracitoplasmica
(Mebvepev et al., 1997), FIV (Lu et al., 1999), IA intra-
tubérica (JoHnson, 1991) ou entdo IA intra-uterina
profunda (SeipeL et al., 1999). Porém, é de se prever
gue em poucos anos o aperfeicoamento da técnica
(aumento da velocidade da sexagem e diminuicédo
da dose inseminante) fard com que essa técnica possa
ser incorporada a rotina da IA.

CONSIDERACOES FINAIS

A selecdo do sexo da descendéncia pela sexagem
de sémen é hoje uma realidade. Mas sua aplicacdo
comercial ainda ndo é possivel.

Entre as numerosas técnicas de separagdo das
populagdes espermaticas X e Y, a mais promissora
actualmente é a citometria de fluxo (CF). Os
espermatozoéides sexados por este método, além de
serem viaveis, podem ser congelados/descongela-
dos com fertilidade aceitavel. Pela sua alta exatidéo,
essa técnica € usada como método de validacgéo para
outras técnicas de separacdo. Em contrapartida, a
CF apresenta ainda o inconveniente de precisar de
um equipamento relativamente caro, ter baixa efi-
ciéncia e ser relativamente lenta. Isto faz com que
seu produto (sémen “sexado”) tenha um custo de
mercado considerado elevado. Por esse motivo, seu
uso fica restrito a inseminacao in vitro de o6citos, 0s
quais requerem um reduzido namero de esper-
matozéides (caso de ICSI e FIV). Outro problema
da técnica de CF é que pode ser potencialmente to-
xica. Os possiveis efeitos deletérios inerentes a téc-
nica (mecanicos, coloragdo vital do DNA, exposi-
¢do ao laser) na viabilidade dos espermatozoides
sdo hoje matéria de estudo, visto que, mesmo quan-
do o dano estrutural e a perda de fertilidade ndo
sejam importantes, ndo pode ser descartada a pos-
sibilidade de eventuais efeitos mutagénicos provo-
cados pelo uso do raio laser, por exemplo.

Esses inconvenientes da técnica CF tornam a se-
paracdo imunolégica dos espermatozéides X e Y
uma alternativa extremamente interessante. As téc-
nicas imunoldgicas também precisam de pessoal es-
pecializado, mas seu custo logistico é bem menor,
ndo sdo agressivas (exceto a lise) e mesmo com seu
baixo rendimento atual, seria mais barato montar
repeticBes simultaneas (em paralelo) com elas do
que com a CF.

Existe a expectativa de que nos proximos anos

0s métodos de sexagem de sémen evoluam o sufici-
ente para cumprir as condicBes requeridas para sua
difusdo comercial nos sistemas de produc¢do animal.
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