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USO DE APTAMEROS NA SEXAGEM DE SEMEN BOVINO

RESUMO - Novas metodologias para a sexagem de sémen sao buscadas
devido a citometria de fluxo apresentar limitacbes e desvantagens e 0s
aptameros surgem como potenciais candidatos para a identificacdo de
espermatozoides conforme a presenca do cromossomo X ou Y. Os objetivos
foram avaliar o uso de trés aptameros desenvolvidos para se ligarem
especificamente ao espermatozoide Y na separacdo magnética por sexo de
espermatozoides de touro, e desenvolver uma técnica de qPCR que permita
realizar facilmente o diagndéstico da proporcdo sexual em amostras de sémen.
Protocolos de separacdo 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 proporcédo relativa de
espermatozoides Y foi analisada em reacfdes de qPCR desenvolvidas para este
objetivo. A curva padrao utilizada na gPCR foi eficiente para a quantificacdo da
proporcdo 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. Os aptameros selecionados ndo produziram o efeito
desejado de separacao do sémen conforme a presenca do cromossomo X ou Y,
nestas condi¢Bes utilizadas, mas a diminuicdo da proporcéo relativa de Y em
uma das fracdes ndo retidas indica ser possivel a obtencédo de resultados em
novos testes e protocolos, com diferentes concentracdes de aptameros e tempos

de exposicdo do sémen.

Palavras-chave: Aptameros de Nucleotideos; Bovinos; Espermatozoides; Pré-

Selecéo do Sexo; Real-Time PCR



APTAMERS IN BOVINE SPERM SEX-SORTING

SUMMARY - Sex preselection of livestock offspring represents a big potential
for genetic improvement. There are a search for new methods to sex-sort bull
semen in order to avoid the limitations of flow cytometry/cell sorting technique.
Aptamers emerge as potential candidates for sperm identification relative the
presence of chromosome X or Y. In this work, the objectives were 1, to evaluate
three aptamers developed to specifically binding to the Y-bearing sperm in
magnetic separation by sex of bovine sperm and 2, to develop a SYBR Green
Real-Time PCR method to determinate sex ratio in bovine semen in semen
samples. Separation protocols by magnetism using biotinylated aptamers were
used in commercial semen, and two fractions of sperm were obtained for each
tested aptamer (free and trapped). The relative ratio of Y-bearing spermatozoa
was analyzed in gPCR reactions developed for this purpose. The standard curve
for qPCR was efficiently designed to quantify the sex relative ratio of sorted and
unsorted semen samples. Significant difference in the relative proportion of Y-
bearing sperm was found in the fraction of free sperm samples from aptamer C12
compared to the control samples (47.7% vs. 51.3%, respectively; P = 0.009);
other separations showed no significant difference. Selected aptamers did not
produce the wanted effect of sperm separation by the presence of chromosome
X orY, in these conditions used, but decreased relative proportion of Y-bearing
sperm in one of the free fractions indicates possibility to obtain results in new
testing and protocols, with different concentrations of aptamers and semen

exposure times.

Keywords: Nucleotide Aptamers; Cattle; Real-Time Polymerase Chain Reaction;

Sex Preselection; Sex Ratio; Spermatozoa
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Introdugéo e revisao de literatura

A utilizacdo do sémen sexado torna possivel escolher o sexo dos
descendentes antes mesmo da gestacdo ou da producdo do embrido por
gualquer técnica de reproducdo. A vantagem esta na possibilidade de planejar
0s nascimentos de machos e fémeas de acordo com as necessidades do
rebanho e do mercado. Na pecuaria de corte € possivel produzir, por exemplo,
apenas animais machos para determinadas caracteristicas como crescimento e
conversao de alimentos, e em rebanhos de leite é intensificada a melhora
genética sobre as fémeas, programando a quantidade anual de novilhas de
reposicao.

Muitas tentativas foram realizadas ao longo do tempo, com graus variados
de sucesso na sexagem espermatica, mas o avanco foi realmente alcancado a
partir do desenvolvimento da citometria de fluxo para selecéo celular no inicio
dos anos oitenta (GARNER et al., 1983; JOHNSON; FLOOK; LOOK, 1987). A
eficiéncia na obtencdo de espermatozoides selecionados pelo sexo levou ao
desenvolvimento de um sistema capaz de realizar a sexagem e separar 0S
espermatozoides para utilizacdo comercial (JOHNSON, 2000; SEIDEL;
GARNER, 2002).

