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RESUMEN: Actualmente, cientos de crias se han gestado a través de inseminacion artificial con
espermatozoides sexados en produccion animal. Desde 1992 se utiliza la citometria de flujo, técnica que
permite diferenciar espermatozoides X e Y segun su contenido de ADN. No existe, hasta el momento, ningu-
na otra técnica practica para sexar espermatozoides manteniendo la capacidad fecundante. Los objetivos de
esta revision son explicar: (1) por qué los espermatozoides que contienen el cromosoma X o Y son similares
fenotipicamente, pero a la vez mantienen diferencias entre ellos, (2) los principios y procedimientos utiliza-
dos para sexar espermatozoides mediante citometria de flujo y sorting (3) la precision, velocidad y la eficien-
cia de los procedimientos actuales de sexaje espermatico, (4) el dafio espermatico ocurrido durante el

sexaje espermatico y consecuentemente los efectos sobre la fecundidad.
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INTRODUCCION

Actualmente es posible determinar con an-
ticipacion el sexo de la descendencia en algu-
nas especies de caracter productivo previo a la
fecundacion con una precision de 85-95 %
(Seidel et a/., 1999; Welch & Johnson, 1999;
Johnson, 2000; Sharpe & Evans; 2009;
Martinez-Pastor et &/.,, 2010; Muratori et a/.,
2010; Hossail ez a/., 2011; Garner et a/., 2013).
Este logro, demostrado por primera vez por
Johnson et a/. (1989), es el resultado de la in-
tegracion de avances tecnoldgicos de diversos
campos de la ciencia, tales como: la determi-
nacién del cariotipo cromosomico, la insemina-
cion artificial, el mantenimiento de la capacidad
fecundante espermatica /7 vitro, avances en
tincion especifica del ADN, citometria de flujo,
informatica y la clasificacion de células a alta
velocidad. Todos éstos han sido integrados por
un grupo de cientificos en diferentes centros de
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investigacion que incluyen al Laboratorio Na-
cional Lawrence Livermore, el Centro de Inves-
tigacion Agricola de Beltsville del Departamen-
to de Agricultura de Estados Unidos, la Univer-
sidad de Cambridge, la Universidad Estatal de
Colorado y la Compaiiia XY ( Johnson & Seidel,
1999 ; Garner, 2001; Hossail et a/., 2011).

Los espermatozoides se diferencian por el
tamaiio de sus cromosomas sexuales.

Perspectiva historica: La primera identifica-
cion microscopica de los cromosomas sexuales
fue realizada por Guyer (1910 ). Esta observa-
cion, genero la idea de que el sexo en mamife-
ros podria ser controlado por estructuras espe-
cializadas de la cromatina. Una variedad de téc-
nicas, en su mayoria sin éxito, fueron utilizados
en un intento de identificar cudl cromosoma
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sexual estaba contenido en un espermatozoi-
de, con el objetivo Ultimo de separar estos
gametos. Especificamente en humanos, la pri-
mera diferencia observada entre
espermatozoides X e Y fue el diferencial en la
captacion de la Tincion de Quinacrina en el
cromosoma sexual humano (Barlow & Vosa,
1970). La heterocromatina del cromosoma Y
fluorescié con mas intensidad que otros, inclu-
yendo el cromosoma X, sin embargo, esta dife-
rencia no se observé en cromosomas no-
primates.

