Ciéncia Animal, v.33, n.2, p.118-130, abr./jun., 2023.

TECNICAS DE SEXAGEM ESPERMATICA E SUA
IMPORTANCIA NA PRODUCAO ANIMAL

(Sperm sexing techniques and their importance in animal production)

Leonardo Alves Rodrigues CABRAL'; Wallison Bruno PACHECO?; Suane Silva
Alves dos SANTOS?; Adriano da Silva PRADO?; José Ferreira NUNES*

Laboratorio de Tecnologia do Sémen Caprino € Ovino da Faculdade de Veterinaria (UECE). Av. Dr. Silas
Munguba, 1700. Campus do Itaperi. CEP: 60.714-903; PPGCV (UECE); *Faculdade de Veterinaria
(UECE); “PPGBIOTEC (UECE). *E-mail: leonardoarcabral@outlook.com

RESUMO

O sémen sexado tem grande potencial para a producdo animal, permitindo a selecdo do sexo de produtos desejados,
de acordo com o sistema de producao (leite ou carne), reduzindo custos e apresentando um melhor aproveitamento
da criag¢do animal. No entanto, esse método ainda é pouco utilizado em protocolos in vivo, como inseminagio
artificial (I.A) intrauterina e transcervical, pois os métodos mais empregados para esse fim ainda causam diversas
alteragdes deletérias na qualidade seminal. Baseado nisto, novas metodologias de sexagem tém sido pesquisadas,
para tornar essa biotécnica mais pratica e barata. O estudo de novas técnicas de sexagem visa promover melhor
qualidade nos pardmetros seminais, apos sexagem, com menor custo, melhor aproveitamento do ejaculado e boas
taxas de concepgdo para a inseminagdo in vivo. Desta forma, o objetivo desta revisdo foi abordar os avancos na
sexagem espermatica e sua importancia para a produgdo animal.
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ABSTRACT

Sexed semen has great potential for animal production, allowing the selection of sex of desired products according
to the production system (milk or meat), reducing costs, and showing better use of matrices. However, this method
is still little used in in vivo protocols, such as intrauterine and transcervical artificial insemination (Al), as the
most used methods for this purpose still cause several deleterious changes in seminal quality. Based on this, new
sexing methodologies have been researched to make this biotechnique more practical and inexpensive. The study
of new sexing techniques aims to promote better quality in seminal parameters after sexing with lower costs, better
ejaculate utilization, and good conception rates for in vivo insemination. Thus, this review aimed to address
advances in sperm sexing and its importance for animal production.
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INTRODUCAO

Segundo a ONU (2012), a populagdo mundial, em 2050, sera superior a 9,5 bilhdes de
pessoas, portanto, o aumento na produtividade ¢ essencial para as futuras demandas. O Brasil
possui uma area legal pequena para a expansao agropecuaria, porém, incrementos na tecnologia
que aumentem a produtividade poderdo ajudar a suprir as futuras demandas (SAATH e
FACHINELLO, 2018). Nesse cenario, o uso de tecnologias que propiciem o aumento da
producdo de alimentos ¢ de extrema importdncia, a sexagem espermatica permite a
maximizacdo da producdo animal, com menor custo. Além disso, essa tecnologia pode ser
somada com o uso da IA, conferindo-lhe papel relevante na maximizagao do progresso genético
entre geragdes, de acordo com as necessidades de cada programa de melhoramento genético e
da aptidao do rebanho (HOSSEPIAN DE, 2007).
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A sexagem espermatica vem sendo estudada, com o intuito de separar os gametas,
baseando-se nos cromossomos sexuais (“X” e “Y”), tendo como pardmetro as diferencas
estruturais entre esses gametas. Na producao animal, principalmente na criagdo de bovinos, o
sémen sexado vem sendo mais aplicado na drea comercial, devido ao potencial de obtengao de
incrementos na produtividade de carne e leite. Além disso, essa biotécnica permite uma
aceleracdo nos programas de melhoramento genético. A sexagem espermatica demonstra
grande potencial, no entanto, a aplicagdo dessa, a campo, associada a inseminagao artificial em
tempo fixo, ainda ¢ discutida quanto a vantagens e custo-beneficio (SHARPE e EVANS, 2009;
BRITO et al., 2018).

