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RESUMO

A fracdo de espermatozdides X ou Y foi separada por centrifugacdo em
nove diferentes gradientes de Percoll com densidades que variavam entre 0,9 a
1,06g/mL que foi obtida através de solucdo “stock” de Percoll composta de 11
partes de Percoll em 1 partes de solucdo contendo KCI (1M), NaH,PO4 (0,1M),
NaCl (1,5M) e HEPES sddico (23,8ug/mL). Para preparagdo dos nove
diferentes gradientes de Percoll adicionou-se a solucao stock a Solucéo A (do
diluente glicina-gema) em diferentes partes. O sémen foi centrifugado em
Percoll 80% em 200xg por 10 minutos, o “pellet” foi depositado sobre os nove
gradientes de Percoll, centrifugado a 100xg por 30 minutos. O novo “pellet”
formado foi lavado em TES, mesmo diluente em que foi suspendido para
congelacdo, juntamente com os espermatozoides suspendidos foi congelado
sémen fresco apenas diluido em meio TES para controle.

Os espermatozoéides descongelados do controle e do sémen tratado
foram corados com quinacrina mostarda e quantificadas 200 células para
obtencdo do percentual de espermatozéides portadores do Corpusculo-F,
observando uma diferenca média 17,5% entre o grupo tratado e o controle.

A centrifugacdo apresentou, através de selecdo, uma melhora de
motilidade, vigor e cauda fortemente dobrada significativa para as partidas que
obtiveram boa congelacdo, quando comparados o grupo tratado ao controle,
sem alteracao significativa de defeitos de cauda dobrada, peca intermediéaria e
integridade de membrana e com aumento significativos de alteragbes de
acrossbma. Pode-se concluir que a técnica desenvolvida mostrou-se viavel
para separacdo de espermatozoéides portadores de X dos portadores de Y a
serem utilizados em técnicas de IA e principalmente em FIV, eliminando a

necessidade de capacitacdo empregada na técnica.



ABSTRACT

The spermatozoa portion X or Y were separated by centrifugation in nine
Percoll's density gradients, ranging from 0.9 to 1.06mg/mL. These gradients
were obtained using the Percoll stock and a solution containing KCI (1M),
NaH,PO, (0,1M), NaCl (1,5M) and HEPES sodium (23.8ug/mL) in the
proportion of 11 parts of Percoll and 1 part of the tampon solution. In order to
prepare the nine different Percoll's gradients were added to the Percoll stock
the A solution (glycine-yolk) in different proportions. To retire the spermatozoa
were used 0.7mL of the buffaloes semen, centrifuged in a 80% Percoll solution
for 10 minutes in 200xg, the obtained pellet were put in the nine Percoll’s
gradients wich was centrifuged for 30 minutes in 100xg. The new pellets were
washed by centrifugation in TES extender and suspended for freezing with the
control (fresh semen diluted in TES extender).

The frozen-thawed spermatozoa of the control and the treatment group
were colored by quinacrine mustard and counted (200 cells), in order to find the
spermatozoa percentage with the F-Body, showing a mean difference of 17.5%
between the control and the treatment group.

The centrufugation showed, through a selection, an improved value of
motility, vigor and coiled tails in lot of good freezers when comparing the
treatment group with control, whithout no difference were observed in the
pathologic defects as simple bent tails, middle piece and membrane integrity
with a significant higher levels of acrosome alterations. In conclusion, the
technique developed to separated the X and Y spermatozoa was feasible and
useful for the Al and, mostly, in IVF technique in which is dispensable to induce

the capacitation of the spermatozoa.
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1. Introducéo

Os bufalos em muitos paises e estados brasileiros apresentam grandes
habilidades para producédo de carne e leite, sendo também utilizados como
forca de tracdo, fornecedor de couro de boa qualidade e esterco para a
adubacao de solos fracos.

A produtividade bubalina a pasto em nada deixa a desejar a bovina,
sendo que o bubalino apresenta maior digestibilidade de forragens grosseiras

(ZAVA, 1984), muitas vezes rejeitadas pelos bovinos.

O rebanho mundial de bufalos é de aproximadamente 190 milhdes de
cabecas, com um crescimento de 1,8% ao ano, estando a maior parte situado
na india, Paquistéo e China (FAO, 2005).

Segundo o IBGE (2005), o rebanho nacional gira em torno de 1 milhdes
de bubalinos, com um crescimento de 1,5% ao ano, estando 59,7% na regiédo
Norte, 16,34% na regido Sul e 23,95% divididos em pequenos nudcleos nas
demais regides.

No Brasil, a atividade pecuéria bubalina apresenta reducdo na presséo
de desmatamento na Floresta Amazonica, pois esta € realizada em sua grande
maioria em campos de varzea nativos, ao longo do Rio Amazonas e em seu
Delta, com um impacto ambiental minimo, pois o bufalo apresenta-se bastante
integrado a estes ecossistemas (CAMARAO et al., 2002).

Na regido Amazonica a bubalinocultura apresenta-se quase que
exclusivamente destinada ao corte, jA& nas demais regibes do brasileiras, 0s
animais sdo destinados para producéo leiteira (ABCB, 2002).

As primeiras tentativas de selecdo do sexo registradas sdo atribuidas a
Hipocrates 500 a 428 a.C. na Grécia, devido a importancia cultural e social do
sexo masculino na cultura da Grécia antiga. Os gregos definiram que o0s
espermatozoides (SPTZ) do testiculo esquerdo originavam os individuos do
sexo feminino e preconizavam sua retirada, como método para gerar apenas
individuos do sexo masculino. Atualmente a comunidade médica tem se
dedicado ao desenvolvimento de técnicas para a selecdo do sexo, devido a
necessidade de prevencéo das doencas ligadas aos cromossomos sexuais na
espécie humana (ZARUTSKIE et al. 1989). Existem cerca de 370



anormalidades genéticas herdaveis ligadas ao cromossomo X, que s&o
expressas por filhos que herdam da méae portadora do cromossomo X com
genes andmalos (HOSSEPIAN, 1998).

A utilizacdo das técnicas de inseminacdo artificial e transferéncia de
embrido, dentro dos programas de melhoramento genético animal, bem como a
demanda de sistemas de produgcdo mais eficientes, levaram ao
desenvolvimento das técnicas de selecdo do sexo de espermatozodides e
embrides pré-implantados, em espécies de interesse zootécnico. A sele¢do do
sexo tem valor econémico significativo na pecuaria de leite e de corte, onde a
produtividade dos sistemas € favorecida pela progénie de um dos sexos
(TAYLOR et al., 1985 apud HOSSEPIAN, 1998; VAN VLECK et al., 1987). A
selecdo do sexo de espermatozdides ou embribes deverd acelerar o
melhoramento genético animal, pois aumentara o ganho genético anual
(NICHOLAS & SMITH, 1983; VAN VLECK et al., 1987).

A utilizacdo de sémen sexado em bufalos podera aumentar a eficiéncia
dos programas de melhoramento genético desta espécie além de diminuir os
custos da producéao leiteira.

O objetivo deste estudo foi identificar os espermatozoéides portadores do
cromossomo X através da centrifugacdo em nove diferentes gradientes de
Percoll, bem como avaliar a motilidade, vigor patologias espermaticas e
integridade de membrana antes e depois da congela¢do do sémen. Além disso,
verificar a eficacia da técnica modificada e contribuir para otimizacdo da
utilizacdo de espermatozoides portadores do cromossomo X de animais de alto

valor genético e até mesmo daqueles em perigo de extincao.



2. Revisao de literatura

2.1. Determinagao do sexo cromossdmico em mamiferos

Aristoteles (~350 a.C.) prop6s que o0 sexo era determinado pelo calor do
parceiro masculino e que as fémeas seriam machos cujo desenvolvimento foi
sustado precocemente porque o frio do Utero superou o calor do sémen
paterno. Esta visdo foi se alterando a partir do século XVI, mas a idéia de como
0 sexo era determinado ainda ndo estava clara. Até o inicio do século XX
acreditava-se que a determinacdo do sexo sofria influéncia direta do meio
ambiente, sendo a temperatura e a nutricdo, fatores importantes nesta
definicao.

No o inicio do século XX a determinacdo do sexo era atribuida apenas
ao cromossomo X, sendo o macho X0 e a fémea XX. Somente em 1914,
Bridges descobriu que o sexo masculino era determinado pela associagéo de

um cromossomo X com outro morfologicamente distinto, denominando-o de Y.

2.2 Importancia do sexo no melhoramento genético

2.2.1. Teste de progénie

Nicholas & Smith (1983) demonstraram que a selecdo do sexo é
particularmente importante no sistema moderno de teste de progénie, efetuado
em nucleos de criacdo. Este sistema se aplica a transferéncia de embrido
(MOET do inglés multiple ovulation and embryo transfer) para reduzir o
intervalo entre geracbes, aumentar a intensidade de selecdo e,
consequentemente, maximizar 0 progresso genético. Adota-se: a) o0s
esquemas de pedigree (ou esquema juvenil) em que se seleciona a progénie,
produtos de transferéncia de embrido (TE), aos 12 —13 meses de idade, com
base na produgdo materna (a doadora) na 1% lactacdo, ou b) esquema dos
irmaos (ou esquema adulto), em que a selecdo dos futuros reprodutores

(produtos de TE) é adiada até que suas irmds completem a 1% lactacdo. Neste



caso, seleciona-se com base em um indice que considera o desempenho
materno e o das irmas.

O teste de progénie, utilizando MOET, envolve grande numero de
transferéncia por ano (acima de 1000), para que o indice de consanguinidade
do ndcleo de criagdo mantenha-se comparavel aos testes tradicionais 0,0001 a
0,002 (por ano), que abrangem varios rebanhos. A sele¢cdo do sexo dos
espermatozoides associada a mdultiplas ovulacdes e criopreservacdo de
embrides reduz os custos e dinamiza este sistema devido a: a) reducéo do
namero de transferéncias de embribes do sexo masculino em até 33%,
restringindo-se aqueles de maes e/ou irmds com melhor desempenho
reprodutivo; b) producdo de uma populacdo genéticamente adequada para
acasalamento, em menor espagco de tempo e com numero minimo de
transferéncias, ja que se utilizariam apenas os embriées do sexo feminino e
masculino de méaes e irmas com melhor desempenho produtivo. Este
procedimento poderia inclusive reduzir o indice de consanguinidade para 0,002
a 0,0012 por ano (sem a necessidade de elevar-se o numero de TE), se a taxa
de concepcao e sobrevivéncia mantiverem-se acima de 70%.

Van Vleck et al. (1987) demonstraram que o ganho genético depende: a) de
quéo corretamente os animais sdo avaliados (ou raa= acuidade de predi¢do do
valor genético aditivo); b) do numero de animais selecionados (ou i=
intensidade de sele¢do); c¢) da amplitude das diferencas genéticas entre os
animais avaliados (ou 0a= desvio padrdo dos valores genéticos aditivos); d) da
dindmica de reposicdo dos animais progenitores por seus descendentes (ou
L=intervalo entre geracodes).