El sexo en mamiferos se determina cuan-
do un espermatozoide X fecunda un ovocito para
producir una hembra, o al contrario, un esper-
matozoide Y fecunda un ovocito para producir
un macho. Como consecuencia de la forma en
que los cromosomas se segregan durante la
meiosis, la probabilidad de que un espermato-
zoide transporte cualquiera de los dos
cromosomas (X oY) es la misma. La naturaleza
ha llegado a extremos para minimizar las dife-
rencias fenotipicas (e.g.: tamafio, forma, pro-
piedades de la superficie) entre espermatozoides
que transportan diferentes alelos y cromosomas
sexuales (Seidel, 1999; Hossail ef a/., 2011).
La equivalencia fenotipica de los
espermatozoides de mamiferos, a pesar de te-
ner importantes diferencias alélicas, esta ase-
gurada por cuatro mecanismos: (1) cromosomas
sexuales heterocromaticos estan incluidos en
vesiculas post-meiosis, (2) puentes
intercitoplasmaticos entre espermatocitos y
espermatidas permiten el intercambio de molé-
culas incluyendo al ARNm, (3) existe una limi-
tada expresion post-meiodsis en la mayoria de
los genes autosémicos durante las Ultimas eta-
pas de la espermatogénesis, debido en parte, a
la extrema condensacion de la cromatina y (4)
los espermatozoides estan cubiertos por una
capa proteica secretados por células
sustentaculares, ductos y las glandulas sexua-
les accesorias, que hacen que la superficie de
los espermatozoides se mantenga andnima res-
pecto a las posibles diferencias alélicas de cada
sexo y de la membrana celular (Seidel, 1999;
Garner et al., 2013 ).

Cariogramas. Son representaciones de los
cromosomas en metafase que se utilizan
comunmente para evaluar la normalidad en
numeros y forma de los cromosomas caracte-
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risticos de una especie en particular y para iden-
tificar alguna asociacion sexual. Por ejemplo,
un cariograma diploide de un bovino macho
normal consiste en 58 autosomas mas un
cromosoma X y otro Y. La diferencia enel conte-
nido de ADN entre espermatozoides X e Y es de
un 3,8 % aproximado; las diferencias para la
mayoria de los mamiferos alcanzan un rango
de 3 - 4,5 %, pero en otras especies la diferen-
cia es mucho mayor (Johnson ef a/., 1987;
Johnson, 2000).