A utilizacdo da sexagem espermatica ¢ de grande valor para a industria leiteira, pois
permite a selecdo do nascimento de fémeas, o que possibilita aumento na produgdo de leite,
sem a necessidade de aumentar o plantel e propicia melhoramento genético em menor intervalo
de tempo. Na industria de animais para corte, onde o macho ¢ mais desejado, devido ao melhor
rendimento de carcaga, essa biotecnologia também pode ser usada, melhorando a producao de
carne (SEIDEL, 2007).

A sexagem espermdtica ¢ uma das técnicas mais esperadas pela industria de
inseminacado artificial (IA). De fato, na produc¢do animal, como de ruminantes, suinos e aves,
essa técnica pode promover aumento na produ¢do de alimentos, nos rendimentos e no melhor
aproveitamento de animais de alto valor zootécnico. As primeiras pesquisas de presselecao
foram realizadas, com base na separa¢do de espermatozoides de coelhos e de suinos por
centrifugacao (BATISTA et al., 2008). Ao final da década de 1960, com o uso do citometro de
fluxo, houve um aumento no interesse em mensurar o DNA das células, principalmente para o
diagnostico de cancer. Na reproducdo, essa técnica foi utilizada para avaliar alteragdes
espermaticas, associadas a danos genéticos (JOHNSON e WELCH, 1999).

Diante do exposto, esta revisdo teve por objetivo abordar as novas técnicas usadas na
sexagem espermatica e seu potencial para a produc¢do animal.

DESENVOLVIMENTO

Sexagem espermatica

A sexagem espermadtica ¢ de grande importancia para a producao leiteira, em ambito
comercial, pois a selecao do sexo permite redugdo no nascimento de machos, o que reduz gastos
e intensifica o investimento em fémeas, com obtencao de maior producao e utilizacdo de menos
animais. Essa vantagem também ¢ observada na producao de carne, sendo possivel promover
0 maior nascimento de machos, possibilitando maior rendimento de carcaca. Além disso, em
ambos os casos, ha menos desgastes das fémeas matrizes, que poderdo gerar mais produtos
rentaveis, com menor niimero de partos (BRITO et al., 2018). Nesse contexto, essa biotécnica
¢ promissora para as futuras demandas do mercado, no mundo, segundo Fernandes ¢ Mioto
(2019), até o final do século XXI, a produ¢dao mundial de carne bovina terd aumento de 37%, a
ovina/caprina devera aumentar em 55% e a de leite, em pequenos ruminantes e bovinos, em
63%.

A sexagem espermatica vem sendo pesquisada, permitindo a criagdo de novas técnicas
de separagdo de espermatozoides “X” e “Y”’; no entanto, essas técnicas ainda estdo em processo
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de adequacdo e validagdo, por ainda causarem danos irreparaveis aos espermatozoides e ao seu
DNA (SCOTT, 2018). A citometria de fluxo ainda ¢ a técnica que permite a comercializa¢ao
das doses sexadas, devido aos 90% de acuidade ja comprovada (SHARPE e EVANS, 2009).
No entanto, tem-se obtido avancos nas novas técnicas de sexagem, como utilizacdo de
anticorpos especificos (MATTA, 2003), uso de nanoparticulas magnéticas (DOMINGUEZ et
al.,2018), ¢ a técnica de SexedUltra™ (GONZALEZ-MARIN et al., 2018) dentre outras; que,
tém por objetivo serem alternativas mais praticas e com menos efeitos deletérios ao sémen.
Sendo assim, as metodologias de sexagem, para serem consideradas eficientes,
precisam atender aos seguintes requisitos: a acdo sobre as fun¢des espermaticas ser a menor
possivel; serem eficientes; todas, ou a maioria das células devem ser sexadas, com o minimo
descarte e perda de espermatozoides, durante o processo; ter acuidade de 100%; ser
reproduzivel; ser rapida e pratica e ter custo acessivel o suficiente para se difundir no mercado
(BATISTA et al., 2008). Vale ressaltar, que a biotécnica da criopreservagdo seminal, utilizada
juntamente com a sexagem espermatica, pode ter um papel relevante (FERRE et al., 2018).

