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A UTILIZACAO DE SEMEN SEXADO POR CITOMETRIA EM FLUXO EM

BOVINOS: uma revisao integrativa

THE USE OF SEXED SEMEN THROUGH FLOW CYTOMETRY TECHNIQUE IN

BOVINE: an integrative review

Renato Cardozo da Silvat
Dr. Saulo Gongalves Pereira?

RESUMO

Trata-se de trabalho de conclusé@o de curso visando discorrer sobre a citometria de
fluxo, técnica para sexagem de espermatozoides em bovinos. Este método busca
obter a sexagem do espermatozoide através da separacdo dos cromossomos X e Y,
sendo possivel realizar esse procedimento em raz&o da diferenca de massa do DNA
das células espermaticas. ApOs a separacao, as doses sdo congeladas em paleta na
dose de 2x108, diferentemente da dose de sémen convencional de 10x10°. Portanto,
essa pesquisa possui especial justificativa académica, pois o tema deve ser ainda
bastante discutido devido aos contrapontos que ainda precisam ser ajustados com o
desenvolvimento de mais pesquisas acerca do assunto. Assim, esta revisao teve
como objetivo geral tratar sobre a técnica de citrometria de fluxo para sexagem bovina.
Para alcancar-se o objetivo geral, foi necessario delinear os seguintes objetivos
especificos: expor sobre aspectos gerais da técnica citometria de fluxo para sexagem
bovina; dissertar sobre as vantagens e desvantagens da utilizacdo da técnica;
analisar, através de uma revisao integrativa, estudos publicados eletronicamente no
Google Académico, similares ao tema e discutir sobre eles. Conclui-se, portanto, que
a utilizacdo de sémen sexado é uma ferramenta biotecnolégica que tem muito a
acrescentar dentro da pecuéria e esperasse com o desenvolvimento de mais estudos
para aprimorar a habilidade da sexagem que os resultados futuros sejam bem mais
promissores do que os resultados acompanhados recentemente. A técnica de
citometria de fluxo é, ainda uma das mais usuais e mesmo havendo técnicas mais
recentes é recomendada devido sua assertividade e custo, de acordo com as obras
consultadas.

Palavras-chave: sémen sexado, bovino, citometria em fluxo.

ABSTRACT

This is a course conclusion work aimed at discussing flow cytometry, a technique for
sexing cattle. This method aims to obtain the sexing of the sperm through the
separation of the X and Y chromosomes, being possible to perform this procedure due
to the difference in the DNA of the sperm cells. After separation, the doses are frozen
on a pallet at a dose of 2x10 6, unlike the conventional semen dose of 10x10 6.
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Therefore, this research has a special academic justification, as the topic must still be
discussed a lot due to the counterpoints that still need to be addressed. adjusted with
the development of more research on the subject. Thus, this review had the general
objective of dealing with the flow cytometry technique for bovine sexing. In order to
reach the general objective, it was necessary to outline the following specific
objectives: to present general aspects of the flow cytometry technique for bovine
sexing; discuss the advantages and disadvantages of using the technique; to analyze,
through an integrative review, studies published electronically on Google Scholar,
similar to the topic and discuss them. It is concluded, therefore, that the use of sexed
semen is a biotechnological tool that has a lot to add within livestock and we would
hope with the development of more studies to improve the sexing skill that future
results are much more promising than the results. recently followed.

Keywords: sexed semen, bovine, flow cytometry.

1 INTRODUCAO

A comercializagdo de sémen sexado vem aumentado no &ambito da
bovinocultura. Ja em 2011 eram vendidos aproximadamente 12 milhdes de doses de
espermatozoides. Esse numero cresceu exponencialmente, estimando-se que sejam
vendidas aproximadamente 600 a 800 mil doses de sémens sexados. Muito embora
isso, ainda é pequeno o niamero de animais submetidos a inseminacdo quando se
comparado ao total de fémeas em idade reprodutiva no rebanho brasileiro
(VILLADIEGO, 2017).

