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Resumo — O objetivo deste estudo foi comparar a cinética de sémen bovino criopreservado nao sexado, sexado
X e sexado Y antes e depois da selecdo espermatica por gradiente de Percoll. Amostras criopreservadas de sémen
ndo sexado (grupo NS) e sexado X (grupo SX) e Y (grupo SY) por citometria de fluxo, de quatro touros, foram
avaliadas quanto a motilidade e a cinética espermatica com o “computer-assisted semen analysis” (CASA) e o
restante da amostra de cada grupo foi submetido a selecdo espermatica em gradiente de Percoll (45:60%). Apds
a selecdo, foram realizadas as mesmas avaliacdes que antes da passagem pelo Percoll. A motilidade do grupo
NS foi superior a dos grupos SX e SY e ndo foi observada diferenca entre os grupos SX e SY nos pardmetros
de cinética espermatica obtidos pelo CASA, antes ou apds a passagem pelo Percoll. Foi observado aumento
na motilidade para todos os grupos como efeito da sele¢@o pelo Percoll. O processo de sexagem por citometria
de fluxo afeta a cinética espermadtica, e a passagem pelo Percoll aumenta a motilidade do sémen sexado e ndo
sexado sem alterar a cinética do sémen ndo sexado.

Termos para indexagdo: gradiente de Percoll, motilidade espermatica, s€émen sexado.

Kinetics of bovine cryopreserved sperm cells after sexing by flow cytometry

Abstract — The objective of this study was to compare the kinetics of bovine cryopreserved nonsexed, sexed
for X and sexed for Y sperm cells before and after selection using Percoll gradient. Cryopreserved nonsexed
(NS group) semen samples and sexed for X (SX group) and for Y (SY group) by flow cytometry, from four
different sires, were analyzed for motility by computer-assisted semen analysis (CASA), and the remainder of
the sperm samples for each group was submitted to Percoll (45:60%) gradient selection. After Percoll selection,
the same sperm analyses done before the passing through Percoll gradient were performed. Sperm motility was
higher in the NS group than in the SX and SY groups, and no differences were observed between these last two
groups for any of the sperm parameters evaluated by CASA, either before or after Percoll selection. Percoll
increased motility for all groups. Changes in other characteristics evaluated by CASA were observed only in
the NS group. Sex-sorting procedure by flow cytometry affected sperm kinetics, and Percoll gradient selection
increases motility in sexed and nonsexed sperm without affecting the kinetics of nonsexed sperm.

Index terms: Percoll gradient, sperm motility, sexed sperm.

Introduciao

Nas tultimas décadas, varias tecnologias foram
desenvolvidas na area de reproducdo animal. Uma
das biotécnicas recentes ¢ a sexagem espermatica
por citometria de fluxo, que permite a separagdo de
espermatozoides de acordo com o cromossomo X ou
Y. Esse método basecia-se na diferenca do contetdo
de DNA dos espermatozoides, pois, em bovinos, o
cromossomo X contém aproximadamente 4% a mais

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.44, n.10, p.1346-1351, out. 2009

de DNA do que o cromossomo Y (Almeida & Alvarez,
2003).

A utilizagdo comercial do s€émen sexado na reproducdo
de bovinos é uma realidade, apesar de muitos estudos
relatarem menor fertilidade do mesmo quando
comparado ao nao sexado, tanto in vivo como in vitro
(Sartori et al., 2004; Bodmer et al., 2005; Anderson
et al., 2006; Bermejo—Alvarez et al., 2008). A técnica
de sexagem por citometria de fluxo pode gerar alguns
danos aos espermatozoides, provavelmente em razao
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da exposicdo ao laser, da grande pressdo na passagem
pelo citometro, da queda em grande velocidade dentro
do tubo de colheita e da permanéncia durante algumas
horas em temperatura ambiente antes do processamento
(Chastant-Maillard & Druat, 2005).