Estes fatores compdem a equacao de predicdo do progresso genético por

ano (em unidade de desvio padrédo) ou ganho genético por ano (Aqg):

Ag = acuidade de X intensidade de selecdo X desvio padrao
predicao (raa) de selecéo (i) genético aditivo(ca)

Van Vleck et al. (1987)



Assim, o progresso genético é alterado quando algum dos fatores desta
equacao for alterado. Por exemplo, aumentando-se o intervalo entre geracoes,
diminuir-se-a a acuidade de predicdo, pois menor numero de dados sobre a
producdo estardo disponiveis para a avaliacdo genética do rebanho. Da
mesma forma, maximizar-se-a a intensidade de selecdo se um namero maior
de animais do mesmo sexo e idade forem selecionados concomitantemente.
Os fatores da equacao podem ser diferentes considerando-se a selecao de
machos ou fémeas. Considerando-se estas diferencas, 0 progresso genético
sera predito pela média da superioridade dos machos e fémeas selecionados,

dividido pelos respectivos intervalos médios entre geracodes:

Superioridade dos superioridade das

machos selecionados + fémeas selecionadas
Progresso 2
JENELICO = mrmmrmm o m e
por ano intervalo entre intervalo entre

geracOes para machos + geracdes para fémeas

2

onde:
superioridade acuidade de intensidade desvio padréo
dos machos = selecdopara X de selecao X genético
selecionados machos para machos aditivo
e
superioridade acuidade de intensidade desvio padréo
das fémeas = selecdopara X de selegao X genético
selecionadas fémeas para fémeas aditivo

Estes beneficios sdo mais evidentes quando se considera que existem
fatores (raa; 1) na equacdo que podem diferir entre machos e fémeas, se a
caracteristica selecionada ndo puder ser mensurada em apenas um dos sexos

( por exemplo, a producédo de leite), e que neste caso, a selecédo € feita em



guatro niveis: selecdo de reprodutores para produgcdo de reprodutores (SS);
selecéo de reprodutores para producao de matrizes (SD); selecdo de matrizes
para producdo reprodutores (DS); selecdo de matrizes para producdo de
matrizes (DD). Nesta situacdo, o progresso genético esperado por ano € dado
pela somatoéria da superioridade médias dos machos e fémeas para cada
geracdo, dividido pelo intervalo médio entre geracdes (RENDEL &
ROBERTSON, 1950 apud HOSSEPIAN, 1998). Considerando-se que S e D
sdo respectivamente os valores genéticos aditivos médios dos reprodutores e

matrizes selecionados para produzir a proOxima geracao, teremos:

Ag= Ass + AsD + Aps+ ADD

Lss + Lsb + LbDs + LDD
gue representa a superioridade média devido a selecdo em quatro niveis (SS,

SD, DS, DD), dividido pelo intervalo médio entre geracdes (Lss+ Lsb+Lbs+ LDD)

onde: AS = rasas X IS X Oa OuU

superioridade acuidade de intensidade desvio padréao
genética = avaliacdode X de selecdode X genético

dos touros reprodutores reprodutores aditivo

selecionados

e similarmente,

AD = superioridade genética das matrizes selecionadas

Com base nessas consideracfes, Van Vleck et al. (1987) compararam
quatro programas de criagdo para producdo de leite e demonstraram que o
progresso genético é maximizado naqueles em que o sexo € controlado (por
ocasidao da inseminacao artificial), obtendo-se machos ou fémeas quando
desejado (Quadro 1).



Quadro 1- Comparacdo do progresso genético potencial em quatro

programas de criacdo para producdao de leite

Programa de criagao

Fracdo selecionada

Progresso
genético/ano em

Libras de leite

Valor Bruto

do

acasalamento

por nivel
devido a selecao
no nivel DD

SS SD DS DD
Inseminacéo artificial ( 1A) 0,04 (0,20| 0,06 |0,90 220 79lb
IA com controle de seco (1A 0,04 (0,20| 0,03 |0,45 253 358lb
CS)
IA e transferéncia de embrido |0,04|0,20| 0,01 |0,10 296 713lb
(IATE)
(IACS TE) 0,04 0,20 0,005 | 0,05 367 838Ib
Acuidade 0,79|0,79| 0,65 |0,65
Intervalo entre geragfes 5 5 7 7

Van Vleck et al.1987

2.3. Fatores relacionados com a incidéncia do sexo

A separacdo dos espermatozoéides portadores do cromossomo X daqueles

portadores do cromossomo Y baseia-se na deteccdo de pelo menos uma das

seguintes diferencas fenotipicas entre esses dois tipos de célula: sensibilidade
ao pH (EMMENS, 1960),
(SCHREDER, 1934; KANEKO et al., 1984), morfologia do nucleo e cabeca
(SHETTLES, 1960, 1961), antigenos de superficie (KOO et al., 1973),
velocidade de migracdo (ERICSSON et al.,, 1973), conteuddo de DNA e
diferencas na densidade (MEISTRICH, 1982, apud WINDSOR et al., 1993).

carga elétrica da superficie da membrana




2.3.1. Diferenca de pH

Em 1932, Unterberger sugeriu que um fluido seminal muito alcalino
favoreceria a sobrevivéncia dos espermatozoides portadores do cromossomo Y
€ gue uma vagina muito acida favoreceria os portadores do X. Shettles (1970)
€ um dos proponentes da teoria que, na espécie humana, alteracdo do pH do
fluido vaginal pode desviar a propor¢cédo sexual. Ele observou que quando o
fluido cervical era alcalino ou acido ocorria a preponderancia de meninos ou
meninas, respectivamente. Além disso, por ocasido da ovulagdo, 0 muco
cervical era mais alcalino e o pH acido prevalecia durante o ciclo menstrual,
exceto um dia antes e um apos a ovulacdo. Concluiu-se que embora o0s
espermatozoides X ou Y tenham sobrevivido por um periodo maior no pH
levemente alcalino, encontrado por ocasido da fecundacdo, o portador do
cromossomo Y migrava mais rapido sob esta condic&do e alcancava primeiro o
ovulo. Caso o coito ocorresse nas fases em que o pH é mais &acido, os
espermatozoides portadores de X sobreviveriam preferencialmente e
fertilizariam o évulo. Este mesmo concluiu que a hora do coito, em relagéo a
ovulacédo, e a ducha vaginal com solucdo acida ou solucéo alcalina podiam
desviar a proporcdo sexual em favor do sexo feminino ou masculino,
respectivamente.

Kleegman (1966) estudou dados de casos clinicos em que foi utilizada
inseminacao natural ou artificial, na tentativa de se desviar a propor¢cao sexual.
Nos casos em que a inseminacdo foi efetuada 36 ou mais horas antes da
ovulacdo, ocorreu o nascimento de cerca de 70% de individuos do sexo
feminino. Quando a inseminacao ocorreu de 2 a 24 horas antes da ovulacéo,
houve o nascimento de cerca de 70% de individuos do sexo masculino. Estes
resultados sao consistentes com a teoria de que 0s espermatozoéides Y
poderiam ser favorecidos pelo meio alcalino, caracteristico do periodo da
ovulagéo.

Wakim (1972) demonstrou que a proporgcédo sexual pode ser alterada em
coelhos de acordo com o pH da vagina na hora do acasalamento. Quando o pH
estava em torno de 6,5 a 7,3 ou 7,5 a 8,3 prevaleceram 0s sexos feminino e
masculino, respectivamente. Os pH entre 7,3 a 7,5 ndo alteraram

significativamente a proporcao sexual.



Resultados contrastantes foram obtidos por Diasio & Glass (1971) ao
estudarem a migracao de espermatozéides humanos em meio Tyrodes com pH
variando entre 6,5 a 8,4, como o0 muco cervical. O meio foi colocado dentro de
tubos capilares e esses foram mergulhados verticalmente em sémen fresco
para verificar possiveis diferencas de migracdo dos espermatozoides
portadores do cromossomo Y. O contetdo do tubo foi corado com Quinacrina
mustarda que revela o corpusculo-F, localizado no cromossomo Y. Sob estas
condi¢Bes, nao foi observada nenhuma diferenca na migracéo. Posteriormente,
experimentos semelhantes foram efetuados com espermatozoides de animais
de laboratério (MUEHLEIS & LONG, 1976) e da espécie humana (DOWING &
BLACK, 1976). O tratamento dos espermatozdides em meio alcalino ou acido,
antes da inseminagéo, ndo alterou a proporgéao sexual.

Emmens (1960) submeteu o sémen de coelhos aos pH de 5,4 a 6,2 ou de
9,0 a 9,8 por um periodo de uma a trés horas, antes da inseminacao, porém a

proporcao sexual dos laparos nao foi alterada.

2.3.2. Diferenca de carga elétrica

Em mamiferos, os espermatozéides possuem carga elétrica negativa, como
demonstrado por eletroforese em espermatozéides de humanos e de coelho
(MUDD & MUDD, 1929; VERES, 1968). Nevo et al. (1961) demonstraram que
espermatozoides de bovinos migravam para o anodo com a cauda estendida
para frente. Isto indicou que eles tinham carga elétrica negativa e esta era mais
concentrada na cauda do que na cabeca. Estes indicios foram confirmados por
Yanagimachi et al. (1972), demonstrando que o hidréxido de ferro coloidal
ligava-se preponderantemente a cauda dos espermatozoides de vérias
espécies, inclusive em bovinos. Kaneko et al. (1984), pela anélise da carga
elétrica da superficie celular de espermatozoides da espécie humana por
eletroforese, obtiveram resultados que indicaram que a motilidade eletroforética
dos portadores do cromossomo X, € maior que a dos portadores do
cromossomo Y. O tratamento com sialidase causou redugcdo progressiva na
motilidade eletroforética dos dois tipos de espermatozoéides, até que ambos
migrassem com a mesma motilidade para um Unico ponto, sugerindo que as

diferencas nas cargas elétricas entre os dois tipos de espermatozoéides deve-se
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principalmente ao contetdo de acido sialico da superficie celular. Ja
Engelmann et al. (1988) obtiveram resultados contraditorios, constatando que a
mobilidade eletroforética dos espermatozoides Y era maior que a dos
portadores de X. Procurando esclarecer esta controvérsia, Ishijima et al. (1991)
mediram o potencial Zeta dos espermatozoides X e Y por espectrofotometria e
separaram as duas populacdes por eletroforese, verificando a acuidade do
método por coloracdo com Quinacrina mustarda. O potencial Zeta na fracdo
contendo mais de 80% de espermatozodides Y e 95% de espermatozéides X,
sendo o potencial Zeta de aproximadamente 16mV negativos e 20mV
negativos, respectivamente.

Em 1957 Gordon realizou experimento na tentativa de separar
espermatozoides em portadores do cromossomo X daqueles com cromossomo
Y através de eletroforese, obteve 62% de fémeas e 25% de machos entre os
produtos nascidos a partir de inseminacdo artificial, utlizando os
espermatozoides que migraram para 0 anodo e catodo, respectivamente.
Battacharya et al. (1977) utilizando a for¢ca de fluxo contrario que avalia a
polaridade dos espermatozéides em uma camara de fluxo elétrico a 6° C com
cargas contrarias, obteve uma precisdao de 87% para machos e 62% para
fémeas. Knaack et al. (1973) fracionando eletroforeticamente o ejaculado de
touros de diferentes racas obteve: fracdo A na qual predominou
espermatozoides pequenos (machos determinante), fracdo B onde
predominavam espermatozoéides grandes (fémeas determinantes) e fracdo C
com mistura das fracdes A e B. Em um primeiro experimento, inseminou 107
vacas com sémen das fracbes A e B separadamente, resultando em 85% de
bezerros e 73% de bezerras, respectivamente. No segundo experimento foram
inseminados 439 vacas, com sémen das fracdes A, B e C, nascendo 72,2% ,
67,8 e 59,7% de machos. Blottner et al. (1983), utilizando a técnica deflacéo
eletroforética, relataram relativo sucesso na separacdo dos gametas
masculinos através de migracdo, detectando duas fragbes, uma de migracdo
mais rapida e outra mais lenta. Utilizando a fracdo de migracéo lenta (porcéo
catédica) em inseminacéo artificial, a relacdo entre sexos para 1.185 bezerros
nascidos foi de 49,6% de machos e 50,45% de fémeas. Para 1.265 bezerros
provenientes da inseminacdo com fracdo mais rapida (por¢cdo anddica),

observaram 56,6% de bezerros machos e 43,4% de fémeas. Segundo Sarkar
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(1984) existe uma variagdo muito grande quanto ao processo de sexagem
através de fluxo elétrico, obtendo niveis que vado de 12 a 80% de
espermatozoides. Ja Vesselinovit et al. (1959), ao inseminar 164 vacas com
sémen de 10 diferentes touros, separados por eletroforese com diluente a base
de leite, obteve 78% de prenhez, onde as vacas prenhes através do sémen da
fracdo catddica apresentaram 1,53% a mais de machos do que os da fracdo

anddica, valor este nao significativo estatisticamente.