Desde o primeiro anuncio da producado de descendentes a partir do sémen
sexado por citometria de fluxo (JOHNSON, 1989) até o momento, esta técnica
tem sido utilizada com sucesso para separar 0 Sémen com grande acuracia em
mais de 23 espécies de mamiferos, e descendentes normais ja foram produzidos
via inseminacéao artificial (IA) ou fertilizacao in vitro (FIV) em pelo menos sete
espécies (GARNER, 2006).

H& apenas um método disponivel utilizado nos dias de hoje, capaz de

realizar de maneira precisa a sexagem de espermatozoides de mamiferos, a
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citometria de fluxo com separacdo de células. Ela é realizada por um
equipamento que mede a quantidade de DNA no espermatozoide; o
espermatozoide bovino que contém o cromossomo X tem cerca de 4% a mais
do que o espermatozoide que possui o cromossomo Y (GARNER; EVANS;
SEIDEL, 2013; SEIDEL, 2014). A patente para essa tecnologia é atualmente
licenciada para varias empresas em todo o mundo pela empresa Sexing
Technologies (Navasota, TX, USA).

Entre as desvantagens desta técnica, largamente utilizada nos dias
atuais, podemos citar o alto custo de producao do sémen (patente exclusiva), o
tempo gasto (que pode chegar até a 9 horas, com 18-36 x 10° 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
guantidade de perda embrionaria e maior taxa de retorno ao cio (SEIDEL, 2014).
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 mecanicas, quanto pela presenca do corante intracelular
ou pelo tempo de exposicdo dos espermatozoides ao ambiente durante o
procedimento (SEIDEL, 2013). A presenca destas perdas de fertilidade em
relacdo ao sémen convencional, descritas exaustivamente na literatura (SEIDEL,
2014), incentiva a busca de aprimoramento constante da técnica e também o
desenvolvimento de novas tecnologias que permitam a separacdo dos
espermatozoides quanto a presenca do cromossomo sexual.

Os procedimentos para a sexagem de espermatozoides foram descritos
diversas vezes (GARNER; EVANS; SEIDEL, 2013; SEIDEL; GARNER, 2002). A
tecnologia de separacéo de células utiliza o corante fluorescente Hoechst 33342
para marcar o DNA de espermatozoides vivos, e com o auxilio de um citémetro
de fluxo com separador de células, modificado especificamente para o0s
espermatozoides, faz-se a medicdo da intensidade de fluorescéncia relativa a
guantidade de DNA de um espermatozoide por vez, quando estes atravessam

um feixe de laser e, em seguida, separa-se 0s espermatozoides baseado na
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guantidade de DNA obtida. Em média, o espermatozoide com 0 cromossomo X
contém de 3 a 7% mais DNA, nos mamiferos, que espermatozoide com o
cromossomo Y (GARNER, 2006; JOHNSON, 1995).

A acuracia da sexagem dos espermatozoides por citometria de fluxo é de
aproximadamente 85 a 95%, podendo chegar a apenas 70% em alguns casos
(GARNER, 2006; JOHNSON, 2000; SEIDEL et al., 1999; WELCH; JOHNSON,
1999). Esta precisdo de separagdo pode variar por formato da cabeca do
espermatozoide, angulo de leitura do espermatozoide, velocidade de passagem
dos espermatozoides no feixe de laser, concentragcdo dos espermatozoides no
meio de citometria, entre outros fatores, fazendo com que uma grande
guantidade de espermatozoides ndo sejam sexados e acabam sendo
descartados juntamente com os espermatozoides mortos e lesionados (SEIDEL;
GARNER, 2002). Se a simples orientagdo do espermatozoide no momento da
leitura ndo for de 90° com relacéo ao feixe de laser, isto impede a medida correta
da quantidade de DNA, podendo fazer com que apenas aproximadamente 10%
dos espermatozoides sejam lidos corretamente (SEIDEL; GARNER, 2002).

Durante todo o procedimento de sexagem dos espermatozoides por
citometria de fluxo, foram citados 12 passos que influenciam a eficiéncia da
técnica e a quantidade total de espermatozoides sexados do ejaculado de um
touro, podendo fazer com que ao final do procedimento apenas 22% dos
espermatozoides, sendo metade de cada sexo, sejam obtidos (SEIDEL;
GARNER, 2002), que € realmente uma quantidade pequena e uma grande perda
de espermatozoides.