Tinciéon del ADN. La fuerte unién de ciertos
tintes fluorescentes a los acidos nucleicos per-
mite la cuantificacion precisa de ADN nuclear
en espermatozoides, en algunos casos, sin afec-
tar la viabilidad celular. Muchas tinciones han
sido utilizadas, pero solo después de la utiliza-
cion del bis-bencimidazol Hoechst 33342
(H33342) para tefir espermatozoides intactos,
la cuantificacion del ADN mediante fluorescen-
cia fue exitosa (Johnson ef a/., 1987; Martinez-
Pastor et a/., 2010). El H33342 es una tincion
para células vivas que penetra la membrana
celular y se une selectivamente a los pares de
bases A - T a lo largo del surco menor del ADN
de doble cadena. Por lo general, se excita con
una laser de Argon de 351 o 364 nm u otras
fuentes de excitacion de fluorescencia, tales
como lamparas de mercurio, por lo que es muy
util en la evaluacion cuantitativa del ADN celu-
lar. La mayoria de las tinciones se intercalan
entre los pares de base del ADN, por lo tanto,
presumiblemente incrementan su mutagenicidad.
Sin embargo, el H33342 no es una tincidon que
se intercale, lo cual hace que su utilizacion sea
mas segura (Walkins ef a/., 2006). La unién del
H33342 puede ser téxico cuando se emplean
altas dosis, es por eso que debe ser utilizado
con precaucion. La unién del H33342 al ADN es
estabilizada por una combinacion puentes de
hidrégenos, fuerzas de van der-Waals e
interacciones electroestaticas entre la molécula
que tifie y la carga negativa del ADN. Células
muertas o moribundas en la poblacién de célu-
las tefiidas con H33342 pueden ser identifica-
das agregando Ioduro de Propidio (PI). Actual-
mente, las clasicas tinciones han sido reempla-
zadas por FD & 40 para evitar un potencial efecto
mutagénico del PI (Johnson & Welch, 1999;
Schenk et a/., 1999). Los espermatozoides que
demuestran dafio pueden ser removidos durante
el proceso de sorting o sexado.
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Principios de citometria de flujo y sorting
para sexar espermatozoides. En el caso de
los bovinos, los espermatozoides X que produ-
cen crias hembra (terneras) contienen en pro-
medio 3,8 % mas ADN que los espermatozoides
Y que producen crias machos. La calidad y con-
centracion espermatica de los eyaculados son
quizas los factores mas importantes para obte-
ner una buena separacion de las dos poblacio-
nes espermaticas. Asi lo demuestran resulta-
dos que indican una alta correlacion entre la
motilidad espermatica, la concentracion y la
separacion de las poblaciones en un citdmetro
de flujo de alta velocidad. Por ende, la separa-
cion de espermatozoides X e Y se lleva a cabo
normalmente en eyaculados con mas del 50 %
de espermatozoides con motilidad progresiva y
75 % de espermatozoides normales (Schenk
et al.,, 1999; Medina et a/.,, 2002; Sharpe &
Evans). El semen se incuba con un colorante
que tife el ADN de los espermatozoides
(Hoechst 33342), el cual tiene la particularidad
de emitir una fluorescencia cuando es someti-
do a la luz laser. Por lo tanto, a mayor cantidad
de ADN (espermatozoides con cromosoma X),
mayor fluorescencia. Para detectar un posible
diferencial en la fluorescencia y separar los
espermatozoides se utiliza un citdmetro de flu-
jo. El mismo, consiste en un circuito cerrado de
alta velocidad de flujo de liquidos que permite
alinear y “leer” los espermatozoides individual-
mente suspendidos en microgotas. La fluores-
cencia que produce cada espermatozoide tefii-
do es procesada por un software que permite
al operador seleccionar la poblacion espermatica
con minima o maxima luminosidad. Los
espermatozoides elegidos son cargados
eléctricamente, desviados del flujo original en
un campo magnético y finalmente colectados
en un tubo para su posterior uso. Aproximada-
mente del total de espermatozoides sometidos
al proceso de sexaje, un 20 % termina colecta-
do en la fraccion X y un 20 % en la fraccion Y;
el 60 % restante lo constituyen espermatozoides
que no pudieron ser detectados por la técnica,
espermatozoides muertos y gotas sin
espermatozoides. El semen sexado se presen-
ta comercialmente congelado, en pajuelas de
0,25 ml. Las mismas contienen 2 6 10 x 106
espermatozoides. La dosis menor se utiliza nor-
malmente en inseminacion artificial y fecunda-
cion /nn vitro y la mayor en transferencia
embrionara. La velocidad de separacion utili-

zada actualmente permite obtener 7 pajuelas
de 2 x 106 espermatozoides X e igual nimero
de Y por hora (Schenk et a/., 2009; Sharpe &
Evans).

Para controlar la calidad del semen, se des-
congela una pajuela por partida y se evalla la
motilidad progresiva y la pureza (proporcion del
sexo deseado) de las dosis producidas. Las mis-
mas, deben presentar un minimo de 35 % de
motilidad progresiva y 85 % de certeza del sexo
para alcanzar los estandares de aprobacion
(Medina et /., 2002). Los resultados de certeza
en el sexo elegido son superiores al 90 % vy
tienen alta repetibilidad. Ademas, en los traba-
jos analizados donde se considerd la normali-
dad de los terneros nacidos, no hubo diferen-
cias con los grupos controles provenientes de
hembras inseminadas con semen convencional
no sexado en cuanto a: abortos, mortalidad
neonatal, peso al nacer, tasa de mortalidad e
incidencia de anormalidades (Seidel et a/., 1999;
Seidel, 2007; Bodmer et a/., 2009; Borchersen
& Peacock, 2009; Martinez-Pastor ef a/., 2010)

Los espermatozoides atraviesan un detec-
tor de fluorescencia de 90° uno de otro. Cada
detector mide la intensidad de la fluorescencia
resultante de la excitacion del ADN tefiido por
luz, la cual usualmente es generada por un laser.
Las longitudes de onda utilizadas dependen de
la fuente de luz y de como la luz es filtrada. Es
importante destacar que, si un laser de argon
se usa como fuente de luz, los espermatozoides
no estan expuestos a las longitudes de onda
ultravioleta bajas perjudiciales que son absor-
bidas por los acidos nucleicos y proteinas.