2.3.3. Diferenca morfoldgica do nucleo e da cabeca dos espermatozoides

Na espécie humana, (SHETTLES, 1960, 1961) identificou dois tipos
morfologicos de espermatozoides, por coloracdo com Feulgen e andlise por
microscopia Optica. Um tipo maior, com a cabeca ovalada e o outro tipo menor,
com a cabeca arredondada. A observacdo de amostras de espermatozoides
dos homens de familias que tém somente filhos do sexo masculino por varias
geracOes, demonstrou uma grande proporcao de espermatozoéides deste ultimo
tipo. Sugeriu-se que o0 menor tamanho, desta sub-populacdo de
espermatozoides, deve-se ao fato de que o cromossomo Y é menor do que o
X. Por outro lado, homens com vérios filhos do sexo feminino possuiam maior
proporcdo de espermatozoides com cabeca ovalada. Em estudos sub
sequentes em coelhos (MUEHLEIS & LONG, 1976) e na espécie humana; Von
Porstmann et al., 1979 apud Hossepian (1998), ndo detectaram a presenca de
dimorfismo entre os espermatozdéides X ou Y.

Técnicas atuais, utilizando analise computadorizada, conseguiram obter
10% de enriguecimento de espermatozoides X ou Y através da diferenca do
volume espermatico, apesar do embasamento teérico da técnica, que afirma
uma diferenca volumétrica da cabeca dos espermatozéides devido a variacdo
de 3,8% no conteudo do DNA em 80% das células X e Y. Esta técnica
apresenta a problematica da necessidade de decapitacdo dos espermatozoéides
para avaliacdo volumétrica, apresentando pouca validade pratica na obtencao
de produtos sexados ( VAN MUNTER et al. , 1999 ).

Battacharya et al. (1977) tentaram separar espermatozoides em portadores

do cromossomo X ou Y utilizando a centrifugacédo e filtracdo através das
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diferencas dos espermatozdides Y, mais leves e menores, que os portadores
do cromossomo X, ndo obtendo éxito, devido estas caracteristicas serem

influenciadas por produtos metabolicos como CO,, H,O e NHg,

2.3.4. Diferenca na velocidade de migracéao

Com base nas diferencas de peso e tamanho, Schilling (1966) separou
espermatozoides X ou Y de bovinos pela diferenca de velocidade de migracéo,
através de meio viscoso composto de gema de ovo e solucdo salina, com
gravidade especifica em torno de 1,037 a 1,044g/mL. O meio foi colocado em
um tubo e os espermatozéides sobre o meio, onde permaneceram por 1 hora a
0°C. Apos este periodo, os espermatozoéides puderam ser encontrados em 12
fracbes. As fracOes superiores foram descartadas e as inferiores foram
centrifugadas a 4000 rpm por 154 minutos. ApGs este processo obteve-se uma
fracdo de cerca de 1,5 mL contendo aproximadamente 40 a 80x10°
espermatozoides, que foram utilizados para inseminacdo artificial. Obtendo
indice de prenhez de cerca de 67% a 70 % de fémeas.

Na espécie humana, Ericsson et al. (1973) demonstraram que o0s
espermatozoides X ou Y, diferem quanto a motilidade progressiva quando
colocados em meio de cultura contendo albumina sérica bovina. Os
espermatozoides foram diluidos em Tyrode’s na proporcdo de 1:1 (v/v),
centrifugados a 4000 rpm e ressuspenso na concentracdo de 10°. Uma coluna
de meio com pH entre 7,4 a 7,6 contendo albumina em concentragbes que
variaram entre 3% a 25%, foi feita dentro de uma pipeta de Pasteur. Sobre esta
coluna foram colocados 50x10° espermatozéides. Apds 1 hora, os
espermatozoides da fracdo superior foram descartados, e os da fragcdo inferior
foram submetidos ao mesmo processo de separacdo pela segunda vez. Mais
de 85% dos espermatozoides da fracdo inferior apresentaram corpusculo-F.
Porém, Evans et al. (1975) e Wang et al. (1994) apud Hossepian (1998),
seguindo a metodologia de Ericsson et al. (1973), obtiveram resultados
inferiores a 32%. Em bovinos, Beal et al. (1984) e Zavos (1985) em coelhos,
ndo conseguiram desviar a proporcao sexual apoOs tratamento dos
espermatozoides com a técnica descrita por Ericsson et al. (1973). Porém,

White et al. (1984) e Windsor et al.(1993), observaram um desvio na propor¢ao
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sexual em pequeno numero de ovelhas, repetindo o mesmo experimento em
larga escala (196 ovelha que foram inseminadas com espermatozoides da
fracdo inferior de espermatozoides e 199 que foram inseminadas com a fracao
superior), obtiveram proporcéo sexual de 58% de machos, na fracéo inferior, e
55% de machos na fracdo superior, sendo pouco significativa. Berck et al.
(2976) utilizando deslocamento de 90 mm induzido por 173-estradiol em pipeta
de vidro, observaram um aumento de 43,7% para 63,3% de espermatozoéides
portadores de Y. Resultados semelhantes foram encontrados por Sarkar
(1984).

Em coelhos, Windsor et al. (1993) ndo observaram desvio significativo da
proporcdo sexual ao submeterem o0s espermatozdides a sete diferentes
tratamentos de velocidade de migracdo e verificacdo dos resultados por

citometria de fluxo.

2.3.5. Diferenca entre os antigenos de superficie

Baseia-se no uso de anticorpos especificos para o antigeno H-Y, um
antigeno de transplantacdo especifico do sexo masculino e bem representado
na superficie dos espermatozoides (WACHTEL, 1983).

A presenca do antigeno H-Y na membrana dos espermatozéides foi
relatada pela primeira vez por Goldeberg et al. (1971), em camundongos.
Neste trabalho a autora incubou espermatozoides em meio de cultura contendo
anticorpo anti H-Y e, em seguida, adicionou complemento. Os espermatozoides
gque expressavam o0 antigeno H-Y foram lisados, como determinado pela
coloracdo com azul Trypan. Como cerca de 50% de espermatozoéides foram
lisados, aventou-se a hipétese de que poderia haver a expressao hapléide do
antigeno H-Y na membrana de espermatozéides de outras espécies, o que foi
confirmado por Zaborski et al. (1979).

Estudos para verificar esta hipétese foram conduzidos em camundongos
por Bennet & Boyse (1973), empregando a inseminacédo artificial com sémen
tratado com anticorpos para o antigeno H-Y. Os anticorpos foram obtidos
através de enxerto de pele de machos, em fémeas de linhagens isogénicas. O
soro anti H-Y, assim obtido foi adicionado ao sémen previamente a

inseminacao artificial. Mediante esta técnica, conseguiram uma progénie de
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45,55% de machos, em comparacado com 53,4% do grupo controle. Estudos
com camundongos demonstraram que o tratamento com H-Y e complemento,
antes da inseminagao artificial, proporcionou um desvio pequeno (8%), mas
significativo, na proporcéo sexual (50:50), em favor das fémeas. Em seguida,
Hoppe & Koo (1984) nao obtiveram desvio na propor¢cdo sexual quando em
fecundacdo in vitro, utilizando espermatozoéides de camundongos submetidos a
este tratamento.

Apesar da existéncia de diversos mecanismos biolégicos para prevenir a
expressado hapléide (OHNO, 1982), e da possivel troca de mMRNA devido a
presenca de pontes citoplasmaticas entre as espermatides X e Y (ERICKSSON
et al., 1981), existem evidéncias a favor da atividade génica das células
germinativas (BRADLEY, 1989). Este autor referiu-se a varios genes que se
expressam no genoma hapléide das células germinativas; e relatou que
espermatozoides murinos, retidos em uma coluna de imunoafinidade para o
antigeno H-Y, produziram 90% de machos quando utilizados em inseminacéo
artificial. Em ovinos, cerca de 70-80% dos espermatozoides que nao se ligaram
a coluna, ndo apresentaram fluorescéncia (H-Y negativo), e cerca de 80% dos
aderidos a coluna apresentaram fluorescéncia (H-Y positivo) apos o tratamento
co m o antigeno anti H - Y e anticorpo conjugado.

Em 1989, Bradley separou espermatozoides de bovinos de acordo com a
expressdo do antigeno H-Y, tratando com anticorpos monoclonais anti H-Y e
anticorpos conjugados. Obtendo fluorescéncia de 40 a 65% dos
espermatozoides do grupo tratamento e 1 a 15% de fluorescéncia nos do grupo
controle, sendo considerados portadores do cromossomo Y 0Ss que
apresentaram fluorescéncia positiva, posteriormente separados dos néao
fluorescentes, foram corados com corante de Feugen e quantificados através
de microdensitometro, obtendo um resultado de 80% de portadores do
cromossomo Y, para os que apresentaram fluorescéncia e 70% de portadores

do cromossomo X, para 0s que nao apresentaram fluorescéncia.

Ali (1987) sexou espermatozoéides de bovino de acordo com a expressédo do
antigeno H-Y, tratando-os com anticorpo monoclonal anti H —Y e anticorpo
conjugado, e submetendo-os a “Fluorescente activivated cell sorted”. Cerca de

8% dos espermatozodides fluorescentes (H-Y positivo), eram portadores do
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cromossomo Y e 70% dos nao fluorescentes (H-Y negativo) eram portadores
do X. Recentemente, Peter et al. (1993) sugeriram que a separagcdo dos
espermatozoides portadores de X daqueles portadores de Y, utilizando
anticorpos monoclonais anti-H-Y associados a cotas de polimeros
magnetizados (separacdo magnética) obtendo acuidade de cerca de 98%.

Existe a possibilidade de espermatozéides X reterem na membrana
antigeno H-Y, caso sejam oriundos de espermatogbnia H-Y positiva. Esta
possibilidade foi aventada por alguns autores para explicar as dificuldades da
sexagem de espermatozoides de coelho e bovino por métodos imunologicos
(BENNET & BOYSE, 1973; OHNO & WACHTEL, 1978; KOO et al., 1973;
ZAVOS, 1983; HOPPE & KOO, 1984).

Recentemente, estudos eletroforéticos da membrana dos espermatozéides
X ou Y, separados por citometria de fluxo, demonstraram que ndo € possivel
identificar diferencas entre as proteinas de membrana dos portadores do
cromossomo X ou Y (HENDRIKSEN et al., 1999).

2.3.6. Momento da inseminacgao

Este método consiste em fazer a inseminagéo ou fertilizagdo no inicio ou
fim da ovulacdo, baseando-se no fato do gameta masculino portador do
cromossomo Y ter maior motilidade, e o portador do cromossomo X maior
durabilidade.

Gutierrez-Adan et al. (1999) observaram em seus experimentos em
bovinos, uma proporcdo macho/fémea de 1,00: 0,61(machos 37,96%) para
embrides com 16 de MIV e 1,67: 1,0(machos 62,5%) com 24h de MIV. Em um
segundo experimento com vacas superovuladas e inseminadas observaram
mais de 40% de machos quando a inseminacao deu-se 5h antes da ovulacao e
75% de machos 5 horas apés a ovulagcédo, o que leva a crer que este metodo
possa estar mais diretamente relacionado a maturacdo do odcito do que a
velocidade de migracao dos diferentes gametas masculinos (X e Y). Contudo,
Rorie et al.(1999%1999"), detectando o cio de vacas sincronizadas, através do
sistema HeatWatch de deteccéao de estro, inseminando vacas e novilhas 8 a

10 horas e 20 a 25 horas apds o estro, e sexagem ultrassonografica 80 dias
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apos a inseminagdo, ndo obtiveram diferencas estatisticas significantes entre

0S grupos.