Entretanto, os produtores adeptos as técnicas de biotecnologias da reproducéo,
tém intensificado o seu uso, buscando alternativas para melhorar seus indices
produtivos. Nos sistemas de producdo da pecuéria de corte e leite, o sexo dos
bezerros que nascem é um fator de grande importancia para o desempenho
econdmico, por exemplo, qguando ocorre o nascimento de machos na pecuaria de leite,
verifica-se uma reducdo na lucratividade, podendo aumentar os custos de producéo
(SERAFIM, 2018).

Nos ultimos anos, estudos foram realizados com o objetivo de otimizar
resultados, produzir bezerros de determinado sexo de acordo com o sistema de
producédo; e como ferramenta para buscar estes resultados estdo sendo realizadas
pesquisas voltadas a utilizacdo de sémen sexado. O interesse por sémen sexado tem
aumentado, porém, ao mesmo tempo que existem muitas oportunidades, seu uso
ainda apresenta desafios e limitacdes em termos de custos e eficiéncia (CELEGHINI,
2017).



A técnica denominada citometria de fluxo foi desenvolvida no Laboratério de
Livermore e denominou-se sexagem espermatica por quantificacdo do DNA. No fim
da década de 1960, esta técnica comecou a ser utilizada com mais frequéncia, com o
fim de acelerar a mensuracdo do DNA das células através de varias propostas,
inclusive estudos com cancer. No tocante a reproducdo, utilizou-se esse método para
avaliar modificacdes dos espermas ante aos danos genéticos (SCOTT, 2018).

Deste modo, esta pesquisa apresenta especial interesse académico, pois 0
assunto tratado é polémico, ja que os estudiosos do tema dividem suas opinides sobre
0s custos e beneficios da técnica de sexagem bovina denominada citometria de fluxo.
Isto porque, alguns consideram que nascem poucos bezerros e aumentam o0s custos
da producéo. Por outro lado, outros consideram que a selecédo de sexos é boa, pois
melhora a viabilidade dos custos, producéo e plano de negdécios de um rebanho.

Assim, esta revisdo teve como objetivo geral tratar sobre a técnica de
citrometria de fluxo para sexagem bovina e suas vantagens de acordo com percurso
histérico publicados em trabalhos de renome.

Para alcancar-se o objetivo geral, foi necessario delinear os seguintes objetivos
especificos: Expor sobre aspectos gerais da técnica citometria de fluxo para sexagem
bovina; tratar sobre as vantagens e desvantagens da utilizacdo da técnica; analisar,
através de uma revisao integrativa, estudos publicados eletronicamente no Google

Académico, similares ao tema e discutir sobre eles.

2 METODOLOGIA

A Reviséo Integrativa da Literatura € um método que permite a identificacdo,
sintese e abordagem ampla na literatura sobre uma tematica peculiar. Deste modo,
utilizou-se as seguintes fases: delimitacdo do tema e construcdo do questionamento;
busca por artigos atuais e semelhantes ao tema; classificacdo e analise dos artigos
encontrados; abordagem dos resultados encontrados; andlise critica dos achados
(SOUZA; SILVA; CARVALHO, 2020).

O artigo em questédo, trata-se de uma revisao bibliografica integrativa com
busca sistematica. Para o caracterizacdo geral a busca se deu em artigos, teses e
dissertacdes, disponiveis no acervo eletrénico, publicados entre os anos de 2016 a

2022, disponiveis sites como: Google Académico, Scielo, PubMed e periddicos de
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revistas e livros, utilizando como palavras-chave: sémen sexado, bovino, citometria de
fluxo.

A busca integrativa ocorreu no periodo de recuperacao foi de 2016 a 2022,
sendo que o critério de inclusao dos 05 artigos gratuitos, em portugués. Dessa forma,
elegeu-se como critério de inclusdo aqueles que na plataforma do Google académico
contivessem os termos das palavras-chave e que tivessem mais de 05 citacOes de

acordo com o critério de relevancia da plataforma.