La intensidad de la sefial fluorescente de-
pende obviamente del nimero de moléculas
fluorescentes unidas al ADN. Esta es la base
para la determinacién del sexo de los
espermatozoides. Ademas, la sefial depende de
otros parametros, incluyendo la intensidad del
laser y como es pulsado, ademas de las propie-
dades 6pticas de todo el sistema y la sensibili-
dad de los detectores (Guthrie ef a/., 2002).

El principal obstaculo para la cuantificacion
del ADN espermatico con esta técnica es al for-
ma de la cabeza espermatica, que en al mayo-
ria de las especies de interés productivo tiene
forma de paleta. La intensidad de la fluorescen-
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cia sera baja si la “cara plana” esta orientada
hacia el detector y mas alta cuando lo esta el
“borde”. La orientacidén “plana” resulta en una
discriminacion mas sensible entre
espermatozoides X e Y, por lo que solo los
espermatozoides orientados de esta forma se-
ran sexados. Como la sefial de fluorescencia es
mayor en espermatozoides orientados con su
borde hacia el detector de 909, solo estos
espermatozoides seran considerados para de-
terminar el sexo adecuadamente. Dado que la
orientacion de espermatozoide es al azar con
respecto a los detectores en una corriente cilin-
drica de suspension espermatica, solo alrede-
dor del 10 % de los ellos estaran bien orienta-
dos y seran considerados para una medicidon
precisa. Es por esto que se han realizado es-
fuerzos considerables con el objetivo de aumen-
tar este porcentaje mediante la modificacion de
la geometria de la corriente cilindrica del flujo de
espermatozoides (Johnson & Welch, 1999; Rens
et al.,, 1998, 1999). Aunque los detalles no se-
ran revisados con la tecnologia actual, el 70 %
aproximado de los espermatozoides presentan
la orientacion correcta (Johnson & Welch, 1999).

éQué tan rapido puede el citometro de flu-
jo clasificar células espermaticas?.

Actualmente los citdmetros de flujo clasi-
fican espermatozoides a tasas que son comer-
cialmente viables y a velocidades de 90 Kms/h-
1. Sefiales fluorescentes desde dos detectores
de 90 °C uno de otro producen una tasa de me-
dicién de sobre 180.000 detecciones por segun-
do, la informacion es procesada por un compu-
tador y retransmitida por un mecanismo de co-
rrientes de cargas cuando los espermatozoides
son desplazados a pocos centimetros de éste.
De manera que se forma una gota que contiene
un espermatozoide X con diferente carga eléc-
trica al espermatozoide Y. El ordenador es tan
rapido y sensible que una gota podria contener
dos espermatozoides - X e Y — y alin éstas pue-
den ser clasificadas, mientras que gotas con
espermatozoides muertos o desorientados pue-
den ser descartados. Por lo general, el sexaje
de casi todos los espermatozoides no-humanos
se realiza con alta precision, a alta velocidad en
un citometro de flujo construido por Cytomation
Inc (Fort Collins, CO) modelo MoFlo® SX equi-
pado con un laser de argon, detectores para la
fluorescencia y una boquilla de orientacion es-
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pecialmente modificada para los
espermatozoides y desarrollada por Rens ez /.
(1998,1999). Tedricamente, los espermatozoides
miden en promedio 100 micras de longitud, si
ellos estan perfectamente alineados (cabeza -
cola) cerca de 200.000 espermatozoides podrian
pasar a través de un detector por segundo, y
aun mas si solo el tamafio de la cabeza fuera
considerado. Existen descripciones que relacio-
nan la distribucion de los espermatozoides con
la distribucién de Poisson. Esto quiere decir que
existe un espacio considerable entre cada es-
permatozoide que fluye. Si la concentracion
espermatica aumenta, en promedio se acorta
este espacio y los espermatozoides se agrupan,
y para propdsitos practicos, las sefiales
fluorescentes que ellos proyectan estan dema-
siado juntas para que el sistema pueda proce-
sarlas por separado, lo que resulta en una alte-
racion de la técnica. Ademas, se ha descrito que
algunos espermatozoides permanecen “entre las
gotas”, por lo que no se puede identificar a qué
gota pertenece dicho espermatozoide, en este
caso ambas gotas son descartadas (denomina-
do “interrupcién” o “abort”). Técnicamente el
rendimiento 6ptimo se logra cuando “pasan”
alrededor de 25.000 espermatozoides por se-
gundo (“even rate”.). Esta ultima puede ser cam-
biada modificando la concentracién de
espermatozoides en la muestra. Sin embargo,
no hay beneficios netos sobre los 25.000
espermatozoides por segundo debido a un au-
mento en la tasa de interrupcién y dafio
espermatico.

