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RESUMO
A sexagem espermática é uma biotecnologia que consiste na separação dos espermatozoides portadores do cromossomo “X” e “Y”. A citometria de fluxo é a técnica de sexagem mais utilizada, porém, causa alterações estruturais no esperma, reduzindo sua viabilidade e requer o uso de equipamentos caros. Como alternativa, é utilizada a imunossexagem, que utiliza anticorpo monoclonal para detectar antígenos de superfície específicos do sexo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade do sêmen ovino imunossexado e criopreservado em meio à base de água de coco em pó (ACP-102c) em termos de integridade da membrana e atividade mitocondrial. Os ejaculados de três carneiros foram submetidos ao protocolo de imunossexagem usando o kit anti-HY e depois ao protocolo de congelação espermática ACP-102c. As amostras foram avaliadas pós-descongelação quanto à integridade da membrana e atividade mitocondrial. Os dados foram apresentados de forma descritiva na forma de média e desvio padrão, e os resultados obtidos foram de acordo com os valores recomendados na literatura. Dessa forma, conclui-se que a técnica de imunossexagem associada à criopreservação em ACP-102c mostrou-se eficaz na preservação do sêmen ovino. No entanto, mais estudos são necessários para validar e melhorar a técnica.
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ABSTRACT
Sperm sexing is a biotechnology that consists of the separation of sperm carrying the “X” and “Y” chromosome. Flow cytometry is the most used sexing technique; however, it causes structural changes in the sperm, reducing its viability and requires the use of expensive equipment. As an alternative, immunosexing is used, which uses monoclonal antibody to detect sex-specific surface antigens. The objective of this work was to evaluate the quality of the immunosexed ram sperm cryopreserved in a medium based on powdered coconut water (ACP-102c) in terms of membrane integrity and mitochondrial activity. The ejaculates of three rams were submitted to the immunosexing protocol using the anti-HY kit and then to the ACP-102c sperm freezing protocol. The samples were evaluated after thawing for membrane integrity and mitochondrial activity. The data were presented descriptively in the form of mean and standard deviation, and the results obtained were in accordance with the values recommended in the literature. Thus, it is concluded that the immunosexing technique associated with cryopreservation in ACP-102c proved to be effective in the preservation of ovine sperm. However, further studies are needed to validate and improve the technique.
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INTRODUÇÃO
A sexagem espermática é uma biotecnologia que consiste na separação das duas populações de espermatozoides (“X” e “Y”) e está em ascensão no mercado nacional e internacional, uma vez que a seleção do sexo da cria tem um valor econômico significativo nos animais de interesse zootécnico com aptidão para produção de leite ou carne e em sistemas onde a produtividade é favorecida pela progênie de um dos sexos.
Atualmente, a citometria de fluxo é a técnica de sexagem que permite maior grau de pureza, sendo a mais utilizada. No entanto, a triagem sexual causa alterações estruturais nos espermatozoides, ocasionando redução em sua viabilidade e requer o uso de equipamentos de alto custo (CARVALHO et al., 2018). Devido a essa problemática, estudos têm sido realizados buscando suprir as necessidades da indústria agropecuária e oferecer uma alternativa para os produtores, objetivando sexar o sêmen com menores custos e maior praticidade. Dentre eles, a imunosexagem de espermatozoides, utilizando anticorpo monoclonal para detecção de antígenos de superfície sexo-específicos surge como uma técnica promissora (MATTA, 2003).
Na espécie ovina, os estudos ainda são iniciais, tendo poucos relatos de trabalhos científicos avaliando a qualidade in vitro de espermatozoides ovinos imunossexados. Diante disso, o estudo objetivou avaliar a qualidade do sêmen ovino imunossexado e criopreservado em meio à base de água de coco em pó (ACP-102c) através das técnicas de integridade de membrana e atividade mitocondrial.

