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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a taxa de recuperagio e as caracteristicas da motilidade e morfologia
espermaticas apos o processo de sexagem por centrifugacdo em gradiente de densidade em sémen descongelado
de touros taurinos e zebuinos. Observou-se que 5,5% dos espermatozoides descongelados foram recuperados
apos a centrifugagio em gradiente de Percoll® e que houve efeito positivo deste processo de sexagem na maioria
das avaliagdes da qualidade espermatica. Concluiu-se que, em sémen descongelado, a centrifugacdo em
gradiente de Percoll” produz, pelo menos, 290 milhdes de espermatozoides sexados por hora, e que este
procedimento seleciona espermatozoides com maior competéncia para motilidade.
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Abstract

The aim of this work was to evaluate the recovery rate and sperm motility and morphology after the
sperm sexing by density gradient centrifugation using frozen-thawed semen from taurine and zebu bulls. It was
observed that 5.5% of frozen-thawed sperm were recovered after Percoll® gradient centrifugation and that
positive effects of the sexing process was observed in most sperm parameters. It was concluded that the
centrifugation in Percoll® gradient with frozen-thawed sperm produce around 290 million ef sexed sperm cells
per hour, and that this procedure selects cells with superior competence to sperm motility.
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Introducao

A citometria de fluxo ¢ a técnica de sexagem espermatica que se baseia no maior contetido de DNA dos
espermatozoides X (cerca de 4%), e esta metodologia ¢ capaz de separar as duas populagdes de espermatozoides
com acuidade acima de 90% (Garner, 2006; Seidel, 2007). No entanto, ela tem se demonstrado altamente
dispendiosa, restrita (Hossepian de Lima, 2007; Hossepian de Lima et al., 2011) e capaz de produzir um baixo
numero de espermatozoides sexados por hora (Maxwell et al., 2004; Seidel, 2007).

Segundo Maxwell et al. (2004), os resultados de fertilidade com sémen sexado por citometria de fluxo
tém sugerido uma menor viabilidade no trato genital feminino comparado com espermatozoides ndo sexados.
Ainda, estudos realizados in vivo e in vitro t€m demonstrado que a utilizagdo de s€men sexado por citometria de
fluxo prejudica diversos pardmetros relacionados com a fertilidade como: diminui¢do na motilidade progressiva
dos espermatozoides (Hollinshead et al., 2003; Palma et al., 2008; Blondin et al., 2009), redugdo da taxa de
blastocistos (Guthrie et al., 2002; Palma et al., 2008; Blondin et al., 2009), alteragdes na expressao génica de
embrides produzidos (Morton et al., 2007), aumento da propor¢do de oocitos ndo fertilizados e redugdo da
producao de embrides transferiveis (Peippo et al., 2009), aumento nas perdas embrionarias (Bodmer et al., 2005)
e diminuigdo nas taxas de concepgdo (Hollinshead et al., 2003; Andersson et al., 2006; Garner e Seidel, 2008).

Assim, considera-se que, para a realidade de paises como o Brasil, ¢ mais interessante optar-se por
desenvolver uma metodologia de baixo custo, que, mesmo com menor acuidade de sexagem, permita alcangar
indices satisfatorios de fertilidade em varias condigdes de manejo (Hossepian de Lima et al., 2011).

Em bovinos, Hossepian de Lima et al. (2003) desenvolveram um processo de separacdo dos
espermatozoides X em gradientes descontinuos de densidade. Estes gradientes sdo compostos de solucdes
isotonicas feitas a partir de substincias de particulas coloidais (Percoll”) que permitem, em uma unica
centrifugacgdo, separar as impurezas (espermatozoides imaturos, células e bactérias) dos espermatozoides viaveis
e, dentre estes, separar os espermatozoides X dos Y.

Essa separacdo dos dois tipos de espermatozoides € possivel quando se utiliza um gradiente com alta
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resolugdo de densidade como o Percoll®, por exemplo. Isto porque a diferenga no conteudo do DNA dos
espermatozoides X e Y dos bovinos resulta em uma diferenca de densidade de 7X10™g/cm’. Portanto, em
bovinos, espermatozoides X sdo 0.06% mais densos que espermatozoides Y (Windsor et al., 1993).

