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ABSTRACT

Background: Sperm sexing is increasing in use because pre-determining the sex of the calf allows greater profitability and promotes 
significant gains in the productive systems that utilize the technique. Deployment of a low-cost and practical preservation methodol-
ogy may further favor the cost-benefit ratio. Flow cytometry, the most commonly used sexing technique, has high costs and is very 
restricted. As an alternative, immunosexing has been studied, which uses sex-specific monoclonal antibodies. Thus, the objective of 
this study was to evaluate the immunosexing technique in conjunction with cryopreservation in ACP-102c and examine its economic 
aspects with regard to ram semen.
Materials, Methods & Results: Ejaculates from two ram individuals were collected with the aid of an artificial vagina, evaluated, and 
submitted to the immunosexing protocol, according to the manufacturer’s recommendations, using the Monoclonal Antibody Kit specific 
for mammalian sperm with “Y” chromosomes (HY; HY Biotechnology, Rio de Janeiro-RJ, Brazil). After sexing, the supernatant was 
resuspended in the cryopreservation diluent: ACP (ACP-102c + 20% egg yolk + 7% glycerol), packaged in 0.25 mL straws, refrigerated 
to 4°C, stabilized for 30 min, frozen in liquid nitrogen vapors (-60°C) for 15 min, immersed in liquid nitrogen, and stored in cryogenic 
cylinders. The samples were thawed and evaluated for sperm kinetics both by using computerized semen analysis with SCA® software 
(Sperm Class Analyzer version 5.0) and subjectively comparing specimens from the two animals using conventional microscopy (40x). 
Plasma membrane integrity (IMP) and sperm cell morphology were evaluated by the smear staining technique using eosin-nigrosine dye, 
and the percentages of healthy and normal spermatozoa were determined. A bibliographic survey and a market study of similar products 
and technologies were carried out to provide an economic viability metanalysis of the bioproduct (ACP-102c) and bioprocess (immunosex). 
The data were analyzed using R-project©, and comparisons made between animals and between thawing periods using T test. There were 
no statistically significant differences between animals and between periods (P > 0.05), except for the normal sperm parameter, in which 
animal A1 had the lowest percentage (P < 0.05). As for the cost-benefit ratio, flow cytometry as a technique is more laborious and expensive, 
while immunosexing associated with cryopreservation in ACP-102c diluent has proven more practical, with regards to both sperm sexing 
techniques and diluents for sperm conservation. 
Discussion: In general, the quality of cryopreserved sexed semen was lower than that of non-sexed semen; however, in this study, both 
in the comparison between animals and between evaluation periods, similar values of motility, viability, and sperm morphology were 
obtained for sexed and several non-sexed cryopreserved semen samples, demonstrating that immunosexing did not severely affect the 
sperm structure, and that the ACP-102c conservation medium was efficient at maintaining the plasma membrane of these sperm. In the 
evaluation of economic aspects, it was observed that immunosexing, associated with cryopreservation in ACP-102c diluent, proved to be 
the most practical technique, requiring only conventional equipment, and allowing a greater field of application, since the immunosexing 
semen can be used for primiparous and multiparous females. Thus, it was concluded that immunosexing associated with cryopreserva-
tion in an ACP-102c diluent was more cost-effective, more practical, and had significantly improved sperm quality results after sexing.

Keywords: ovine, antibody, sperm sexing, ACP-102c, freezing.
Descritores: semen, antibodies, cell separation,  cryopreservation, sheep.
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INTRODUÇÃO

A sexagem espermática é uma biotécnica que 
está sendo utilizada cada vez mais, pois a determinação 
do sexo da cria traz maior rentabilidade ao agrone-
gócio. Apresenta ganhos significativos nos sistemas 
produtivos que a utilizam e o seu uso, associado a um 
diluente de baixo custo e de uso prático, poderá favo-
recer ainda mais a relação custo-benefício.

A citometria de fluxo, técnica mais utilizada, 
apesar de ter uma ótima acuidade, apresenta altos cus-
tos, é muito dispendiosa, restrita e produz um baixo 
número de espermatozoides sexados por hora. Assim, 
faz-se necessário o desenvolvimento de uma técnica 
que diminua as perdas espermáticas durante a sexagem, 
minimizando a redução de seu poder fecundante [13].