2.3.7. Touros que apresentam progénies com predominancia de filhas

Alguns touros usados na inseminagao artificial apresentam um desvio no
numero de filhas nascidas, em relacdo ao numero de filhos (CRIBIU &
POPESCU, 1975). Além do aspecto de quimerismo gdnadal, da transferéncia
de grande numero de células femininas (gondcitos primordiais do tipo XX) da
irma gémea para o irmdo durante a gestacdo gemelar de casal pela
anastomose dos vasos coribnicos da placenta-comum, quando células
femininas teriam sobrevivido e originado consequientemente maior nimero de
espermatozoides X do que Y; entretanto, parece que também outros fatores
além destes, podem interferir nas explicacbes deste fendbmeno, mesmo em
touros ndo gémeos (LONG, 1979 apud HOSSEPIAN, 1998).

2.3.8. Corpusculo-F

A técnica do “Corpusculo-F” baseia-se na fluorescéncia que 0 cromossomo
Y apresenta quando corado com derivados da acridina (como a Quinacrina) e
observado sob luz ultravioleta (DAYAN, 1994). Esta técnica permite visualizar
um ponto na regido distal do brago curto do cromossomo Y, designado como
Corpusculo-F (ou corpo cromatico masculino). Estudos em microscopia
eletrbnica, entretanto, tem falhado em demonstrar uma diferenca estrutural
nesta por¢cdo do “Y”, porém, Hubner et al. (1970), demonstraram que a
Quinacrina localiza-se nas areas mais ricas em guanina e citosina nas hélices
de DNA, enfatizando o acima exposto, principalmente para espermatozoéides
humanos.

A deteccdo do Corpusculo-F foi o método mais empregado para validagcéo
de técnicas que objetivam sexar espermatozoéides (PETER, 1970; PEARSON,
1972; DIASIO & GLASS, 1971; ERICSSON et al. 1973; BECK et al. 1976;
MUEHLEIS & LONG, 1976; DOWING & BLACK, 1976; SHASTRY et al. 1977;
OGAWA, et al. 1988; AMANN, 1989; ISHIJIMA et al. 1991 e HOSSEPIAN,
1998).
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2.3.9. Diferencas no conteudo de DNA

Os métodos que utilizam a diferenca na quantidade de DNA baseiam-se na
evidéncia de que nos mamiferos, (OHNO et al., 1963; JOHNSON e CLARK,
1990), os espermatozoides carregam o cromossomo X ou Y. O cromossomo X
€ maior que o Y, devido a maior quantidade de DNA. A quantidade de DNA do
cromossomo X em relacdo ao Y varia significativamente entre as espécies
(MORUZZI, 1979; JOHNSON, 1992), sendo que a menor diferenca encontrada
€ de cerca de 2,8% na espécie humana (JOHNSON et al., 1993) e a maior € de
12,5% no Microtus oregoni (JOHNSON&CLARKE, 1990). Nos animais
domésticos, as diferencas de DNA entre os espermatozoides X ou Y variam de
3,5% a 4,2%, sendo que nos bovinos ela é de cerca de 4,0% (JOHNSON et al.
1987; JOHNSON, 1992, 1994). Nesta espécie, observou-se uma diferenca
média significativa do conteado de DNA dos espermatozoéides X ou Y entre as
racas, mas ndo entre os individuos da mesma raca. Entre os espermatozoides
X ou Y de touro Jersey observou-se a maior diferenca (4,24%) quando
comparada com as racas Angus (4,05), Hereford (4,03%), Holstein (3,98%) e
Brahman (3,73%) (HOSSEPIAN, 1998). A diferenca significativa encontrada
entre Bos taurus 0 Y € um pequeno submetacéntrico e nos Bos indicus € um
pequeno acrocéntrico.

Na década de 80 iniciaram-se, em mamiferos, as tentativas para a selegéo
do sexo pela identificacdo das diferencas na quantidade de cromatina entre os
espermatozoides X ou Y por citometria de fluxo (JOHNSON & PINKEL, 1986;
JOHNSON et al., 1987).

No citometro de fluxo os espermatozéides passam em fila Unica através do
feixe de “laser” que emite 175mW de ultravioleta (351, 364nm). Os sinais
fluorescentes emitidos pelo nudcleo dos espermatozoides sdo coletados
simultaneamente, por detectores 6pticos posicionados a 0’ e 90° em relacédo a
face plana e extremidades da cabeca, respectivamente. Os detectores
convertem estes sinais para sinais eletrbnicos, que sdo armazenados no

computador como hitogramas. Em seguida, o feixe de espermatozoides é
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quebrado em gotas pequenas e uniformes por ultra-som emitido por um
transdutor. Cada gota contém um Unico ou alguns espermatozoides.

As gotas contendo um espermatozoide X ou Y (6-8% do total de gotas
formadas) sdo carregadas com carga positiva ou negativa, respectivamente, de
acordo com a intensidade de fluorescéncia. As gotas passam por um campo
eletrostatico e sdo separadas em dois tubos distintos. As gotas vazias e
aquelas que nao estdo dentro dos padrdes de fluorescéncia estabelecidos
continuam no feixe central e caem em um tubo de descarte (JOHNSON &
PINKEL, 1986; JOHNSON, 1992, 1994).

Em mamiferos, as primeiras tentativas para a separacdo das fracdes de
espermatozoides X ou Y ndo tiveram sucesso. Era dificil distinguir as pequenas
diferencas do contetdo de DNA entre as populagfes de espermatozdides X ou
Y porque a intensidade do sinal de fluorescéncia era afetado devido as
irregularidades da cromatina compactada, da morfologia da cabeca (achatada
e em forma de pd) e da orientacdo da cabeca dentro do citometro. A
intensidade de fluorescéncia do corante ligado ao DNA era maior na borda do
gue na face plana do espermatozoéide porque a cromatina densa causa um alto
indice de refracdo a excitacdo do “laser” e aos detectores Opticos que coletam
a fluorescéncia emitida, sendo critica para a resolucdo. A fim de analisar
adequadamente as pequenas diferencas do conteudo de DNA entre o0s
espermatozoides X ou Y, deve-se usar um citometro de fluxo em que a
captacdo do sinal de fluorescéncia possa ser controlada de acordo com a
orientacdo da cabeca do espermatozoide em relacdo a fonte de excitacéo
(JOHNSON & PINKEL, 1986; JOHNSON, 1994).

Assim, modificagdes no citometro de fluxo convencional (Epies V; Couter
Corporation, Hialeah, FL) foram necessarias (JOHNSON & PINKEL, 1986). As
modificagcbes consistiram da adaptacdo de um detector adicional de
fluorescéncia colocado 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. Este sistema modificado orienta corretamente a cabeca
dos espermatozoides intactos, de modo que o sinal fluorescente da face plana
é captado pelo detector posicionado a 0’ em relacdo ao” laser “e aquele emitido
pela extremidade da cabeca é captado pelo detector posicionado a 90" em

relacdo ao” laser “. Isto minimiza a heterogeneidade do sinal de fluorescéncia,
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permitindo a separacdo dos espermatozoides X ou Y. A fluorescéncia da
extremidade € usada para caracterizar a orientacdo das cabecas de
espermatozoides orientados incorretamente, ou seja, com a face plana voltada
para o detector o que permite que eles sejam retirados da analise
eletronicamente. Em geral, cerca de 65-95% dos espermatozoides intactos
estdo orientados corretamente em relagéo ao “laser” e ao detector na posi¢céo
de 0'(JOHNSON, 1995).

A separacdo de espermatozéides X ou Y pela técnica de citometria de
fluxo, somente foi conseguida a partir de 1987 (JOHNSON et al., 1987;
MORELL, 1991).

Johnson et al. (1987) separaram as fracdes de espermatozéides X ou Y de
Chinchilla laniger com 95% de acuidade em cada fracdo. Nesta espécie, a
diferenca do contedudo de DNA entre os espermatozoides X ou Y foi de cerca
de 7,5% e conseguiu-se separar cerca de 132000 espermatozoides por hora.

Johnson et al. (1989) separaram as frac6es de espermatozoides X ou Y de
espermatozoides de coelho. Nesta espécie, a diferenca do conteudo de DNA
entre os espermatozoides X ou Y € de cerca de 3,0%. As fracdes de
espermatozoides X ou Y foram utilizados para inseminacao artificial, obtendo-
se 94% de fémeas e 81% de machos, respectivamente. A capacidade de
fecundacdo dos espermatozéides ndo foi afetada significativamente pelo
tratamento. Em um grupo controle, cerca de cinco odcitos fecundados foram
coletados de coelha, 40 horas apés a inseminacdo. Entretanto, obteve-se
indice de 28% de prenhez (o esperado para a espécie seria 80%) e 3,9 filhotes
por ninhada (o esperado seria 6). Isto pode estar correlacionado com a
manipulagdo do uUtero durante a inseminagdo cirirgica e pelos efeitos do
fluorcromo.

Johnson (1991) usando a mesma técnica obteve 74% de fémeas e 68% de
machos inseminando marrds com as fracbes de espermatozodides X ou Y,
respectivamente. Os espermatozoides (aproximadamente 3x10°) foram
depositados cirurgicamente no oviduto. Nesta espécie, a diferenca do contetdo
de DNA entre os espermatozoéides X ou Y foi de cerca de 3,3%. O tamanho da
leitegada (7 a 9) com espermatozoéides sexados correspondeu a dois ou trés
leitbes a menos do que o numero esperado nas inseminacdes intracervicais

com 3x10’ espermatozéides. Dentre os fatores que podem ter causado essa
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diminuicdo, o autor destacou: a) o pequeno numero de espermatozoides
utilizado por oviduto (300.000); b) o trauma de cirurgia; ¢) a inseminacao 2-4h
apos a ovulacado (odcitos velhos); d) o local de deposicdo do sémen (oviduto),
os leitdes ndo apresentaram anormalidades fenotipicas.

Na espécie humana, espermatozdides X ou Y foram separados com
acuidade de 82% e 75%, respectivamente, confirmada por hibridizagdo in situ.
Uma hora apoés a separagdo, os espermatozoides tinham motilidade entre 65 a
75% (JOHNSON et al., 1993), semelhante aquela (60 a 80%) encontrada nos
animais domésticos para espermatozoéides sexados pelo mesmo método
(JOHNSON et al., 1989; JOHNSON, 1991).

Cran et al. (1993) apud Cran (1995) e Welsh et al. (1994) utilizaram, pela
primeira vez, espermatozoéides X ou Y de bovinos, separados por citometria de
fluxo para fecundacédo in vitro. Separou-se uma quantia de espermatozoides
suficiente para fecundar 100 odcitos (2000/06cito). Os embrides resultantes
foram sexados por PCR (Polimerase Chain Raction) que indicou acuidade de
73% e 68% na separagdo das fracdes X ou Y. Dezoito embrides foram
transferidos para nove novilhas (dois embrides por novilha), das quais quatro
(44%) tornaram-se gestantes produzindo trés bezerros do sexo masculino e
trés do sexo feminino.

Apesar da grande aceracea da citometria de fluxo, esta técnica tem como
limitante a reduzida producéo de doses por hora, trés doses convencionais de
10x10°, com precisdo de 90%, alto investimento do aparelho que custa US$
300.000 nos Estados Unidos trazendo um acréscimo de US$10 a 20 ddlares
por dose e as lesBes provocadas pelo processo: a) exposicdo do
espermatozoide ao corante com afinidade pelo DNA (Hoechst 33342), b)
exposicdo do espermatozdide a energia eletromagnética do laser, c) a forca de
desaceleracdo do espermatozoide no aparelho de 90 para OKm/h, d) o
processo de centrifugacdo para concentracdo dos espermatozoides (SEIDEL
JR, 2003).
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2.3.10. Gradiente de sedimentacao

O método de sexagem de espermatozdides pelo gradiente de
sedimentacdo também € baseado no principio de que os espermatozoides
contendo o cromossomo X sejam mais pesados do que os portadores do
cromossomo Y, devido os espermatozoéides X apresentarem em média 3,8%
mais DNA que os Y. Este processo consiste na centrifugacdo do sémen, aonde
este apresentara uma fragdo de fundo com mais espermatozoides contendo o
cromossomo X.