Utilizando-se uma metodologia bem mais simples e menos onerosa, a centrifugagdo em gradiente de
densidade dos espermatozoides recém-colhidos foi capaz de produzir doses enriquecidas com 70% de
espermatozoides X, contendo até 20x10° de espermatozoides totais/dose. Quando os espermatozoides foram
utilizados para produgdo in vitro de embrides (PIV), foram capazes de fecundar 75% dos odcitos, dos quais 30%
se desenvolveram até o estagio de blastocisto (Hossepian de Lima et al., 2003, 2011; Hossepian de Lima, 2007).

Além disso, Resende et al. (2009) demonstraram que essa técnica (sexagem espermatica por
centrifugagdo em gradiente de Percoll”) pode ser utilizada em sémen descongelado para produgdo in vitro de
embrides. Utilizando sémen descongelado, obteve-se menor acuidade na separacdo dos espermatozoides X
(63%), porém as taxas de clivagem e blastocistos se mantiveram satisfatorias (71 e 24%, respectivamente).

A aplicabilidade comercial do s€émen sexado sugere o estabelecimento de um método que minimize a
perda dos espermatozoides durante o processo e que ndo reduza o poder fecundante deles (Hossepian de Lima,
2007). Assim, estudos voltados para o aprimoramento de métodos alternativos a citometria de fluxo para
sexagem espermatica merecem maior atencao. Desta forma, avaliou-se a taxa de recuperacao espermatica apos o
processo de sexagem por centrifugagdo em gradiente descontinuo de densidade de Percoll®, em espermatozoides
bovinos criopreservados, bem como as caracteristicas da motilidade e morfologia espermaticas antes e apos a
centrifugagdo. Ainda compararam-se todas essas variaveis entre taurinos e zebuinos.

Material e Métodos

As doses de sémen congeladas em diluidor TRIS-Gema foram adquiridas todas da mesma empresa
especializada em congelagdo e comercializagdo de s€émen. Utilizaram-se doses de seis touros de diferentes ragas,
sendo trés de ragas taurinas (Angus, Holandesa e Jersey) e trés de racas zebuinas (Gir, Guzera e Nelore), e foram
avaliadas quatro partidas diferentes de cada touro. As doses foram descongeladas e submetidas as avaliagdes das
caracteristicas espermaticas (taxa de recuperacdo, analise computadorizada do sémen e morfologia espermatica)
antes (grupo-controle) e ap6s a centrifugagdo em gradiente descontinuo de densidade de Percoll®” (grupo sexado).

Preparagio do gradiente descontinuo de densidade de Percoll®

O gradiente de densidade de Percoll® (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden) foi preparado de
acordo com Hossepian de Lima et al. (2003). Uma solugdo estoque de Percoll® 90% (pH: 7,4; osmolaridade:
280-290 mOsm/kg H,0) foi preparada diluindo-se nove partes de Percoll® (densidade padrio 1,130 g/mL) em
uma parte (1:9, v/v) de Dubelcco’s Modified Eagle's Medium (DMEM, GIBCO, Stonehan, USA; densidade
1,058 g/mL) concentrado dez vezes (DMEM 10X), complementado com 0,01 g/L de gentamicina (GIBCO,
Stonehan, USA) e 6 mM de HEPES (Sigma Chemical Co., Saint Louis, USA). A solu¢do de DMEM 10X foi era
preparada diluindo-se em 100 mL de 4gua ultrapura bidestilada do sistema Milli Q (Millipore, Billerica, USA) a
quantidade de p6 necessaria para preparar um litro. Essa solugdo foi filtrada em membranas com poros de 0,22
pum e estocada a 4°C. A solugdo de DMEM concentrado uma vez (DMEM 1X) foi preparada de acordo com as
instrugdes do fabricante, filtrada em membranas com poros de 0,22 um e estocada a 4°C.

