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RESUMO

O sexo dos bezerros nascidos em qualquer sistema de producéo da pecuaria é um fator
que afeta diretamente a lucratividade do rebanho. Assim, o desenvolvimento de técnicas
que permitam a selecdo do sexo por sexagem de sémen ou de embrides pre-implantados
representa um avanco, ja que possibilita maior ganho genético, eficiéncia produtiva,
maior flexibilidade de manejo e a preservacdo de fémeas ou machos de acordo com a
demanda. Esta revisao teve o objetivo de descrever o processo de sexagem de sémen e
sua aplicacdo associada a inseminacéo artificial de bovinos e a outras biotecnologias.

Palavras-chave: Sexagem; inseminacdo, sémen.

ABSTRACT

The sex of the calves born in any livestock production system is a factor that directly
affects the profitability of the herd. Thus, the development of techniques for sex
selection for sexing semen or pre-implanted embryos represents an advance because it
allows greater genetic gain, production efficiency, greater flexibility of management and
preservation of females or males according to demand. This review aimed to describe
the process of sexing of semen and its associated application insemination of cattle and
other biotechnologies.
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INTRODUCAO
Nos sistemas de producdo da pecuaria 0 sexo dos bezerros nascidos é um fator
importante para o desempenho econdmico. Para bovinos de leite verifica-se maior valor
zootécnico das bezerras, portanto a gestacdo e nascimento de uma cria do sexo
masculino representam como fatores que reduzem a produtividade e aumento dos custos
de producdo (HOSSEPIAN DE LIMA, 2006; BARUSELLI et al, 2007). Nos sistemas
cuja finalidade é a exploragdo da pecuéria de corte o interesse dos bezerros machos é
maior devido seu potencial de produgéo, como por exemplo em cruzamento industrial
no qual estes animais apresentarem maior rendimento de carcaca que as fémeas
(RUVUNA et al, 1991). Outro fator € que o numero de crias é inversamente
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proporcional & conversdo alimentar, desta forma a reducdo do ciclo dos animais
potencializa a producdo de carne, podendo obter maior eficiéncia induzindo a producao
de bezerras fémeas para reposicdo, com sémen ou embrido sexado (TAYLOR, 1986;
HOHENBOKEN, 1999).

Desta forma, ha estudos voltados a predizer e manipular o sexo dos bezerros. Em
mamiferos, a selecdo do sexo pode ser feita por sexagem de sémen e de embrides pre-
implantado. A sexagem de espermatozdides permite maximizar a producdo animal,
possibilitando maior progresso genético entre as geracfes (HOSSEPIAN DE LIMA,
2006). Apenas 5%das fémeas bovinas aptas a reproducdo sédo inseminadas no Brasil
(ASBIA, 2005), porém esta taxa estd em crescimento, verificando-se aumento de 350%
na ultima década, o que representa comércio de 7 milhdes de dose de sémen/ano
(ASBIA, 2005), e permite o desenvolvimento desta nova tecnologia.

Atualmente as técnicas de sexagem de sémen sdo caras, sofisticadas e podem
causar danos irreparaveis aos espermatozoides e seu DNA, podendo reduzir a fertilidade
e producdo de embribes viaveis (HOSSEPIAN DE LIMA, 2006). Segundo
DEMATAWEWA & BERGER (1998) o custo por unidade de sémen sexado varia de
U$ 19-35,00.

Objetivou-se com esta revisao descrever a respeito do processo de sexagem de
sémen e sua utilizacdo em rebanhos bovinos associados a biotecnologias, tais como

inseminacao artificial, superovulacao e fecundacao in vitro.

DESENVOLVIMENTO
Métodos de sexagem
A separagdo dos espermatozoides 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, tais como a sensibilidade ao pH, a
carga elétrica da superficie da membrana, a morfologia do ndcleo e cabecga, 0s antigenos
de superficie, a velocidade de migracdo, o contetdo de DNA e as diferencas na
densidade (MOTA, 2004).
A partir das déecadas de 70 e 80 ocorreram avancos na tecnologia de sexagem de
sémen como o sistema de marcacdo com fluorcromo que se liga a célula e emite sinais
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fluorescentes captados e as separa de acordo com a intensidade de fluorescéncia (VAN
DILLA etal, 1977).