Otro factor a considerar, son las limitacio-
nes fisicas del tamano de la gota. Estas se for-
man a partir de un flujo columnar producido
por un inyector debido a vibraciones predeter-
minadas creadas por un mecanismo piezo-eléc-
trico, incluso previo al paso de los
espermatozoides en los detectores. La frecuen-
cia de las vibraciones debe coincidir con las ca-
racteristicas del inyector tales como el diame-
tro, viscosidad del fluido y la presion del siste-
ma. En sintesis, un inyector de 70 um, pueden
formar casi 70.000 gotas por segundo a presio-
nes de 40 psi, sin embargo disminuye a presio-
nes bajas y diametros amplios. Lo ideal es for-
mar tantas gotas por unidad de tiempo como
sea posible sin intervenir con otras propiedades
del sistema, como la orientacion de los
espermatozoides.
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Eficiencia del sexaje espermatico. Existe una
posibilidad perder espermatozoides en casi to-
das las etapas del procedimiento. Las pérdidas
son altamente dependientes de las propieda-
des de la tincion de una muestra en particular,
asi como la habilidad del técnico encargado del
procedimiento. La eficiencia acumulada de la
técnica a un 90 % de precisidon en la clasifica-
cion de los espermatozoides es de un 22 % (11
% de cada sexo). Ademas, se considera un 10
% de espermatozoides descartados o no-via-
bles. La eficiencia varia como resultado de la
calidad de la muestra y de la velocidad del flujo
de espermatozoides a través del sistema. Bajo
condiciones practicas, solo una fraccion del
eyaculado es sexado debido a que el proceso es
relativamente lento en relacién al nimero de
espermatozoides disponibles. Debido a que las
células espermaticas se someten a diferentes
tipos de estrés durante el sexaje, las muestras
de semen fresco han demostrado tener mayor
tolerancia que muestras que han sido
criopreservadas. Respecto a estas consideracio-
nes, el nUmero de espermatozoides disponibles
en un eyaculado para sexar determinara la can-
tidad de espermatozoides disponibles para cla-
sificar y cuantos no seran sexados.

Los datos en bruto de los citdmetros de
flujo se pueden expresar de muchas maneras.
La forma mas sencilla es presentar solo los da-
tos de la fluorescencia obtenidos del detector
de 0° para espermatozoides orientados adecua-
damente, espermatozoides viables, es decir,
aquellos que presentan una fluorescencia maxi-
ma con el detector de 90° (Johnson & Welch,
1999). Los espermatozoides mal orientados, o
gotas con dos espermatozoides, no reciben car-
ga eléctrica cuando salen por el inyector, por
tanto, se desecha en el flujo de residuos. De la
distribucién de la fluorescencia de
espermatozoides X e Y resulta un solapamiento
de dos distribuciones bimodales. Una regidn
sombreada se establece al producir dos pobla-
ciones solapadas de espermatozoides sexados
con un 90 % de precision, esta region entre
ambas curvas refleja la magnitud del
solapamiento entre ambas poblaciones, en la
cual es imposible distinguir entre
espermatozoides X o Y. Estos espermatozoides
son descartados. Los espermatozoides ubica-
dos en los extremos de las colas de las curvas a
menudo presentan cromosomas sexuales extras

o son células aneupldidicas. La region no sola-
pada, corresponde a la poblacién de
espermatozoides X e Y puros, las cuales deben
ser mayores a las células de descarte.