As solugdes de Percoll® com diferentes densidades foram preparadas diluindo-se, em diferentes
proporgdes, a solugdo de Percoll® 90% no meio DMEM 1X contendo 0,3% de albumina sérica bovina (BSA,
Calbiochem, Darmstadt, Germany) fracdo V. Desta forma, foram obtidas trés solugdes isotdnicas de gradiente de
Percoll” com densidades de 1,110 g/ml (solugdo de Percoll® 80%), 1,115 g/ml (solugio de Percoll® 85%) e 1,123
g/ml (solugio de Percoll® 90%). O gradiente descontinuo de densidade foi preparado depositando-se, em
camadas, 3 ml de cada solugdo isotonica de Percoll® (Percoll® 90, 85 e 80%, respectivamente) em tubos conicos
de poliestireno de 15 ml (Corning, New York, USA), de modo que a camada mais densa (Percoll® 90%) ficava
na parte inferior do tubo, e a menos densa (Percoll” 80%) na camada superior (Hossepian de Lima et al., 2003).
Para cada partida de sémen avaliada, foram confeccionados trés tubos de gradiente descontinuo de Percoll”.

Centrifugagdo e recuperagdo dos espermatozoides no gradiente de sexagem

Para cada partida de sémen, dez palhetas (0,25 ml cada) foram descongeladas a 37°C, por 20 segundos,
e depois homogeneizadas. Parte desta amostra foi depositada sobre os trés tubos contendo o gradiente de
densidade de Percoll® (0,5 ml de sémen em cada tubo), e a outra parte (1,0 ml restante) foi destinada a avaliagdo
das caracteristicas espermaticas do grupo-controle. Os tubos contendo o gradiente de densidade com o sémen
descongelado foram centrifugados a 500 x g em rotor horizontal (Centrifuga refrigerada Sorvall® RC 33 Plus) na
temperatura de 22°C, por 20 minutos. Apés a centrifugagdo, o sobrenadante dos tubos era removido. Os
sedimentos contendo os espermatozoides dos trés tubos (pellets de 100 pl em cada tubo) foram recuperados com
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um pipetador automatico, homogeneizados e avaliados quanto as caracteristicas espermaticas do grupo sexado.
Avaliagdo da taxa de recuperagdo espermdatica

A taxa de recuperagdo espermatica foi calculada a partir dos valores da concentragdo espermatica
obtidos antes e apos a centrifugacdo. Para avaliagdo da concentragdo espermatica pré-centrifugacéo, retirou-se
uma aliquota de 20 pl do s€émen descongelado, que foi diluido em 980 pl de formol salino tamponado (dilui¢ao
de 1:50). Para mensuracdo da concentragdo espermatica pos-centrifugagdo, retirou-se uma aliquota de 20u 1 do
pellet do sémen centrifugado,que foi diluido em 380 pl de formol salino tamponado (dilui¢do de 1:20 em virtude
de um menor numero de células totais na amostra). A concentragdo espermatica foi determinada com o emprego
da camara de Neubauer, contando-se os espermatozoides sob microscopia optica comum, com aumento de 400X,
e multiplicando-se o valor obtido pelo fator de dilui¢ao correspondente.

Apds a avaliagdo da concentragdo espermatica pré e pods-centrifugacdo, calculou-se a taxa de
recuperacdo espermatica utilizando-se a seguinte formula:

R =| 2 100

VixCi

Sendo que: TR = Taxa de recuperacdo; Vi = Volume da amostra pré-centrifugacdo; Ci = Concentracio
espermatica do sémen descongelado antes da centrifugagdo; V' = Volume da amostra recuperada apds a
centrifugacgdo; Cf= Concentragdo espermatica do pellet pds-centrifugacao.

Andalise computadorizada da motilidade espermatica

A analise computadorizada do movimento espermatico foi realizada pelo sistema CASA (Computer-
Assited Semen Analisys, HTM-IVOS-Ultimate; Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA), pré-
ajustado (setup) para analise de sémen bovino. Uma aliquota do sémen descongelado (grupo-controle Controle)
era diluida em meio TALP (Tyrode’s albumin lactate pyruvate; Bavister et al., 1983), de forma a se obter uma
concentragio de 25 X 10° espermatozoides/ml. Em seguida, depositava-se uma aliquota de 2 pl desta amostra na
lamina de leitura (Leja® standard count, SC20.01.FA, 20 micron, Leja, Nieuw-Vennep, The Netherlands ).
Foram analisadas as seguintes varidveis: motilidade total (%), motilidade progressiva (%), frequéncia de
batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %) e linearidade (LIN;%). Seis campos foram avaliados para cada
analise. Apds a centrifugagdo (grupo sexado), realizou-se 0 mesmo procedimento e analisaram-se 0s mesmos
parametros, no entanto, devido a uma menor quantidade total de espermatozoides presentes no sedimento, ndo se
realizou a etapa de dilui¢do da amostra em meio TALP.