3 A TECNICA DE CITOMETRIA DE FLUXO EM EMBRIOES BOVINOS

3.1 Aspectos gerais

A inseminacéo artificial (IA) é considerada uma técnica amplamente difundida
para maximizar a producdo de bovinos, demostrando-se resultados satisfatérios no
tocante a selecdo e aprimoramento genético de um rebanho. Entretanto, novos
progressos biotecnoldgicos devem ser anexados a essa técnica, com fins de melhorar
0 que se utiliza no momento para melhoria genética do plantel (MEIRELLES, et al.,
2008).

Sobre a potencialidade da comercializacdo de sémen para inseminacao

artificial, Baruselli et al., (2019) afirmam que:

O mercado nacional de inseminacdo artificial comercializou
aproximadamente 7,0 milhdes de doses de sémen em 2002. Em 2018,
esse mercado chegou a 154 milhdes de doses de sémen
comercializadas, com crescimento de 220% nesse periodo. Ainda, em
comparagdo com o ano anterior (2017), o mercado de comercializagédo
de sémen cresceu 13,7%. Para o calculo do nimero de doses de
sémen comercializadas no Brasil, considerou-se os dados do INDEX
ASBIA (que representa 90% do mercado de sémen brasileiro), com
ajustes para 100% do mercado. Esses dados demonstram claramente
gue a inseminacao artificial ganhou espaco no Brasil com o passar dos
anos (BARUSELLI, et al., 2019, p. 2).

Desde 2004, o sémen sexado pela técnica de citometria de fluxo € vendido no
Brasil, sendo certo que os resultados quanto ao sexo dos bezerros sdo altamente
acertados, estimando-se um minimo de 85% das organizacfes que desenvolvem as
técnicas (LIMA, et al., 2011).
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O sémen sexado trata-se, basicamente, de um sémen separado que contém
espermatozoide apto a produzir animais machos ou fémeas. A figura 1 explicita essa

explicagao:

Figura 1 — Diferenga na probabilidade do sexo da ascendéncia recorrendo a sémen
sexado e convencional

Sémen Sexado Sémen Convencional
» 4
Aproximadamente 50%
90% de probabilidade de

probabilidade de nasci-

nascimento de animais do N
4 p mento de animais do sexo

sexo pretendido. ’ i
masculino ¢ feminino.

Fonte: Fernandes e Rodrigues (2015)

De acordo com Seidel Jr. (2003), “ [...] dentre as técnicas desenvolvidas para a
sexagem de espermatozoides destacam-se a citometria de fluxo”, por sua vez
Hossepian et al., (2015) destacam sobre e os gradientes de densidade de Percoll®
devido ao potencial biotecnologico da sexagem espermatica para a producao animal.

Todavia ambas técnicas tratam da separacdo dos espermatozoides, todavia a
técnica por citometria de fluxo permite o isolamento dos espermas, em conformidade
com o cromossomo X ou Y. Essa tecnologia se funda na diferenca das definicbes do
conteudo de DNA dos espermatozoides, ja que em bovinos 0 cromossomo X tem
cerca de 4% a mais de DNA do que o cromossomo Y (CARVALHO, et al., 2009).

Segundo explicacao de Fernandes e Rodrigues (2015, online):

O método avalia o contetdo de ADN de cada espermatozoide, com o
auxilio de um corante fluorescente especifico de ligacdo ao ADN —
Hoescht 33342. Os espermatozoides com cromossoma X contém
3,8% mais de ADN do que os de cromossoma Y, logo sobre a acéo do
corante brilham mais. Apds a coloracdo, as células espermaticas
carregam-se eletricamente de acordo com a intensidade do seu brilho
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e o aparelho faz a sua separacgéao, direcionando os espermatozoides
X para um terminal e os Y para outro. E uma técnica bastante exata,
conseguindo-se obter 90% do esperma contendo o sexo desejado
(FERNANDES; RODRRIGUES, 2015, online).

