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Sémen ovino e caprino imunossexado e diluido em meio
de conservacao a base de agua de coco em p6 (ACP101/102c)

Ram and Goat Semen Immunosexed and Diluted in Powdered Coconut
Water-Based Preservation Medium (ACP101/102c).
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ABSTRACT

Background: Sperm sexing aims to separate sperm populations in carriers of the “X” or “’Y” chromosome. Currently, flow
cytometry is a technique that allows greater accuracy; however, it causes structural changes in sperm, reduces viability, and
has a high cost. As a result, other methods have been researched, including immunosexing, which uses monoclonal antibod-
ies to detect sex-specific surface antigens. Thus, the objective of this study was to evaluate the immunosexing technique
using a monoclonal antibody against sex-specific protein (HY) in the conservation of ram and goat semen in ACP101/102c.
Materials, Methods & Results: Ejaculates from five rams and five goats were collected with the aid of an artificial vagina;
they were evaluated and submitted to the immunosexing protocol, according to the manufacturer’s recommendations, us-
ing 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 ram (ACP101/102¢c
+ 20% egg yolk + 7% glycerol) and ACP goat (ACP101/102c + 2.5% egg yolk + 7% glycerol), packaged in 0.25 mL
straws, refrigerated at 4°C, stabilized for 30 min, frozen in liquid nitrogen vapor (-60°C) for 15 min, immersed in liquid
nitrogen, and stored in cryogenic cylinders. The samples were evaluated in natura (T1), after immunosexing (T2) and after
thawing (T3) for sperm motility subjectively 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 morphologically defect spermatozoa were determined. In the evaluation of ram semen regarding sperm
motility and IMP, no statistically significant differences were observed between treatments after sexing in the evaluation
of absolute data (P > 0.05), with the difference being observed only between T1 and T2, and T3 (P < 0.05). Regarding the
relative percentage and sperm morphology, no statistically significant differences were observed (P > 0.05). Regarding
the evaluation of goat semen samples, the motility parameters were consistent with the technique submitted; however, the
IMP data did not appear as expected, requiring further evaluation for a better assessment of the technique for this species.
Discussion: The data obtained from ram semen submitted to the immunosexing protocol, regarding the absolute evaluation of
motility and IMP, demonstrated that the non-sexed semen (T1) was superior to the sexed treatments (T2 and T3); however, it
is noteworthy that freezing started with approximately 50% of the cells, since the immunosexing technique results in a loss of
viability of approximately 50% of the sperm, which corresponds to the ratio of sperm carrying the X chromosome. In addition,
when the data in this study were transformed into relative values, no statistical differences were observed, indicating that the
immunosexing protocol, as well as the freezing protocol, did not significantly affect the quality of ram sperm cells. In relation
to the immunosexing of goat semen, future studies should be conducted in vitro to define a more appropriate protocol for the
species and, in addition, in vivo studies should be performed to prove the quality of the technique. It was concluded that the im-
munosexing process using a monoclonal antibody against sex-specific protein (HY) associated with the use of powdered coconut
water diluent (ACP101/102c¢) in the cryopreservation of semen proved to be efficient in the in vitro evaluation of ovine species.
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INTRODUCAO

No Brasil, a ovinocaprinocultura tem sua
importancia econdmico-social apresentando-se como
alternativa na oferta de carne, leite e derivados, e vem
crescendo e exigindo uma maior organizacao, produ-
cdo com qualidade e seguranca alimentar [1]. Como
solucdo para a melhoria na qualidade desses rebanhos,
o melhoramento genético tem-se apresentado como
a principal base para o seu desenvolvimento [15,16].

Considerando os diferentes tipos de criagdes,
biotecnoldgicas tém sido desenvolvidas, dentre elas, a
sexagem espermadtica, que visa separar os espermato-
zoides portadores do cromossomo “X” ou “Y” [9]. A
sexagem, associada a inseminacao artificial, propiciara
a maximizac¢do da produtividade nos programas de
cruzamento, possibilitando maior propor¢do de animais
do sexo desejado e considerando as diferentes neces-
sidades de bezerros machos ou fémeas para criadores
de gado de corte ou leite [18].

A citometria de fluxo ainda € a técnica de se-
xagem que permite maior acurdcia e a mais utilizada,
no entanto, causa alteracdes estruturais nos esperma-
tozoides, o que ocasiona reducao de sua viabilidade e
requer equipamentos de alto custo [4].

Desta forma, outros métodos t€m sido pesqui-
sados para oferecer uma alternativa a todos os produto-
res, objetivando sexar o s€men com menores custos e
maior praticidade. Dentre elas, aimunossexagem, uma
técnica que utiliza anticorpo monoclonal para deteccio
de antigenos de superficie sexo-especificos [15,16].