Amann et al. (1989), utilizando centrifugagdo em meio de Albumina sérica
conseguiram 85% de espermatozoides portadores do cromossomo Y em
humanos, contrariando os resultados de Zavos (1984) que, em coelhos, obteve
55,3% de machos na amostra contra 52,8% no grupo controle, utilizando
centrifugacdo no mesmo meio.

Shastry et al. (1977) fizeram estudos de sedimentacdo em Ficoll-sodio-
metrizoato, como meio para separacdo de espermatozéides humanos em
portadores do cromossomo X e Y, utilizando densidades de 1,08g/mL e
1,04g/mL, disposto no mesmo tubo e centrifugado a forca de 100g por 20
minutos, obtendo 76,9% de espermatozoides portadores do cromossomo Y no
sobrenadante, 80,6% de espermatozoides portadores de X no precipitado,
atestados pela observacéo do corpusculo-F corado com Quinacrina mostarda.

Kaneko et al. (1983) em espermatozdides humanos obtiveram em seis e
oito gradientes diferentes 73,1+3,3% e 27,4t3,4% de espermatozoides Y nas
fracBes superior e inferior, respectivamente. JA& Schwiderski et al. (1991),
obtiveram 75% de machos e 92% de fémeas de embrides de Fertilizagdo In
Vitro (FIV) obtidos através da utilizacdo de espermatozéides provenientes das
fracOes superior e inferior de diferentes gradientes. Em adicdo Hossepian
(1998) estudando a separacdo de espermatozoides em detentores dos
cromossomos X ou Y, através de sedimentacdo em diferentes gradientes de
Percoll, obteve para nove e doze gradientes diferentes, 74,45% e 74,55%,
respectivamente de espermatozoides bovinos portadores do cromossomo X,
utilizando para aferir este resultado a maior fluorescéncia do cromossomo Y

quando corado com quinacrina mostarda.
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Ramalha et al. (2000) objetivando testar a campo a sedimentagdo em meio
de Percoll com nove diferentes gradientes de densidade, utilizando
inseminagao artificial em vacas holandesas, com o0s espermatozoides do
precipitado, observou motilidade/vigor apos a descongelacdo de 35%/ 4-5 e
40%/4-5, e apos Teste de termoresisténcia rapida (TTR) 25%/3 e 25%/3% com
51% e 55% de acrossbmas intactos para o controle e 0 sémen sexado,
respectivamente, obtendo 52% de prenhez, sendo 85,71% fetos do sexo

feminino detectados por exame ultrassonogréfico.

2.4. Congelacao de sémen

2.4.1. Caracteristicas fisicas do sémen

Diversos autores, Ohashi et al.(1988), Garcia & Pinto (1991), Amstalden
et al. (1993), Balieiro (1993), Alexiev et al. (1994), Dhami et al. (1994); Misra et
al. (1994) e Chacur (1996) ao estudarem o volume do sémen de bubalinos,
encontraram diferentes médias que variaram entre 1,7 a 3,7 mL. A variagdo no
volume dos ejaculados pode ser influenciada pela raca, idade, tempo de
repouso sexual, alimentacdo, manejo, particularidades individuais e estacdo do
ano (CHACUR, 1996; SOUSA et al, 1998).

Variacdes fisiologicas ocorrem para a concentracdo do sémen. Ohashi et
al. (1988) descreveram na raca Murrah um valor médio de 960 milh6es/mL e
447 milhdes/mL, para o primeiro e segundo ejaculados, respectivamente,
enquanto, sem caracterizar o primeiro e segundo ejaculados, Garcia & Pinto
(1991), obtiveram as médias de 1.700 + 600 milhdes, 1.320 + 0,75 milhdes/mL
(BALIEIRO, 1993), 1.125 a 1.213 milhdes/mL (ALEXIEV et al., 1994), 1.262,21
+ 93,98 milhdes/mL (DHAMI et al., 1994), 1.496 milhdes/mL (MISRA et al.,
1994) e 976,33 + 374,48 milhdes/mL (CHACUR, 1996; SOUSA et al, 1998).

A coloragdo do sémen bubalino varia de esbranquicado a amarelado
(AMSTALDEN et al.,, 1993; VALE, 1994), as vezes com tom azulado,
dependendo da concentracéo do ejaculado, que pode variar de denso a ralo
aquoso (GARCIA & PINTO, 1991; VALE 1994).

Segundo Sousa et al. (1998), o turbilhonamento, vigor e motilidade

assemelham-se aos de bovino, porém com menor intensidade, sendo o
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espermatozoide bubalino mais sensivel as mudancas de temperatura. Sémen
de bovinos e bubalinos ndo apresentam diferencas significativas de patologias
espermaticas e quanto a variagao da osmolaridade (Romitto et al., 2001).

Poucos trabalhos analisaram o turbilhonamento, mas em pesquisas
realizadas na regido Amazobnica, Vale et al. (1997; 1999), observaram para
touros normais, no sémen a fresco, turbilhonamento maior do que trés Sousa et
al. (1998), e Dhami et al. (1994), utilizando bufalos Murrah na india,
descreveram 3,89 + 0,22 de valores de turbilhonamento.

Garcia & Pinto (1991), descreveram uma motilidade média do sémen
bubalino a fresco de 50 a 60%, Amstalden et al. (1993), de 65,5 + 18,2%;
Balieiro (1993), de 85,78 + 5,97%; Alexiev et al. (1994) de 71,21%; Misra et al.
(1994), de 71,4%; Dhami et al. (1994) de 87,50 + 1,09%; Fritsch (1994), de
78,29 + 6,29%; Chacur (1996), de 78,2 + 2,04% e Vale et al. (1997; 1999) de
71,1%.

Balieiro (1993) citando trabalhos de (MANIK & MUDGAL, 1984), e
(RAIZADA et al.,, 1990) descreveram na escala de um a cinco, vigor de
espermatico de dois a 2,8 e 3,3 respectivamente para sémen de bufalos.
Nahum (2001) encontrou média de 3,11+0,69 de vigor espermatico para
bubalinos das racas Murrah e Mediterranea.

Em animais da raca Mediterranea, Oba et al. (1993) descreveram em
seu trabalho realizado no Brasil utilizando o diluidor TES, que a motilidade
espermatica apresentou um comportamento semelhante antes e apds a
diluicdo. Achados similares foram descritos por Chacur (1993) com bufalos da
raca Murrah utilizando o mesmo diluidor.

Em bubalinos, diversos pesquisadores utilizaram o Citrato e o TRIS
como diluidores, e obtiveram respectiva motilidade média pés-diluicdo de:
81,50 + 0,02% e 86,50 + 0,01% (RAHMAN et al., 1988), 69,8% e 73,7%
(MOHAN & SAHNI, 1991). No entanto, Fritsch (1994) e Vale et al. (1997; 1999)
utiizaram TRIS e TES obtendo 82,83 + 7,69% e 8570 + 6,74%
respectivamente, jA Nahum (2001), obteve 75,33 + 2,85 % com diluente a base
de agua de coco.

Poucos trabalhos enfocam o vigor espermatico, apesar da importancia
na analise do sémen. Oba et al. (1993) descreveram igualdade de valores entre
o TES e TRIS no vigor, atingindo grau quatro.
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Fritsch (1994) observou vigor de sémen diluido no TRIS, onde 38,3%
das amostras passaram de grau cinco para quatro, e no diluidor TES, o vigor
espermatico permaneceu inalterado (grau cinco) em 98,3% das amostras.

Nahuam (2001), constatou vigor médio de 3,55 para sémen em diluidor a
base de agua de coco.

O percentual de espermatozéides vivo e de patologias espermaticas, no
sémen a fresco foi avaliados por Dhami et al. (1994), determinando valores de
89,39 + 0,99% e 8,33 + 0,72%. Do mesmo modo, Amstalden et al. (1993)
obtiveram 67,03 + 17,25% e 23,60 + 20,56%, respectivamente. Em outro
trabalho, Rahman et al. (1988) descreveram valores de anormalidade de
acrossdma, no sémen diluido, a ordem de 19,40 + 0,02% no Citrato e 7,60 +
0,02% no TRIS. Nahum (2001), obteve 7,15% de defeitos de acrosséma e
3,38% de defeitos de cauda ao utilizar diluidor a base de agua de coco poés —
descongelacéo.

Avaliando o sémen a fresco, Fritsch (1994) encontrou 1,60 + 1,39% de
espermatozoides com patologias de acrossébma, tendo um aumento destas
patologias no sémen diluido em TRIS (2,07 + 1,89%), e ndo obtendo diferenca
nestes valores com o uso de TES (1,62 + 1,59%).

As patologias dividem-se em maiores, 0s quais tém origem na producao
esperméatica, e menores que sao referentes a fase de maturacdo dos
espermatozoides (Rao, 1971). A queda da osmolaridade predispde a um maior
aparecimento de anormalidades morfologicas, que ocorrem devido a problemas
das glandulas vesiculares e prostata, onde havera uma grande liberacdo de
fésforo e potassio, sua deficiéncia pode levar tanto a patologias de ordem
maior quanto menor. (ZUGE et al., 2001).

As caracteristicas fisico-quimicas do ejaculado de bubalinos, coletados

por vagina artificial, na regido Amazonica, estao apresentados na Tabela 1.

2.4.2. Tempo de equilibrio e congelacéo

O tempo de equilibrio total preconizado por Vale et al. (1984; 1991) para
congelacédo de sémen bubalino foi de 3 horas a 4°C. Em adicdo Bhosrekar et
al. (1993), utilizando o diluente TRIS, verificaram que o tempo de equilibrio de

trés horas mostrou-se superior ao tempo de seis horas onde Vale et al. (1984;
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1991) e Bhosrekar et al. (1993), observaram uma diferenca significativa
(p<0,01) nos tempos de equilibrio estudados para parametros de motilidade,
porcentagem de espermatozoides vivos e de acrossdmas integros no sémen
de bubalinos.

Bhosrekar et al. (1993) demonstraram que a glicerolizacéo realizada em
duas etapas (primeiro sem glicerol a temperatura ambiente e depois com
glicerol a 4°C), é melhor que a adicdo de glicerol em somente uma etapa a
temperatura ambiente de 20° C, reportando que o nivel de enzimas
extracelulares aumenta como conseqiéncia de injurias nas células
espermaticas. Os autores concluiram que a glicerolizacdo em duas etapas
diminui a frequéncia de injarias nas células espermaéticas.

O diluidor TES proporciona resultados superiores de viabilidade
espermatica durante todas as etapas de congelacdo do sémen de bufalo em
relacdo ao diluidor TRIS (FRITSCH, 1994), ainda segundo este autor, foi
observado que os tempos de equilibrio de cinco horas e trinta minutos, e sete
horas, foram superiores na taxa de motilidade espermatica pés-descongelacao
de 49,88% e 50,50%, respectivamente, quando comparado ao tempo de

equilibrio de quatro horas com motilidade pés-descongelacéo de 48,75%.

Chacur (1996) testando os tempos de equilibrio de uma, duas, trés, e
guatro horas ndo observou diferenga no vigor e motilidade espermética usando
os diluentes TES, Glicina-Gema e Triladyl, e da mesma forma o autor n&o
encontrou diferenca na manutencédo da integridade acrossdmica para 0 meio
TES na pos-descongelacdo, concluindo que estes diluidores sdo adequados

para criopreservacao do sémen bubalino.
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Quadro 1 - Caracteristicas fisico-quimicas do ejaculado de bubalinos

Valores médios
Caracteristicas

Cor Branco, branco leitoso.
Volume (mL) 3(2-98)
Movimento de massa (1-5) >3
Motilidade (%0) >70
Vigor (1-5) >3
Concentraco (células/mm?®) 6 x 10°- 12 x 10°
Espermatozoides vivos (%o) >70
Espermatozoides anormais <30
(%)
pH 6,7-7,5

Fonte : Vale (1994); Sousa et al.(1998).