Daio espermatico durante el sexaje. La ca-
pacidad fecundante de los espermatozoides
sexados es algo menor que los controles (Seidel
et a/., 1999; Buchanan et a/., 2000), asi como
la sobrevivencia de espermatozoides sexados
posterior a la criopreservacion (Schenk et a/.,
1999). Desafortunadamente, la mayoria de los
estudios sobre la fertilidad con espermatozoides
sexados son confusos debido a la utilizaciéon de
una dosis inferior a lo indicado en protocolos
estandar de inseminacion. Cuando se han utili-
zado numeros similares de espermatozoides por
dosis, las tasas de prefieces con espermatozoides
sexados por lo general han sido 60-80 % respec-
to a un control no sexado (Seidel et a/., 1999 ).
Las pérdidas fetales durante los primeros dos
meses de gestacion han sido 1-2 % mas alta
con dosis bajas de espermatozoides sexados que
con las dosis normales de IA de espermatozoides
sin sexar (Seidel ef a/.). Un gran nimero de
animales se necesitaran para determinar si este
es un efecto real, o si esta diferencia no signifi-
cativa se disipara con un estudio mas exhausti-
vo. Existe un estudio reciente respecto al dafo
en el ADN y a la mortalidad espermatica en
espermatozoides sexados, sometidos a varias
combinaciones de fuerzas mecanicas a 50 psi,
expuestos al laser y a procedimientos de tincion
durante el saxaje. Espermatozoides sexados
fueron analizados por citometria de flujo tanto
para la integridad de del ADN como para la
tincion de ioduro de propidio como medida de
espermatozoides muertos. La mayor parte de
los dafios se deben simplemente al procesamien-
to de los espermatozoides durante el sexaje,
aun cuando éstos no presentan tincion o no han
sido expuestos al laser de argdn. El dafio adi-
cional, de acuerdo a otros estudios, debido a la
exposicion al laser es minimo y no
estadisticamente significativo (Libbus et a/.,
1987; Guthrie et a/., 2002). Estudios indican
qgue gran parte del dafio mecanico observado
durante el proceso de sexaje puede ser dismi-
nuido mediante la reduccién de la presion del
fluido. Ha sido demostrado que esto mejora la
capacidad fecundante de espermatozoides
sexados que hasta el momento habian sido ex-
puestos (sexados) a procedimientos de 50psi.
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Miles de crias de diferentes especies ma-
miferas (bovino, porcino, conejos, equinos,
ovinos y seres humanos entre otros), pero prin-
cipalmente ganado vacuno se han obtenido
después de utilizar la tincién H33342 y sexar
espermatozoides fecundantes mediante
citometria de flujo. Anormalidades letales en
las crias no han sido reportadas (Morrell &
Dresser, 1989; Johnson, 1995; Catt ef a/.,
1997; Fugger, 1999; Johnson & Welch, 1999;
Seidel et a/., 1999). Esto indicaria que el ADN
de los espermatozoides sexados no se altera
durante el procedimiento de sexado. Se han
realizado diferentes estudios para evaluar la
normalidad de las crias obtenidas con semen
sexado. Ha sido reportado un estudio (Schenk
et al., 1999; Seidel et a/., 1999), en el cual en
vaquillas Angus fueron inseminadas con se-
men congelado, sexado y no-sexado. Todos
los tratamientos fueron “ciegos”. Algunas
vaquillas fueron inseminadas con
espermatozoides portadoras del cromosoma X
y otros con espermatozoides que portaban el
cromosoma Y, en funcién de las genealogias y
el valor comercial de los terneros resultantes.
No hubo diferencias significativas en las tasas
de prefiez evaluadas a los dos meses post in-
seminacién artificial en hembras inseminadas
con dosis sexada (53 %), sin embargo, la tasa
de prefiez del control fue mayor (66 %). Entre
los 2 meses y el término de la gestacion, se
reporté un 4,7 y 5,4 % de abortos en animales
del grupo control y tratamiento respectivamen-
te detectandose una diferencia muy pequefa
entre los grupos evaluados, sin embargo no se
detectd una significancia estadistica. No hubo
diferencias en las tasas de muerte neonatal
hasta el destete entre las crias obtenidas con
semen sexado frente al control, ni tampoco
diferencias en la duracién de la gestacién, el
peso al nacer o peso al destete. Tampoco se
observd anomalias congénitas. La Unica dife-
rencia se detectd en el peso de nacimiento entre
machos y hembras de los animales. De acuer-
do a esto, no parece que existan evidencias
que reflejen efectos perjudiciales en el sexaje
de espermatozoides en la descendencia resul-
tante. Aln cuando en este estudio hay resul-
tados obtenidos de 370 inseminaciones, un
tamafio muestral respetable, son necesarios
mayores antecedentes que aseguren que no
existen alteraciones en la descendencia pro-
ducida con semen sexado. Ademas, el periodo