MATERIAL E MÉTODOS
O experimento foi realizado no Laboratório de Tecnologia do Sêmen Caprino e Ovino da Universidade Estadual do Ceará (LTSCO/UECE) em parceria com a propriedade HCG, localizada no município de Aquiraz-CE, e submetido e aprovado pela Comitê de Ética para o Uso de Animais da UECE (n° de protocolo: 01710545/2019).
Os ejaculados foram obtidos por meio de vagina artificial, de três carneiros de fertilidades comprovada. Em seguida, submetidos ao protocolo de imunossexagem, o qual foi inicialmente diluído em D-PBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline) na proporção de 1:14, centrifugado a 600 g por 10 min. e retirado o sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em 2,5 ml de anticorpo (Anti-HY), adicionado 12,4 ml de D-PBS e 100 µl do complemento e mantido em banho Maria a 35 ºC por 1 h. Após o período de incubação, a amostra foi novamente centrifugada 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.
Após a diluição, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 ml e submetidas à uma curva de refrigeração (0,35 °C/min.) em caixa térmica, obtendo-se ao final uma temperatura de 4 °C. As amostras foram estabilizadas por 30 min. e em seguida congeladas em vapor de nitrogênio (-60 °C) por 15 min., a uma altura de 4 cm do nitrogênio líquido, e então imersas em nitrogênio líquido (-196 °C) e armazenadas em botijões criogênicos.
As amostras foram descongeladas com no mínimo sete dias após a congelação e avaliadas quanto: à integridade de membrana plasmática (IMP), pela técnica de Baril et al. (1993) e determinado o percentual de células viáveis; à funcionalidade de membrana (HOST) de acordo com o CBRA (2013) e determinado o percentual de células; e à atividade mitocondrial (DAB), segundo a técnica de Hrudka (1987) e classificados de acordo com o grau de coloração da peça intermediária em: DAB I - alta atividade mitocondrial, DAB II - média atividade mitocondrial, DAB III - baixa atividade mitocondrial, DAB IV - ausência de atividade mitocondrial.
Para análise estatística foi utilizado o software Graphpad Prisma, versão 5 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). Os dados foram submetidos à uma análise descritiva e expressos como média e desvio padrão.

RESULTADO E DISCUSSÃO
Os parâmetros dos espermatozoides ovinos imunossexados e criopreservados em ACP-102c avaliados após sete dias da congelação apresentaram os seguintes valores: integridade de membrana plasmática (IMP) de 55,17+11.02%; funcionalidade de membrana (HOST) de 59,17±17,65%; e atividade mitocondrial DAB I de 22,33±14,18%, DAB II de 54,67±18,01%, DAB III de 21,00±9,37%, e DAB IV de 2,00±3,04%, dados estes que corroboram com os valores de estudos que utilizaram as mesmas técnicas de avaliação para sêmen ovino descongelado não-sexado (BRITO, 2017; BRITO et al., 2019).
Importante ressaltar que a manutenção da integridade da membrana plasmática é fundamental para a sobrevivência dos espermatozoides e que a avaliação da viabilidade em conjunto com o teste de funcionalidade da membrana plasmática (HOST) permite realizar predição sobre a fertilidade das amostras, além de serem técnicas com metodologia simples e de baixo custo (SANTOS et al., 2016).
A técnica de imunosexagem causa a “morte” de aproximadamente 50% dos espermatozoides, correspondendo aos portadores do cromossomo “X” (MATTA, 2003).
Neste estudo, foi observado que os dados se apresentaram um pouco acima do esperado (~ 50%), segundo o mecanismo da técnica de imunosexagem. No entanto, estudos in vivo já realizados em outras espécies como bovinos e suínos, verificaram uma eficácia variando entre 70-80% do sexo desejado (BRITO et al., 2018). Logo, pode-se sugerir que esse percentual um pouco acima possa ser um dos fatores que estejam interferindo nessas taxas de eficácia. No entanto, vale ressaltar que os dados do presente estudo são preliminares, e que o “N” amostral é pequeno, sugerindo também que esse percentual acima do esperado também pode estar relacionado à variação individual dos animais.
Quanto à atividade mitocondrial, uma estreita relação desta com a motilidade espermática já foi observada. Estudos relacionam as disfunções mitocondriais causadas pela criopreservação espermática ao estresse oxidativo e à diminuição da atividade mitocondrial (O’CONNELL; MCCLURE; LEWIS, 2002), o que não foi observado nesse estudo.

CONCLUSÕES
A técnica de imunossexagem associada à criopreservação utilizando ACP-102c mostrou-se eficaz para o sêmen ovino. No entanto, são necessários mais estudos para validação e aprimoramento da técnica.
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