Desta forma, é mais interessante optar-se pelo 
desenvolvimento de uma técnica de baixo custo que 
alcance índices satisfatórios de fertilidade em diferentes 
condições de manejo, tornando economicamente viável 
para pequenos e médios produtores rurais. Técnicas 
alternativas têm sido estudadas, entre elas, a imunose-
xagem utilizando anticorpo monoclonal para detectar 
antígenos de superfície sexo-específicos, já sendo bas-
tante promissora na bovinocultura e na suinocultura [4].

Em ovinos, também tem se destacado o uso meio 
de conservação à base de água de coco (diluente) em pó 
(ACP-102c). Estudos indicam que este contém substân-
cias que protegem os espermatozoides contra o efeito do 
frio, mantém a pressão osmótica adequada, protegendo 
as células espermáticas durante a criopreservação [3].

Na espécie ovina, ainda não existe relato de 
trabalhos científicos na área. Diante disso, objetivou-se 
avaliar à técnica de imunossexagem seguida de crio-
preservação em ACP-102c e seus aspectos econômicos 
quanto ao sêmen de ovino.

MATERIAIS E MÉTODOS

Coleta e controle da qualidade do sêmen 

Amostras de sêmen de dois carneiros da raça 
Santa Inês foram coletadas com o auxílio de uma va-
gina artificial adequada à espécie, na  presença de uma 
ovelha. Após as coletas, as amostras de sêmen foram 
mantidas em banho Maria a 37°C e avaliadas quanto ao 
volume (mL) e motilidade massal (0 a 5) [9]. Somente 
ejaculados com volume superior a 0,5 mL e motilidade 
massal ≥ 3 foram utilizados para o experimento. Em 
seguida, os ejaculados foram avaliados quanto a con-

centração espermática (1-3 x109 sptz/mL) determinada 
em câmara de Neubauer [9].

Imunossexagem e criopreservação seminal

Os ejaculados foram submetidos ao protocolo 
de imunosexagem, os quais foram inicialmente diluídos 
em D-PBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline)1 na 
proporção de 1:14, centrifugados a 600 g por 10 min. e 
retirado o sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em 
2,5 mL de anticorpo (Anti-HY)2, adicionado de 12,4 
mL de D-PBS e 100 µL do complemento e mantido 
em banho Maria (Bivolt BM02)3 a 35ºC por 1 h. Após 
o período de incubação, a amostra foi novamente cen-
trifugada a 600 g por 10 min, retirado o sobrenadante e 
adicionado o diluente de criopreservação: ACP (ACP-
-102c + 20% gema de ovo + 7% glicerol), obtendo uma 
concentração final de 400 x 106 sptz/mL.

O meio de criopreservação à base de água de 
coco em pó (ACP-102c)4, específico para espécie ovi-
na, foi preparado de acordo com o fabricante, sendo 
diluído em 50 mL de água destilada e acrescido de 40 
mg de gentamicina (Gentamax®)5.

Após a diluição, todas as amostras foram enva-
sadas em palhetas de inseminação artificial de 0,25 mL 
(palhetas francesas IMV)6 e refrigeradas até 4°C em 
120 min, a um decréscimo de 0,35°C/min. Ao atingir 
4°C, as amostras foram mantidas nessa temperatura 
por 30 min para estabilização. Após este período, as 
palhetas foram congeladas em vapores de nitrogênio 
líquido (-60°C) por 15 min, a uma altura de 4 cm do 
nitrogênio líquido, e então imersas em nitrogênio líqui-
do (-196°C) e armazenadas em botijões criogênicos.

Avaliação in vitro do sêmen criopreservado

Para avaliação do sêmen criopreservado, quatro 
palhetas por animal foram descongeladas em banho 
Maria a 37°C por 30 s, acondicionadas em tubos plás-
ticos (Eppendorfs)7 e incubadas por 5 min em banho 
Maria a 37ºC, sendo duas após sete dias da criopreser-
vação e duas após um ano da criopreservação.