O equipamento utilizado € potente em velocidade e precisdo, mas
também é altamente custoso e, para efeitos praticos, ndo disponivel, exceto no
contexto de contratacdo ou de licenciamento dos servicos de sexagem de
espermatozoides da empresa Sexing Technologies, detentora da patente da
tecnologia (SEIDEL, 2014). Apesar de, atualmente, 0s equipamentos possuirem
capacidade de avaliar e selecionar grande quantidade de espermatozoides por
segundo, e a percentagem real de espermatozoides sexados depender da

gualidade do sémen, a tecnologia ainda ndo permite que todo o ejaculado de um
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touro seja sexado dentro de um tempo vidvel para a manutencdo da alta
viabilidade dos espermatozoides, que pode ser de aproximadamente de sete a
nove horas para todo sémen ejaculado de um touro (GARNER; EVANS; SEIDEL,
2013). A saida encontrada para esta grande demora na sexagem do sémen foi
produzir doses com menor quantidade de espermatozoides, aproximadamente
2 x 10° espermatozoides por palheta (SEIDEL, 2014).

A fertilidade com estas doses menores de sémen sexado é menor que a
fertilidade obtida utilizando-se sémen convencional ndo sexado, e esse tem sido
um dos limitantes da utilizacdo do sémen sexado por citometria de fluxo
(SEIDEL; SCHENK, 2008). O conceito de inseminagdo com sémen sexado em
doses menores foi testada inicialmente com taxa de natalidade de 22,4% em
novilhas que foram inseminadas com 1 a 2 x 10° espermatozoides de sémen
sexado ndo congelado (SEIDEL et al., 1997). Logo depois disso, humerosos
ensaios de campo foram realizados com numero menor espermatozoides
sexados congelado e néo congelado, comparando com sémen nao sexado nas
mesmas doses, e as taxas de prenhez de inseminagdes com espermatozoides
sexados foram apenas de 60 a 90% das taxas obtidas com sémen controle nao-
sexado (SARTORI et al., 2004; SCHENK; SUH; SEIDEL, 2006; SCHENK et al.,
2009; SEIDEL et al., 1999).

Taxas de concepcao de novilhas nuliparas inseminadas com sémen
sexado foram cerca de 20% menores em comparagcao com novilhas inseminadas
com sémen ndo sexado (DEJARNETTE et al., 2011). Embora as taxas de
concepcdo com sémen sexado foram melhoradas com a dose de 10 x 108
espermatozoides, estas ndo se compararam a qualquer taxa encontrada
utilizando sémen convencional. Esse resultado indica a dificuldade de melhorar
os resultados com o0 sémen sexado, pois a dose comercialmente utilizada € muito
menor (2 x 10° espermatozoides por dose), e o sémen sexado ndo apresenta
uma fertilidade potencialmente comparavel ao sémen convencional no estado
atual de desenvolvimento da técnica.

A taxa de prenhez das fémeas inseminadas com sémen sexado macho

foi menor que a taxa de prenhez de fémeas inseminadas com sémen
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convencional (DOMINGUEZ et al., 2011). A maioria dos pesquisadores relata
gue as taxas de prenhez apés a inseminagcao com sémen sexado representam
cerca de 75 a 80% dos valores observados com o uso de sémen nao-sexado
(DEJARNETTE; NEBEL; MARSHALL, 2009; DEJARNETTE et al., 2008, 2011;
SCHENK et al., 2009; SEIDEL; SCHENK, 2008).

Diferengas na qualidade do sémen foram associadas com o0
processamento de sémen e diferencas individuais na fertilidade de cada touro.
Em estudo utilizando sémen sexado, touros de maior fertilidade apresentaram
melhores indices mesmo quando o nimero de espermatozoides por dose foi
reduzida para a inseminac¢do, enquanto que os touros que inicialmente tinham
menor fertilidade também apresentaram indices de fertilidade menores que as
dos touros com maior taxa de fertilidade mesmo utilizando-se doses com maior
concentracdo de espermatozoides para a inseminacdo (SEIDEL; SCHENK,
2008).

O processo de separacdo dos espermatozoides pode causar danos
estruturais e funcionais aos espermatozoides que comprometem a fertilizacéo,
bem como o desenvolvimento embrionario subsequente apos a superovulacao
(SARTORI et al., 2004).