2.4.3. Descongelacdo do sémen

Na regiao Amazonica, Ribeiro et al. (1991) e Vale (1994) concluiram que
o0 método mais adequado para descongelacdo do sémen bubalino foi de 40°C
durante 30 segundos. Balieiro (1993), comparando o0s métodos de
descongelacdo de 75°C durante 9 segundos, 40°C durante 10 segundos e
37°C durante 30 segundos, ndo encontrou diferenca significativa na motilidade
progressiva e integridade acrossomica.

Vale et al. (1984), utilizando diluidores a base de TRIS e TES,
encontraram motilidade pés - descongelacdo sempre superior a 40% e vigor
trés para sémen de bufalo.

Ohashi (1993), obteve motilidade p6s-descongelacdo no sémen
bubalino, ao utilizar os diluentes Citrato e leite desnatado abaixo de 20% na
lactose e cerca de 30%, entretanto reportou, que os melhores resultados

obtidos foram com os diluentes TRIS e TES, entre 50 a 60%.

Nahun (2001), observou média de 46% para motilidade no sémen
pbés-descongelagéo, usando diluente com agua de coco, contra 52% de
motilidade do sémen diluido com TES p6s—descongelacdo. Em estudos na
espécie bubalina, Oba et al. (1993), utilizando duas horas de tempo de
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equilibrio a 5° C para a congelacédo do sémen, encontraram motilidade poés -
descongelacédo de 67,5 + 5,0% para o Glicina-gema, 60,0 + 14,1%, para o
TES e 41,2 + 17,5% para o TRIS. Ainda em bubalinos, avaliando os
parametros vigor e retencao acrossémica, encontraram 0s respectivos
valores de 3 e 60,0 + 12,2% no TES, e 2,5e 57,5 + 12,2% no TRIS (OBA et
al.,1993).

Em pesquisa com trés diluidores, Balieiro (1993), comparou 0s
diluentes TRIS, TES e Citrato em congelacdo com tempo de equilibrio de
sete horas, encontrando uma motilidade pos-descongelacdo de 52,7%,

50,5% e 38,9%, respectivamente.

Trabalhando com sémen da raga mediterranea criopreservado em TES e
TRIS, Fritsch (1994) reportou uma motilidade média pds-descongelacédo de
73,03 + 7,84% e 65,57 + 10,73%, respectivamente.
Para touros da raca Murrah, Misra et al. (1994) obtiveram no TRIS
uma motilidade pés-descongelacao de 60,8% e Dhami et al. (1994),
avaliando os diluidores Citrato sem aditivos e TRIS obteve motilidade pés-
descongelacédo de 42,22 + 2,92% e 50,56 + 2,12%, respectivamente. Ainda
na raca Murrah, Chacur (1996), utilizando um tempo de equilibrio de trés
horas encontrou valores de motilidade pés-descongelacao de 65,5% no TES
e 61,5% no TRIS.

2.4.4. Membranas espermaticas

Efeitos deletérios sobre o acrossdma do espermatozoide durante a
congelacdo podem ser avaliados no exame da integridade acrossémica, um
parametro valioso devido a relagdo do acrossébma com a capacidade de
fertilizacdo em mamiferos (HAFEZ, 1997).

De acordo com Garcia & Pinto (1991), as mesmas técnicas utilizadas
para bovinos na avaliacdo da morfologia e anormalidades espermaticas sao
validas para bubalinos, ndo tendo literatura suficiente para assegurar 0sS
mesmos limites de anormalidades nas duas espécies. Ainda segundo Garcia &
Pinto (1991), a membrana espermatica parece ser mais sensivel nos bubalinos

gue nos bovinos, traduzindo-se em maior perda na congelabilidade com a
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liberacdo de enzimas provenientes da leséo celular.

Através de algumas técnicas pode-se avaliar a integridade de membrana
dos espermatozoides, verificando as lesdes causadas pela manipulacéo feita
nas diversas biotecnias. A coloracdo de eosina-nigrosina permite verificar a
integridade de membrana através da coloracdo vermelha dos espermatozoides
com membrana lesada, que devido esta lesdo permite a entrada do corante
nas células e as ndo lesadas ndo permitem este influxo de corante, nao
apresentando coloragdo (CHACUR, 1996). Seguindo o mesmo principio a
coloracdo com sondas fluorescentes através de ésteres de carboxifluoresceina
gue penetra a membrana plasmatica dos espermatozoides integros onde séo
metabolizados transformando-se em fluoresceina, que nédo consegue sair da
célula fazendo com que esta emita uma coloragéo verde, e o iodeto de propidio
gue penetra apenas a membrana lesada, agindo no nucleo liberando um
RNAmM que codificara as organelas a produzirem uma coloracdo vermelha (
figura 3) (ZUCCARI, 1998). Uma técnica simples e barata é a do choque
osmotico, que consiste em adicionar agua destilada em uma aliquota do sémen
a ser analisado, os espermatozéides integros sofrem dobramento de cauda e
0s mortos nao, descontando-se 0 numero de espermatozoéides dobrados
encontrados no espermiograma do numero de espermatozoides dobrados
encontrados na aliqguota com agua se obtém o total de espermatozéides
integros(ZUCCARI, 1998)

Balieiro (1993) e Fritsch (1994), reportaram que o diluidor TES apresenta
uma melhor capacidade de protecdo da célula espermatica contra injarias no
processo de congelacdo em relacdo a outros diluidores. Segundo Balieiro

(1993), esta agao protetora deve-se a presenca da lactose.

2.4.5. Patologias de cauda

A cauda do gameta masculino é composta de colo, peca intermediaria,
principal e terminal. O colo ou peca de conexdo forma uma placa basal que se
ajusta dentro de outra placa basal, a qual ajusta-se dentro de uma depresséao
na superficie posterior do nucleo. A placa basal do colo é continua, com nove
grosseiras fibras que posteriormente se projetam, através da maior parte da
cauda (HAFEZ, 1997).
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A regido da cauda entre o colo e 0 annulus é a peca intermediaria. A
parte central da peca intermediaria, junto com o comprimento total da cauda
forma o axolema. Ele é composto de nove pares de microtubulos envolvendo 2
filamentos centrais (HAFEZ,1997). Na peca intermediaria, estes arranjos de
9+2 microtubulos estdo circundados por nove grossas ou densas fibras que
parecem estar associadas com 0s noves pares de axonemas e as densas
fiboras associadas da peca intermediaria sdo recobertas externamente por
numerosas mitocéndrias. Esta bainha mitocondrial disposta em forma de hélice
envolvendo as fibras longitudinais da cauda, gera a energia necessaria para a
motilidade espermatica. A bainha mitocondrial termina no annulus (HAFEZ,
1997).

A peca principal, que continua posteriormente ao annulus e se estende
até a parte terminal da cauda, é composta centralmente do axonema e sua
associacao de fibras grosseiras. Julga-se que a membrana fibrosa fornece a
estabilidade dos elementos contrateis da cauda (HAFEZ, 1997).

A peca terminal, que € posterior a membrana fibrosa, contém somente o
axonema recoberto pela membrana plasmatica.

O axonema é responsavel pela motilidade espermatica. Os pares
externos de microtubulos de padrdo 9+2 geram a curvatura da onda da cauda
por um movimento de deslizamento entre os pares adjacentes (HAFEZ, 1995).

Segundo Mies Filho (1987), a cauda pode apresentar-se com diversos
desvios de anormalidades: Caudas simplesmente dobrada ( em forma de clave
de sol), enrolada na extremidade e fortemente dobrada.

Os defeitos de cauda sdo, em sua maioria, considerados como
expressdo de uma disfuncdo epididimaria, fato constatado retirando-se
espermatozoides de diferentes pontos do epididimo, onde se verificou uma
progressiva diminui¢cdo no percentual de dobramentos de cauda (RAO, 1971).

As modificacbes funcionais que ocorrem durante o transito dos
espermatozoides pelo epididimo implicam na maturagdo de varias e diferentes
organelas celulares, com modificagdo progressiva da flexibilidade do flagelo e
uma progressiva perda de agua através das diferentes concentracbes de
osmolaridade do trajeto epididimario (HAFEZ, 1995).

As glandulas secretoras do epididimo fazem grande liberacdo de

Fosforo e Potassio, aumentando a osmolaridade do meio e sua deficiéncia
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pode levar tanto a patologias de ordem primaria quanto secundaria (ZUGE et
al., 2001).

2.4.6. Defeitos de acrossoma

A extremidade anterior do nucleo espermatico é recoberta pelo acrossoma,
uma fina cobertura com dupla camada de membranas que envolvem
intimamente o ndcleo durante os Ultimos estagios da formacdo do
espermatozoide (RAO, 1971). Esta estrutura semelhante a um capuché&o
contém varias enzimas hidroliticas incluindo pré-acrosina, hialuronidase,
esterases e hidrolases &cidas, envolvidas no processo de fertilizacdo (HAFEZ,
1995). O segmento equatorial do acrossoma é importante porque € esta parte
do espermatozoide, que juntamente com a porcao anterior da regido poés-
across6mica que inicialmente funde-se com a membrana do odcito durante a
fertilizacdo (BARTH&OKO, 1989).

O acrossoma pode apresentar-se enrugado ou com contorno defeituoso
ou, ainda estar destacado (RAO, 1971).

A destruicdo do acrossoma bem como suas lesdes podem ser causadas
por envelhecimento, choque térmico ou por manipulacdo indevida do sémen
durante seu processamento, abstinéncia prolongada e patologias de caréater
hereditario como defeito de “knobbed "(MIES FILHO, 1987).

O acrossoma pode também sofrer alteracdes devido ao congelamento e

descongelamento em processo de inseminacao artificial (BALIEIRO, 1993).

3. Materiais e Métodos

3.1. Local do experimento

O experimento foi conduzido no periodo de julho a dezembro de 2004,
na Universidade Estadual Paulista, Fazenda Experimental Presidente Médici,
FMVZ- UNESP- Campus do Lajeado, Centro de bubalinocultura, municipio de
Botucatu(Latitude 22°52°20"'S, Longitude 48°26°37""W).
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3.2. Animais

Trés meses antes do inicio do experimento cinco animais, da racga
Murrah, com idade de dois a sete anos, retirados de regime criacdo extensivo,
foram condicionados a conducdo em cabresto e colheita com vagina artificial
modelo Botucatu. Dos cinco animais treinados apenas um foi eliminado por néo
adaptar-se ao manejo. Os quatro bufalos tiveram de ser submetidos a
sucessivas colheitas com a finalidade de retirar os animais do quadro de
abstinéncia sexual em que se encontravam, sendo este quadro deletério a
gualidade do sémen. Trés animais foram mantidos em piquete do confinamento

e um no piquete do centro de bubalinocultura.

3.2.1. Alimentacéao

Os trés animais que encontravam-se no confinamento foram alimentados com
forragem, silagem de sorgo e milho, concentrado comercial para engorda, sal
mineral “ad libitun” e racdo dos animais do confinamento em funcdo do manejo
da fazenda.

O animal que encontrava-se no centro de bubalinocultura era alimentada

apenas com silagem de sorgo, cana picada e sal mineral “ad libitun”.

3.3. Colheita do sémen

Quatro animais foram submetidos a regime de trés colheitas semanais e
antes de cada colheita, realizou-se uma falsa monta para melhorar a qualidade
do sémen, foi aproveitado apenas o primeiro ejaculado. Para colheita utilizou-
se como manequim fémea da mesma espécie em estro induzido através da
administracdo de analogo sintético de prostaglandina D-cloprostenol Ciosin® e
Cipionato de Estradiol - ECP®.