898

de tiempo que permanecen viables en el tracto
reproductor de la hembra aquellos
espermatozoides sexados que no alcanzan a
fecundar un ovocito ameritan estudios poste-
riores.

Otros métodos

Ademas de citometria de flujo de fluo-
rescencia y la clasificacion de células basadas
en el contenido de ADN, la separaciéon de los
espermatozoides que contienen el cromosoma
Y de aquellos que contienen el cromosoma X,
se ha intentado con una variedad de otras téc-
nicas.

Separacion por gradiente “Swim-down":
separacion exitosa de espermatozoides con con-
tienen el cromosoma X o Y utilizando un
gradiente de albumina fue reportado por pri-
mera vez por Ericsson ef /. (1973). La base
conceptual de esta técnica es que los
espermatozoides que contienen el cromosoma
Y son de menor tamafio y presentan una mayor
velocidad de nado “hacia abajo” que los
espermatozoides que contienen el cromosoma
X dentro de una columna vertical de alta densi-
dad de albimina de suero humano (Ericsson et
al., 1973). Nunca se ha demostrado la preci-
sion de esta técnica en otros mamiferos que no
sean humanos (White ef g/, 1984). Por otra
parte, no es posible éticamente hacer estudios
rigurosos y prospectivos con espermatozoides
sexados para documentar la eficacia de la téc-
nica. Otro aspecto interesante de la utilizacion
de esta técnica es observado cuando las muje-
res son tratadas con citrato de clomifeno para
inducir la ovulacion previo a la IA, la proporcion
de sexos se invierte, de manera que pueden
nacer hasta un 73 % de mujeres.

Diferencias antigénicas superficiales: Se
han reportados varios estudios inmunoldgicos
para determinar el sexo en mamiferos sin éxito
(Hoppe & Koo, 1984; Hendriksen et a/., 1996;
Hendriksen, 1999). Un enfoque era apuntar al
antigeno H-Y. Sin embargo esta molécula pa-
rece estar presente en ambos cromosomas X
e Y (Hoppe & Koo, 1984). Un enfoque
inmunoldgico, sin embargo, seria altamente
deseable ya que el procesamiento de este tipo
seria considerablemente menos costoso que
otras técnicas. Howes et a/,. (1997) sugirieron



SALINAS, P. Citometria de flujo y sexaje de espermatozoides en animales. /nt. J. Med. Surg. Sci., 3(3):893-902, 2016.

que un enfoque inmunoldgico para sexaje de
semen era poco factible. Un informe reciente
sugiere que un procedimiento inmunoldgicos
de sexado de espermatozoides viables puede
ser desarrollado utilizando una técnica para
aislar proteinas especificas del sexo (SSP;
Blecher et a/., 1999). Hasta la fecha no existen
reportes de produccién de crias obtenidas con
espermatozoides sexados con esta técnica a
pesar de la considerable inversion de recursos
a lo largo de varios afos.