Entre as caracteristicas espermaticas afetadas pelo
processo de sexagem, a diminui¢do da motilidade tem
sido relatada por diversos autores (Hollinshead et al.,
2004; Blondin et al., 2009). De acordo com Fonseca
et al. (1992), a motilidade ¢ um importante fator a ser
considerado na analise da qualidade espermatica, ¢
constitui um dos melhores parametros para se predizer a
fertilidade de uma amostra de s€émen (Varner et al., 1991;
Malmgren, 1997; Januskauskas et al., 2000; Suarez &
Pacey, 2006).

O método mais utilizado para avaliagcdo da motilidade
¢ a determinacdo subjetiva da percentagem de células
méveis em uma amostra de sémen com uso de
microscopia optica. Esse método ¢ uma forma indireta
de avaliagdo, simples e de baixo custo, no entanto pode
apresentar grande variabilidade (Malmgren, 1997;
Verstegen et al., 2002). Na busca de maior objetividade
nessa avaliagdo, varios métodos tém sido propostos,
entre eles o sistema de andlise computadorizada do
movimento espermatico — ‘“computer-assisted semen
analysis” (CASA). Esse tipo de analise permite uma
avaliacdo mais exata e objetiva da motilidade, fornece
informagdes precisas e significativas da cinética da
célula espermatica (Mortimer, 1997; Cox et al., 2006) e
determina ndo somente a percentagem de células moveis
na amostra, mas também quantifica caracteristicas
especificas do movimento espermatico (Garner, 1997).
No entanto, para avaliagdo de motilidade, ndo ha, na
literatura, trabalho com utilizagdo de sémen sexado X,
sexado Y e ndo sexado de um mesmo ejaculado, e
isso ¢ um importante ponto a ser considerado, ja que
foi demonstrado que diferentes ejaculados podem
gerar amostras de s€émen com diferentes caracteristicas
(Blondin at al., 2009). Dessa forma, o objetivo do
presente estudo foi comparar variaveis da cinética de
sémen bovino criopreservado ndo sexado, sexado X e
sexado Y pelo sistema de analise CASA antes e ap6s a
selecdo espermatica por gradiente de Percoll.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratorio de
Reprodugdo Animal da Embrapa Recursos Genéticos
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e Biotecnologia, em Brasilia, DF, entre os meses de
janeiro e abril de 2009.

Amostras de sémen congelado de quatro touros
da raca Nelore, mantidos em central de inseminagao
artificial, foram utilizadas no presente estudo. Para a
producdo do material experimental, um ejaculado de
cada touro foi coletado e fracionado em trés partes.
Uma parte foi separada para constituir o grupo nao
sexado (grupo NS) e as outras duas foram submetidas a
citometria de fluxo, para producao de espermatozoides
com cromossomo X (grupo SX) ou'Y (grupo SY). Apos
a composi¢do dos grupos, todas as amostras foram
congeladas. Todo o procedimento foi realizado por
empresa comercial especialista na area (ABS Pecplan,
Uberaba, MG), ¢ as amostras foram adquiridas dessa
empresa. O s€men foi, entdo, utilizado para avaliagao da
cinética espermadtica, ¢ cada procedimento foi repetido
trés vezes. Em cada repeticdo, uma palheta da mesma
partida de cada grupo (NS, SX e SY) foi descongelada a
37°C por 30 segundos em banho-maria, e uma amostra
foi retirada para avaliacdo subjetiva da motilidade
e avaliagdo da cinética espermdtica pelo sistema
computadorizado CASA (modelo Ivos-Ultimate 12,
Hamilton Thorne Biosciences, Franga).

