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Sêmen sexado através de citometria de f luxo e 
centrifugação por gradiente de concentração 

Faider Alberto Castaño Villadiego1 / José Domingo Guimarães2 / Eduardo Paulino Da Costa3 /  
José Alberto Cardona Álvarez4 / Víctor Henrique Gómez León5 / Camilo José Ramírez López6

Resumo 
O objetivo deste trabalho foi apresentar uma revisão completa e atualizada sobre a ori-
gem do sêmen sexuado, os requisitos e as técnicas de sexagem espermáticas. Nas últimas 
décadas, desenvolveram-se várias tecnologias na área da reprodução animal. O sêmen 
sexado é uma biotecnologia recente que ainda se encontra em fase de estudo e aperfei-
çoamento em diversas etapas, devido a que o processo de sexagem causa estresse ao es-
permatozoide, e o deixa mais sensível ao processo de armazenamento; isto interfere di-
retamente na fertilidade. Esta tecnologia, que chegou ao Brasil em 2004, vem ganhando 
adeptos entre produtores que desejam produzir animais mais homogêneos para o sacrifí-
cio ou para a produção de leite. O uso do sêmen sexado tem sido difundido em muitos re-
banhos do mundo, já que se apresenta como uma técnica com um direcionamento maior 
na seleção do sexo. Muitas técnicas têm sido utilizadas com a finalidade de buscar uma 
maior separação de espermatozoides portadores de cromossomas X e Y, com mínima 
agressão espermática. Desta forma, a utilização da sexagem espermática tem obtido re-
sultados na aplicação de biotecnologias da reprodução assistida, e com isso tem elevado 
o lucro no melhoramento genético e tem otimizado a produtividade no sexo escolhido. 
Entretanto, ainda existem muitas limitações, principalmente referentes al tempo de ex-
posição, o índice de aproveitamento e os resultados de índices de gestação em condições 
de campo. Por outro lado, a dose de sêmen sexado pode custar de duas a oito vezes o valor 
de uma convencional; da mesma forma, o seu uso avança no Brasil.

Palavras chave: bovinos, biotecnologia, sexagem espermática, cromossomas.

Semen sexed using flow cytometry and concentration 
gradient centrifugation

Abstract
This study aimed to present a complete and updated review on the origin of sexed se-
men, as well as on the requirements and techniques of sperm sexing. In the last decades, 
several technologies were developed in the field of animal reproduction. Sexed semen is 
a recent biotechnology that is still under study and refinement in various stages, because 
the sexing process causes stress to the sperm, leaving it more sensitive to the storage 
process; this directly interferes with fertility. This technology, which arrived in Brazil 
in 2004, has been gaining support among producers who want to produce more homo-
geneous animals for slaughter or for dairy production. The use of sexed semen has been 
disseminated in many herds of the world, since it is a technique with better results in the 
selection of sex. Many techniques have been used in order to seek a greater separation of 
sperms carrying X and Y chromosomes, with minimal sperm aggression. In this way, the 
use of sperm sexing has obtained results in the application of assisted reproductive bio-
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technologies, which has increased the gain in genetic improvement and has optimized 
productivity in the chosen sex. In the meantime, there are still many limitations, mainly 
concerning exposure time, exploitation rate, and the results of pregnancy rates in field 
conditions. On the other hand, the dose of sexed semen can cost two to eight times the 
value of conventional semen; nevertheless, its use progresses in Brazil.

Keywords: cattle, biotechnology, sperm sexing, chromosomes.

Semen sexado a través de citometría de flujo y 
centrifugación por gradiente de concentración 

Resumen 
El objetivo de este trabajo fue presentar una revisión completa y actualizada sobre el 
origen del semen sexado, los requisitos y las técnicas de sexaje espermáticas. En las úl-
timas décadas, se desarrollaron varias tecnologías en el área de la reproducción animal. 
El semen sexado es una biotecnología reciente que aún se encuentra en fase de estudio 
y perfeccionamiento en diversas etapas, debido a que el proceso de sexaje causa estrés 
al espermatozoide, y lo deja más sensible al proceso de almacenamiento; esto interfiere 
directamente en la fertilidad. Esta tecnología, que llegó a Brasil en 2004, viene ganando 
adeptos entre productores que desean producir animales más homogéneos para el sacri-
ficio o para la producción lechera. El uso del semen sexado ha sido difundido en muchos 
rebaños del mundo, ya que se presenta como una técnica con un direccionamiento ma-
yor en la selección del sexo. Muchas técnicas han sido utilizadas con el fin de buscar una 
mayor separación de espermatozoides portadores de cromosomas X y Y, con mínima 
agresión espermática. De esta forma, la utilización del sexaje espermático ha obtenido 
resultados en la aplicación de biotecnologías de la reproducción asistida, y con eso ha 
elevado la ganancia en el mejoramiento genético y ha optimizado la productividad en el 
sexo escogido. Entretanto, aún existen muchas limitaciones, principalmente referentes 
al tiempo de exposición, la taza de aprovechamiento y los resultados de tazas de gesta-
ción en condiciones de campo. Por otro lado, la dosis de semen sexado puede costar de 
dos a ocho veces el valor de una convencional; así mismo, su uso avanza en Brasil.