Diferencas entre espermatozoides “x” e “y”

Algumas técnicas de sexagem sdo baseadas nas diferencas fisicas entre os
espermatozoides “X” e “Y”, como diferengas na carga elétrica, no tamanho e morfologia de
cabeca, no contetido de DNA e na massa (VILLADIEGO et al., 2018). As cargas elétricas entre
os espermatozoides portadores dos cromossomos X e Y sdo diferentes, possuem carga de -20
mV e -16mV, respectivamente. Essa diferenca permite explorar técnicas que possam separar os
espermatozoides (DOMINGUEZ et al., 2018). Uma dessas técnicas consiste no uso de
nanoparticulas magnéticas, que, através de adicdo de metal ao meio e com uso de ima, ¢ capaz
de separar esses espermatozoides (CASTEX e LOSINNO, 2018).

A citometria de fluxo se baseia na diferenca entre a quantidade de DNA nos
espermatozoides portadores dos cromossomos X e Y. O espermatozoide que contém
cromossomo X possui maior quantidade de DNA, em média 4% a mais, dessa forma, os
corantes usados coram mais fortemente os espermatozoides com maior quantidade de DNA,
permitindo, assim, que o citdmetro separe a populagdo espermatica (SEIDEL, 2007). Na célula
espermatica, diferente da maioria dos outros tipos celulares, hd uma compactacao excessiva da
cromatina na cabega do espermatozoide, que ¢ morfologicamente plana, a qual provoca alto
indice de refragdo, ocasionando uma diferenga entre a cabeca do espermatozoide € o meio
circundante, o que resulta na emissdo preferencial de luz, no plano da célula. Devido a essa
propriedade, a orientacdo da cabega do espermatozoide, em relagdo ao feixe de laser de
excitagdo e aos detectores Opticos € critica para a resolucdo (JOHNSON et al., 1994).

A técnica de SexedUltra™ consiste em uma adaptacdo de uma técnica de coloragio
(SEIDEL e GARNER, 2002). As técnicas de coloracdo se baseiam, principalmente, no tamanho
e morfologia da cabeca, ou nas diferencas de massas existente entre os espermatozoides de
cromossomos diferentes. A imunossexagem, diferente das demais citadas, ndo se baseia em
uma diferenca fisica entre os espermatozoides, mas, sim, na diferenca de proteinas especificas
expressas na membrana, que permitem o uso de anticorpo especifico para o espermatozoide que
se deseja eliminar, com produgdo de anti-proteina “X” ou anti-proteina “Y” (MATTA, 2003).
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Citometria de fluxo (CF)

Desde os primeiros nascimentos de animais com sémen sexado, através do citometro
de fluxo (JOHNSON et al., 1989), que foi realizado em coelhas, cirurgicamente inseminadas
no oviduto, estudos com sexagem espermatica, em diversas espécies, vém sendo realizados,
para avaliar as diferencas no conteudo de DNA dos espermatozoides entre as diferentes espécies
e para tentar aprimorar essa separacdo. O espermatozoide “X” contém maior quantidade de
DNA que o espermatozoide “Y”; portanto, a medigdo na quantidade de DNA de cada
espermatozoide pode diferencia-los em “X” e “Y” (SEIDEL, 2007). A técnica desenvolvida
pelo laboratdrio de Livermore, que consiste na sexagem por quantificagdo de DNA, usando a
CF, foi a mais utilizada (FOOTE, 2002). Mensuragdes no conteido de DNA foram realizadas
e foram constatadas variagdes entre os espermatozoides “X” e “Y”, com diferenca de 3,6% no
suino; 3,7% no garanhao; 3,8% no bovino; 3,9% no cdo e 4,2% no ovino (BATISTA et al.,
2008).