Para avaliagdo subjetiva, uma gota de sémen foi
colocada sobre uma lamina aquecida e coberta com
laminula, ¢ analisada em microscopio de contraste de
fase com aumento de 20x. Paraaavalia¢do da motilidade
pelo CASA, 2 pL de sémen foram colocados na
lamina de leitura (Leja standard count, SC20.01.04.B,
20 um, Leja Product B.V., Holanda) ¢ a amostra foi
avaliada no aparelho previamente ajustado, conforme
as recomendagdes do fabricante para analise de s€émen
bovino. No minimo sete campos foram selecionados
manualmente para a leitura e analise. Os parametros
de cinética espermatica mensurados foram: motilidade
total (MT), em percentagem; velocidade de trajeto
(VAP), em micrometro por segundo; velocidade
retilinea (VSL), em micrdmetro por segundo;
velocidade curvilinea (VCL), em micrometro por
segundo; amplitude lateral de cabeca (ALH), em
micrémetro; frequéncia de batimentos (BCF), em Hz;
e linearidade (LIN), em percentagem.

O restante da amostra de cada grupo foi utilizado
em protocolo de selecdo espermdtica para sémen
sexado, de acordo com Blondin et al. (2009), com
modifica¢des. Para isso, as amostras de sémen foram
colocadas em gradiente de Percoll (GE Healthcare,

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.44, n.10, p.1346-1351, out. 2009



1348 J. de O. Carvalho et al.

Upsalla, Suécia), constituido de 400 pL de Percoll
45% e 400 pL de Percoll 60%, e centrifugadas a 700 g
por 5 min. Apés centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet centrifugado por 2 min em 500 puL
de meio TALP (Parrish et al., 1995), suplementado
com 2 mmol L' de penicilina G sodica, 1 mmol L' de
hipotaurina, 250 mmol L' de epinefrina ¢ 10 ug mL"!
de heparina, a 200 g. O sobrenadante foi retirado e o
pellet resultante foi homogeneizado e utilizado para as
mesmas avaliagdes realizadas antes da passagem pelo
gradiente de Percoll.

A concentragdo espermatica foi determinada no
hematocitdbmetro, em diluicdo de 1:200, tendo sido
avaliada tanto antes quanto apds a passagem pelo
gradiente de Percoll. Para a andlise estatistica das
avaliagdes espermaticas antes e apos o gradiente
de Percoll, foi utilizado o modelo linear da analise
de variancia para medidas repetidas, em que foram
considerados os efeitos de touro, de tratamento e da
interagdo entre ambos como fixos, pelo GLIMMIX,
SAS (SAS Institute, 2002). As comparagdes estatisticas
foram realizadas sobre as médias ajustadas pelo método
dos quadrados minimos, com uma aproximagdo do
teste de qui-quadrado.

Resultados e Discussao

As caracteristicas de motilidade da célula
espermatica para os diferentes grupos, antes e apos
a selecdo pelo gradiente de Percoll, sdo apresentadas
na Tabela 1. A motilidade do sémen ndo sexado foi
superior a do sémen sexado antes e apds a passagem
pelo gradiente de Percoll. O efeito do processo de
sexagem na motilidade espermatica foi relatado por
outros autores (Hollinshead et al., 2004; Blondin et al.,
2009). Nessa técnica de sexagem, o espermatozoide ¢
submetido a varios procedimentos que podem causar
danos a célula, tais como exposi¢do ao corante € ao
laser, grande pressdo na passagem pelo citometro,
queda em grande velocidade dentro do tubo de colheita
e permanéncia durante algumas horas em temperatura
ambiente antes de ser processado (Chastant-Maillard
& Druat, 2005). Portanto, a queda na motilidade
observada no sémen sexado pode ter sido causada pela
exposicao, durante o processo de sexagem, ao corante
Hoechst 33342, que ¢ toxico, como ja foi demonstrado
em espermatozoide humano (Watkins et al., 1996) e
bovino (Hollinshead et al., 2004). Além disso, o efeito
da exposicao ao corante e, posteriormente, ao laser pode
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alterar a atividade mitocondrial, como foi demonstrado
em trabalho realizado por Smith (1993) com ovocitos
corados com Hoechst 33342 ¢ submetidos a pequena
irradiagdo de luz ultravioleta. Esse tipo de dano também
poderia explicar a queda de motilidade observada nos
espermatozoides sexados, uma vez que a fungdo das
mitocondrias € produzir ATP para o movimento das
células espermaticas (Manella, 2000).