Palabras clave: bovinos, biotecnologia, cromossomas, sexaje espermático.

Introdução

O Brasil atualmente tem o maior rebanho comercial 
do mundo, sendo considerado um dos maiores produ-
tores de carne bovina, com uma população média de 
209 milhões de animais, obtendo-se desse rebanho um 
contingente de vacas e novilhas de 74 milhões em fase 
reprodutiva. Diante disso, com os avanços da genética e 
busca de desejáveis progressos na produtividade, a bio-
tecnologia de sexagem tem sido otimizada e estudada, 
com o intuito de produzir mais com menor custo (1). 

Com isso, pode-se notar que o sexo do bezerro é um dos 
fatores determinantes para o desempenho do agronegó-
cio, principalmente quando direciona-se para a produ-
ção leiteira, onde o bezerro macho tem pouco ou quase 
nenhum valor. Em contrapartida o bezerro macho, na 
bovinocultura de corte tem um valor econômico mais 
interessante pelo seu potencial produtivo. 

Dessa forma, o uso do sêmen sexado (SS), tem evoluí-
do em pesquisas, principalmente em escalas comerciais. 
Com a evolução das técnicas de sexagem, percebeu-se 
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que espermatozóides machos (com cromossomo Y) tem 
diferença em 4% de DNA das células espermáticas de fê-
meas (espermatozóide X possui cerca de 4% mais mate-
rial genético que espermatozóide Y), além disso, a forma 
e a área da cabeça dos espermatozóides dos bovinos faci-
litam a sua separação por meio de citometria de f luxo CF 
(2). Diante desses dados, Lima (3) complementa a idéia 
de que para o uso comercial da sexagem de espermato-
zóides deve-se haver uma metodologia que seja compatí-
vel com o processo de congelação, reduzindo a perda de 
espermatozóides e fazendo com que não haja comprome-
timento do poder fecundante dos mesmos.

A partir desses estudos na evolução de um modelo que 
seja eficiente no seu processo de sexagem espermática, 
descobriram-se técnicas avançadas como a CF e a cen-
trifugação por gradiente de densidade, que tem levado 
a alguns resultados diante da aplicação comercial. Desta 
forma, essas técnicas têm sido estudadas com maior cla-
reza e objetividade com o intuito de diminuir a agressão 
ao espermatozóide em etapas de manipulação e classifi-
cação, exposições a laser e corantes, fazendo com que este 
se torne capacitado para fecundar o óvulo e resulte em 
boa acuidade na separação dos espermatozóides X e Y. 

Recentes avanços na forma da ponteira do CF, no po-
sicionamento das células espermáticas no momento da 
passagem pelo laser, assim como modificações na pres-
são e no tipo de coloração das células, melhoraram sig-
nificativamente o processo de separação dos gametas X 
e Y (4). Deste modo, a revisão teve como objetivo apre-
sentar a origem do sêmen sexado, requisitos e técnicas 
de sexagem espermática. 

Histórico da sexagem 
espermática

Segundo Johnson e Welch (5), os primeiros estudos rea-
lizados procurando separar as duas populações de es-
permatozóides remontam à década de 20, quando foi 
tentado, sem sucesso, a separação dos dois tipos celu-
lares recorrendo à centrifugação de sêmen. Em meados 
do século XX, foram realizados vários estudos na área 

de ciências biológicas, com foco no melhoramento gené-
tico. Desse modo, descobriram e identificaram os cro-
mossomos sexuais e consideraram os espermatozóides 
iguais em suas características (4), devido a pequenas 
diferenças não significativas entre os espermatozóides 
que carregavam o cromossomo X ou o Y como tamanho, 
peso, densidade, velocidade, cargas elétricas de superfí-
cie, proteínas macromoleculares de superfície, efeitos de 
pH e pressão atmosférica (6). O sexo é determinado em 
mamíferos, através da informação cromossômica (X ou 
Y) transportada pelo espermatozóide. A sexagem destes 
proporcionou avanço nas técnicas que buscam produzir 
uma prole de um determinado sexo (4).