Avaliagdo da morfologia espermatica

Para a realizagdo do exame de morfologia espermatica, utilizou-se o sémen diluido em formol salino
tamponado antes (grupo-controle) e apés a centrifugagdo (grupo sexado). Para leitura, foi preparada uma camara
umida, com uma gota do sémen diluido entre lamina e laminula, sob microscopia de Contraste de Interferéncia
Diferencial (Nikon modelo 80i; Nikon, Tokyo, Japan), com aumento de 1000X. A avaliagdo foi realizada
contando-se 200 espermatozoides por lamina.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o programa SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA). As
variaveis que ndo respeitaram as premissas estatisticas foram transformadas em arcosseno. As variaveis originais
ou transformadas foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA 2) ao nivel de significancia de 5%. Para
verificar se houve efeito do tratamento (controle sexado) e/ou da subespécie (taurina e zebuina), as analises
basearam-se no delineamento experimental inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2X2.

Resultados

Nao foram observadas interagdes (P > 0,05) entre o tratamento (controle sexado) e a subespécie (taurina
e zebuina), e, deste modo, foi possivel realizar as analises dos efeitos principais em separado.

Na Tab. 1, encontram-se os valores obtidos na avaliagdo da taxa de recuperagao espermatica. Apos a
centrifugagdo, recuperou-se, em média, 5,5% do total de espermatozoides colocados sobre o gradiente de
densidade e houve diferenca estatistica (P < 0,05) entre as subespécies bovinas.
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Tabela 1. Taxa de recuperagdo dos espermatozoides descongelados e centrifugados em gradiente descontinuo de
Percoll®(Médias + Erros-padrio).

Taxa de Taurinos Zebuinos
recuperagao Angus Holandés Jersey Gir Guzera Nelore
% 6,8+ 1,7 8,0+1,2 4,8+£0,8 39+0,6 54+0,9 3,9+£0,6
Total 6,5+ 0,8 44+04°

P etras mintsculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas (P < 0,05).

Na Tab. 2, verifica-se que o sémen sexado apresentou maior (P < 0,05) motilidade total e progressiva,
BCF, STR e LIN, que o controle. Na Tab.3, observa-se que apenas para BCF e STR houve diferenca (P < 0,05)
entre as subespécies.

Tabela 2. Caracteristicas de motilidade espermatica médias (£Erros-padrao) avaliadas por sistema
computadorizado (CASA) antes e apos o processo de sexagem por centrifugagio em gradiente de Percoll®, por
tratamento (controle e sexado).

Variaveis Controle Sexado

Motilidade total (%) 699+1,7a 85,0+1,8b
Motilidade progressiva (%) 592+1.6a 759+1,7b
Frequéncia de batimentos (BCF; Hz) 33,1+1,0a 35,9+0,9b
Retilinearidade (STR; %) 844+0,7a 874+£0,7b
Linearidade (LIN; %) 555+1,2a 614+14Db

Letras mintsculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas (P < 0,05).

Nas Tab. 4 e 5, encontram-se os resultados da avaliagdo das caracteristicas morfologicas, por tratamento e
por subespécie, respectivamente. Na avaliacdo de morfologia espermatica, foi constatado efeito significativo (P < 0,05)
entre os tratamentos (controle e sexado), e somente para defeitos menores e totais houve influéncia (P < 0,05) da
subespécie. Na Tab. 6, encontram-se os valores descritivos das patologias espermaticas, antes e apds a
centrifugagdo em gradiente descontinuo de Percoll®.