O nivel de lesdo ao DNA dos espermatozoides apds a sexagem por
citometria de fluxo foi reportado em sémen de touro (GARNER, 2006). No
entanto, os danos aos espermatozoides sexados foram encontrados durante o
inicio do processamento, uma vez que ocorre a interacao destas células com
condi¢Bes nao biolégicas normais (SEIDEL; SCHENK, 2008; SUH; SCHENK;
SEIDEL, 2005). O estresse mecanico e quimico da marcacdo dos
espermatozoides combinada com a centrifugacdo aumenta a percentagem de
espermatozoides mortos e danificados em até 10% (SUH; SCHENK; SEIDEL,
2005).

Fatores como dose inseminante com menor quantidade de
espermatozoides, danos provocados pelo processo de sexagem e o0 tempo que
demanda a sexagem dos espermatozoides, que fazem com que a fertilidade do

sémen sexado seja menor que a do sémen nao sexado (SEIDEL, 2014), além
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da menor quantidade de doses produzidas ao final do procedimento, s&o
suficientes para promover a busca de novos métodos de sele¢do dos
espermatozoides pelo sexo.

A separacao de espermatozoides humanos contendo cromossomo X e Y
ja foi relatada utilizando-se gradientes de albumina, onde os espermatozoides
com o cromossomo Y sdo menores em tamanho e possuem uma velocidade
maior de natagdo, atingindo o fundo de uma coluna com gradientes de alta
densidade de albumina humana antes dos espermatozoides com cromossomo
X; a fragdo enriquecida com espermatozoides Y estava no fundo da coluna,
cerca de 22% do volume, com nascimento descrito de 70 a 80% de criangas do
sexo masculino (ERICSSON; LANGEVIN; NISHINO, 1973), mas esta técnica
nunca pdde ser muito precisamente testada por questdes éticas e ndo provou
possuir repetitividade em outras espécies de mamiferos (SEIDEL; GARNER,
2002), ndo sendo utilizada nos dias atuais.

A diferenca na quantidade de DNA dos espermatozoides portadores de
cromossomo X e Y provoca uma diferenca de densidade e peso, 0 que permite
a sua separacdo um gradiente continuo de densidade de Percoll por
centrifugacéo. Esta técnica tem sido utilizada em seres humanos e bovinos para
separar células de espermatozoide contendo cromossomo X ou Y (KANEKO et
al., 1983; LIMA et al., 2011; MACHADO et al., 2009), com resultados variados
na eficiéncia da separacdo, em alguns casos nao havendo diferenca da
proporcao esperada de 1:1 na proporcao de espermatozoides X e Y.

Espermatozoides contendo o cromossomo X séo, teoricamente, maiores
gue os que contém o Y. Isso levou a tentativa de separar os espermatozoides
utilizando-se microscopia de interferéncia e subsequente andalise da imagem
obtida para demonstrar a diferenca de volume da cabeca dos espermatozoides
gue se assemelhavam com a diferenca de DNA, e este principio levou ao
desenvolvimento de uma técnica de citometria de fluxo néo utlizando
marcadores de DNA, mas sim a imagem da microscopia (VAN MUNSTER et al.,
1999). Separagbes com até 80% de precisdo foram obtidos, mas os resultados

para melhoria desta técnica ndo foram muito produtivos (VAN MUNSTER, 2002).
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Para selecionar os espermatozoides quanto & presenca do cromossomo
X ou'Y, é necessario que haja uma diferenca entre eles, como por exemplo, na
presenca de proteinas expressas por ambos. O padrdo de proteinas encontrado
nos espermatozoides apresenta diferenca entre os espermatozoides X e Y
(CHEN et al., 2012). Uma variedade de proteinas € expressa diferencialmente
entre os dois tipos de espermatozoides, e a quantidade de expressao de
algumas proteinas pode diferir.

As diferencas na composicdo de proteinas de superficie entre
espermatozoides com cromossomo X e Y pode ocorrer por duas possibilidades:
a primeira, de que certos produtos de genes associados ao cromossomo sexual,
ou controlados por este, sdo expressos durante a fase haploide das
espermatides, no qual RNA mensageiros sao rapidamente traduzidos e
codificam proteinas que sao transferidos para os sistemas de membrana e, a
segunda, de que ndo ocorre a dinamica de transferéncia destas proteinas entre
as células através das pontes citoplasmaticas, ficando confinadas a
espermatides em que foram produzidas (HENDRIKSEN, 1999; HOWES et al.,
1997). Essas duas possibilidades ocorrendo em conjunto permitiriam a
existéncia de diferencas entre os espermatozoides X e Y que poderiam ser
utilizadas para a separacdo dos espermatozoides quanto ao Cromossomo
sexual.