Para a avaliação da cinética espermática, alíquo-
tas de 250 µL das amostras foram acondicionadas em 
tubos plásticos (Eppendorfs)7, mantidas em banho Ma-
ria a 37ºC e avaliadas quanto aos parâmetros cinéticos 
através da análise computadorizada do sêmen utilizando 
o software SCA® (Sperm Class Analyzer versão 5.0,)8. 
Para a análise no SCA®, as amostras foram re-diluídas 
em ACP-102c, de forma a se obter uma concentração 
espermática final média de 40 x 106 sptz/mL.
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Alíquotas de 10 µL de cada amostra foram anali-
sadas considerando os seguintes parâmetros do programa: 
velocidade limite para espermatozoides lentos: 30 µm/s; 
limite para velocidade média: 60 µm/s; retilinearidade mí-
nima para espermatozoides progressivos: 80%; linearidade 
(%), motilidade total (MT%); capturados em três campos.

Para análise subjetiva da motilidade espermática 
na comparação entre os animais, 10 µL das mesmas 
amostras utilizadas para analisar no SCA foram analisa-
das individualmente em lâmina e lamínula pré-aquecidas 
a 37°C e avaliadas em microscopia convencional (40x) 
[Nikon Eclipse 50i]9, sempre pelo mesmo avaliador, 
assegurando a confiabilidade dos resultados.

A integridade das membranas plasmática (IMP) 
e a morfologia das células espermáticas foram avaliadas 
por técnica de coloração de esfregaço utilizando o co-
rante eosina-nigrosina (1 g de eosina amarela P.A10, 2 g 
nigrosina P.A.10, 3,57 g de citrato de sódio P.A.10 e água 
destilada q.s.p. 100 mL) [9]. Foram avaliados 200 esper-
matozoides e classificados como íntegros (não corados) 
e não íntegros (corados) para integridade de membrana 
e determinado o percentual de espermatozoides íntegros 
e 200 espermatozoides para avaliação da morfologia, e 
determinado o percentual de espermatozoides normais.

Avaliação da relação custo-benefício do protocolo de 
sexagem espermática na espécie ovina

Para avaliação da relação custo-benefício do 
protocolo de sexagem espermática na espécie ovina foi 
realizado levantamento bibliográfico para realização do 
estudo de viabilidade econômica do bioproduto (ACP-
-102c) e bioprocesso (imunossexagem) e um estudo de 
mercado de produtos e tecnologias similares.

Análise estatística

Os dados foram analisados através do software 
estatístico R-project© (versão 3.3.2)11, sendo subme-
tidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk e ao teste 
de homocedasticidade Bartlett. Os resultados foram 
expressos em média ± desvio padrão. Os parâmetros 
avaliados para a comparação entre os animais, como 
para a comparação entre os períodos de descongela-
ção foram submetidos ao teste T. Os resultados foram 
considerados significativos quando P < 0,05.

RESULTADOS

Criopreservação seminal

Quando avaliou-se a variação do efeito do 
protocolo de imunossexagem entre indivíduos, com-

parando o sêmen ovino descongelado dos dois animais 
quantos aos parâmetros de motilidade total no SCA® 
(Figura 1) motilidade total subjetiva, motilidade pro-
gressiva subjetiva, vigor, integridade de membrana 
plasmática (IMP) e espermatozoides morfologicamente 
normais, não foram observadas diferenças estatísticas 
significativas (P > 0,05), exceto no parâmetro de esper-
matozoides normais, no qual o animal A1 apresentou 
menor percentual (P < 0,05) [Tabela 1].

Da mesma forma, ao comparar o período 
de descongelação das amostras, sete dias e um ano 
após o dia da criopreservação, com a finalidade de 
verificar o prazo de validade/viabilidade do sêmen 
imunossexado e congelado, quanto aos parâmetros 
motilidade total do SCA®, motilidade total relativa do 
SCA® e espermatozoides morfologicamente normais, 
também não foram observadas diferenças estatísticas 
(P > 0,05) [Tabela 2].