Tabela 4. Alteragdes morfoldgicas dos espermatozoides (Médias + Erros-padrdo) antes ¢ apds o processo de
sexagem por centrifugagio em gradiente de Percoll”, por tratamento (controle e sexado)

Alteracdes da morfologia espermatica Controle Sexado

Defeitos maiores (%) 13,0+1,2a 53+1,1b
Defeitos menores (%) 54+09a 154+£2,3D
Defeitos Totais (%) 184+1,4a 20,7+3,0a

Letras mintsculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas (P < 0,05).

Tabela 5. Alteracdes morfologicas dos espermatozoides (Médias = Erros-padrao) apds o processo de sexagem
por centrifugacio em gradiente de Percoll”, por subespécie bovina (taurinos e zebuinos).

Alteragdes da Morfologia espermatica Taurinos Zebuinos

Defeitos maiores (%) 8,0+1,2a 10,3+1,5a
Defeitos menores (%) 7,7+1,7a 13,1£2,1b
Defeitos Totais (%) 15,7+2,1a 234+24b

Letras mintsculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas (P < 0,05).
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Tabela 6. Médias descritivas das alteragdes morfologicas do sémen descongelado antes (controle) e apoés o
processo de sexagem por centrifugacio em gradiente de Percoll®.

Alteragdes Taurinos Zebuinos
morfologicas (%) Angus Holandes Jersey Gir Guzerd Nelore
Antes  Apbés  Antes Apés  Antes Apds Antes Apbés  Antes  Apds  Antes  Apds
Acrossoma 0,0 0,0 0,1 0,0 0,5 0,0 0,9 0,3 0,0 0,0 0,1 0,0
Gota proximal 0,8 0,1 0,3 0,0 1,4 0,4 0,1 0,0 1,6 0,0 1,4 0,5
Cabega

subdesenvolvida 0,1 0,0 0,1 0,0 1,8 0,4 0,4 0,0 0,5 0,0 0,8 2,0
Cauda enrolada na

cabeca 0,4 0,0 0,3 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 1,1 1,0

Cabega isolada

patologica 0,3 2,4 0,0 0,1 0,5 2,1 0,3 2,0 0,5 0,3 1,3 4.5

Contorno anormal 0,3 0,0 0,2 0,1 0,7 0,4 0,4 0,0 0,8 0,0 1,1 0,3

Teratologico 0,0 0,0 0,1 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,3

Peca intermediaria

anormal 1,3 0,1 0,3 0,0 1,0 0,0 0,1 0,0 0,6 0,0 1,4 0,5

Cauda fortemente

dobrada 8.4 3,6 4,5 0,1 6,1 1,5 6,5 1,4 5,9 1,5 7,6 5,0

Cauda dobrada c/

gota anexa 3,8 0,5 1,1 0,0 1,6 0,0 0,8 0,0 1,8 0,0 6,0 0,3

Total defeitos

maiores (%) 15,4 6,8 7,0 0,4 13,9 4,9 9,4 3,6 11,6 1,8 20,9 14,4

Cabeca gigante ou

pequena 0,4 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0

Cabeca isolada

normal 2,6 134 0,3 1,8 1,6 15,0 1,3 7,0 5,8 20,3 1,4 28,9

Cauda abaxial 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Cauda dobrada 2,4 0,8 2,5 0,8 3,5 0,8 4.0 1,3 4,5 2,1 0,9 0,6

Gota distal 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0

Total defeitos

menores (%) 5,4 14,3 2,8 2,5 5,6 15,8 5,4 8,3 10,5 22,4 2,5 29,5
Discussao

Considera-se que a viabilidade e a fun¢do dos espermatozoides, durante a manipulagdo para a seleg@o
do sexo, dependem: a) do meio extracelular, particularmente de sua composi¢do i6nica; b) da manipulacdo e do
processamento do sémen durante a execu¢do da metodologia; ¢) da qualidade do sémen antes da centrifugagdo
(Hossepian de Lima et al., 2003).

Segundo Maxwell et al. (2004), os métodos de manipulagdo do s€émen sexado antes, durante e depois do
processo de sexagem tém uma importante influéncia na sua viabilidade e fertilidade. Na citometria de fluxo, as
células sdo submetidas a muitos processos agressivos, incluindo alta dilui¢do, incubagdo em corante nuclear,
forcas mecanicas durante a passagem pelo equipamento, exposigdo ao laser ultravioleta e alta pressdo ao serem
direcionadas para o tubo de coleta (Maxwell e Johnson, 1999).