O método de CF consiste na mensuracao da quantidade individual de DNA de cada
célula espermatica pela fluorescéncia emitida pelo corante Hoechst 33342, que se liga ao DNA.
Devido a diferenga na quantidade de DNA, os espermatozoides “X”, ap0s serem expostos ao
corante, apresentam brilho mais intenso que os espermatozoides “Y”. Em seguida, os
espermatozoides passam em uma fila Gnica, que contém um campo elétrico, que separa e os
direciona para um tubo de coleta, a partir das diferengas de carga elétricas, positivas ou
negativas (VILLADIEGO et al., 2018).

Em bovinos, tem-se utilizado protocolos, em que o ejaculado ¢ diluido para uma
concentragdo de 200 x10° espermatozoides/mL, em meio Tris, suplementado com o corante
fluorescente Hoechst 33342, de 49 a 65mM, incubado durante 45 minutos, a 35 °C. Apés a
coloracdo, as amostras sao diluidas, na proporcdo de 1:1, em meio Tris, suplementado com 4%
de gema de ovo e 0,0015% de corante alimentar e filtrado, através de um filtro de 50um, para
remover detritos ou células aglutinadas antes da triagem. As amostras sdo submetidas a um
citdmetro (MoFlo SX, Beckman Coulter, USA), projetado para a sexagem espermatica de alta
velocidade (20.000 células/s), operado a 40psi, com laser pulsado de diodo sélido, a 125mW,
com fluido da bainha bovina. As comportas sdo ajustadas, para atingir 90% de pureza e os
espermatozoides sexados sdo classificados em meio Tris. Depois de serem refrigerados a 4 °C
por 90 min., os espermatozoides sexados sdo centrifugados e diluidos em Bioxcell, para
alcangar a concentracdo de 2 x10° espermatozoides/mL (IMV, L'Aigle, France). Por fim, o
sémen ¢ envasado em palhetas de 0,25mL e congelados (CARVALHO et al., 2018).

Em estudo de BLONDIN et al. (2009), foi relatado que de 82 embrides produzidos no
laboratério, com sémen sexado por CF de diferentes touros, 92% eram do sexo feminino,
conforme determinado com técnicas de PCR padrdo, indicando a alta proporcdo de
espermatozoides “X” em sémen sexado. A técnica utilizada se baseia em um trabalho de
Johnson et al. (1999), onde o citdometro de fluxo separa os espermatozoides com um laser de
excitacdo e placas de deflexdo de alta tensao (Fig. 01), através do conteudo do DNA XN, apds
um tratamento com fluorocromo (Hoechst 33342), que se liga ao DNA, possibilitando que o
detector de fluorescéncia diferencie o cromossomo Y (mais escuro), do cromossomo X (mais
brilhante).

O uso de CF in vivo ¢ limitado, devido aos altos custos e taxas de fertilidade reduzidas
(CARVALHO et al., 2018). Essa diferenca de fertilidade entre seu uso in vitro e in vivo
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demonstra que o processo de sexagem por citometria de fluxo afeta a capacidade do
espermatozoide de conseguir alcangar e de se ligar ao ovocito.
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Figura0l: Separacdo de espermatozoides pelo citdmetro de fluxo com laser e placas de
deflexao.

Os espermatozoides sdo analisados por citometria de fluxo (a), quanto ao seu contetido
de DNA, coletando informagdes de fluorescéncia, que sdo proporcionais ao contetido de DNA
da face achatada da cabeca do espermatozoide. Esta informacdo ¢ coletada no detector de
fluorescéncia de 0" (uma modificacao). O detector de fluorescéncia de 90" ¢ usado, para
determinar como o esperma ¢ orientado. As janelas de classifica¢dao (b) em torno do esperma
com cromossomo Y, mais escuro ¢ do esperma com cromossomo X, mais brilhante sdo usadas,
para determinar quais espermatozoides sdo coletados. A valida¢do do esperma classificado ¢
feita, reanalisando alguns dos espermatozoides de ambas as fragdes coletadas, Y (c) e X (d).