A ilustrar-se confira a Figura 2 desenvolvida por Fernandes e Rodrigues (2015,

online), extraida do Portal de Agronegdcios:

Figura 2 — Método da citometria de fluxo para obtencédo de sémen sexado

1. Um cristal pizoeléctrico vibra e quebraa

{ corrente em microgotas (aprox. 70,000
A informagio é transmitida do A
microgotas por segundo).
computador até as gotas para

ue estas sejam electricamente . y
4 ) 2. Um raio laser emite luz UV sobre os

carregadas \ -
/ espermatozdides.
T \ /
é‘:":";%’ 3. Os espermatozoides X emitem 4% a mais de
Computador Y77  Laser '
\| |/ : N,
' A fluorescéncia que os espermatozéides Y.
+ oo 4. A fluorescéncia é detectada e classifica os
{ \
— 0 = O \ espermatozéides como X, Y ou duvidosos.
Detector —// S
3 =3
== ‘.l_ 5. Aplica-se uma carga negativa, positiva
X waste Y ou nenhuma carga as microgotas.
‘ 6. As microgotas carregadas sao desyiadas
quando passam frente ao campo eléctrico
Tanque de descartes gerado por placas.

Fonte: Fernandes e Rodrigues (2015, online)

Em termos gerais, Carvalho (2009) assevera que a finalidade da sexagem de
espermatozoides € mitigar o desperdicio do rebanho, especialmente em se tratando
da atividade leiteira. No mesmo passo, Hossepian (2007) acrescenta que muitos
machos sao sacrificados, implicando em problemas éticos e financeiros. Todo ano,
mais de 600 mil bezerros machos sao sacrificados, gerando um gasto relativo a 42
milhdes de euros para os produtores britanicos, de acordo com a citacdo da época.

Para Lucio (2011), as vacas com alto potencial genético deveriam ser

inseminadas com sémen X, para que possam gerar fémeas aptas a renovacao de
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plantel, ao passo que as outras seriam inseminadas com sémen n&o selecionado, com
menos custo, ou com sémen Y de bovinocultura de corte, o que depende do valor da
palheta do sémen sexado, da disponibilidade do mercado para compra e venda de

machos cruzados, e etc. .

3.2 Vantagens

Sao muitas as vantagens de utilizar-se 0 sémen sexado, a exemplificar-se:
melhor projecdo da quantificagdo do rebanho; maximizacdo dos lucros de carne e
leite; melhor viabilidade em aferir a reposicdo de matrizes; diminuicdo de tempo na
seletividade de plantéis; melhor visibilidade no desenvolvimento de testes de progénie
etc. Contudo, ha que se ressaltar que o sémen sexado possui maior custo econémico
gue o tradicional, fazendo-se necesséaria uma avaliacdo financeira prévia quanto as
vantagens do uso dessa tecnologia (VILLADIEGO et al., 2017).

Segundo pesquisas realizadas por Luz et al., (2000), a seguranca financeira do
uso dessa tecnologia na producdo de ruminantes, verdadeiramente dependendo da
somatoria de bezerros produzidos, reduzindo-se com um sémen menos saudavel. Luz
et al., (1999) ainda asseveram que existiu uma queda expressiva ha porcentagem de
prenhez, ao usar-se o sémen sexado ao invés do ndo sexado. Isso se deve a menor
concentracdo de espermas do sémen sexado que é vendido pelas organizagcfes do
setor, que é expressivamente menor do que a do sémen ndo sexado. Dai o motivo
pela reducéo de fertilidade. Diante dessas justificativas, cabe ao produtor de sémen
medir o custo/beneficio da implantacédo dessa tecnologia.

Os beneficios do sémen sexado séo incontaveis, todavia € preciso frisar que
também existem restricdes, que muitas vezes obstaculizam o uso dessa técnica. A
tecnologia de citometria de fluxo leva a modificacbes na membrana espermatica,
antecipando o procedimento de reacdo acrossémica no espermatozoide depois da
criopreservacao (pré-capacitacao).