A motilidade é uma importante variavel na
fecundacao, sendo que diversos estudos tém sido feitos
na tentativa de correlacionar motilidade e fertilidade
(Correa et al., 1997, Farrell et al., 1998; Januskaukas
et al., 2003; Gillan et al., 2008). E importante dizer
que, na analise subjetiva, o nivel de correlacdo pode
variar entre 0,15 e 0,83 (Januskaukas et al., 2003) ¢ a
estimativa pela analise computadorizada, entre 0,82 ¢
0,98 (Farrell et al., 1998). Essas diferengas observadas
na correlagdo entre avaliacdo subjetiva e fertilidade
podem estar relacionadas com a grande subjetividade
dessa técnica em razdo da variagdo na analise realizada
por diferentes avaliadores, em diferentes momentos
(Malmgren, 1997), o que pode gerar resultados
equivocados ou mesmo conclusdes conflitantes
(Rijsselaere et al., 2003). Na avaliacdo subjetiva, ha
uma tendéncia em se superestimar a percentagem de
espermatozoides moveis, especialmente em amostras
com alta concentragdo espermatica. J& amostras com
baixa concentragdo, como as de sémen sexado, podem
ter suas avaliacdes subestimadas. No presente estudo,
nao foi observada diferenca entre a avaliagdo subjetiva
e a do sistema CASA (Tabela 1).

No entanto, a motilidade subjetiva tende a
negligenciar a existéncia de subpopulacdes ou de
outras variaveis de movimento espermatico, o que
pode interferir na avaliagdo mais exata da amostra de
sémen (Quintero-Moreno et al., 2003). Dessa forma,
o conjunto dos parametros fornecidos pelo CASA

Tabela 1. Valores (média dos quadrados minimos+EP)
de motilidade total de sémen avaliada de forma subjetiva
e por sistema computadorizado de analise do movimento
espermatico (CASA), antes e apos passagem pelo gradiente
de Percoll®,

Grupo Motilidade antes do Percoll Motilidade apos Percoll
Subjetiva CASA Subjetiva CASA
Nao sexado 63,7+1,8a 58,0+3,0a 72,943,0a 70,442 .9a
Sexado X 27,5+£2,3b 29,6+1,3b 39,242,6b 37,1+4.0b
Sexado Y 28,7+2,0b 26,2+2,1b 45,0+3,0b 43,4+3.2b

(UMédias seguidas de letras iguais, nas colunas ou nas linhas, ndo diferem
entre si, pelo teste t, a 5% de probabilidade (N = 12).
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possibilita melhor avaliagdo da qualidade do sémen
(Moses et al., 1995).

Na Tabelas 2, sdo apresentadas as variaveis de
movimento espermatico fornecidas pelo sistema
CASA para os diferentes grupos, antes ¢ apds a
selecdo pelo gradiente de Percoll. Nenhuma diferenca
foi observada entre os grupos SX e SY para todas
as variaveis estudadas. Apds o descongelamento,
variaveis como BCF e LIN foram menores no
grupo NS do que no sexado. O sémen que continha
espermatozoide sexado Y apresentou VSL semelhante
ao dos grupos NS e SX, e o do grupo SX foi superior
ao do grupo NS. Quanto ao VCL, todos os grupos
apresentaram valores semelhantes. No entanto, apds
passagem pelo gradiente de Percoll, o grupo NS
apresentou maiores valores de VSL e LIN do que os
grupos SX e SY.