A CF apresenta custo elevado e tem utilizagdo limitada, pois leva, aproximadamente,
30 minutos para sexar uma dose de s€émen, sendo pouco pratica na utilizagdo comercial. Além
disso, o sémen passa por diferentes processamentos, aumentando as chances de haver danos e
estresse a cé¢lula espermatica. Carvalho ef al. (2018) avaliaram sémen criopreservado bovino
sexado, quanto ao tempo de sobrevivéncia da célula espermatica e a capacidade de se ligar a
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células do oviduto. O sémen ndo sexado obteve resultados superiores, em parametros como
motilidade e estabilidade de membranas e o processo de sexagem afetou a capacidade do
espermatozoide em se ligar e permanecer ligado a células ovidutais. Em estudo de Carvalho et
al. (2013), foi identificado que a sexagem por CF altera a forma da cabega do espermatozoide
e algumas caracteristicas de superficie, como rugosidade da membrana plasmatica.

Resultados satisfatorios na CF dependem de uma boa qualidade do sémen, com
viabilidade superior a 90% no sémen a fresco, boa concentra¢cdo espermatica, de acordo com a
espécie (1 x10%/mL em bovinos), correlacionada com motilidade espermatica satisfatéria no
ejaculado (OSES et al., 2009). As células espermaticas sdo expostas a processos fisicos e
quimicos, como diluicdo, incubagdo, coloragdo, passagem pelo CF, exposicdo ao laser,
centrifugacdo e pressdo. Esses processos causam danos, induzem capacitagdo e provocam
quedas na qualidade espermatica, sendo ainda mais prejudicial, se o sémen for usado para a
criopreservacao (SEIDEL e GARNER, 2002).

A busca por outras tecnologias visa a substituicdo da CF por tecnologias que sejam
mais econdmicas € que exijam menos processamento do sémen, o que reduz danos aos
espermatozoides e que possa ser usada com efetividade na inseminacao artificial (SHARPE e
EVANS, 2009).

Imunossexagem

A imunossexagem, desenvolvida por MATTA (2001), ¢ uma metodologia que faz o
uso de anticorpo monoclonal contra proteina sexo-especifica, associada a via classica do
complemento, que ¢ capaz de utilizar anticorpos para espermatozoides de cromossomo
indesejavel. E um método mais simples, mais barato e com menos efeitos negativos sobre o
sémen; além disso, ndo ha limite no numero de espermatozoides para a sexagem.

O antigeno H-Y foi mencionado pela primeira vez em 1955. por Eichwald e Silmser,
através de estudos com transplantes de pele em camundongos, onde havia rejei¢do do
transplante por parte das fémeas. A constatacdo foi observada em alto grau em outras espécies
de mamiferos isogénicos, como ratos (BILLINGHAN e SILVERS, 1960) e coelhos (CHAI,
1968). A presenga do antigeno pode ser verificada, por meio do teste de citotoxidade e pela
deteccao de anticorpos macho-especificos. Os principais problemas dessa abordagem sao as
transcrigdes limitadas que ocorrem em célula haploide e pontes citoplasmaticas, que se formam
entre os espermatozoides, at¢é momentos antes da liberagdo do epitélio seminifero
(PARKINSON e MORREL, 2019).