Diversas tentativas de separar 0os espermatozoides através de técnicas
imunologicas que detectam antigenos de superficie foram tentadas ao longo
tempo, com graus variados de sucesso e repetitividade (HENDRIKSEN, 1999;
HOPPE; KOO, 1984). Por muito tempo, buscou-se anticorpos especificos contra
0 antigeno HY, produzido pelo cromossomo Y (PETER; JONES; ROBINSON,
1993; SOUZA et al.,, 1999) ou anticorpos para proteinas sexo-especificas
produzidas pelo cromossomo X (BLECHER et al., 1999). Bons resultados de
producdo de anticorpos para separacao ou aglutinacdo dos espermatozoides
foram encontrados em algum momento, mas a aplicabilidade desta técnica
nunca chegou a ser comprovada na utilizacdo prética cotidiana, apesar de ter

gerado algumas patentes.
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Genes que sdo expressos ou regulados pelo cromossomo X, como
UBE1X (ubiquitin-activating enzyme E1) e UBE2A (ubiquitin-conjugating enzyme
E2A), e pelo cromossomo Y, como ZFY-1 e 2 (zinc-finger protein 1 e 2) e SRY
(sex determining region Y), foram encontrados apds a meiose nas espermatides,
indicando a presenca de transcritos associados exclusivamente aos
espermatozoides X e Y, mas estas proteinas provavelmente séo transferidas as
células vizinhas por meio das pontes citoplasmaticas que ligam as espermatides
apos a meiose e deixam de ser sexo-especificas (HOWES et al., 1997).

Diferencas encontradas em proteinas expressas, como por exemplo
algumas que compdem o citoesqueleto ou o axonema (DE CANIO et al., 2014),
podem significar possiveis diferencas em proteinas presentes na membrana
espermatica que podem ser detectadas por diversos meétodos. A utilizacdo de
microscopia de for¢a atdmica demonstrou que nao ha diferencas nos parametros
dimensionais de cabecas de espermatozoides bovinos sexados, mesmo que as
caudas dos espermatozoides néo tenham sido investigadas (CARVALHO et al.,
2013). O fracasso das tentativas anteriores para separar 0s espermatozoides X
e Y com base em propriedades fisicas poderiam levar a ideia de que este
caminho pode néo fornecer resultados melhores do que o método atual utilizado
para a sexagem de espermatozoides, mas a analise proteGmica permite
identificar diferentes proteinas que podem ser empregadas como marcadores
moleculares na tentativa de distinguir espermatozoides X e Y; no entanto, esta
possibilidade é ligada ao acesso de anticorpos especificos para as proteinas alvo
selecionadas para a deteccédo e, possivelmente, a separacdo de um tipo de
célula reconhecido. Algumas proteinas, como a SACALl (sperm acrosome
membrane-associated 1), uma proteina de membrana de 34 kDa foi detectada
No acrossoma e € expressa em quantidades muito maiores em espermatozoides
X (DE CANIO et al., 2014). Nos seres humanos, a SACAL foi demonstrada como
potencialmente antigénica, e a sua localizacdo acrossomal sugere que esta
proteina, ou outra proteina de atuacdo semelhante, pode ser uma potencial
candidata para a separacdo dos espermatozoides a base de anticorpo ou

aptameros.
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Também j& foram encontradas diferencas em estrutura, morfologia,
motilidade e metabolismo energético entre os espermatozoides X e Y (CUI;
MATTHEWS, 1993; DE CANIO et al., 2014), embora estudos venham afirmar
gque estas diferencas nao sao significativas entre as populacdes de
espermatozoides (CARVALHO et al.,, 2013; HOSSAIN; BARIK; KULKARNI,
2001) ou estas diferencas de composi¢cdo ndo foram encontradas em proteinas
de membrana (HENDRIKSEN, 1999).