Avaliação da relação custo-benefício do protocolo de 
sexagem espermática na espécie ovina

Com base no levantamento bibliográfico 
realizado para o estudo de viabilidade econômica 
do bioproduto (ACP-102c) e bioprocesso (imunos-
sexagem), e um estudo de mercado de produtos e 
tecnologias similares, foi observado que a técnica 
de citometria de fluxo é uma mais laboriosa e de 
alto custo. Já a imunossexagem associada à crio-
preservação em diluente ACP-102c demonstrou 
ser de maior praticidade, tanto entre as técnicas 
de sexagem espermáticas como entre os diluentes 
de conservação, apresentando custo inferior ao da 
citometria de fluxo e uma maior campo de aplica-
ção, apresentando um melhor custo-benefício para 
a espécie ovina (Tabelas 3, 4 e 5).

Figura 1. Captura de imagens do SCA® (Sperm Class Analyzer) com grumos.
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Tabela 1, Comparação entre animais quanto aos parâmetros de motilidade, integridade de membrana plasmática 
e morfologia do sêmen ovino imunossexado e congelado-descongelado em ACP-102c.

Parâmetro (%) A1 A2

MTC 35,37 ± 5,46 a 42,00 ± 13,94a

MTS 37,50 ± 5,0a 45,00 ± 5,8a

MPS 32,50 ± 9,6a 40,0 ± 11,6a

Vigor 3,50 ± 0,6 a 3,25 ± 0,5a

IMP 50,67 ± 22,43a 51,17 ± 36,28a

Espermatozoides normais 89,25 ± 1,0a 94,0 ± 2,2b

a,bLetras minúsculas sobrescritas diferentes na mesma linha (P < 0,05), MTC= motilidade total no SCA®; MTS= 
motilidade total subjetiva; MPS= motilidade progressiva subjetiva; IMP= integridade de membrana plasmática.

Tabela 2. Comparação entre período de descongelação (prazo de validade) quanto aos parâmetros de motilidade 
total e morfologia do sêmen ovino imunossexado e descongelado em ACP-102c.

Parâmetro (%) 2018 2019

MTB (CASA) 38,1 ± 1,83 38,7 ± 4,67

MTR 76,2 ± 3,68 77,4 ± 9,33
Espermatozoides normais 90,00 ± 2,12 88,75 ± 3,18

Valores expressos em médias ± desvios padrões P > 0,05. MTB= motilidade total bruta; MTR= motilidade total 
relativa.

Tabela 3. Custo de produção dos diluentes de conservação e das técnicas de sexagem espermática.

Diluentes de conservação/ Equipamentos/Kit de sexagem Custo de produção por ejaculado (U$)

ACP (50 mL) 2,06

TRIS - Tris (Hidroximetil) Aminometano, Frutose e Ácido cítrico (50 mL) 0,48

Citômetro de fluxo > 411.522,64
Kit Imunosexagem (HY) 2.000,00

Tabela 4. Comparativo das técnicas de sexagem/criopreservação de sêmen de pequenos ruminantes.

Parâmetro Convencional Citometria Imunossexagem

Equipamentos Simples Específico/Restrito Simples

Técnica Simples Laboriosa Simples

Mão de Obra Tecnificada Especializada Tecnificada

Categorias de fêmeas inseminadas Primíparas e multíparas Primíparas Primíparas e multíparas

Valor da dose (dólar)  3 - 25 - 20 - 80

Valor da dose (euro) 10 - 22 - 18 - 73
Valor da dose (real) 115 - 220 - 94 - 380

Tabela 5. Características dos diluentes de conservação ACP-102c e TRIS.

Característica ACP102c TRIS (Solução estoque)

Composição

	 Carboidratos (frutose, glicose, sacarose);
	 Proteína;

	 Lipídios (ácidos caprílico, cáprico, láurico, 
mirístico, palmítico, oleico, linoleico, 

colesterol);
	 Vitaminas (B1, B2, B3, B6, C); 

	 Minerais (sódio, cálcio, ferro, fósforo, 
manganês, magnésio, potássio, selênio, zinco); 
	 Aminoácidos (alanina, arginina, cistina, 

histidina, leucina, lisina, metionina, tirosina, 
isoleucina, ácido glutâmico, fenilalanina, 

prolina, serina, treonina, triptofano, valina)