A vagina artificial utilizada para colheita de sémen foi a modelo Botucatu
com temperatura entre 42 a 46°C, preconizada por Vale et al. (1984); Vale,
(1994).
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3.4. Analise do ejaculado

O ejaculado teve seu volume aferido em tudo de ensaio graduado, a
seguir verificou-se cor e aspecto e apds estas analises iniciais 0 sémen a
fresco foi avaliado em gota sobre lamina, para verificar 0 movimento de massa
dos espermatozéides (turbilhdo 0-5) em microscopio (Taimin TM 18A) com
objetiva de aumento de 10X. O vigor (0-5) e o percentual de motilidade
progressiva foi observado em lamina com laminula, sendo estas analises
realizadas no sémen a fresco e apdés descongelacdo, com excec¢do do
turbilhonamento realizado apenas no sémen a fresco. Paralelamente, foram
depositados 10uL de sémen em 2 mL de solugcédo de formol salino tamponado,
conforme férmula abaixo, para verificacdo do percentual de patologias
espermaticas; alteracdo de acrossbma e patologias de cauda. Foram
guantificadas 200 células em microscépio de contrate de fase, marca Olympus
BX40, em objetiva de imersdo com aumento 100X, segundo metodologia de
Hancock (1957).

Formol salino tamponado 2,9% (EMBRAPA, 2005)

Formula para 100mL de solucéao

Citrato de sddio 2,9%. (ECIBRA 1669)................... 96mL

Formol 10%(comercial)...........ccceeeeeeeiiii e, 4mL

3.5. Preparacao dos gradientes de Percoll

Para preparacdo dos diferentes gradientes de Percoll foi seguida a
metodologia de Hossepian (1998), 11 partes de Percoll em uma parte de NaCl
1,5M, contendo 5,55mM de glicose, 2mM de HEPES e 10ug kanamicina/mL,
para preparagao de solugdo stock, adicionado diferentes propor¢des de meio
Hank’s, com as modificagbes a seguir.

A solucédo stock de Percoll foi preparada na propor¢cdo de 1:11 com 1
parte de Percoll ( Amersham Biosciences 17-0891-01) em 11 partes de
solugéo contendo KCI 1M ( Ecibra — 1233), NaH,PO4 0,1M ( Sigma — 229903-
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10G), NaCl 1,5M ( Merck 21635) e HEPES sodico 23,8ug/mL( Sigma -
H7006/100). Para preparacdo dos nove diferentes gradientes de Percoll
adicionou-se a solugcao stock Solucdo A do diluente glicina-gema (Quadro 2)
nas seguintes propor¢des: 90, 80, 72, 65, 57, 49, 42, 34, 25 % com densidade
de 1,06; 1,05; 1,04; 1,03; 1,02; 1,01; 1,00 e 0,9 g/mL, respectivamente.

Quadro 2 - Solucgéo A - Solucéo A do diluente de sémen Glicina-Gema

Para 1000mL de solucéo

GlICOSE (VELEC = 221)..iiieiieeeeeee ettt 69
D(-)Frutose (Mikrobiologie — 5323)......uuuiiiiiiiiieeeeeeeieeeeeee e 69
Citrato de s6dio (ECIBRA — 1669).......ccccceeiiiiiiiiiieeiiiiieiee e e e e e e e eeeeeannns 10g
GliciNA (MEICK — 4201).....uuuiiiiieiiieieeeeeee e e e 4,79
Estretomicing (SIgMa P40-3).....cceiiiiiiiiiieeeiii ettt 19

(= T (o 1 = U 0,33g

Filtrada em papel filtro, Chacur(1996)

Logo ap6s a colheita sémen foi retirada uma aliquota de 0,7mL do
sémen que foi depositada sobre 2mL de Percoll 80% contidos em tubo de
ensaio conico, esquematizado na figura 1 para lavagem dos espermatozéides,
conforme metodologia de Hossepian (1998) da qual foi modificada a forca de
centrifugacdo de 250xg por 30minutos para 200xg por 10 minutos. O
precipitado foi colhido com auxilio de uma pipeta de Pasteur e colocado sobre
0s nove gradientes, acondicionados em tubo de ensaio conico, sendo 0,7mL de
cada gradiente dispostos do mais denso para 0 menos denso, COmMoO

esquematizado na Figura 1.

— aa—

- - —

0,7l sdmen
0.7mil Pescoll 25%

0.7mil Percoll 24%
0.7ml Parcoll 42%
0.7ml Percoll 49%
0, 7ml Percoll 57
0, 7ml Percoll 65 0,7 sémen

0, Tml Percoll 72%

0Tl Percall B05% 2l Fercon g0t
v‘n;.m Percoll S0% ‘\_/

Figura 1 - Tubo de ensaio conico com os gradientes de Percoll

Os gradientes de Percoll foram depositados de acordo com a
metodologia de Hossepian (1998) na qual a for¢a de centrifugacdo de 2509 por
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30 minutos passou para 100g por 30 minutos. O precipitado foi colhido com
auxilio de uma pipeta de Pasteur, ressaltando que o sémen tratado foi lavado
em diluente TES, preparado como demonstrado a seguir, através de
centrifugacédo a 500g por 10 minutos, colhendo-se o precipitado e suspendido
em solucdo TES( Quadro 3) para congelacéo. Ja na metodologia de Hossepian
(1998) néo foi realizada esta diluicao.

Todas as centrifugacdes foram feitas em centrifuga de rotor horizontal

Fanem a temperatura ambiente.

Quadro 3 - Diluente TES 1000mL

Solucédo A (500mL) Solucédo B (500mL)

Tes (Merck 8320).......cccevvvvuiieeerennnnnnn. 24,59 Leite Desnatado 11%........ 230mL
TRIS base Trizima® (Sigma T6066)......5,3g Gema de ovo..................... 200mL
D(-)frutose (Mikrobiologie — 5323)....... 1,089 Glicerol 87% (Merck 4094)..70mL
Estreptomicina(Sigma P40-3)............ 700mg Solucéo final= Sol A + Sol B
Penicilina G........cccuvviiiiiiiiiii, 70mg

Vale at al. (1984)

3.6. Congelacéo do sémen

O sémen colhido e diluido em diluente TES serviu de controle. O sémen
tratado com centrifugacdo nos gradientes de Percoll e o controle foram
identificados, envasados em palhetas de 0,5 mL e resfriados a 4° C por duas
horas em geladeira, com uma curva de resfriamento de 0,25 °C por minuto.

O sémen envasado foi congelado em caixa isotérmica contendo 5 cm de
nitrogénio liquido, onde as doses foram acondicionadas em grade de
congelacdo, que posicionava as doses 5 cm acima da coluna liquida de
nitrogénio a uma temperatura de 120°C negativos permanecendo por 20
minutos, sendo em seguida imersa no nitrogénio liquido a 196°C negativos,
contido na propria caixa isotérmica e posteriormente acondicionados em

container criogénico a 196°C negativos.
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3.7. Avaliacéo pés-descongelacéo

Para descongelacdo das palhetas, estas foram imersas em agua a 400C
por 30 segundos (RIBEIRO et al., 1991) e avaliadas quanto a motilidade, vigor
e percentual de patologias espermaticas.

3.8. Espermatozdides normais e anormais

A cada partida foi realizado o exame de patologias espermaticas, para o

sémen tratado e controle, como descrito no item 4.3.

3.9. Avaliacéo da integridade de membrana

Foram analisadas as integridades de membrana apenas das doses que
apresentaram boa congelacdo, através de coloracdo fluorescente de
Carboxifluoresceina e lodeto de Propidio conforme técnica de Harrison and
Vickers (1990) modificada por Zuccari (1998), depositando-se em 40uL de
solucdo de Corboxifluoresceina e lodeto de Propidio, preparada conforme
formula abaixo, 10uL do sémen a ser analisado. Esta mistura foi incubado por
10 minutos a temperatura ambiente e analisados em microscopio de
fluorescéncia (Leica DMLB) com objetiva de 40x, Filtro I13. Foram contadas 200
células divididas em membrana lesada (vermelha ou vermelha e verde) e

integra (verde) conforme figura 3.
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Figura 2 — Espermatozéide corado com Carboxifluoresceina e lodeto de
Propidio para determinacéo de integridade de membrana onde os
espermatozoides lesados estéo indicados por setas vermelhas e integros por
seta preta.

Quadro 4: Formula da Solucao de lodeto de propidio e Carboxifluoresceina

Formula para 1l mL de solucédo trabalho

Citrato de sOdio 3%.......ccccevviiuvrerenannns 960uL
Formaldeido 10%...........cccceevvviiiiinnnnes 10uL
lodeto de Propidio...........ccceeeiviiiiiiinnnns 10uL
Carboxifluoresceina.........cccceeeeeeeeeeenne. 20uL

Solucéo de lodeto de Propidio e carboxifluoresceina

3.10. Avaliacédo da presenca de Corpusculo-F

Esta técnica foi utilizada para verificacdo da precisdo da separacéo
através da centrifugacdo em nove gradientes de Percoll. Apdés a
descongelacédo, 0,1mL do sémen foi acrescido do mesmo volume de Dispase
2000 P.U. /mL (Protease; 1,2unid/mg extraida e purificada do Bacillus Plymixa
— Sigma P6141), incubando-se esta mistura a 37°C por 10 a 30 minutos. Apos
a incubacdo adicionou-se 0,1 mL de quinacrina mostarda (Sigma Q2876) a
0,05mg/mL. Esta segunda mistura foi colocada em microtubulos e agitados por
60 a 90 minutos a temperatura ambiente em agitador (Kline) a 40 rpm. Em
seguida o material foi depositado em lamina sobre por laminula, e analisadas
em microscépio de fluorescéncia (Leica DMLB) com objetiva de 40x e
analisador digital de imagem (Leica DC 300F 0,63x) e filtro 13, onde foram
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aferidas 200 células e verificado o percentual de células com Corpusculo-F,
conforme técnica de Ogawa et al.(1988), com aumento no tempo de incubacao
de 10 minutos em protease para 30 minutos e o tempo de incubacdo em

guinacrina de 60 minutos para 90 minutos.

3.11. Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica de média,
desvio padréo e variancia e Teste T de Student com analise bi-caudal e teste
tipo 3 para diferenca desigual de duas amostras, através do programa Microsft
Excel do Office 2000.

4. Resultados e Discussao

4.1. Vigor

Os bufalos apresentaram médias de 3,00+0,80; 2,30+1,10 e 1,30+1,40
respectivamente, para o sémen a fresco, controle e tratado onde o sémen a
fresco ndo diferiu do controle, ja o tratado apresentou inferior ao controle (P<
0,01) (Tabela 1). Médias semelhantes foram encontradas por Balieiro (1993);
Chacur (1996) e Nahum (2001) para sémen a fresco e inferiores as obtidas por
Vale et al. (1984) e Oba et al. (1993) para sémen congelado.

Dos quatro animais estudados, apenas um apresentava boa congelagao
como observado no Gréfico 1 e 2. Fato este associado a diferente dieta
administrada a este animal, com silagem de sorgo e os demais como silagem
de sorgo e milho, e restos de racdo do confinamento, devido ao manejo da
fazenda. Posteriormente verificou-se que esta continha farelo de algodao,
sendo a provavel causa da queda na qualidade do sémen destes animais .

Os valores médios de vigor, das partidas do animal que apresentou boa
congelacao foram de 3,00+0,70; 2,20+0,40 e 3,00+0,70, respectivamente, para
0 sémen a fresco, controle e tratado, sendo os valores significativamente
semelhantes entre si (P>0,05), e o sémen a fresco igual ao tratado(P=1) como
observado na tabela 3, resultado estes semelhantes aos verificados por Vale et

al. (1984) e Oba et al. (1993) em sémen congelado com vigor médio igual trés.
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Motilidade
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40 B Donatelo
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ol OBandido
a fresco controle tratado

Grafico 1 - Valores médios de motilidade(%) do sémen a fresco, controle e
tratado de bufalos.

Vigor
4 Bufalos
3 @ Michelangelo
2] m Donatelo
1 O Ricardao
0 O Bandidoo

a fresco controle tratado

Gréfico 2- Valores médios de vigor (0-5) do sémen de a fresco controle e
tratado de bufalos.