GLEDHILL et al (1982) verificaram que a técnica de citometria de fluxo
permitiu a separacdo de células com cromossomos X e Y, em ratos geneticamente
anormais (induzidos) e ratos normais, de acordo com diferentes niveis de DNA. Este
método foi utilizado a partir de entdo com sémen de animais domésticos, sendo descrita
esta diferenca de DNA em touros de 3,9%, em varrdes de 3,7%, em carneiros de 4% e
em coelhos de 3,9% (GARNER et al, 1983). Estas diferencas do conteddo do DNA
foram verificadas pelo fato dos espermatozdides que contém o cromossomo X
apresentarem maior quantidade de material genético que aqueles compostos pelo
cromossomo Y (GARNER et al, 2006).

A citometria de fluxo associa-se a emissao de raios lazer, coloracdo diferencial
dos espermatozbides vidveis e as forgcas hidrodindmicas que direcionam 0s
espermatozéides durante a separacdo (GARNER et al, 2006). A sexagem dos
espermatozéides no citdmetro de fluxo baseia-se na intensidade de fluorescéncia apds a
adicdo de um corante florescente. Esta técnica permite a separacdo de 100 células/
segundo, permitindo entdo que em 5-6 horas obtenha-se 2X10° espermatozéides, tendo
uma acurécia de 90% (JOHNSON, 1994). Como forma de potencializar os resultados,
um novo sistema orientado por funil permite a separacdo dos espermatozoides em alta
velocidade (11 milhdes de espermatozoides X/hora) com 85 a 90% de pureza
(JOHNSON & WELCH, 1999).

A primeira sexagem real de sémen de mamiferos foi com ratazanas Microtus
oregoni (PINKEL et al, 1982) e foi evidenciada a validez da separacdo sémen por
citometria de fluxo com o relato do nascimento dos primeiros filhotes de coelhos
provenientes de sémen sexado. Inicialmente o sémen de coelho foi separado de acordo
com o indice de DNA e em seguida foi realizada a IA com sémen X e Y, observando
nascimento de 94% e 84% de precisdo para fémeas e machos, respectivamente
(JOHNSON et al 1989).

Segundo BLECHER et al (1999), foram identificadas e isoladas proteinas
especificas do sexo, importantes para obtencdo de anticorpos especificos contra
espermatozéides masculino ou feminino. Desta forma, a incubacdo dos espermatozdides
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e anticorpos anti proteina especifica feminino resultou na aglutinacdo de
espermatozéides com cromossomo X e as células espermaticas restante foram utilizadas
para producdo de embrides in vitro, gerando 92% produtos do sexo masculino, porém o
efeito de anticorpos anti proteina do macho néo foi relatado.

No entanto o Unico método confidvel para a sexagem de espermatozoides,
atualmente, é a citometria de fluxo (BODMER et al, 2005) e tem possibilitado maiores
avancos comerciais do sémen sexado (GARNER, 2001). Porém um entrave desta
técnica é que a sexagem de espermatozoides descongelado é prejudicada pela alteracédo
de coloragéo nuclear durante o congelamento (JOHNSON et al, 1994).

Hoje a producdo de descendentes de sexo pré-determinados, através da técnica
de citometria de fluxo, pode ser feita com acuracia de 90% em suinos (RATH et al,
1997; ABEYDEERA et al, 1998; VAZQUEZ et al, 2003), bovinos (JOHNSON &
WELCH, 1999; SCHENK et al, 1999; SEIDEL et al, 1999a; SEIDEL, 2003), equinos
(BUCHANAN et al, 2000) e humanos (FUGGER et al, 1998). Porém a taxa de prenhez
utilizando esta tecnologia é menor quando comprada com sémen convencional
(KURYKIN et al, 2007).

Como a velocidade de separacdo dos espermatozdides é lenta (3000 a 4000
células/minuto para cada sexo), a dose de sémen sexado utilizada é baixa, com
aproximadamente 2X10° espermatozéide/palheta (GARNER, 2006). Para aumentar a
concentracdo de espermatozdide sexado pode-se aumentar a velocidade do fluxo para
18 milhdes de células/hora (75% de acuracia), porém é limitada pelo baixo nimero de
espermatozéides vidveis devido a exposicdo a corantes toxicos sob alta (JOHNSON &
WELCH, 1999).

O sémen sexado é composto por baixa concentracdo espermatica nas diversas
espécies, como equinos, bovinos, ovinos e suinos (SEIDEL et al, 1997, 1999a;
BUCHANAN et al, 2000; VAZQUEZ et al, 2003; MAXWELL et al, 2004). Segundo
DOYLE et al (1999), a utilizacdo de menor numero de espermatozoide por dose de
sémen sexado (1,5 —2X10° pode comprometer a fertilidade quando comparado com a
utilizacdo do sémen convencional (10X10°). Estes autores também verificaram que a

utilizacdo de uma dose inseminante com mesma concentracdo de espermatozdides, com
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sémen sexado e convencional, resultou em menor taxa de prenhez nos grupos
inseminados com sémen sexado.