As primeiras espécies estudadas com intuito de pré-se-
leção sexual com base em separação de espermatozóides 
foram coelhos e suínos, em que foi utilizado o método 
da centrifugação por gradiente de densidade num meio 
composto de plasma seminal e liquido vaginal purifica-
do de coelhos. Porém, essa pesquisa não demostro ser 
método prático para controlar a relação do sexo entre os 
descendentes dos animais em experimentação (7). 

O intuito da aplicação comercial de sexagem de esper-
matozóides varia de acordo com a metodologia utiliza-
da e a compatibilidade do processo de congelação, a fim 
de causar perdas mínimas de espermatozóides durante 
o processo e não provocar a redução do poder fecundan-
te dos mesmos (3). 

Por tanto, a utilização de diferentes maneiras de sexa-
gem faz com que os espermatozóides e o DNA destes 
sofram danos irreversíveis, comprometendo a eficiência 
no processo de fertilização e produção de embriões (8). 
Dessa forma, há uma preocupação com os danos cau-
sados aos espermatozóides devido à manipulação ex-
cessiva, uso de corantes e posterior incubação, além de 
alterações advindas dos processos de classificação e cen-
trifugação, levando com esses fatores a uma diminuição 
das taxas de gestação, que terminam sendo menores, em 
geral, quando do uso da inseminação artificial (IA) com 
SS em relação à inseminação artificial com sêmen con-
vencional SC (8).
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Vantagens e desvantagens da 
utilização do sêmen sexado

Em estudos comparando o SS com o SC, demonstrou-se 
que o primeiro tem obtido resultados de taxa de prenhez 
inferiores ao último. Justifica-se a queda da fertilidade 
do SS devido à redução da viabilidade espermática pro-
duto dos processos da sexagem, a criopreservação no 
nitrogênio líquido e a baixa concentração espermática 
na dose inseminante em relação ao sêmen não sexado. 
Desta forma, diante da disponibilização de sêmen de 
empresas deste ramo, cabe ao produtor avaliar o custo 
benefício dessa tecnologia (6). A necessidade de pré-de-
terminar o sexo dos bezerros é de interesse de muitos 
produtores de leite, visto que se necessita de novilhas de 
reposição em seus próprios rebanhos, assim como a va-
lorização três vezes maior em dinheiro de novilhas lei-
teiras quando comparadas aos filhotes machos (9).

O emprego da biotecnologia de sexagem de sêmen oti-
mizou a produtividade, permitindo um avanço genético 
rápido com a seleção de animais com sexo desejado, ad-
quirindo uma produção maior com menor custo (1). Na 
produção de bovinos tem-se avaliado o potencial desta 
técnica, devido a fatores limitantes à sua aplicação como 
o custo extra da dose de SS, a variação na fertilidade do 
SS em relação ao SC e a precisão da definição do sexo 
do produto (10). 

Na pecuária de leite e corte, o valor econômico da se-
leção de sexo é de grande importância, o que faz a pro-
dutividade de um sistema ser favorecido pela progênie 
de um dos sexos. Devido a isso, em programas de me-
lhoramento genético animal houve um aprimoramento 
e difusão de biotecnologias de reprodução, aumento da 
eficiência dos sistemas de produção, o que beneficiou o 
surgimento das técnicas de seleção de sexo baseada na 
separação de espermatozóides portadores de cromosso-
mos X e Y e embriões pré-implantados, em espécies de 
interesse zootécnico (11). 

Existem várias vantagens para o uso do SS na produção 
de bovinos, mas observam-se limitações as quais res-
tringem a utilização desta tecnologia. Segundo Seidel e 

Schenk (12), citados por Dalton (13), a diminuição nas 
taxas de concepção quando a inseminação é feita com 
SS pode se dever a lesão ao espermatozóide durante o 
processo de coloração antes da CF; exposição do esper-
matozóide ao raio laser forte durante a separação e cen-
trifugação para concentrar os espermatozóides antes da 
colocação nas palhetas. 