De acordo com Johnson et al. (1989), o
cromossomo X € maior que o cromossomo Y, € essa
diferenca de massa poderia influenciar o movimento
espermatico (Penfold et al., 1998). Porém, no
presente estudo, assim como no de Penfold et al.
(1998), ndo houve diferenca no padriao de movimento
dos espermatozoides que continham cromossomo X
ou Y (Tabela 2). No entanto, a diferenca encontrada
na maioria dos pardmetros de cinética espermatica
fornecidos pelo sistema CASA entre sémen sexado e
ndo sexado, antes ou apds a passagem pelo gradiente
de Percoll, sugere que o processo de sexagem afeta
ndo s6 a motilidade, mas também outros parametros
de cinética espermatica.

Para algumas dessas diferencgas, os valores do
grupo nao sexado foram inferiores aos dos grupos
sexado X e Y (Tabela 2). Esses resultados inferiores
podem ser decorrentes da diferenca na concentragdo

espermatica das amostras, pois o s€émen ndo sexado
apresentou uma concentragdo média muito maior
(35+£2,7 x 10° espermatozoides por dose) do que o
sémen com espermatozoides sexados X (2,4+0,8 x 10¢
espermatozoides por dose) e Y (2,2+0,4 x 10°
espermatozoides por dose). Uma grande influéncia da
concentragdo espermatica nos resultados fornecidos pelo
sistema CASA foi relatada por Verstegen et al. (2002).
Esses autores ressaltam que, em alta concentragdo, as
células com movimento rapido poderiam ser excluidas
da analise em razdo das colisdes entre elas. Além da
concentracdo, outro fator que pode alterar o padrao de
movimentacdo da célula espermatica ¢ a viscosidade
dos meios (Mortimer, 1997), pois um aumento na
concentracdo ou na viscosidade do meio reduziria a
amplitude do movimento. No presente estudo, o meio
utilizado foi o mesmo para todos os grupos, portanto ¢
possivel que as diferengas encontradas para parametros
como LIN, VCL e BCF entre sémen sexado e ndo sexado
resultem da menor concentracdo do sémen sexado.
O mesmo efeito da concentracdo ndo foi observado
apos passagem pelo gradiente de Percoll, pois, para
essa avaliacdo, o s€émen ¢ lavado e ressuspendido, o
que diminui a viscosidade do meio e, principalmente, a
diferenca de concentragdo entre as amostras.

O efeito da passagem pelo gradiente de Percoll nas
caracteristicas estudadas para cada um dos grupos
também foi avaliado. O efeito mais marcante (p<0,05)
foi observado na motilidade espermatica: ocorreu um
aumento na percentagem de espermatozoides moveis
apos passagem pelo Percoll nos grupos NS (Tabela 1).
O aumento da percentagem de espermatozoides moveis
em amostra de sémen apos a sele¢do pelo gradiente de
Percoll foi relatado por varios autores (Parrish et al.,
1995; Tangue et al., 2002; Trentalance & Beorlegui,
2002; Machado et al., 2009).

Tabela 2. Valores (média dos quadrados minimos+EP) dos pardmetros de cinética espermatica fornecidos pelo sistema CASA

para sémen antes ¢ ap0s a passagem pelo gradiente de Percoll®.

Grupo VAP (ums™) VSL (ums™) VCL (ums™) ALH (um) BCF (Hz) LIN (%)
Antes da passagem pelo gradiente de Percoll
Nao sexado 45,7+1,1 30,3+1,0a 78,3+0,2 5,7+0,8 23,3+0,9a 38,7+1,4a
Sexado X 44,9+1,2 35,0+1,0b 79,0+0,2 5,6+0,8 28,5+0,9b 44,3+1,4b
Sexado Y 41,9+1,3 32,8+1,0ab 77,1+0,2 5,6+0,8 27,5+0,9b 42,5+1,4b
Apos a passagem pelo gradiente de Percoll
Nao sexado 51,5+1,1 59,5+1,0a 118,3+0,2a 4,4+0,8 33,3+0,9ab 50,3+1,4a
Sexado X 50,8+1,2 41,1£1,0b 91,3+0,2b 4,5+0,8 32,1+0,9bc 45,0£1,4b
Sexado Y 51,3+1,3 43,8+1,0b 103,8+0,2ab 4,6+0,8 30,9+0,9¢ 42,2+1,4b