BODMER et al (2005), verificaram que este efeito na fertilidade parece nédo
sofrer variagdo entre categorias animais, desta forma, a utilizacdo de dose inseminante
semelhante, com sémen sexado ndo resultou em diferencas significativas da taxa de

concepcao, sendo de 33,3% e 27,6% para novilhas e vacas, respectivamente.

Efeitos do processo de sexagem

A separacdo dos espermatozoéides por citometria de fluxo induz a capacitacdo
prematura, resultando em uma sobrevida mais curta e conseqliente redugdo da
fertilidade, o que € uma desvantagem, principalmente ao sémen que sera congelado,
porém a utilizacdo deste sémen sexado in natura para FIV é vantajoso, ndo necessitando
da inducgéo da capacitacao antes da fertilizacdo (JOHNSON & WELCH, 1999).

A reducdo da fertilidade com uso de sémen sexado esta relacionada a danos nos
espermatozéides durante o processo de separacdo, coloracdo, incubacdo, diluicdo,
centrifugacdo e exposicdo a alta pressao e raios lazer (SEIDEL & GARNER, 2002).
Estes danos interferem no tempo de viabilidade e nos padrdes de motilidade espermatica
(SCHENK et al, 2006).

O processo de sexagem de sémen de touros além acelerar o processo de
capacitacdo e reacdo acrossdmica, induz mudancgas na membrana espermatica afetando
a fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario (MOCE et al, 2006).

Estudos indicam que o processo de sexagem pode danificar o DNA espermatico
e aumentar a incidéncia de anormalidades genéticas (GARNER, 2001), porém mais de
mil nascimentos originados de sémen sexado apresentaram-se aparentemente normal
fenotipicamente (SEIDEL, 1999b,c; CRAN, 2000).

Como forma de aumentar a qualidade espermatica, garantindo maior motilidade
e fertilidade, pode-se realizar a sexagem em menor pressao na citometria fluxo, porém
verifica-se que ha decréscimo da taxa de classificacdo em 2-3% (SUH & SCHENK,
2003).

Taxa de prenhez apos 1A convencional com sémen sexado
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Em geral, a taxa de concepcdo com uso de sémen sexado é em torno de 50% a
60% da observada na utilizacdo do sémen convencional (BARUSELLI et al, 2007). As
perdas da taxa de prenhez com a utilizacdo do sémen sexado é de 23% (SEIDEL et al,
1997) e 11,1% em novilhas e 17,2% em vacas leiteiras (BODMER et al, 2005).

Novilhas de leite apresentaram a taxa de concepg¢do apds inseminagdo com
sémen sexado com cerca de 70 a 90% da taxa do obtida com sémen convencional
(SEIDEL et al, 1999a).

Estudos verificaram que a taxa de prenhez de 52% com sémen sexado
criopreservado foi semelhante ao sémen ndo congelado (SEIDEL, 1999b, ¢c; SCHENK
et al, 1999), demonstrando que o sémen sexado pode ser criopreservado, favorecendo a
distribuicdo e comercializacdo deste sémen para a inseminacdo, embora 0s
espermatozdides apresentem resultados inferiores de integridade acrossomal,
comparados com sémen convencional (AMANN, 2000).

A taxa de prenhez em novilhas inseminadas com sémen sexado ndo congelado
foi de 2,6% (1X10° espermatozdides/dose) e 22,4% (2,5X10° espermatozdides/dose),
sendo menor quando comparando com sémen ndo sexado ndo congelado que apresentou
taxa de 41%, 50% e 61%, referentes, respectivamente, as concentracées de 1X10°,
2,5X10° e 2,5X10° espermatozdides/dose, o que indica menor fertilidade do sémen
sexado (SEIDEL et al, 1997).