Para Neves et al., (2009) esse processo ocasiona uma diminuicdo do tempo de
vida do espermatozoide sexado. Esse fendmeno motiva a retirada do sémen junto ao
lugar de fertilizacdo, bem como na ocasido mais proximo possivel a ovulacao,

podendo gerar maiores incidéncias de prenhez.
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3.3 Desvantagens

As desvantagens desse complexo processo é pode gerar efeitos deletérios nos
espermatozoides e danos irreversiveis em seu DNA, podendo comprometer,
outrossim, a potencialidade positiva do espermatozoide durante o processo de
fertilizacdo e desenvolvimento de embrides. Ressalte-se, ainda, que essas mutacdes
sdo transferidas para os embrifes finais. Dessa forma, a sexagem através de
citrometria em fluxo pode resultar em oscilagdes nos niveis de clivagem (0 a 89%), de
blastocistos (3,5 a 38,8%) e de prenhez apés os 60 dias, diminuindo, portanto, o
namero de nascimentos (CARVALHO et al., 2009).

No mesmo sentido estéo as afirmagdes de Zanon (2016, p. 15):

Entre as desvantagens desta técnica, largamente utilizada nos dias
atuais, podemos citar o alto custo de producdo do sémen (patente
exclusiva), o tempo gasto (que pode chegar até a 9 horas, com 18-36
x 106 espermatozoides sexados por hora) para sexagem de um
ejaculado, a alta quantidade de espermatozoides descartados
(podendo chegar a 75% do ejaculado), menores indices de fertilidade
quando comparado ao sémen nao sexado, maior quantidade de perda
embrionaria e maior taxa de retorno ao cio. A maior parte das perdas
envolvendo a fertilidade do sémen sexado se deve as lesbes dos
espermatozoides provocadas pelo procedimento de sexagem. Estas
lesdes podem ser tanto mecéanicas, quanto pela presenca do corante
intracelular ou pelo tempo de exposicdo dos espermatozoides ao
ambiente durante o procedimento. A presenca destas perdas de
fertlidade em relacio ao sémen convencional, descritas
exaustivamente na literatura, incentiva a busca de aprimoramento
constante da técnica e também o desenvolvimento de novas
tecnologias que permitam a separagéo dos espermatozoides quanto a
presenca do cromossomo sexual (ZANON, 2016, p. 15).

Para se realizar a técnica de citometria de fluxo, Seidel Junior (2007) elencou
12 passos que interferem de sobremaneira em sua eficiéncia e seguranca, bem como
na quantidade total espermatozoides sexados extraidas de um ruminante. Com esses
passos, ao final do processo, pode-se obter aproximadamente 22% dos
espermatozoides, sendo metade de cada sexo, o que de fato, € uma quantidade
infima, significando uma grande perda de espermatozoides.

Para consecucdo do método de sexagem por citometria por fluxo, Scott et al.,

(2018) explicam que se utiliza uma aparelhagem de alto valor econémico e dificil de
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encontrar, exceto se for no ambito de contratacéo ou de licenciamento dos servi¢os

de sexagem de espermatozoides da empresa Sexing Technologies.
4 ANALISE E DISCUSSOES

O estudo foi constituido por 96 arquivos recuperadas no catalogo Google
Académico pertencentes a tematica observada com as palavras-chave: sémen
sexado, bovino, citometria de fluxo, das quais apenas 05 compuseram a amostra por
atenderem os critérios de inclusédo. Todos as pesquisas foram retiradas da plataforma
do Google Académico. Em relacdo as publicacbes selecionadas, foram retiradas
informacdes referentes ao titulo, autor, ano, pais, delineamento, objetivos e principais
resultados, sendo que, para melhor organizacdo, cada um deles foi identificado com
um numero, conforme: (Quadro 1) (Quadro 2) (Quadro 3).