O protocolo de sexagem executado neste trabalho visa manter, no maximo possivel, a qualidade
espermatica, visto que consiste em uma metodologia simples, pratica e de facil execugao.

Além disso, de acordo com o protocolo de Hossepian de Lima et al. (2003), as soluc¢des de Percoll™ sdo
preparadas de modo que a osmolaridade se encontre entre 290 a 320 mOsm/kg H,O para evitar o estresse
osmotico e, assim, manter a viabilidade espermatica (Guthrie et al., 2002). Essas solugdes coloidais isotonicas de
Percoll® permitem, em uma unica centrifugacdo, separar, na fragdo mais densa do tubo de centrifugacdo, os
espermatozoides viaveis (e, dentre esses, maior percentual de espermatozoides X), ficando as impurezas
(espermatozoides imaturos, anormais, células, bactérias) retidas nas fragdes superiores (Hossepian de Lima et al.,
2003).

Os dados da literatura demonstram que, por citometria de fluxo, € necessaria uma hora para se produzir
18 milhdes de espermatozoides X com pureza de aproximadamente 95% (Garner e Seidel, 2008), mas com
viabilidade comprometida (Morton et al., 2007).

No presente trabalho, foram colocados, em média, 36,7 milhdes de espermatozoides descongelados
sobre cada gradiente de densidade de Percoll® com motilidade progressiva média de 59,2%. Apds a
centrifugagdo, recuperam-se 5,5% do total de espermatozoides colocados sobre o gradiente de densidade,
apresentando motilidade progressiva média de 75,9%.

Utilizando-se a técnica do presente experimento, com essa taxa de recuperagdo de 5,5%, produzir-se-ia
por tubo de gradiente a média de 2,01 milhdes de espermatozoides a cada 20 minutos. Como a centrifuga tinha
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capacidade para 48 tubos, seriam produzidos a cada hora aproximadamente 290 milhdes de espermatozoides,
com pureza de 60 a 65% (Resende et al., 2009), porém com menores danos a qualidade espermatica.

A taxa de recuperagdo obtida neste trabalho esta de acordo com os resultados alcancados por Resende et
al. (2009), que obtiveram média de recuperac@o espermatica de 6,7% ap0ds centrifugagdo de sémen descongelado
em gradiente de densidade de Percoll®. No entanto, ficou abaixo do alcangado por Hossepian de Lima et al.
(2003), que, utilizando espermatozoides recém-colhidos, obtiveram taxa de recuperagdo média de 12% apos o
processo de centrifugagio em gradiente de Percoll®. A origem dos espermatozoides utilizados no presente
experimento pode justificar esse menor indice de recuperagdo quando se utiliza s€émen descongelado, uma vez
que o processo de congelagdo e descongelag@o danifica os espermatozoides (Celeghini et al., 2008), levando ao
aumento da quantidade de células que ficam retidas nas camadas superiores do gradiente de sexagem.

Apesar do pequeno numero de animais analisados por subespécies, ndo se pode deixar de notar a
diferenca entre taurinos e zebuinos observada neste experimento, em que as amostras de sémen descongelado de
taurinos apresentaram maior taxa de recuperagdo (6,5%) que as amostras de sémen de zebuinos (4,4%).

Segundo Garner et al. (1983) e Johnson (1994), a diferenca na quantidade de DNA entre os
espermatozoides X e Y ¢ maior (P < 0,05) para taurinos (4,08%) do que para zebuinos (3,73%). Este fato parece
estar relacionado com diferencas fisicas observadas entre os cromossomos sexuais dessas subespécies bovinas,
como, por exemplo, o tamanho e a diferenca morfologica do cromossomo Y (Garner et al., 1983; Garner, 2006).
Assim, essa maior recuperagdo espermatica observada para sémen de taurinos do presente trabalho poderia ser
atribuida ao fato de haver maior diferenca entre os espermatozoides X ¢ Y nos animais Bos taurus taurus do que
entre os espermatozoides X e Y de animais Bos faurus indicus. No entanto, é necessario um maior nimero de
touros por subespécie para confirmar esse achado.