BODMER et al (2005), verificaram uma diferenca significativa da taxa de
prenhez em novilhas inseminadas com sémen sexado (2X10° espermatozéides/dose), em
comparagcdo com sémen convencional, sendo 33,3% e 59,3%, respectivamente. A taxa
de prenhez reduzida observada em novilhas inseminadas com sémen sexado pode estar
relacionada com a baixa dose inseminante, baixa motilidade pds descongelamento,
fragilidade espermética e condi¢cbes de manejo (deteccdo de cio, horério de
inseminacdo, sanidade e alimentacdo). Resultados semelhantes foram observados por
WEIGEL (2004), também em novilhas inseminadas com sémen sexado e convencional,
apresentando taxa de prenhez de 35-40% e 55-60%, respectivamente. Segundo SEIDEL
(1999a), a taxa de concepcdo apds a inseminacdo artificial com sémen sexado, em
novilhas de corte cruzadas, foi de 40%, sendo este indice inferior ao obtido em 1A com
sémen ndo sexado (75%).
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Vacas de leite de alta producdo ap6s IA com sémen sexado (2X10°
espermatozdéides/dose) apresentaram taxa de prenhez de 21%, enquanto que com sémen
convencional (15X10° espermatozéides/dose) este indice foi de 46%. Mesmo com
indice inferior 0 uso do sémen sexado foi efetivo para a producdo de bezerras fémeas
nascidas (82%), em comparacdo com 49% do sémen convencional (ANERSSON et al,
2004).

BODMER et al (2005) ndo verificaram diferencas significativas na taxa de
concepcao, 27,6% e 28,1% referentes respectivamente a vacas inseminadas com baixa
concentracdo espermatica (2)X10° espermatozdides/dose) de sémen sexado e ndo sexado
apos descongelamento.

Inseminacao intracornual proximo ao local de fertilizacéo

Estudos demonstraram aumento da taxa de gestacdo quando o sémen em baixa
concentracdo € depositado proximo ao local de fertilizagdo (juncdo Utero tubaria) em
comparagdo com a inseminacao convencional no corpo do utero. Como vantagem deste
método de inseminacdo pode-se ressaltar a reducdo da exposicdo do sémen ao ambiente
hostil. A deposicdo de 2X10° espermatozéides ndo sexado, préximo a juncéo Utero
tubdria, apresentou aumento na taxa de gestacdo em comparacdo com a deposicao
sémen na porcao média do corno uterino (KURYKIN et al, 2006).

Estudos com novilhas cruzadas demonstraram uma taxa de concepcdo de 62%
com sémen sexado, a uma concentracdo de 1,5X10° espermatozéides/dose, depositado
profundamente no corno uterino. Esta taxa observada foi maior do que quando
utilizaram sémen sexado na mesma concentracdo (40%), ou sémen ndo sexado a uma
concentracdo de 20X10° espermatozéides/dose (51%), depositados no corpo uterino
(SEIDEL, 1999a).

Segundo DOYLE (1999), a taxa de concepcdo, em vacas Angus lactantes, com
sémen convencional congelado (40X10° espermatozdides/dose) depositado no corpo
uterino e com metade da dose em cada corno (1X10° espermatozéides/dose) foi 67% e
49%, respectivamente, enquanto que esta taxa foi de 23% e 25%, respectivamente, com
utilizacdo de sémen sexado congelado (1X10° espermatozéides/dose) e resfriado (5X10°
espermatozdides/dose), também depositado com metade em cada corno.
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SEIDEL et al (1998) verificaram taxa de prenhez similar (aproximadamente
50%) ap6s inseminagdo intracornual com sémen sexado ndo congelado (3X10°
espermatozodides/dose) e inseminacdo convencional com sémen ndo sexado
criopreservado (15,6)X10° espermatozdides/dose).

A taxa de gestacdo em novilhas inseminadas com deposi¢do do sémen sexado
descongelado diretamente no corno uterino na concentracio de 1,5-3X10°
espermatozdides/dose variou de 33% para 68%, aproximando-se da taxa de 70-90%
utilizando sémen ndo sexado descongelado (20-40X10° espermatozdides/dose) em
inseminacdo convencional (SEIDEL et al, 1999a).

A taxa de prenhez reduzida devido a baixa concentracdo de espermatozdides
pode ser evitada com a deposicdo do sémen préoximo do local de fertilizacdo (corno
ipsilateral a ovulacdo), associado & sincronizacdo do estro e a inseminagao por tempo
fixo (HUNTER, 2001). Porém, segundo KURYKIN et al (2007), novilhas da raca
Holstein sincronizadas e inseminadas por tempo fixo com sémen sexado para
cromossomo X (2,2X10° espermatozdides/dose) depositado no corpo uterino, porcdo
media do corno uterino e porcdo final do corno uterino, ndo tiveram diferencas
significativas na taxa de prenhez. Resultados semelhantes foram observados em
experimentos utilizando sémen sexado, em baixa concentracdo, ndo congelado
(SEIDEL et al, 1998) e criopreservados (SEIDEL et al, 1999a).