Figura 3 — Busca por ano e relevancia no Google Académico

lo Aradamirns
gie ACademico sexagem cRometna flud bovings n

1]
@
o
o
©
X

[POF] unesp b

M) sCielo.0rg €0

[POF] emauvens com br

[POF] ¢bra oeg be

d¢ saxagem por citometria de Buro

Fonte: produzida pelo autor com base nos dados
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Quadro 1 - Distribuicdo das teses quanto a identificacdo, titulo, autor, ano e

NUMERO
1

NUMERO
1

delineamento (n=05)

TITULO/ AUTOR ANO/PAIS DELINEAMENTO
Uso de aptdmeros na sexagem de Brasil/ Revisédo de literatura
sémen bovino - ZANON, José Eduardo 2016 e experimental
de Oliveira

Sémen sexado através de citometria de Colémbia Reviséo de literatura
fluxo e centrifugacdo por gradiente de 2017

concentracdo - VILLADIEGO, Faider

Alberto Castario et al

Estudo sobre as diferentes técnicas de Brasil/ Revisao de literatura
sexagem de espermatozoides — 2018

SCOTT, Caroline et al.

Evolucéo da utilizacao de Brasil/ Revisao de literatura
espermatozoides sexados — DE LIMA, 2019

Vera F.M. Hossepian

Sémen sexado bovino: a producdo de Brasil/ Pesquisa de campo
embrides in vitro é influenciada pelo 2017

touro doador do material genético?

SERAFIM, Priscila Rodrigues

Fonte: produzida pelo autor com base nos dados

Quadro 2 — Distribuicdo das pesquisas quanto aos objetivos
OBJETIVOS

Os objetivos foram avaliar o uso de trés aptameros desenvolvidos para se
ligarem especificamente ao espermatozoide Y na separagdo magnética por
sexo de espermatozoides de touro, e desenvolver uma técnica de qPCR que
permita realizar facilmente o diagndstico da proporcao sexual em amostras de
sémen.

Apresentar uma revisdo completa e atualizada sobre a origem do sémen
sexuado, 0s requisitos e as técnicas de sexagem espermaticas.

Conhecer melhor sobre a sexagem de espermatozoides bem como as técnicas

utilizadas.
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Demonstrar a eficiéncia do processo de sexagem por citometria de fluxo que
separa 0s espermatozoides X e Y em fungéo da mensuragéo do conteudo de
DNA.

Avaliar a possivel influéncia do touro doador de sémen sexado na taxa de
formacgédo de blastocistos e resultados de concepcdo de embrides produzidos
in vitro.

Fonte: produzida pelo autor com base nos dados

Quadro 3 — Distribuicdo das pesquisas quanto aos objetivos
PRINCIPAIS RESULTADOS

Os aptameros selecionados nédo produziram o efeito desejado de separacao do
sémen conforme a presenca do cromossomo X ou Y, nestas condigbes
utilizadas, mas a diminuicdo da proporcéo relativa de Y em uma das fracbes
nao retidas indica ser possivel a obtencao de resultados em novos testes e
protocolos, com diferentes concentracbes de aptameros e tempos de
exposicao do sémen

A utilizacdo da sexagem espermatica tem obtido resultados na aplicacdo de
biotecnologias da reproducdo assistida, e com isso tem elevado o lucro no
melhoramento genético e tem otimizado a produtividade no sexo escolhido.
Entretanto, ainda existem muitas limitacdes, principalmente referentes al tempo
de exposicdo, o indice de aproveitamento e os resultados de indices de
gestacdo em condi¢cdes de campo. Por outro lado, a dose de sémen sexado
pode custar de duas a oito vezes o valor de uma convencional; da mesma
forma, o seu uso avanca no Brasil.

Das técnicas conhecidas a Unica que permite a comercializacdo das doses
sexadas é a citometria de fluxo que apesar de propiciar 90% de separagéo
ainda existem 10% de erro 0 que torna necessarios mais estudos envolvendo
a técnica.

Importantes modificagdes no processo de sexagem por citometria de fluxo, tais
como pressao, intensidade do laser, diluidores tem levado a diminui¢cdo dos
danos nos espermatozoides e aumentado a viabilidade dos mesmos.
Conclui-se que existe variagdo nas taxas de producdo embrionéria e na
fertilidade de embribes produzidos in vitro de acordo com o touro doador do

sémen sexado.