Para Mocé et al. (14), a redução na fertilidade com uso 
do SS se deve ao fato de que ainda não se consegue saber 
se a amostra de sêmen de um touro é capaz de resistir 
ao processo de sexagem e ainda manter uma fertilidade 
aceitável antes de se fazer a separação, congelamento e 
descongelamento e, que no uso da técnica de CF ocor-
rem alterações na membrana espermática que aceleram 
o processo de reação acrossômica no espermatozóide 
após a criopreservação (pré-capacitação), acarretando 
em uma diminuição da sobrevida do espermatozóide 
sexado no genital da fêmea. 

Mocé et al. (14), encontraram que para minimizar os 
problemas de aceleração da capacitação e reação acros-
somal, deve-se realizar mudanças no processo de sexa-
gem e no processo de congelamento, o que pode resultar 
em aumento da fertilidade do SS. Dentre essas mudan-
ças, existe o efeito da alta diluição, osmolaridade dos 
tampões, temperaturas de coloração e separação, efeitos 
de intensidade do laser, tempo e força de centrifugação 
para concentrar espermatozóides sexados, diluente de 
congelação, taxa de refrigeração, intervalo entre refrige-
ração e criopreservação (15).

Através da utilização da criopreservação, tem-se um au-
mento na utilização do sêmen à longa distância, maxi-
mizando assim sua aplicação em outras biotécnias da 
reprodução. Assim, a partir do uso da técnica utilizada 
para separação espermática, a criopreservação necessita 
de mudanças nos protocolos usados para IA com o in-
tuito de maximizar a viabilidade do sêmen aumentando 
a taxa de prenhez. Como solução para aumentar a taxa 
de prenhez, deve-se utilizar o sêmen sexado o mais pró-
ximo o possível do local de fertilização, assim como no 
momento mais próximo possível da ovulação (14). 
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Dessa forma, várias técnicas de sexagem continuam a 
ser testadas, entretanto nenhuma ainda conseguiu reu-
nir os dois critérios essenciais: sexagem com precisão e 
manutenção da fertilidade dos espermatozóides (16).

Para a utilização em larga escala de SS torna-se claro que 
ainda existem alguns detalhes que precisam ser aperfei-
çoados na técnica como: tempo de separação, viabilida-
de e número de espermatozóides por dose inseminante, 
diluidores específicos para permitir o transporte e pre-
servação do SS, além do custo da dose inseminante (17).

Características estruturais do 
sêmen sexado criopreservado

As características estruturais do espermatozóide estão 
voltadas para o sucesso da concepção. Para que uma 
célula espermática seja considerada qualitativamente 
viável e potencialmente fértil, é necessário que possua 
morfologia, atividade metabólica e membranas plasmá-
ticas normais, ademais de DNA intactos (18). Freitas 
(19), realizou avaliação morfológica do SS após a crio-
preservação, pela técnica de epif luorescência, onde fo-
ram utilizados associações dos corantes Hoechst 33342 
e Iodeto de Propídio (para demarcar as células com rup-
tura de membrana) e sondas f luorescentes, e verificou 
a integridade de membrana plasmática, acrossomal e a 
função mitocondrial (Figura 1).

Quando o sêmen é depositado no útero, ocorrem modi-
ficações na célula espermática (20), que induz a reação 
acrossômica e hiperativação do espermatozóide, possi-
bilitando sua entrada no ovócito (21).

A base molecular do processo de capacitação espermá-
tica é a remoção de colesterol e alteração da distribuição 
dos fosfolipídios de membrana que resultam na abertura 
dos canais de Ca++. Modificações semelhantes podem 
acontecer na crioinjúria levando à ocorrência de uma ca-
pacitação espermática antecipada, o que não é desejável 
por diminuir a longevidade do espermatozóide. Logo, o 
alto potencial de membrana mitocondrial encontrado 
no sêmen de animais tratados com o diluente TRIS pa-

receu indicar que estes espermatozóides podem ter ini-
ciado a capacitação espermática prematura (19).

No trabalho desenvolvido por Mocé et al. (14), verifica-
-se que o processo de sexagem induz mudanças na mem-
brana do sêmen o que acelera o processo da capacitação 
e da reação acrossômica dos espermatozóides após a 
criopreservação.

Avaliando os índices de prenhez, quando utilizadas do-
ses na mesma concentração para os SS e não-sexado, 
fresco e congelado, a fertilidade do SS foi inferior ao SC 
em várias espécies (22), indicando que danos devido à 
sexagem também foram expressos com baixas taxas de 
prenhez (23). Do mesmo modo, altas percentagens de 
degeneração embrionárias foram observadas em novi-
lhas superovuladas quando foi realizada a inseminação 
com SS (53%), comparado com o SC (24%) (24).