	 Tris (Hidroximetil) Aminometano 
	 Frutose

	 Ácido cítrico

Armazenamento Temperatura ambiente (18 - 38°C) Refrigerado (≤ 4°C)

Validade 2 anos Dias 
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DISCUSSÃO

No presente estudo, para comparação entre 
os animais, as amostras foram avaliadas quanto à 
motilidade, sendo inicialmente pelo sistema SCA e, 
em seguida, de forma subjetiva. Essa metodologia 
foi realizada pois na avaliação do SCA as amostras 
apresentaram-se com excesso de grumos devido à 
composição do kit de imunossexagem HY e o uso 
do crioprotetor (gema de ovo) [Figura 1], dificultan-
do assim a leitura das amostras pelo equipamento, 
não ocorrendo um leitura fidedigna de todos os 
parâmetros. Diante disso, como forma de garantir 
uma maior confiabilidade dos resultados, todas as 
amostras foram avaliadas simultaneamente de forma 
subjetiva, sempre pelo mesmo avaliador (Tabela 1).

Os dados de motilidade obtidos no presente 
trabalho corroboram com os valores mínimos reco-
mendados pelo Colégio Brasileiro de Reprodução 
Animal (CBRA) [9] para sêmen ovino criopreserva-
do (> 30% de motilidade) [Tabelas 1 e 2]. Conside-
rando os dados de motilidade com base na proporção 
relativa, a motilidade seria superior a 70% (Tabela 
2). Vale ressaltar que os dados do CBRA são para 
sêmen criopreservado da forma convencional (não 
sexado) e, no presente trabalho, foi utilizado sêmen 
imunossexado.

De uma forma em geral, a qualidade do 
sêmen sexado criopreservado apresenta-se inferior 
à do sêmen não-sexado; no entanto, neste estudo, 
tanto na comparação entre os animais quanto entre 
o período de avaliação (sete dias e um ano) foram 
obtidos valores de motilidade espermática acima 
do recomendo pelo CBRA para sêmen não-sexado 
e semelhante à diversos sêmens criopreservados 
não-sexado [2,3,7].

Quanto aos parâmetros de integridade da 
membrana plasmática, sabe-se que a manutenção de 
sua integridade é fundamental para a sobrevivência 
do espermatozoide visto que alterações estruturais 
podem afetar os mecanismos de osmorregulação, in-
duzir a apoptose e/ou afetar a motilidade [8]. Assim, 
a avaliação da viabilidade permite predizer sobre 
a fertilidade das amostras espermáticas, por meio 
de uma metodologia simples e de baixo custo [18].   

No presente estudo, também foi observa-
do que o parâmetro de viabilidade (Tabela 1) nos 
animais apresentou-se de acordo com o esperado, 
que seria de aproximadamente 50%. Diante disso, 

os dados demonstram que a imunossexagem não 
afetou de forma severa a membrana espermática, e 
que o meio de conservação ACP-102c foi eficiente 
na manutenção da membrana plasmática desses 
espermatozoides.

A avaliação da morfologia espermática foi 
o único parâmetro que apresentou diferença esta-
tística, sendo observada apenas entre os animais 
(P < 0,05; Tabela 1), sugerindo que essa diferença 
pode estar associada ao fator indivíduo e não ao 
protocolo realizado, o que reforça a condição de 
que o protocolo de imunossexagem não interfere 
nas estruturas/composição dos espermatozoides e, 
consequentemente, não interfere na qualidade do 
sêmen pós-descongelação.

Importante ressaltar que o protocolo de 
congelação iniciou com aproximadamente 50% das 
células, uma vez que a técnica de imunossexagem 
causa a “morte” de aproximadamente 50% destes, 
que seria o correspondente aos espermatozoides 
portadores do cromossomo X [16]. Logo, consi-
derando os parâmetros de motilidade, viabilidade 
e morfologia, quase 100% dos espermatozoides 
que foram sexados se mantiveram viáveis após a 
congelação-descongelação (Tabelas 1 e 2).