Fonte: produzida pelo autor com base nos dados
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Da detida leitura dos artigos selecionados, observa-se que o artigo 1 trata mais
do que os conceitos de sexagem e técnicas de sexagens em bovinos. Zanon (2016)
buscou analisar a utilizar de 3 aptameros elaborados para se conectarem
especificamente ao espermatozoide Y na separacdo magnética por sexo de
espermatozoides de touro, e desenvolver uma técnica de gPCR que permita fazer com
mais facilidade o diagnéstico da propor¢céao sexual em amostras de sémen.

No decorrer do estudo, Zanon (2016, p. 12) fez as seguintes observacdes

guanto ao experimento:

Protocolos de separagdo por magnetismo utilizando aptameros
biotinilados foram utilizados em sémen comercial, e duas fracdes de
espermatozoides foram obtidas para cada aptamero testado (livre e
retida). A proporgéo relativa de espermatozoides Y foi analisada em
reacdes de qPCR desenvolvidas para este objetivo. A curva padrdo
utilizada na gPCR foi eficiente para a quantificacdo da proporcéo
sexual relativa em amostras de sémen convencional e sexado.
Diferenca significativa da proporcao relativa de Y foi encontrada na
fracdo de espermatozoides livres do aptamero C12 em relacdo ao
controle (47,7% vs. 51,3%, respectivamente; P = 0,009); as demais
separacdes ndo apresentaram diferenca significativa (ZANON, 2016,
p. 12).

Ao final do estudo, entretanto Zanon (2016) concluiu que os aptameros
separados ndo geraram o efeito almejado, em conformidade com a presenca do
cromossomo X ou Y, nas condi¢cOes utilizadas. Todavia, o estudo apontou que a
diminuicdo da proporcao relativa de Y em uma das fracbes nao retidas, evidenciam
obter resultados em novos testes e protocolos, com diferentes concentracbes de
aptameros e tempos de exposi¢cdo do sémen.

J& os autores dos artigos 2 e 3, que elegeram como metodologia, a revisdo de
literatura, foram capazes de concluir que a utilizacao das técnicas de sexagem bovina
de espermatozoides tem gerado resultados satisfatorios na bovinocultura,
principalmente na selecao de animais machos. Contudo, ainda existem progressos a
serem alcancados, pois muitos espermatozoides tém ficado muito tempo expostos, o
gue pode gerar desperdicios. Com isso, 0 custo-beneficio pode ndo ser o ideal,
podendo causar prejuizos a producao.

Nessa mesma linha de pensamento, Zanon (2016, p. 15) disserta que:
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A maior parte das perdas envolvendo a fertilidade do sémen sexado
se deve as lesdes dos espermatozoides provocadas pelo
procedimento de sexagem. Estas les6es podem ser tanto mecéanicas,
quanto pela presenca do corante intracelular ou pelo tempo de
exposicao dos espermatozoides ao ambiente durante o procedimento.
A presenca destas perdas de fertilidade em relagdo ao sémen
convencional, descritas exaustivamente na literatura, incentiva a
busca de aprimoramento constante da técnica e também o
desenvolvimento de novas tecnologias que permitam a separacao dos
espermatozoides quanto a presenca do cromossomo sexual (ZANON,
2016, p. 15).

Ja no artigo 4, Lima (2019) teve como objetivo demonstrar a eficiéncia do
processo de sexagem por citometria de fluxo que separa 0s espermatozoides X e Y
em funcdo da mensuracao do conteudo de DNA. Sua pesquisa classifica-se como de
revisdo de literatura. No decorrer da pesquisa, Lima (2019, p. 2) afirmou que:

Basicamente, para a sexagem, o0 ejaculado é fracionado e os
espermatozoides incubados em corante fluorescente com afinidade
para DNA (Hoeschst 33342) por cerca de 1 hora. Este corante liga-se
a dupla hélice evidenciando as diferencas de conteido de DNA entre
0s espermatozoides X ou Y. Os espermatozoides X ou Y sao
colocados no citbmetro de fluxo e passam em fila Unica através de um
tubo eliptico. No fim do trajeto 0s espermatozoides saem
individualizados em gotas (devido a vibracdo durante o trajeto) e sobre
elas incide um feixe de laser que evidencia a fluorescéncia. Os sinais
fluorescentes emitidos pelo nilcleo dos espermatozoides sao
coletados, simultaneamente, por detectores épticos posicionados a 0°
e 90° em relacdo a face plana e extremidades da cabeca,
respectivamente. Os detectores convertem estes sinais para sinais
elétricos que carregam positivamente e negativamente as gotas
contendo o espermatozoide X ou Y, respectivamente, de acordo com
a intensidade de fluorescéncia. As gotas passam por um campo
eletrostatico e séo coletados em dois tubos distintos de acordo com a
carga elétrica. Esses tubos contém tampdes apropriados para manter
a viabilidade espermatica e preparar as células para o resfriamento.
As gotas vazias e aquelas que ndo estdo dentro dos padrdes de
fluorescéncia estabelecidos (que conttm mais que um
espermatozoide) continuam no feixe central e caem em um tubo para
descarte (LIMA, 2019, p. 2).

Lima (2019) foi exitoso em concluir sua hipotese pois teve como evidenciou que
a producdo de sémen sexado de alta fertilidade precipitara o seu alto uso da
bovinocultura, gerando a otimizacdo do progresso genético. Ademais pode mitigar as
perdas, melhorar o bem-estar animal e gerar mais lucros na producéo.

Ja o ultimo artigo selecionado, foi elaborado por Serafim (2017) e trata-se de

uma pesquisa de campo. Serafim (2017, p. 6) explicou como foi realizada a pesquisa:
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Para este experimento foram utilizadas 29 vacas holandesas
doadoras de embribes de uma Unica fazenda situada no municipio de
Rio Vermelho/MG. As doadoras bovinas foram selecionadas de
acordo com sua producédo leiteira, histérico reprodutivo e meérito
genético. As vacas foram submetidas a aspiracéo folicular e houve
uma selecao dos ovadcitos viaveis, que foram fertilizados com material
genético sexado de fémea de sete touros da ragca Gir. A taxa de
formacado de embribes no cultivo in vitro e a taxa de concepc¢éo apés
a transferéncia de embribes (TE) foram computadas. Os resultados
obtidos foram analisados através de teste Qui-quadrado utilizando
software Graph Pad Prism Instat 5.0®, considerando nivel de
significancia de 5% e tendéncias foram consideradas quando
0,05<P<0,10. Foi observada grande variacdo na taxa de producéo de
embrides, que oscilou de 16,09% a 47,83%, com média de 31,97 +
8,57, havendo tendéncia de influéncia do touro/sémen sexado sobre
as taxas de formacdo de blastocistos (P=0.0659). Na taxa de
concepcao dos embrides transferidos observou-se efeito significativo
exercido pelo sémen sexado (p=0.0230), com resultados oscilando
entre 12,5% a 77,78%, na dependéncia do touro doador do sémen
(SERAFIM, 2017, p. 6).

Ao final da pesquisa, Serafim (2017) constatou que existe grande oscilacéo nos
niveis de producdo de embrido e na fertilidade de embrides produzidos in vitro em

conformidade com o animais doador do sémen sexado.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Através da revisdo de literatura apresentada, foi possivel concluir que a
utilizacdo de sémen sexado € uma ferramenta biotecnoldgica que tem muito a
acrescentar dentro da bovinocultura. No entanto, os estudos precisam ser mais
aprofundados pois existe muito desperdicio de espermatozoides, danos irreversiveis
no DNA separado, o que pode gerar prejuizos na producao e efeitos éticos, todavia a
técnica de citometria € uma técnica com efetividade, inclusive financeira. Espera-se
gue com o desenvolvimento de mais estudos visando aprimorar a habilidade da
sexagem que os resultados futuros sejam bem mais promissores do que os resultados

acompanhados recentemente.
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