O papel da proteina H-Y consiste na diferenciacdo sexual embriondria, pois sem a
presenga do cromossomo “Y”, a gbnada embrionéria se desenvolverd em ovario (WACHTEL
et al., 1975). Os peptideos H-Y s3o apresentados como um grande complexo de
histocompatibilidade de moléculas sobre a superficie da célula, viabilizando a sexagem dos
espermatozoides em larga escala, através da imunologia, pelas proteinas de superficie por
anticorpos especificos, anti-espermatozoide “X” e anti-espermatozoide “Y” (HENDRIKSEN,
1999). Em estudo de SOUZA et al. (1999), avaliou-se o uso de anticorpo monoclonal contra
uma proteina macho-especifica de peso determinado (19 kDa), expressada na superficie de
espermatozoides de cromossomo “Y”, em sémen fresco, ndo lavado de bovinos. Nesse
experimento, foi observado que a adi¢ao de anticorpo e complemento obtido de soro de cobaia
gerou menor perda da qualidade seminal e ndo apresentou formacao de grumos.
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Bradley et al. (1987) identificaram uma proteina com peso molecular de 25kDa, sendo
descrita como a proteina macho-especifica presente em espermatozoides de ovinos. Tilburg et
al. (2006) identificaram antigeno macho-especifico de ovinos, ao estudarem proteinas de peso
de 25 kDa, com diferentes hidrofobicidades.

Em experimento de Matta (2003), foi realizado o método de sexagem com anticorpo
monoclonal. Esse método abrange trés etapas: coleta do sémen; adi¢cao de anticorpo monoclonal
anti-proteina macho-especifica e adicdo de complemento. Sendo esperado, apos isso, 50% de
motilidade no sémen, correspondendo a morte dos espermatozoides de cromossomo indesejado.
Para tanto, a fonte de complemento utilizada foi testada, quanto ‘a espécie animal e aquecida,
visando desativar a via alternativa do complemento, sem comprometer a via cldssica, pela
inativagdo da proteina B. A inativa¢do da via alternativa tem por objetivo manter a selecdo de
apenas um tipo de célula espermatica. Os anticorpos macho-especificos foram utilizados, para
reconhecer espermatozoides portadores do cromossoma Y. Nesse experimento, obteve-se taxa
de 80% de embrides fémeas, utilizando 20uL de liquido ascético e 20uL de soro de cobaia,
aquecido a 52,2 °C, sendo observado que, nessas condi¢des, a motilidade espermatica nao foi
alterada e houve menor consumo de reagentes.

Portanto, baseado nesses dados, observa-se que o método de imunossexagem tem
mostrado ser mais simples, com melhor custo-beneficio e sem efeitos negativos sobre o
desenvolvimento embrionario, tendo, ainda, como vantagem, o uso de todo o ejaculado, ndo
havendo limite para o nlimero de espermatozoides sexados.

Em relacdo aos custos, foi demonstrado que as doses confeccionadas com sémen
imunossexado tem custo muito menor, em relagdo as doses sexadas com CF. Além disso, o tipo
de mao de obra e a técnica mais simplificada, sem necessitar equipamentos pesados e de alto
custo, justificam seu melhor aproveitamento a campo por profissionais que nao precisam ser,
necessariamente, especializados (MAIA et al., 2020).

Portanto, a imunossexagem pode ser uma alternativa para sexagem espermatica, tendo
como vantagem, em relagdo a CF, o uso de todo o ejaculado, apresenta menor custo e mais
pratica de se fazer a campo com a capacidade de ser mais efetiva nas rotinas de IA. No entanto,
essa tecnologia ainda ndo ¢ utilizada em larga escala, por ter confec¢ao ainda limitada,
principalmente, no que diz respeito as outras espécies domésticas e ainda ¢ indisponivel no
mercado, principalmente, por se tratar de uma tecnologia ainda sob patente.

Sexedultra™ (SU)

O método SexedUltra™ consiste na separacao dos espermatozoides quanto ‘a presenca
do cromossomo “X” ou “Y”, utilizando o método basico de diluicdo e coloragdo de sémen,
como descrito em Seidel e Garner (2002), com modificagdes. Esse método ¢ uma revisao das
condicdes sob as quais o s€émen ¢ processado e classificado, incluindo o uso dos sistemas de
classificacdo espermatica Digital Genesis™, projetados em colaboragao com a Cytonome ST
LLC. As formulagdes de midia no método SexedUltra ™ s3o secretas e de propriedade
intelectual da Inguran LLC, através da patente US 9,781,919. SexedUltra™ foi avaliado em,
aproximadamente, 90% de pureza do cromossomo “X” (GONZALEZ-MARIN e al., 2018).