Assim, objetivou-se avaliar a imunossexagem
por meio do anticorpo monoclonal contra proteina se-
xo-especifica (HY) associada a via classica do sistema
complemento na conservacio de s€émen caprino e ovino
em meio a base de 4gua de coco em pé (ACP101/102c¢).

MATERIAIS E METODOS

Coleta e controle de qualidade do sémen

Ejaculados de 5 caprinos e de 5 carneiros foram
coletados com o auxilio de uma vagina artificial adequada
a espécie. Apos as coletas, as amostras de s€émen foram
mantidas em banho-maria a 35°C e avaliadas quanto ao
volume (mL), motilidade massal (0 a 5), motilidade total
e concentracio [6,7]. Somente ejaculados com volume
superior a 0,5 mL, motilidade massal > 3 (ovinos) e > 4
(caprino), motilidade total > 80% e a concentragdo > 2
x 109 sptz/mL foram utilizados para o experimento [7].

Imunossexagem e congelagcdo do sémen

Em cada coleta dos ovinos, os ejaculados foram
submetidos ao protocolo de imunossexagem, os quais
foram inicialmente diluidos em DPBS (Dulbecco’s
Phosphate-Buffered Saline)' na propor¢do de 1:14,
centrifugados a 600 g por 10 min e retirado o sobre-
nadante. O “pellet” foi ressuspendido em 2,5 mL de
anticorpo HY (Anti-HY)?, adicionado 12,4 mL de
DPBS e 100 pL. do complemento, e mantido em banho-
-maria a 35°C por 1 h. Apés o periodo de incubagio,
a amostra foi novamente centrifugada a 600 g por 10
min, retirado o sobrenadante e adicionado o diluente de
criopreservacao a base de dgua de coco em p6 (ACP)*:
ACP101/102¢ + 20% gema de ovo + 7% glicerol, ob-
tendo uma concentragao final de 200 x 10° sptz/mL.

Em cada coleta dos caprinos, os ejaculados
foram submetidos ao protocolo de imunossexagem, 0s
quais foram inicialmente diluidos em ACP101/102¢c na
propor¢ao de 1:14, centrifugados a 600 g por 10 min e
retirado o sobrenadante. O “pellet” foi ressuspendido
em 2,5 mL de anticorpo HY, adicionado 12,4 mL de
ACP101/102¢ e 100 pL do complemento, e mantido
em banho-maria a 35°C por 1 h. Apés o periodo de
incubagdo, a amostra foi novamente centrifugada a
600 g por 10 min, retirado o sobrenadante e adicionado
o diluente de criopreservagdao: ACP101/102¢ + 2,5%
gema de ovo + 7% glicerol, obtendo uma concentragao
final de 200 x 10° sptz/mL.

Ap6s a dilui¢do, as amostras foram envasadas
em palhetas de 0,25 mL 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 estabilizacdo. Apds este periodo, as palhetas
foram congeladas em vapor de nitrogénio por 15 min,
a uma altura de 4 cm (ovinos) e 5 cm (caprinos) do
nitrogénio liquido, e entdo imersas em nitrogénio liqui-
do (-196°C) e armazenadas em botijdes criogénicos.

Avaliagdo in vitro do sémen

O sémen foi avaliado apés a coleta (T1 - ndo
sexado), o protocolo de imunossexagem (T2 - sexado)
e a congelacdo (T3 - sexado/congelado). As amostras
criopreservadas foram descongeladas, apds um in-
tervalo minimo de 7 dias da coleta, em banho-maria
(Bivolt BM02)* a 37°C por 30 s, acondicionadas em
microtubos (eppendorfs)’ e incubadas por 5 min em
banho-maria a 37°C.

Para a avaliacdo das amostras, aliquotas de 100
uL das amostras foram acondicionadas em microtubos,
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mantidas em banho-maria a 37°C e avaliadas quanto
a motilidade, integridade de membrana e morfologia
espermatica.

Avaliacdo da motilidade espermdtica

Uma vez que as coletas eram realizadas a cam-
po, as amostras foram avaliadas quanto a motilidade
do sémen fresco nao sexado (T1), apds sexagem (T2)
e descongelado (T3) de forma subjetiva, utilizando 10
uL de cada amostra e analisadas individualmente em
lamina e laminula pré-aquecidas a 37°C e avaliadas em
microscopia convencional (40x), sempre pelo mesmo
avaliador, assegurando a confiabilidade dos resultados.