Uso de sémen sexado associado a FIV e a superovulacdo

CRAN et al (1993) utilizaram o sémen sexado de touros para a producao
embrides a partir de oocitos amadurecidos in vitro e em seguida estes foram
transferidos, gerando prole com sexo predeterminado. Esta descoberta favoreceu o
potencial comercial da sexagem e tecnologia da FIV.

O sémen sexado na utilizagdo na producdo de embrides in vitro reduz o custo do
teste de progénie em cerca de 33%, 0 que permite a transferéncia somente de embrides
do sexo desejado (NICHOLAS, 1996).

O desenvolvimento dos protocolos da técnica de fecundagdo in vitro exige

pequeno ndmero de espermatozoides para fertilizar um od6cito, permitindo a utilizacao
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de sémen sexado. Porém, o uso de sémen sexado ndo congelado resultou em apenas
66% de clivagem e 16 a 20% de desenvolvimento embrionério (LU et al, 1999).

Segundo SARTORI et al (2004), a percentagem de fertilizacdo de odcitos com
sémen comercial foi de 90% enquanto com sémen sexado foi de 60%, em novilhas
holandesas. Observaram também que o nimero de espermatozdides acessorios presente
na zona pelucida de odcitos degenerados e nao fertilizados foi maior com utilizagdo do
sémen ndo sexado, indicando que o estoque espermatico no oviduto dos animais que
foram inseminados com sémen sexado € insuficiente para fertilizar odcitos
superovulados.

A avaliagdo da producdo de embrides em vacas Nelore superovuladas e
inseminadas em tempo fixo com sémen sexado (4,2X10° espermatozéides/dose) em
comparagdo com sémen convencional (40X10° espermatozdides/dose) resultou em
menor nimero de embrides transferiveis e congelaveis, além de maior taxa de odcitos
ndo fertilizado, com uso do sémen sexado. Porém o sémen sexado (90% de acurécia)
permitiu a producdo de mais embribes com sexo de interesse do que 0 Sémen
convencional (BARUSELLLI et al, 2007).

BODMER et al (2005) observaram que a taxa de clivagem foi de 23,5% para o
sémen sexado e 33% para 0 sémen convencional e a perda embrionaria de 15,8% para o
grupo do sémen sexado e 2,9% para 0 ndo sexado. As perdas embrionarias maiores
tanto em vacas como em novilhas com o uso do sémen sexado (17,2% e 11,1%
respectivamente) quando comparadas com sémen convencional (0% e 5,6%). A alta
taxa de aborto no 2°-3° més de gestacdo pode ser causada por danos ao DNA dos
espermatozoéides durante o processo de citometria de fluxo.

A utilizagdo do sémen sexado em vacas e novilhas reduz a taxa de fertilizacéo,
aumenta propor¢do de embrides degenerados (SARTORY et al, 2004) e diminui a

percentagem de embrides transferiveis apos a superovulacdo (SCHENK et al, 2006).

CONSIDERACOES FINAIS
A expansdo do uso do sémen sexado depende da metodologia compativel com
caracteristicas desejadas para garantir aumento da produtividade e avanco genético, tais
como: ndo afetar a capacidade fecundante; ser produzido em larga escala; garantir taxa
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de prenhez satisfatdria; permitir congelabilidade com redugdo das perdas e lesbes
espermaticas, apresentar separacdo eficiente dos espermatozOides em sémen
descongelado e apresentar baixo custo, devendo preocupar-se também com a acuracia
do processamento e viabilidade apos o descongelamento. Desta forma, a sexagem pode
possibilitar um maior ganho genético, eficiéncia de producdo e maior flexibilidade no
manejo do rebanho, bem como a preservagdo de fémeas ou machos dependendo da
demanda do mercado, resultando num maior ganho econémico.

Entretanto a producdo comercial de sémen bovino ainda ocorre em pequena
escala, podendo atender a um mercado restrito, pois existe obstaculos a serem vencidos,
como o tempo de separacdo, viabilidade e nimero de espermatozéides por dose
inseminante, diluidores especificos para permitir o transporte e preservacdo do sémen
sexado, além do custo da dose inseminante.

O aumento da fertilidade com o uso do sémen sexado esta associado a selecdo
dos animais (reducdo dos efeitos individuais dos touros), a0 manejo reprodutivo das

fémeas, otimizacgdo do processo de sexagem, criopreservacao e inseminacao.
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