Produção leiteira

Na pecuária de leite a qual têm como característica ter 
raças especializadas, a manutenção de gestações e o nas-
cimento de animais do sexo masculino são um dos fa-
tores de diminuição da produtividade e aumento dos 
custos de produção (25).

De maneira geral, segundo Maillard et al. (26), o obje-
tivo da sexagem de espermatozóides é evitar o desper-
dício de animais. Trata-se principalmente na atividade 
leiteira, de evitar o nascimento de machos, que são sa-
crificados, representando custos econômicos e éticos. A 
cada ano, a eutanásia de 600 mil bezerros machos re-
cém-nascidos custa o equivalente a 42 milhões de euros 
para os pecuaristas britânicos. 

As vacas de maior potencial genético poderiam ser inse-
minadas com sêmen X, de maneira que pudessem produ-
zir fêmeas para a renovação de plantel, enquanto as outras 
seriam inseminadas com sêmen não triado, mais barato, 
ou com sêmen Y de raça de corte (tudo dependerá do cus-
to da palheta do sêmen sexada, da existência de bom mer-
cado para a venda de machos cruzados, e etc.) (26).



126

Faider Alberto Castaño Villadiego et al.

Rev. Med. Vet. ISSN 0122-9354 ISSNe 2389-8526: Bogotá (Colombia) N° 36: 121-133, enero-junio del 2018

Entretanto, según Weigel (27), os países que utilizam 
doses de SS em seus rebanhos leiteiros essas estimativas 
não têm se concretizado devido a dois fatores, primeiro, 
a sexagem por CF, que é a técnica disponível comercial-
mente, atende apenas 0,5% da demanda diária de doses 
do mercado; é segundo, a taxa de prenhez a campo está 
em torno de 20-40% e 55-60% utilizando SS e SC, res-
pectivamente. 

Nos Estados Unidos, resultados de um teste de campo 
compararam as taxas de prenhez, conseguidas com es-

Figura 1. Integridade das membranas e função mitocondrial dos espermatozóides após serem corados

Nota. Os espermatozóides identificados em A e B representam células espermáticas com membrana celular e acrossomal íntegras com alta fun-
ção mitocondrial. C representa célula com membranas plasmática e acrossomal intacta com baixa função mitocondrial. D representa célula com 
membrana celular intacta, membrana acrossomal lesada e alta função mitocondrial. E representa célula com membrana celular lesada, membra-
na acrossomal intacta e baixa função mitocondrial. F representa célula com membrana celular lesada, membrana acrossomal intacta e alta função 
mitocondrial. G representa célula com membrana celular lesada, membrana acrossomal intacta e alta função mitocondrial (superior), célula com 
membrana celular e acrossomal lesadas com baixa função mitocondrial. H representa célula com membranas celular e acrossomal lesadas e alta 
função mitocondrial. Sendo observada diversas situações dos espermatozóides sexados após a criopreservação (19).

permatozóides sexados por CF, em rebanhos com baixa, 
média e alta eficiência reprodutiva. A taxa média de pre-
nhez utilizando doses de SC foi de 58%, enquanto que 
utilizando sêmen com espermatozóides sexados nesses 
rebanhos as taxas de gestação foram 21%, 37% e 35%, 
respectivamente. 

Por sua parte, na Finlândia, outro teste de campo com-
parou as taxas de prenhez conseguidas com esperma-
tozóides sexados por CF (foram utilizadas 157 doses) 
e com SC (foram utilizadas 149 doses). A taxa média 
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de prenhez utilizando doses de SC foi de 46%, enquan-
to que utilizando sêmen com espermatozóides sexados 
nesses rebanhos a taxa de gestação foi 21%, respectiva-
mente. Assim nasceram mais bezerras após a IA com SC 
(33 bezerras) do que como SS (27 bezerras) (28).

Considerando esses resultados, tornase evidente que os 
espermatozóides sexados por CF comprometem a taxa 
de prenhez, pelo menos atualmente, e estratégias para 
a aplicação comercial in vivo desse sêmen deveriam ter 
como foco caminhos para se obter benefício efetivo in-
cluindo idade a primeira parição, frente ao custo de uti-
lização (27). 