Avaliagdo da integridade de membrana e da morfologia
espermdtica

A integridade de membrana e a morfologia
foi avaliada pela técnica de coloracdo de esfregaco
utilizando o corante eosina-nigrosina (1 g de eosina
amarela P.A6/2 gnigrosina P.A.°/ 3,57 g de citrato de
sodio P.A.6 e dgua destilada q.s.p. 100 mL) [5]. Foram
confeccionados esfregacos em lamina pré-aquecida a
37°C utilizando 5 pL do corante eosina-nigrosina adi-
cionado de 5 pL do s€men rediluido. Para viabilidade,
foram contadas 200 células espermaticas e classificadas
em vidveis (ndo coradas) e ndo vidveis (coradas), ja
para a morfologia espermatica, foram contadas 200 cé-
lulas espermadticas e classificadas em normais, defeitos
de cabeca, defeitos de peca intermedidria, defeitos de
cauda e presenga de gota citoplasmadtica.

Andlise estatistica

Para a avaliacdo absoluta foram utilizados os
dados brutos, considerando todas as células das amos-
tras. J4 para avaliacdo relativa, foi feito o célculo de

propor¢do considerando que os 50% apds a sexagem
seriam o valor total.

A andlise estatistica foi realizada através do
software GraphPad Prisma versdo 5.0 (versdo 5.01)".
Os dados foram submetidos ao teste de homocedas-
ticidade Bartlett’s ¢ ao teste de normalidade Kolmo-
gorov-Smirnov, as propor¢des encontradas para os
pardmetros espermaticos foram submetidas a ANOVA
seguidas pelo teste de Tukey. Os dados obtidos foram
expressos em média e erro padrao e considerados sig-
nificativos quando P < 0,05.

RESULTADOS

No presente estudo, no tocante a avaliacao das
amostras de s€émen ovino quanto a motilidade espermé-
tica [Tabela 1] e a integridade de membrana plasmatica
[Tabela 2] ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos apds a sexagem (T2
e T3) na avaliagdo dos dados absolutos/brutos (P >
0,05), sendo observada a diferenga apenas entre o nao
sexado (T1) e o sexado (T2 e T3) [P < 0,05]. Quando
comparado os dados transformados em percentual re-
lativo, ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica
significativa (P > 0,05). Em relac@o a avaliacdo da
morfologia espermatica nao foi observada nenhuma
diferenca estatistica significativa (P > 0,05) [Tabela 3].

Em relacdo a avaliacdo das amostras de sémen
caprino submetidos ao protocolo de imunossexagem, os
parametros de motilidade apresentaram-se condizentes
com a técnica submetida, entretanto, os dados obtidos do
parametro integridade de membrana ndo se apresentaram
conforme esperado, sendo necessario outras avaliagdes
para melhor avaliacdo da técnica para esta espécie, desta
forma, nao sendo apresentados no presente trabalho.

Tabela 1. Motilidade de sémen ovino nio sexado (T1), imunossexado (T2) e imunossexado/criopreservado (T3) em ACP102c (Média + EP).

Parametro Absoluta Relativa
Tl 90,0 £ 0,0* 90,0 £ 0,0*
T2 41,9 +1,9° 83,8 £3,8°
T3 36,1 +2,3" 72,2 + 4,7

**Letras mindsculas sobrescritas diferentes na mesma coluna significa que houve diferenga estatistica entre os tratamentos (P < 0,05).

Tabela 2. Integridade de membrana plasmatica do sémen ovino néo sexado (T1), imunossexado (T2) e imunossexado/criopreservado
(T3) em ACP101/102¢ (Média + EP).

Parametro Absoluta Relativa
Tl 80,5+ 1,0¢ 80,5 + 1,0*
T2 32,5 +4.4° 65,0 £ 8,7°
T3 32,6 £5.2° 65,3 +10,3*

*Letras mindsculas sobrescritas diferentes na mesma coluna significa que houve diferenga estatistica entre os tratamentos (P < 0,05).
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Tabela 3. Morfologia espermdtica absoluta de sémen ovino nao sexado (T1), imunossexado (T2) e imunossexado/criopreservado (T3)

em ACP101/102c (Média + EP).

Parametro T1 T2 T3
Normal 83,509 82,0« 1,1 852+3,1
Acrossoma 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Cabega 04+04 0,0+0,0 0,1 +0,1
PI 55«19 8,5+0,7 42+1,0
Cauda 85+0,7 9,5+0,5 7,8+23
GP 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

P > 0.05. PI: Peca intermedidria; GP: Gota citoplasmatica.

DISCUSSAO

No presente estudo, quanto aos dados obtidos
do sémen ovino submetido ao protocolo de imunosse-
xagem, observou-se que os dados absolutos de motili-
dade e integridade de membrana plasmatica do s€émen
nao sexado (T1) foi superior aos tratamentos sexados
(T2 e T3), no entanto, vale ressaltar que o protocolo
de congelacdo iniciou com aproximadamente 50%
das células, uma vez que a técnica de imunossexagem
causa uma perda esperada da viabilidade de aproxima-
damente 50% dos espermatozoides do ejaculado, que
seria o correspondente aos espermatozoides portadores
do cromossomo X [15,16].