Tabela 1 — Valores médios do vigor e motilidade(%) do sémen de bufalos nos
grupos a fresco, controle e tratado.

Grupo de animais Sémen

a Fresco Controle Tratado
Motilidade 57,30+18,50 20,00+17,30 17,60+25,50
Vigor 3,0640,80% 2,33+1,10° 1,33+1,40°
Animais de boa
congelacéo
Motilidade 66,00+11,40% 38,00+17,80% 44,00+27,90°
Vigor 3,00+0,70 2,20+0,40 3,00+0,70

% resultados na mesma linha estatisticamente diferentes p<0,05
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4.2. Motilidade

O sémen de bufalo apresentou percentuais medios de motilidade de
57,30+£18,60%;20,00+17,30% e 17,30+25,50%, respectivamente, para oS
grupos a fresco, controle e tratado, onde o sémen a fresco apresentou
resultados semelhantes aos encontrados por Garcia & Pinto (1991) e
Amstalden et al. (1993). Contudo inferiores as obtidas por Balieiro (1993),
Alexiev et al. (1994) Misra et al. (1994), Dhami et al. (1994), Fritsch (1994),
Chacur (1996), e Vale et al. (1997; 1999). J& os grupos controle e tratado
diferiram significativamente (P<0,05) do sémen a fresco, mas sem diferirem
entre si (Tabela 1) As médias foram inferiores as de Vale et al. (1984), Ohashi
(1993), Nahun (2001), Oba et al. (1993) Balieiro (1993), Fritsch (1994) e
Chacur (1996) em sémen congelado.

O animal com sémen de boa congelacdo apresentou médias de
motilidade do sémen de 66,00+11,00%; 38,00+17,80% e 44,00+27,90%,
respectivamente, no sémen a fresco, controle e tratado. A média do sémen a
fresco diferiu do controle e do tratado (P>0,01), sendo que o controle e o
tratado diferiram entre si(P<0,05). A média para sémen a fresco foi semelhante
as de Garcia & Pinto (1991), Amstalden et al. (1993), Alexiev et al. (1994),
Misra et al. (1994) e Vale et al. (1997; 1999), inferiores as obtidas por Balieiro
(1993), Dhami et al. (1994), Fritsch (1994) e Chacur (1996). Ja no tratado e
controle as médias de motilidade foram semelhantes as de Vale et al. (1984) e
superiores as de Ohashi (1993), Nahun (2001), Oba et al. (1993) e Balieiro
(1993) e inferiores as de Fritsch (1994) e Chacur (1996) para sémen
congelado.

4.3. Patologias

4.3.1. Cauda fortemente dobrada

O sémen dos animais apresentaram medias percentuais de patologias
de cauda fortemente dobrada de 23,10£30,40%; 29,20+21,50% e
17,80+£23,90%, respectivamente, para os grupos a fresco, controle e tratado,
nao foi verificado diferenca estatistica entre as médias, como observado na
Tabela 2.
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Quando comparamos os resultados do animal que possuia sémen de
boa congelacdo, notou-se médias de cauda fortemente dobrada de
7,00+3,00%; 33,80+24,00% e 10,00+12,00%, respectivamente, para o0 Sémen a
fresco, controle e tratado. O sémen do grupo tratado sofreu redugdo nos
percentuais de cauda fortemente dobrada, resultado este semelhante ao grupo
de sémen a fresco. O que leva a concluir que a centrifugacdo em nove
gradientes de Percoll selecionou 0 sémen com espermatozéides com menor
numero de cauda fortemente dobrada como observado por Parrish et al.(1995).
Sendo portanto vidvel tanto para producdo de dose para inseminacéo artificial
como para FIV.

Tabela 2 — Percentuais de patologia de cauda fortemente dobrada e cauda
dobrada no sémen a fresco, controle e tratado de bufalos.

Grupo de Animais Sémen

afresco Controle Tratado
Cauda Fortemente dobrada 23,10+30,00 29,20+21,00 17,80+23,00
Cauda Dobrada 9,8046,60 *° 5,64+4,00 *° 7,82+13,00
Sémen dos animais de boa
congelacéao
Cauda Fortemente dobrada 7,0043,00%°  33,80+24,00%°  10,00+12,002P
Cauda Dobrada 13,4047,20%°  4,00+4,00 *° 4,40+7,10 2P

b valores estatisticamente diferentes p<0,05

4.3.2. Cauda dobrada

Os animais apresentaram sémen com percentual de cauda dobrada de
9,80+6,60%; 5,64+4,00% e 7,82+13,00%, respectivamente, para 0 sémen a
fresco tratado e controle, onde o sémen tratado néo diferiu do controle e do a
fresco. J4a, para patologia de cauda dobrada do animal com sémen de boa
congelacéao, foi verificado percentuais médios de 13,40+7,20%; 4,00+4,00% e
4,40+7,10%, respectivamente, para sémen a fresco, controle e tratado,
indicando que o Percoll melhorou o percentual de cauda dobrada quando
comparado ao sémen a fresco sem diferir do controle. Isto pode indicar que a
osmolaridade do diluente TES e do Percoll melhoraram a osmolaridade do
sémen a fresco, fato este demonstrado pela redugcéo do percentual de caudas
dobradas como observado por Rao (1971).
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4.3.3. Defeito de peca intermediéria

O sémen de bufalo mostrou médias percentuais de defeitos de peca
intermediaria de 2,00+1,80%; 1,50+1,60% e 2,50+3,30%, respectivamente,
para sémen a fresco, controle e tratado, ndo havendo diferenca entre o0s
grupos.

Quando comparados com o sémen de boa congelacao, este apresentou-
se semelhante ao sémen de baixa congelacdo, demonstrando médias de
1,00+1,40%; 0,60+1,30% e 1,40+1,50%, respectivamente, para 0 sémen a
fresco, controle e tratado. Defeitos de Peca Intermediaria (Pl) podem ser
ocasionados pelo processamento de centrifugacéo e congelacdo segundo Rao
et al.(1995).

No experimento nao foi verificado diferenca estatisticas dessas

patologias.

4.3.4. Defeito de across6ma

Neste trabalho os grupos a fresco, controle e tratado, demonstraram
médias de alteragdo de acrossébma de 0,70+0,90%; 1,00+2,00% e
20,90+14,60%, respectivamente, como ilustrado na Tabela 3. O aumento de
defeitos de acrosséma no sémen tratado foi superior ao do sémen fresco e
controle. Os defeitos de acrossbma do animal com sémen de boa congelacgéo,
mostraram  médias de 0,60+0,80%; 0,20+0,40% e 16,20+9,70%,
respectivamente, para sémen a fresco, controle e tratado. O sémen tratado
diferiu do a fresco e do controle, resultados estes inferiores aos citados por
Ramalho et al. (2000) que descreveu percentuais de defeitos de acrosséma

maiores no sémen congelado que no sémen sexado.

4.3.5. Desprendimento do acrosséma

As médias de desprendimento de acrossdma foram de 0,80+1,50%;
1,10+£2,20% e 6,80+6,40%, respectivamente, para o sémen a fresco, controle e
tratado, como descrito na Tabela 3. O sémen tratado diferiu tanto do sémen a

fresco quanto ao controle. J4, as médias de desprendimento de acrosséma do
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animal com sémen de boa congelacdo foram de 1,00+1,70%; 2,00+3,30% e
5,0015,40%, respectivamente, para o sémen a fresco, controle e tratado. O
sémen tratado diferiu do a fresco porem néo apresentou diferenca do controle.
Valores semelhantes aos obtidos por Ramalho et al. (2000). A principal
alteracdo observada foi a reagdo acrossdmal prematura, assim como descrito
por Parrish et al.(1995) o que torna o sémen sexado por centrifugacdo em

gradientes de Percoll ideal para emprego em técnica de FIV.

Tabela 3 — Percentuais de defeitos de acrossdoma(%) no sémen a fresco,
controle e tratado de bufalos.

Grupo de Animais Sémen

Fresco Controle Tratado
Defeito de acrosséma 0,70+0,90*  1,00+2,00%P 20,90+14,00%"
Desprendimento de acrossdma 0,80+1,50*°  1,1042,20 " 6,80+6,40 >
Animal com sémen de boa
congelacéo
Defeito de acrosséma 0,60£0,80%°  0,20+0,40 2P 16,2049,70 &°
Desprendimento de acrossdma 1,00+1,70*" 2,00+3,30 5,0045,40 &P

abyalores diferem estatisticamente, p<0,05

4.3.6. Integridade de membrana

O teste de integridade de membrana, realizado apenas no animal com
sémen de boa congelacdo, demonstrou que o sémen controle mostrou média
de espermatozoéides integros de 31,5+17% e o tratado de 36,3t11%, sem
variacao significativa entre os dois grupos, indicando que a centrifugacdo em
diferentes gradientes de Percoll, ndo afetou a integridade da membrana

espermatica.

4.4. Avaliacédo da presenca de Corpusculo-F

A técnica de identificacdo do corpusculo-F através da coloracdo com
quinacrina mostarda foi a mais utilizada para validacdo de resultados de
métodos de sexagem de espermatozoides, antes do aprimoramento da técnica
de citometria de fluxo.

Em bufalos o padrdo de fluorescéncia observado foi um ponto

fluorescente na base da cabeca do espermatozéide com tempo de incubacéo
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semelhantes aos descritos por Ogawa et al.(1988). Ja, na técnica modificada
com aumento nos tempos de incubacgéo foi verificado modificacdo no padréo de
fluorescéncia, passando de um ponto fluorescente na base da cabeca do
espermatozoide, como demonstrado na figura 4, para um espermatozoide
completamente corado, como observado na figura 3, sem alteracées no
percentual de espermatozéides corados.

O percentual de espermatozoides com presenca do Corpusculo-F foram
de 58,745,4 no grupo controle e 41,2+5,4 no tratado, onde os grupos foram
diferentes entre si (p<0,01), com um aumento médio de 17,5% de
espermatozoides portadores do cromossomo X. Resultado semelhante ao
obtido por Hossepian (1998) com observacdo de corpusculo-F e inferior ao
obtido por Ramalho et al. (2000) com inseminacdo e posterior sexagem
ultrassonogréfica. Ambos trabalharam com sedimentacdo em nove gradientes
de Percaoll.

Para reduzir a margem de erro foi utilizado neste experimento o grupo
controle. A diferenca se deve a margem de erro de 16,4% descrita por Blottner
et al. (1992).

Novos estudos devem ser conduzidos para aferir, de forma mais precisa
a acuracia da sedimentacdo em nove gradientes de Percoll com técnicas mais
precisas como reacdo de polimerase em cadeia (PCR), IA com sexagem
ultrassonogréafica ou PCR em embries de FIV com sémen sexado técnicas

essa que nao foram utilizadas devido ao alto custo.

J

Figura 3 — Espermatozoides com 30 minutos de incubacdo em Protease e 90
minutos em quinacrina, onde espermatozéide com seta indica portador do
corpusculo-F e sem seta sem corpusculo-F conforme técnica de Ogawa et
al.(1988) modificada.
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Figura 4 - Espermatozoéides com incubacédo de 10 minutos em protease e 60
minutos em quinacrina mostarda, onde a seta branca indica o espermatozéide
sem Corpusculo-F e vermelha espermatozéides com a presenca do
Corpusculo-F.
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5. Conclusao

e A centrifugagdo de sémen em nove gradientes de Percoll ndo interferiu
na motilidade, na integridade de membrana, defeitos de peca

intermediaria e cauda.

e A centrifugagdo do sémen com nove gradientes de Percoll, levou ao
aumento significativo de alteracdes de acrosséma, aumento do vigor e
reducdo no percentual de caudas fortemente dobradas e reducéo no

percentual de patologias de cauda fortemente dobrada.

o A centrifugacdo em nove gradientes de Percoll foi eficiente no
enriquecimento de sémen com populacdo maior média de 17,5% mais X
de espermatozéides portadores do cromossomo X quando comparado ao

controle.
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