Lenz et al. (2016) avaliaram a diferencga entre método XY e SexedUltra (SU), com
inseminacdo de 6.930 novilhas da raga Holandesa e foi constatada uma maior taxa de
concepedo, usando o método SU (p<0,001), em comparagdo com o método XY (45,7+1,7 vs.
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41,2+1,6%). Em um outro experimento, nesse mesmo estudo, os autores utilizaram diferentes
concentragdes de espermatozoides por palheta de inseminag¢do, o que apresentou melhor
resultado com o tratamento SU, com 4 x10° sptz/palheta.

Gonzéalez-MarinN et al. (2018) realizaram experimento in vitro, utilizando s€émen
bovino fresco e descongelado com SU e tratamento convencional, avaliando tempo de
incubacdo. Foi observado que o s€men sexado por SU descongelado obteve melhores taxas de
acrossoma integro, apos incubacao de 3 horas, a 37 °C, enquanto no s€émen refrigerado . A
fragmentacdo de DNA foi menor, no SU, em compara¢do com o convencional, durante todo o
periodo de incubagdo, a 37 °C.

Thomaz et al. (2017) realizaram IATF, com sémen sexado por SU e sémen
convencional. Ao final de 60 dias, apo6s IA, as taxas de concepcdo ndo diferiram entre os
diferentes tratamentos, com taxas de 89% para sémen sexado e convencional. O sexo fetal foi
identificado em 389 novilhas, no total. O método teve uma 6tima acuracia, com o nascimento
de 96% de fémeas, enquanto, com o tratamento convencional, houve nascimento de 49% de
fémeas.

A técnica de SexedUltra™, apesar de ainda ter sua metodologia sob segredo de
patente, demonstra avangos na sexagem, em relacdo a técnicas de citometria de fluxo
convencional. A citometria, apesar de mais utilizada, pode provocar lesdes no DNA e causar
perdas significativa na qualidade seminal.

Nanoparticulas magnéticas

A técnica de separacao magnética de cé€lulas (Magnetic Activated Cell sorting-MACS)
¢ uma metodologia recente, usada em protocolos de reproducao assistida. Esta tecnologia tem
mostrado que € possivel separar espermatozoides moveis, vidveis e morfologicamente normais,
que exibem uma tolerdncia significativa na criopreservacdo e tem melhor potencial de
fertilizagdo. MACS ¢, tecnicamente, um processo convenientemente facil de aplicar em
laboratério (CASTEX e LOSINHO, 2018).

Nanoparticulas magnéticas (NPM) s3o adicionadas ao meio diluente e se ligam ao
espermatozoide “Y”, que €, entdo, atraido por imas, enquanto o espermatozoide “X” permanece
no meio. As nanoparticulas possuem um didmetro de 50 nandmetros € sdo compostas por um
nucleo de ferro magnético, coberto por silica e carregados negativamente. Dessa forma, os
espermatozoides “Y” se ligam a essas nanoparticulas, a amostra de s€émen fica exposta aos imas
durante 20 minutos; assim, o complexo espermatozoide “Y’-NPM fica fixado a parede do tubo,
devido "a forga magnética, enquanto os espermatozoides portadores de cromossomo X
permanecem suspensos no meio (DOMINGUEZ et al., 2018).

O potencial Zeta ¢ o potencial elétrico que se produz no plano de deslocamento do
espermatozoide, entre sua membrana plasmatica e o ambiente circulante, que possui carga
negativa. No espermatozoide “X”, essa carga ¢ de -20mV, enquanto, no “Y”, essa carga ¢ de -
16mV (CASTEX e LOSINHO, 2018). Devido a esse fato, as NPM tém maior afinidade pelo
espermatozoide Y, se unindo a eles.

Castex e Losinho (2018), ao realizarem IA em equinos com sémen sexado, utilizando
a técnica de nanoparticula magnética, inseminaram 26 éguas com células espermaticas de
cromossomo X, dos 26 animais nascidos 25 eram fémeas. A viabilidade espermatica ndo foi
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afetada pelo método. As taxas de motilidade ndo diferiram entre grupo sexado e grupo controle,
mesmo pos-congelagao.