Além disso, sabe-se que o s€émen submetido a
protocolo de refrigeracdo e congelacdo também apre-
sentam uma reducio da qualidade espermatica quando
comparado ao s€men in natura. Entretanto, quando os
dados deste estudo foram transformados em relativos,
ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os
tratamentos, indicando que o protocolo de imunossexa-
gem, bem como o de congelacdo ndo afetaram significa-
tivamente a qualidade das células esperméticas ovinas.

Estudos comparando o s€men sexado ao con-
vencional, observaram que o sexado apresenta menor
motilidade, integridade de membranas, potencial
mitocondrial e capacitacio prematura, o que afeta di-
retamente no resultado da fertilidade do s€émen sexado
[2,3,11]. Essa redugdo da qualidade e da fertilidade
espermatica do s€émen sexado, de uma forma em geral,
estd associada ao protocolo da sexagem por citometria
de fluxo, que envolve a exposi¢do do DNA a corantes,
raio laser, altas pressdes para passagem pelo citdmetro,
queda em grande velocidade em um tubo, permanéncia
por longos periodos em temperatura ambiente e cen-
trifugacdo, o que resulta em baixas concentracdes de
espermatozoides vidveis por palhetas [12].

A taxa de fertilizacdo do sémen comercial-
mente sexado € inferior as taxas obtidas apds inse-
minacdo artificial com sémen nao sexado, sendo essa
diminuicdo atribuida, justamente, dois ter¢os a menor
concentracio espermadtica por dose de sémen sexado e
um terco ao processo de sexagem [8,10]. J4 o protocolo
de sexagem realizado na espécie ovina no presente
estudo ndo afetou de maneira significativa nenhum
dos pardmetros avaliados, demonstrando manter a
qualidade e a concentragdo espermadtica, utilizando
uma metodologia facil de executar e sem grandes danos
para espermatozoide, uma vez que consiste apenas em
remover o plasma seminal e incubar com o anticorpo
monoclonal contra a proteina sexo-especifica (HY)
associada a via classica do complemento. Isso per-
mite a capacidade de confeccionar palhetas de sémen
sexado com a mesma concentragdo utilizada para A
com doses convencionais nao sexadas, minimizando
a reducdo da fertilidade. Estudo em bovinos e ovinos
utilizando doses de s€men imunossexado com dose
inseminante semelhante ao convencional ndo foram
observadas diferenca quanto a taxa de prenhez quando
comparada ao s€émen ndo sexado e obtiveram taxas de
sexagem entre 70-80% [17].

Além disso, estudo de viabilidade econdmica
avaliando os custos de producao de doses de s€émen ovi-
no imunossexado, demonstrou que a imunossexagem
€ a técnica de maior praticidade, necessitando apenas
de equipamentos convencionais (centrifuga e banho-
-maria), obtendo doses com o valor entre R$ 94,00 e
R$ 380,00, valores aproximados aos encontrados no
mercado para s€men nao sexado da espécie [13,14].

No tocante a espécie caprina, nos testes ini-
ciais utilizando o DPBS, observou uma toxicidade
da célula espermatica a este meio tamponante, onde
apos arealizacdo do protocolo quase 100% das células
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apresentavam-se iméveis. Desta forma, considerando
a composicdo do plasma seminal dos caprinos e a
composi¢do da agua de coco em pé (ACP101/102c),
optou-se por repetir os testes utilizando o diluente
ACP101/102¢ como meio tamponante para o protocolo
de imunossexagem em caprinos. Com esta nova meto-
dologia proposta, observou uma possivel acdo do pro-
tocolo de imunossexagem no parametro de motilidade,
entretanto, no parametro de integridade de membrana,
nao foram observadas diferencas significativas entre os
dados do sémen ndo sexado e o imunossexado.

Logo, considerando os resultados favordveis
da qualidade in vitro do s€émen ovino imunossexado,
estudos futuros devem ser realizados para avaliar in
vivo e comprovar a qualidade do sémen imunossexado
através das taxas de prenhez, pari¢do e qualidade das
crias nascidas na espécie ovina. Ja em relagdo a imu-
nossexagem do s€émen caprino, estudos futuros devem
ser realizados in vitro para definir um protocolo mais
adequado a espécie e posteriormente realizar os estudos
in vivo para comprovar a qualidade da técnica.

CONCLUSAO

O processo de imunossexagem por meio do
anticorpo monoclonal contra proteina sexo-especifica

(HY) associada a via cldssica do sistema complemento
associado ao uso do diluente a base de 4gua de coco em
p6 (ACP10/102c) na criopreservacao do s€émen mostrou-
-se eficiente na avaliacdo in vitro para a espécie ovina.
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