Procedimento de sexagem dos espermatozoides através de producao de
anticorpos monoclonais para proteinas sexo-especificas em bovinos foi
experimentado (BLECHER et al., 1999). Proteinas especificas relacionadas aos
espermatozoides com cromossomo X foram encontradas e 0s anticorpos
produzidos foram capazes de aglutinar aproximadamente 50% dos
espermatozoides, e 0s espermatozoides néo aglutinados, utilizados em
procedimento de FIV, produziram embrides com quantidade de machos superior
a 90%.

Outra técnica imunoldgica que visa marcar 0s espermatozoides com
cromossomo Y foi desenvolvida com base na producdo de anticorpos
monoclonais para uma proteina de 19 kDa presente ha membrana plasmatica
dos espermatozoides bovinos (SOUZA et al., 1999), revelado por
imunofluorescéncia em microscopia e citometria de fluxo. O epitopo reconhecido
pelo anticorpo produzido esteve presente em 49,7% da populacdo de
espermatozoides e, quando adicionado ao sémen bovino fresco, reduziu a
motilidade e promoveu a aglutinacdo dos espermatozoides.

Método para rapidamente separar 0s espermatozoides com cromossomo
Y, com base na presenca do antigeno HY na superficie da célula foi desenvolvido
e testado (PETER; JONES; ROBINSON, 1993), no qual a separacdo foi
realizada por método imunomagnético desenvolvido para remover 0s
espermatozoides que se ligaram a IgG anti-H-Y. Apds marcacdo e separacao,
menos de 1,2% dos espermatozoides encontrados no sobrenadante
apresentaram fluorescéncia para presencga do antigeno H-Y, e se considerarmos

que apenas 0s espermatozoides com cromossomo Y apresentam este antigeno
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na superficie, este procedimento removeu quase todos espermatozoides Y,
produzindo uma populacdo de mais de 98% de espermatozoides X, mostrando
ser promissora a tentativa de sexagem pelas caracteristicas imunoldgicas dos
espermatozoides (SEIDEL; GARNER, 2002). Esses diferentes antigenos de
superficie podem ser detectados por anticorpos produzidos para esse fim e
também por uma nova categoria de moléculas cujo interesse aumentou na Ultima
década, os chamados aptameros.

Aptameros sdo moléculas de acido nucleico simples fita, de DNA ou RNA,
modificados ou ndo, com apropriada sequéncia de nucleotideos e estrutura que
possuem ligacdes caracteristicas capazes de formar complexos com moléculas
alvo. Aptameros apresentam forma tridimensional especifica e complexa
caracterizada por troncos, “loops”, protuberancias, “hairpins”, entre outras
formas (STOLTENBURG; REINEMANN; STREHLITZ, 2007). Com base nas
suas estruturas tridimensionais, aptameros podem se ligar a uma grande
variedade de alvos, sejam eles moléculas individuais, misturas complexas de
alvos ou organismos inteiros.

A ligacao dos aptameros aos seus alvos se originam da compatibilidade
da estrutura, estabilizacdo de anéis aromaticos, interacdes eletrostaticas ou de
van der Walls, pontes de hidrogénio ou uma interacdo entre estes efeitos
(HERMANN; PATEL, 2000). O conceito da ligacdo entre acidos nucleicos e
proteinas comecou a se formar no inicio dos anos 1980, a partir de pesquisas
com adenovirus e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Esses virus
codificavam pequenos fragmentos de RNA que se ligavam a proteinas virais ou
do hospedeiro, com alta afinidade e especificidade, com capacidade de regular
a transativacao e replicacao viral ou a traducdo do RNA viral (DOLLINS; NAIR;
SULLENGER, 2008).

Desde as primeiras descricbes e o0 desenvolvimento do principio de
selecdo dos aptameros pelo processo de SELEX (“systematic evolution of
ligands by exponential enrichment”) (ELLINGTON; SZOSTAK, 1990; TUERK;

GOLD, 1990), varias metodologias tém sido empregadas para melhoria da



23

selecdo e especificidade dos aptameros (BOCK et al., 1992; ELLINGTON;
SZOSTAK, 1992; ZHU; LIU; KAI, 2015).