A motilidade espermatica ¢ reconhecida ha muito tempo como essencial para o transporte do
espermatozoide através do trato reprodutivo da fémea e para fertilizagdo (Januskauskas et al., 2001). Alguns
trabalhos utilizando sémen sexado por citometria de fluxo denotam que a separacdo espermatica por esta
metodologia diminui a motilidade espermatica ap6s o procedimento (Hollinshead et al., 2003; Palma et al., 2008;
Blondin et al., 2009). Ainda, segundo Maxwell et al. (2004), os resultados inferiores de fertilidade utilizando
sémen sexado por citometria sugerem uma menor longevidade no trato reprodutivo da fémea para o sémen
sexado do que para o sémen ndo sexado.

Segundo os resultados apresentados neste experimento, observou-se que a centrifugacdo em gradiente
de densidade de Percoll” melhorou a motilidade espermatica, como previamente demonstrado por Hossepian de
Lima et al. (2003). O aumento, no grupo sexado, das motilidades total e progressiva detectado pelo CASA indica
que a centrifugag¢@o no gradiente de densidade do presente trabalho selecionou os espermatozoides moveis do
sémen descongelado, o que se deve a propriedade do Percoll® de reter as impurezas (espermatozoides imoveis,
imaturos, células anormais) nas fragdes superiores.

Segundo Mortimer (1997), o aumento da frequéncia de batimentos estaria relacionado com a capacidade
do espermatozoide penetrar o muco cervical. Acredita-se que o processo de criopreservacdo afete as
mitocondrias existentes na peca intermediaria, prejudicando, assim, o valor da frequéncia de batimentos
(Celeghini et al., 2008). Portanto, uma frequéncia de batimentos mais alta para o sémen sexado do que para o
sémen descongelado, observado no presente trabalho, sugere que, além de a metodologia selecionar as células
com melhor motilidade, substratos presentes no meio de Percoll® poderiam estar conferindo energia aos
espermatozoides presentes na amostra, estimulando a frequéncia dos batimentos espermaticos.

Também neste experimento foi observado que retilinearidade e linearidade apresentaram-se maiores
para os espermatozoides sexados do que para os espermatozoides controle, o que pode ser indicativo de mais
uma melhoria na qualidade seminal pos-centrifugacdo. Segundo Arruda et al. (2003), o aumento nas variaveis
retilinearidade e linearidade pode refletir em melhor capacidade de movimentagdo retilinea das células
espermaticas, apesar de Januskauskas et al. (2003) ndo encontrarem correlagdes entre linearidade e taxa de
fertilidade em bovinos.

Dentre os pardmetros avaliados pelo sistema computadorizado de motilidade espermatica (CASA),
foram observadas diferencas entre as subespécies apenas para os pardmetros frequéncia de batimentos e
retilinearidade. No entanto, mantendo-se a devida cautela em relagdo ao numero de animais por subespécie deste
experimento, o motivo pelo qual o sémen dos animais taurinos apresentou melhores valores deste dois
parametros, bem como a relevancia desse achado, permanece inexplicado.

Tem sido relatado que a criopreservagdo promove um aumento nas anormalidades espermaticas
(Celeghini et al., 2008). No presente experimento, apos a centrifugagio em gradiente de densidade de Percoll®,
observou-se diminui¢do da porcentagem de defeitos maiores, confirmando-se mais um beneficio que esta
metodologia oferece a qualidade do sémen descongelado. A propriedade atribuida ao Percoll®, de selecionar
células melhores, permitiu que as células anormais ficassem retidas nas fragdes superiores do gradiente.

No entanto, contraditoriamente, observou-se significativo aumento de defeitos menores apds a
centrifugacdo. O aumento de defeitos menores deste experimento decorreu especialmente em razdo do aumento
acentuado no numero de cabecas isoladas normais. O aumento desta alteracdo espermatica se apresenta
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intrigante, visto que, seguindo a tendéncia dos demais resultados, o Percoll® deveria ter retido essas células
espermaticas lesionadas, como ocorreu com a maioria das demais células que apresentaram anormalidades.