Requisitos da técnica de sexagem 
espermática

A tentativa de separar espermatozóides bovinos em fra-
ções de espermatozóides portadores de cromossomo se-
xual X e portadores do cromossomo sexual Y tem sido 
estudo de inúmeros cientistas de reprodução durante 
décadas (11). Em busca de uma técnica eficiente de sepa-
ração espermática, Batista et al. (29) definiu os seguintes 
requisitos, que seja inofensiva às funções dos esperma-
tozóides; ser eficiente, todas ou a maioria das células 
devem ser sexadas e com reduzido descarte e perda de 
espermatozóides durante o processo deve ser o menor 
possível; tenha acuidade próxima de 100%; seja repro-
duzível; ser simples e rápida, ou seja, permita avaliar alto 

número de amostras em pouco tempo; e que seja barata 
o suficiente para se difundir no mercado. Nos últimos 
anos, a evolução de algumas técnicas permitiu avanços 
significativos em algumas dessas condições, contudo, 
nenhum método conseguiu reunir todas as condições 
necessárias para sua utilização na prática.

Métodos de sexagem espermática

As diferenças fenotípicas tem sido alvo de estudo 
como: sensibilidade ao pH, carga elétrica de superfície 
de membrana espermática, morfologia do núcleo e ca-
beça, antígenos de superfície, velocidade de migração, 
gradiente de centrifugação e diferenças no conteúdo de 
DNA (30-39).

Considerando-se que o espermatozóide X contém 4% 
mais DNA que o espermatozóide Y, existe a possibilida-
de de medição do conteúdo de DNA de cada esperma-
tozóide, diferenciando-os em X e Y (16). Baseado nisso, 
existem duas técnicas que podem ser utilizadas para se-
lecionar o sexo de espermatozóides: centrifugação em 
gradiente de densidade e CF (3).

Métodos de sexagem espermática 
baseados nas diferenças físicas

Técnicas usadas para detectar e/ou separar espermato-
zóides portadores do X e do Y, baseadas nas suas dife-
renças físicas (tabela 1).

Tabela 1. Técnica baseada em diferenças físicas

Técnica usada Diferença física explorada nos espermatozoides

Diferença no pH Sensibilidade ao pH

Corante de feulgen e microscopia ótica Tamanho e morfologia da cabeça

Electroforese Carga elétrica

Diferença na velocidade de migração Motilidade progressiva (velocidade de migração)

Diferença de massa Massa (por diferente conteúdo de DNA)

Fluorocitometria de fluxo Tamanho (por diferente conteúdo de DNA)

Fonte: adaptado de Pegoraro LM, Hossepian VF. Selección del sexo em mamíferos. En: Biotecnología de la reproducción. Buenos Aires: Repro-
biotec; 2001. p. 317-351.
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Centrifugação em gradiente de densidade

O objetivo da utilização da técnica de centrifugação em 
gradiente de densidade baseia-se na diferença de den-
sidade entre os cromossomos X e Y (3). Summer e Ro-
binson (40), através da técnica de microinterferometria, 
analisaram a cabeça dos espermatozóides e observaram 
uma variação de conteúdo de DNA e proteína nuclear 
do cromossomo X em relação ao Y, verificando assim 
uma diferença de peso e densidade entre os tipos celu-
lares. Para isso, há a necessidade de se desenvolver gra-
dientes eficientes com menor grau de dificuldade e em 
menor tempo como o gradiente de densidade. Dessa 
forma, existem dois tipos:

 a) Gradientes de densidade: quando há um aumento gra-
dual da densidade da parte superior do gradiente até a 
parte inferior, não havendo delimitação entre as camadas 
formadas previamente, formando um gradiente linear.

b) Gradientes de densidade descontínuos: também há um 
aumento gradual da densidade da parte superior para a 
inferior, contudo este tipo possui camadas definidas, e 
a depender das concentrações utilizadas, é possível a vi-
sualização dessas camadas (41).

Shastry et al. (42), ao utilizar o gradiente de Ficoll, obser-
varam que dos espermatozóides encontrados no sedimen-
to, 73% a 77% possuíam cromossomo sexual Y e 75-80% 
dos espermatozóides que permaneceram na interface 
possuíam cromossomo sexual X. Entretanto, Ilzuka et al. 
(43) e Schwiderski et al. (44), ao utilizarem o gradiente 
de Percoll, considerado com maior nível de resolução de 
densidade, observaram as células de maior massa (esper-
matozóides X) sedimentados com mais rapidez. 