Sabe-se que a fertilidade do sêmen sexado é 
menor que a do sêmen convencional, possivelmente 
pelo resultado do processo da sexagem por citome-
tria de fluxo, que envolve a exposição do DNA a 
corantes, raio laser, separação dos espermatozoides 
em gotículas, altas pressões para passagem pelo ci-
tômetro, queda em grande velocidade em um tubo, 
permanência por longos períodos em temperatura 
ambiente e centrifugação, podem interferir na quali-
dade espermática e consequentemente reduzir a sua 
fertilidade [10]. Outro fator que pode influenciar a 
fertilidade do sêmen sexado é a menor concentração 
de espermatozoides por palheta [14].

Diferentes trabalhos comparam o sêmen 
sexado ao convencional e observaram que o sexado 
apresenta menor motilidade total, motilidade pro-
gressiva, vigor, integridade da membrana plasmática 
e acrossomal, potencial mitocondrial e capacitação 
prematura [5,6,12]. No entanto, no presente traba-
lho, o sêmen imunossexado apresentou resultados 
de motilidade, integridade e morfologia esper-
mática satisfatórios, e semelhantes à trabalhos de 
criopreservação de sêmen ovino não-sexado [2,3,7] 
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demonstrando que a técnica de sexagem e meio de 
conservação empregados no presente trabalho não 
reduzem a qualidade dos espermatozoides.

Adicionalmente, sabe-se que além de não 
causar danos aos espermatozoides recuperados, 
a técnica de seleção espermática ideal deverá ser 
rápida, fácil e econômica, isolar o maior número 
possível de espermatozoides móveis, e permitir o 
processamento de grandes volumes de ejaculado 
[11]; características essas observadas na metodolo-
gia da imunossexagem.

Na avaliação dos aspectos econômicos 
(Tabelas 3-5) foi observado que a imunosexagem, 
associada à criopreservação em diluente ACP-102c, 
demonstrou ser a técnica de maior praticidade, ne-
cessitando apenas de equipamentos convencionais, 
sendo a que permite uma maior campo de aplica-
ção, uma vez que o sêmen imunossexado pode ser 
utilizado em fêmeas primíparas e multíparas [16].

Também foi observado o valor da dose de 
sêmen nas diferentes moedas comerciais. O valor 
da dose imunossexada pode custar entre R$ 94,00 e 
R$ 380,00, dependendo da concentração espermá-
tica, do número de palhetas produzidas/ejaculado e 
da genética do reprodutor; praticamente o mesmo 
valor da dose de sêmen não-sexada (convencional) 
[15] (Tabela 4). Logo, a utilização da dose imunos-
sexada, com valores próximos à dose não-sexada e 
garantindo/determinando o sexo da cria antecipada-
mente, permite uma produtividade mais direcionada, 
reduzindo os gastos com animais que não seriam de 
interesse da propriedade, otimizando a produtividade 
e, consequentemente, a lucratividade.

Além disso, apesar do custo do ACP-102c 
por ejaculado ser superior ao diluente TRIS, a re-
lação custo-benefício dos diluentes favorece o uso 
do ACP-102c, pois este possui mais componentes 
(carboidratos, lipídios, vitaminas, minerais, antioxi-
dantes, aminoácidos) que auxiliam na manutenção/
conservação dos espermatozoides. Se esses cons-
tituintes fossem adicionados ao diluente TRIS, o 
custo seria muito maior. Além disso, apresenta maior 
praticidade de armazenamento e um maior prazo de 

validade [17]. Desta forma, o custo de produção e 
venda das doses imunossexadas e criopreservadas 
em ACP-102c é inferior ao da citometria de fluxo, 
sendo mais prático que as demais técnicas, apre-
sentando um melhor custo-benefício para a espécie 
ovina.

CONCLUSÃO

O processo de imunossexagem associado ao 
uso do diluente à base de água de coco em pó (ACP-
-102c) pode ser utilizado para a criopreservação do 
sêmen da espécie ovina sem distinção de indivíduo 
e com período de viabilidade/qualidade espermática 
semelhante ao sêmen convencional não-sexado.

A técnica de imunossexagem associada à 
criopreservação em diluente ACP-102c apresentou 
melhor custo-benefício para a espécie ovina, sendo 
mais prática, de menor custo e com resultados de 
qualidade espermática pós sexagem significativos.
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