Electroforesis de flujo libre: la separacion
electroforética de espermatozoides X e Y se ha
intentado por mucho tiempo sin éxito reporta-
do. Este enfoque, se basa en la posibilidad de
que la carga eléctrica en la superficie de los
espermatozoides X difiere de los
espermatozoides Y. La técnica utiliza un campo
eléctrico para separar los espermatozoides
(Kaneko et a/., 1984).

Sexaje espermatico basado en diferencias
volumétricas: la técnica se basa en que los
espermatozoides que contienen un cromosoma
X son tedricamente mas grandes que los que
contienen un cromosoma Y. Van Munster et /.
(1999) utiliz6 microscopia de interferencia y
analisis de imagenes para demostrar diferen-
cias en el volumen de la cabeza del esperma-
tozoide y ademas describié que éstas coinci-
dian con el tipo de cromosoma (X o Y). Una
técnica basada en este principio ha sido desa-
rrollado para sexar espermatozoides vivos
mediante el uso de microscopia optica de in-
terferencia con un citometro de flujo (Van
Munster, 2002), eliminando la necesidad de

utilizar colorantes especificos de ADN, seria una
alternativa altamente atractivo para determi-
nar el sexo de los espermatozoides de mami-
feros. Por desgracia, la pureza potencial de
espermatozoides separados valorados median-
te medidas volumétricas no puede superar el
80 % de pureza en ambos sexos (Van Munster
et al., 1999; Van Munster, 2002).

Perspectivas

La comercializacion de semen sexado se
ha utilizado para el ganado bovino y es inmi-
nente su utilizacion para los equinos (Buchanan
et a/., 2000). La metodologia se esta utilizando
en una escala limitada para producir bebés hu-
manos, en particular para generar nifias, y asi
evitar enfermedades genéticas ligadas al
cromosoma Y (Johnson et a/., 1993; Fugger et
al., 1998; Vazquez et a/., 2009; Garner et a/.,
2013 ). Esta revision se ha centrado en el pro-
ceso real de determinacién del sexo de los
espermatozoides por citometria de flujo y clasi-
ficacion de células e ilustra que el procedimien-
to es complicado y poco eficiente. Sin embar-
go, los procedimientos siguen mejorando. El
sexaje de espermatozoides como se practica
actualmente es caro, en parte debido a la inefi-
cacia, al alto costo de los equipos y su manteni-
miento. A pesar de estos costos y complejida-
des, el procedimiento funciona. Equipos mucho
mas sencillos, disefiados especificamente para
el sexaje de espermatozoides probablemente
estaran disponible en pocos afios. Una vez me-
jorando la eficiencia y disminuyendo los costos
de la técnica, el sexaje de espermatozoides se
aplicard ampliamente.
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SUMMARY: Flow cytometry is a useful technology in the sexed sperm, which measures and analyzes
simultaneously, multiple physical characteristics of the cell, as they flow in a stream flow, through a light
beam. The measured properties are the size of a particle, relative internal granularity, relative complexity
and relative fluorescence intensity. Currently, hundreds of calves have been gestated through artificial
insemination with sexed sperm in animal production. Since 1992, flow cytometry has been used, a technique
that allows spermatozoa X and Y differentiation by DNA content. There is no other practical technique for
sperm sexing to keep sperm functionality. The objectives of this review are to explain: (1) why the sperm
containing the X or Y chromosome are phenotypically similar, but differ among themselves, (2) the principles
and procedures used for sexing sperm by flow cytometry and sorting ( 3) accuracy, speed and efficiency of
current procedure sperm sexing, (4) sperm damage occurred during sperm sexing and consequently the
effects on fertility.

KEY WORDS. Cytometry flow; Esperm; Sexing animals; Animals.
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