Em experimento in vitro, Dominguez et al. (2018) avaliaram a técnica de
nanoparticulas em sémen de jumentos, onde 90% do sémen foi, de fato, sexado. Nao houve
diferenca entre o s€émen sexado e o controle, quanto a viabilidade, motilidade e parametros de
velocidade, reacao de acrossoma e fragmentacdao de DNA.

A técnica de sexagem por nanoparticulas tem, por vantagem, ndo necessitar de
equipamentos caros ou tecnificados, o material pode ser levado a campo e ¢ de facil
manipulacdo. Essa técnica, portanto, apresenta vantagens importantes, em relagao a praticidade.
O aprimoramento da nanotecnologia e confeccdo desses materiais torna essa técnica com
grande potencial para reduzir custos e facilitar o uso, para profissionais da area.

Importancia do uso de biotécnicas na caprinocultura

O Brasil representa o 22° maior rebanho mundial de caprinos. O rebanho nacional de
caprinos, em 2017, alcangou 9,59 milhdes de cabegas, sendo 8,9 milhdes na regido Nordeste.
Portanto, pode-se observar que o rebanho brasileiro consiste no efetivo da regido Nordeste
somado a uma pequena participagdo de outros estados (MAGALHAES et al., 2018). Apesar do
potencial da espécie para o desenvolvimento da agropecudria na regido Nordeste, esse efetivo
teve uma reducdo de 14%, desde 2005 (IBGE, 2017). Segundo McManuus et al. (2014), 70%
do rebanho ¢ formado por caprinos naturalizados e exoticos, de animais sem padrdo racial
definido e criados extensivamente.

O Estado do Ceara possui 1.075.850 cabecas de caprinos, o que corresponde a,
aproximadamente, 18% do total nacional, sendo o 4° colocado em efetivo caprino do Brasil,
superado pela Bahia, Pernambuco e Piaui (IBGE, 2017). Estados como Paraiba e Rio Grande
do Norte detém as maiores produgdes de leite de cabra, 18 mil e 10 mil litros de leite por dia,
respectivamente. Apesar da baixa expressdo em termos quantitativos, a exploracdo da cabra
tem uma importancia socioecondmica, para geracdo de emprego e renda no Brasil (LOBO et
al.,2010).

Baseado no efetivo de caprinos da regido Nordeste, pode-se observar a importancia e
potencial da caprinocultura na regido. O uso de biotécnicas reprodutivas, como criopreservacao
seminal, sexagem espermatica e tecnologias de reproducao assistida sdo essenciais para o
melhoramento genético. O sucesso de novas biotécnicas seminais na producdo animal ¢
importante para o incremento tecnologico na cadeia produtiva.

CONCLUSOES

O uso de sémen sexado ¢ importante para o desenvolvimento da producdo animal e
tem a capacidade de garantir maior produgdo, com maximizac¢ao do progresso genético, uso
mais racional dos animais e aumento dos lucros no sistema de producao, além de minimizar as
perdas. As novas técnicas de sexagem, como a nanossexagem, aliada a técnica de anticorpo
especifico para cromossomos X e Y parece ser o método de sexagem mais promissor, por ser
mais simples de se realizar e causar menos danos para as células espermaticas, o que promove
melhor aproveitamento do ejaculado. O desenvolvimento dessa técnica necessita que a
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metodologia seja eficiente e atenda as caracteristicas necessarias, para que seja viavel e se
difunda no mercado, para ter a capacidade de ser usado em larga escala. As técnicas de sexagem
tém evoluido, sendo melhor aproveitadas com o uso da inseminacao artificial em tempo fixo in
vivo, principalmente apos emprego da criopreservagdo. No entanto, muitas questdes ainda
precisam ser elucidadas e mais pesquisas sdo necessarias, para aprimorar, ou até desenvolver
novos métodos, que possam atender ao mercado.
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