Schwiderski et al. (44) usaram do gradiente de Per-
coll para separar espermatozóides bovinos portadores 
de cromossomos X e Y. Este obteve uma separação de 
quatro frações na suspensão de espermatozóides, sen-
do que a primeira e última foram retiradas, mistura-
das e colocadas para centrifugar novamente. Após isso, 
observou-se um enriquecimento de mais de 75% de es-
permatozóides X ou Y nas frações superior e inferior, 

respectivamente, e não apresentaram diferenças signifi-
cativas quanto a morfologia e reação acrossômica. Além 
disso, obteve-se 75% e 92% de embriões do sexo mas-
culino e feminino, respectivamente, nas inseminações 
realizadas.

Segundo Lima (3), para se promover uma resistência 
maior ao processo de congelação, as alterações causadas 
pelo processo de centrifugação e separação podem ser 
minimizadas diminuindo o número de centrifugações, 
visto que isso não se alteraria a acuidade da separação 
de espermatozóides X e Y. 

Citometria de fluxo

Nos últimos anos, uma técnica desenvolvida pelo Labo-
ratório de Livermore, denominada sexagem espermáti-
ca por quantificação do DNA usando a CF, foi utilizada 
em maior frequência (45). No final da década de 60, uti-
lizou-se o CF com o intuito de acelerar a mensuração 
do DNA das células através de várias propostas, inclusi-
ve estudos com câncer. Na reprodução, utilizou-se esse 
método para avaliar alterações espermáticas frente a da-
nos genéticos (5). 

A CF tem custo elevado e de utilização restrita, pois 
gasta aproximadamente 30 minutos para sexar 1 dose 
de sêmen, não sendo até o momento viável sua utiliza-
ção comercial. A utilização da CF para produção do SS 
bovino tem mostrado eficiência no resultado do sexo 
escolhido dos bezerros. No uso deste sêmen tem-se ob-
servado melhorias na programação das populações do 
rebanho, maior ganho direcionado para produção de 
leite e carne, além de facilidade na reposição de matri-
zes, assim como ganhos genéticos com redução no tem-
po na seleção de plantéis, desconsiderando a análise do 
custo econômico desse sêmen frente à finalidade para 
qual será utilizado (46). 

A capacidade de pré-selecionar o sexo da prole de ani-
mais importantes para o desenvolvimento da produção 
animal tem um impacto de grande importância para a 
economia. A principal diferença entre espermatozói-
des X e Y advém da quantidade de DNA dos mesmos.  
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Assim, através de estudos com chinchilas e ratos sil-
vestres, a técnica de CF foi utilizada para medir infor-
mações nos cromossomos dos espermatozóides X e Y e 
determinar a razão sexual da prole nascida (4).

A utilização do método possibilitou a mensuração 
da quantidade individual de DNA de cada célula es-
permática pela f luorescência emitida por um corante 

(Hoechst 33342) que se liga ao DNA. Devido a uma di-
ferença na quantidade de DNA, os espermatozóides X, 
após serem expostos a esse corante f luorescente, apre-
sentam um brilho maior do que os espermatozóides Y. 
Após isso, os espermatozóides passam numa fila única 
que contém um separador com campo elétrico e são di-
recionados para um tubo de coleta a partir da diferença 
de cargas elétricas positivas ou negativas (13) (figura 2). 

Figura 2. Esquema do processo da sexagem do espermatozóide pelo citômetro de fluxo

Fonte: Garner D. Sex-sorting mammalian sperm: Concept to application in animals. J Androl. 2001;22(4):519-26.

A velocidade de separação dos espermatozóides X e Y é 
relativamente lenta — aproximadamente 3000 a 4000 
células por minuto para cada sexo. Os espermatozói-
des são conduzidos através do aparelho em velocidades 
que se aproximam aos 90 km/h e a pressão de 50 psi 
ao deixar o “nozzle”. Esta alta pressão e suas seqüelas 
comprometeriam a viabilidade e a motilidade do esper-
matozóide, deste modo, reduzindo a fertilidade (47). A 
diminuição da pressão durante o processo de separação 

de 50 para próximo dos 40 psi aumentou a sobrevivên-
cia dos gametas após o “sorting” mantendo a precisão na 
separação dos espermatozóides carreadores do cromos-
somo X ou Y (48,49). 

Através da separação dos espermatozóides pela CF, 
pôde se observar a efetividade do processo, alcançando 
uma pureza de 90% do sexo desejado (5,50). 