(DMédias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem, pelo teste t a 5% de probabilidade (N = 12). VAP, velocidade de trajeto; VSL, velocidade retili-
nea; VCL, velocidade curvilinea; ALH, amplitude lateral de cabega; BCF, frequéncia de batimentos; LIN, linearidade.
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Nos parametros de cinética espermatica, o efeito
da passagem pelo gradiente de Percoll foi observado
principalmente no s€émen nao sexado, que apresentou
aumento (p<0,05) nos valores de VAP, BCF e LIN, ap6s
a selecdo (Tabela 2). Para as amostras de s€émen sexado
X ou'Y, a passagem pelo gradiente de Percoll afetou
(p<0,05) os parametros VAP e VCL, respectivamente
(Tabela 2). Essa varia¢ao na resposta entre as amostras
pode ser resultante da grande diferenga na percentagem
de células moveis entre sémen sexado e ndo sexado
antes da passagem pelo gradiente de Percoll. Esses
resultados sugerem que pardmetros mais especificos
do movimento espermatico, como os avaliados pelo
sistema CASA, também podem ser afetados pela
qualidade do s€men, pois as amostras de s€émen sexado
e ndo sexado responderam de forma diferente a um
mesmo gradiente de Percoll.

Pode-se supor que alteragdes no protocolo de selegao,
tais como concentragdo do gradiente de Percoll, tempo e
forcga de centrifugacdo, podem mudar o resultado desse
procedimento e permitir a obtengdo de subpopulagdes
com diferentes padroes de motilidade. Portanto, sdo
necessarios estudos que determinem o protocolo mais
adequado para selegdo espermatica quando o sémen
sexado ¢ utilizado.

Segundo Sanchez-Partida et al. (1999), assim como
a motilidade, os parametros analisados pelo sistema
CASA também tém sido correlacionados com taxas de
fertilidade in vitro ou in vivo. Para condic¢des in vitro
em bovinos, é possivel que a redugdo da motilidade e
as alteragdes nos parametros de cinética espermatica,
fornecidos pelo sistema CASA em sémen sexado, ndo
sejam tao cruciais, j que nesse caso os espermatozoides
sdo colocados diretamente em contato com o ovocito.
Em contraste, para as condigdes in vivo, a cinética
de movimento espermatico é reconhecidamente um
importante parametro na avaliagdo do sémen, pois ¢é
um dos responsaveis pelo transporte do espermatozoide
ao longo do trato genital (Verstegen et al., 2002), e
os parametros de VAP e VCL sdo importantes para o
transporte dos espermatozoides no trato reprodutivo
da fémea (Robayo et al., 2008). Portanto, apesar do
seu alto custo, o sistema CASA oferece objetividade e
repetibilidade nas avaliagdes, o que possibilita detalhar
melhor a qualidade do s€émen analisado. Isso porque
esse tipo de analise fornece informagdes adicionais
sobre as caracteristicas da cinética de movimento
espermatico ndo detectadas na observagdo visual.
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Conclusoes

1.0 processo de sexagem por citometria de
fluxo afeta a motilidade e algumas caracteristicas
do movimento espermatico avaliadas pelo sistema
computadorizado CASA.

2. A passagem pelo gradiente de Percoll aumenta a
percentagem de células mdveis na amostra de sémen
sexado e ndo sexado.

3.Sémen sexado e ndo sexado apresentam
resposta diferente para caracteristicas do movimento
espermatico, quando submetidos ao mesmo protocolo
de selegdo por gradiente de Percoll.
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