Uma possibilidade ¢ que a necessidade de um batimento flagelar mais intenso devido a alta densidade
do meio tenha provocado a quebra das ligagdes proteica que mantém a adesdo entre a cabeca e o flagelo.
Entretanto, ndo foram encontrados na literatura, nem em outros trabalhos do laboratério com sémen
descongelado, relatos sobre o aumento desta alteracdo como consequéncia de centrifugacdo em gradiente de
Percoll®. Portanto, outra possivel explicagdo seria a ocorréncia de lesdo mecénica nas células espermaticas do
grupo sexado, porém ocasionada pela pipetagem apds a formacdo dos sedimentos nos tubos para a
homogeneizagdo do s€émen centrifugado. Sustendo esta hipdtese, Platz ¢ Seager (1977) relatam que o defeito
cabeca isolada normal pode ser decorrente do processamento do sémen, o que pode envolver desde o seu
acondicionamento até a confecg@o das laminas de leitura.

Vale ressaltar, contudo, que, mesmo com a elevacdo nas porcentagens de defeitos menores ¢ totais no
grupo sexado do presente trabalho, estes se mantiveram dentro do limite preconizado para s€men de touros de
20% para defeitos menores, 25% para defeitos maiores e 30% para defeitos totais (Barbosa et al., 2005).

Outro achado interessante foi a ocorréncia de maior porcentagem de defeitos menores e totais apos a
centrifugacdo em gradiente de densidade em zebuinos do que em taurinos. Estes valores também foram
decorrentes da maior incidéncia de cabeca isolada normal nestas amostras. Uma possivel explicacdo para esta
diferenca observada entre as subespécies seria o fato de um touro zebuino (raca Nelore) ter apresentado uma
incidéncia muito maior desse defeito espermatico apos a centrifugacdo (28,8%). Assim, se o resultado obtido
para este touro fosse retirado do calculo da subespécie zebuina, ela se apresentaria com 13,6% de porcentagem
média de cabega isolada normal no sémen sexado, o que estaria bem mais proximo do resultado obtido pela
média dos touros de origem taurina (10,0% de cabega isolada normal).

A ocorréncia da maior porcentagem de danos morfoldgicos no sémen do Nelore do que no sémen dos
demais bovinos, apos o processo de sexagem por centrifugacio em gradiente de Percoll®, indica que o sémen de
alguns touros suportou menos o procedimento descrito no presente experimento. Semelhantemente, Blondin et al.
(2009) sugeriram que o processo de sexagem por citometria de fluxo afetou o sémen de alguns touros mais
negativamente que o sémen de outros touros. Todavia, o motivo pelo qual espermatozoides de alguns animais do
presente experimento foram mais sensiveis ao processamento e/ou a manipulagdo realizados, sendo mais
susceptiveis a ocorréncia de danos fisicos, o que facilitou o destacamento da cabeca de espermatozoides normais,
instiga maiores investigacdes.

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que, apdés o processo de selecdo do sexo por
centrifugagdo em gradiente de densidade de Percoll®, recuperam-se, em média, 5,5% dos espermatozoides
descongelados submetidos ao procedimento de sexagem, o que resultaria em aproximadamente 290 milhdes de
espermatozoides sexados a cada hora, utilizando-se apenas uma centrifuga com capacidade para 48 tubos.
Conclui-se ainda que a metodologia de sexagem do presente trabalho ndo agride as células espermaticas de
maneira significativa, por se tratar de um meio definido e de uma metodologia bastante simples. Ainda, devido
as propriedades inerentes ao Percoll®, estas promovem efeitos favoraveis sobre a qualidade espermatica das
amostras descongeladas, pois selecionam as melhores células, com maior competéncia para o batimento flagelar
e, portanto, para a motilidade espermatica.

Mais pesquisas, entretanto, sdo requeridas para aprimorar os métodos de sexagem por centrifugagdo em
gradiente de densidade, bem como métodos de preservacdo que incorporem estratégias para prevenir danos que
ocorrem durante o transporte, processamento de sexagem e/ou congelacdo e descongelagdo, principalmente para
o sémen de alguns animais que produzem espermatozoides mais sensiveis.
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