1- Colocação da amostra

2- Cristal vibratorio

3- Incidencia dos raios laser

4- Detção da fluorescencia

5- Análise computadorizada

6- Adição de carga elétrica

7- Campos elétricos

8- Separação de espermatozoides
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Segundo Oses (51), um resultado satisfatório na CF, 
para separação de duas populações de espermatozói-
des, depende de uma boa qualidade e concentração es-
permática, correlacionado com boas percentagens de 
motilidade espermática no ejaculado. Com o intuito da 
produção de SS criopreservado, as células espermáticas 
são expostas a processos físicos e químicos: diluição, in-
cubação, coloração, passagem pelo CF, exposição a la-
ser, pressão, centrifugação e criopreservação (52), o que 
pode afetar a capacidade de sobrevivência e potencial de 
fertilização dos espermatozóides (11). 

Na utilização da sexagem pela técnica de CF com pos-
terior criopreservação, o ejaculado a ser utilizado deve 
conter motilidade mínima de 60% e vigor 3 numa esca-
la de 0 a 5, e morfologia ≥ 75% de espermatozóides nor-
mais, além de avaliação morfométrica e da estrutura da 
cromatina dos espermatozóides (11).

Estudos realizados por Zhang et al. (53), mostraram que 
até o desenvolvimento embrionário do estágio de blasto-
cisto não houve mudança quanto ao processo de separa-
ção por CF e coloração de DNA, entretanto as variações 
entre touros ao processo de sexagem foram observadas 
para taxa de clivagem e formação de blastocisto. 

Segundo Garner (23), apesar do uso do SS com baixa 
quantidade de espermatozóides e com diminuição da 
viabilidade espermática pós sexagem, a CF, tem sido 
empregado em diversos estudos, principalmente por 
a acuidade da sexagem pode chegar a atingir 95%. En-
tretanto, como toda nova técnica, o processo de sexa-
gem por CF ainda tem limitações, devido à técnica 
utilizar um longo tempo para produzir uma quantida-
de suficiente de espermatozóides (54) o que encarece o 
processo, tornando-os com baixa longevidade de esper-
matozóides frescos e criopreservados (14).

Técnica de sexagem por citometria  
de fluxo vs. gradiente de percoll

A utilização comercial do SS na reprodução de bovinos 
é uma realidade, apesar de muitos estudos relatarem 

menor fertilidade do mesmo quando comparado ao não 
sexado, tanto in vivo como in vitro (55,56). A técnica de 
sexagem por CF pode gerar alguns danos aos esperma-
tozoides, provavelmente em razão da exposição ao laser, 
da grande pressão na passagem pelo citômetro, da que-
da em grande velocidade dentro do tubo de colheita e 
da permanência durante algumas horas em temperatura 
ambiente antes do processamento (57).

Entre as características espermáticas afetadas pelo pro-
cesso de sexagem, a diminuição da motilidade tem sido 
relatada por diversos autores (22,58). A motilidade é 
um importante fator a ser considerado na análise da 
qualidade espermática, e constitui um dos melhores pa-
râmetros para se predizer a fertilidade de uma amostra 
de sêmen (59,60).

Além das doses comerciais de SS apresentarem concen-
trações espermáticas inferiores ao convencional, o pa-
drão alterado de movimentação espermática resultado 
da separação por CT derivam em dificuldade de sedi-
mentação dos espermatozóides após a seleção por Percoll 
nos processos de produção in vitro de embriões, portan-
to, o número de células recuperadas é menor, resultando 
em uma concentração inadequada e consequentemente, 
restringindo a quantidade de oócitos que poderiam ser 
fecundados. A baixa concentração espermática obtida 
após seleção em gradiente Percoll está relacionada com 
taxas mais baixas de clivagem e consequentemente, ta-
xas inferiores de produção de blastocistos, comparando 
a produção com SC ou não sexado (61).

Conclusões

O sêmen sexado tem demonstrado efetividade no seu 
uso desde que seja manipulado de forma organizada e 
correta, com pessoal capacitado e depositado no mo-
mento mais próximo da ovulação para garantir uma 
fertilização mais eficiente. Mostra-se que as técnicas de 
sexagem têm evoluído nos seus testes, tanto na acuidade 
na separação espermática como no processo de pureza. 
Assim, diversos aspectos relacionados à técnica de se-
xagem de células espermáticas viáveis ainda necessitam 
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ser elucidados, como redução dos custos associada ao 
aumento da produção destas células com alto poder fe-
cundante, a variação individual na fertilidade dos repro-
dutores doadores de sêmen para a sexagem e aspectos 
técnicos como a exposição à centrifugação, corantes e 
raios laser, de forma a diminuir esse avanço na capaci-
tação e reação acrossômica do espermatozóide sexado. 
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