Aptameros se mostraram com grande potencial em aplicacdes analiticas,
pois podem ser facilmente produzidos por sintese quimica e, assim, ser
facilmente modificados com moléculas repoérter, ligantes, e outros grupos
funcionais (STOLTENBURG; REINEMANN; STREHLITZ, 2007). Os aptameros
vem sendo utilizados com sucesso para Varios propdsitos. Entre algumas das
funcionalidades recentemente descritas para 0s aptameros, encontramos um
teste da presenca de residuos de tetraciclina no leite (JEONG; RHEE PAENG,
2012), utilizacdo como inibidor da migracao de células de cancer mamario (IIDA
et al., 2014), além de varias outras aplica¢des, incluindo diagndstico, descoberta
de biomarcadores, validacdo de alvo, terapéutica e carreamento e entrega de
drogas (“drug delivery”) (ZHOU et al., 2012; ZHU; LIU; KAI, 2015).

As proteinas sao facilmente desnaturadas e perdem a sua estrutura
terciaria a temperaturas elevadas, enquanto que os oligonucleotideos sdo mais
termicamente estaveis e capazes de manter as suas estruturas ao longo de
ciclos repetidos de desnaturacdo e renaturacdo. Assim, a maior vantagem de
aptameros em relacdo aos anticorpos a base de proteinas é a sua estabilidade
a temperaturas elevadas. Aptameros recuperam sua conformacdo nativa e
podem se ligar a alvos ap0s aquecimento, enquanto que 0s anticorpos séo
submetidos facilmente a desnaturacédo irreversivel (SONG; LEE; BAN, 2012).
Assim, aptameros podem ser utilizados sob uma ampla gama de condi¢cbes de
ensaio.

A producdo de aptameros, e suas conseguintes sintese e alteracao, é
mais simples que a producao de anticorpos (KEEFE; PAI; ELLINGTON, 2010;
SONG,; LEE; BAN, 2012). A identificacdo e producédo de anticorpos monoclonais
sdo processos laboriosos e muito dispendiosos que envolvem o rastreio de um
grande namero de colénias bacterianas. Além disso, o sucesso comercial de
anticorpos conduziu a necessidade da producdo em grande escala em cultura
de células de mamifero. Imunoensaios sdo necessarios para confirmar a

atividade dos anticorpos em cada novo lote, porque o desempenho do mesmo
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anticorpo tende a variar de acordo com o lote. No entanto, aptameros, uma vez
selecionados, podem ser sintetizados em grande quantidade com grande
precisdo e reprodutibilidade por meio de reacdes quimicas. Estes processos
guimicos sdo mais rentaveis do que a producdo de anticorpos. Além disso,
aptameros podem ser facilmente modificados por varias reagfes quimicas para
aumentar a sua estabilidade e resisténcia a nuclease (JAYASENA, 1999). Além
disso, é possivel introduzir sinalizadores, tais como fluoréforos e “quenchers”,
facilitando a fabricacao de biossensores.

Um outro fator de vantagem dos aptameros sobre os anticorpos € a baixa
imunogenicidade (SONG; LEE; BAN, 2012). Aptameros também apresentam
baixa toxicidade. Isso porque o0s acidos nucleicos ndo sdo normalmente
reconhecidos, pelo sistema imune, como agentes externos. No entanto, 0s
anticorpos sado significativamente imunogénicos, dificultando a repeticdo de
dosagens (IRESON; KELLAND, 2006; KEEFE; PAI; ELLINGTON, 2010). Além
disso, quando se trata de toxinas ou moléculas que nao induzem fortes respostas
imunes, a identificacdo e producéo de anticorpos se torna dificil, mas aptameros
podem ser gerados em numeros suficientes. Além disso, aptameros mostram
uma alta afinidade e especificidade para alguns ligantes que ndao podem ser
reconhecidos por anticorpos, tais como 0s ions ou moléculas pequenas,
indicando que o0 emprego de aptameros como 0S componentes de
reconhecimento pode ampliar significativamente as aplicacdes de biossensores
(JAYASENA, 1999; SONG; LEE; BAN, 2012). Com base nas muitas vantagens
acima descritas, aptameros sao considerados como uma boa alternativa aos
anticorpos em muitas aplicacdes bioldgicas.

Como mencionado anteriormente, a selecdo dos aptameros in vitro
(SELEX) € uma técnica utilizada para isolar aptameros com elevada afinidade
para um determinado alvo, a partir de bibliotecas de aproximadamente 10'? a
10> combinacdes de oligonucleotideos. Em geral, o processo de SELEX é
composto de trés etapas que se repetem de modo a procurar nucleotideos que
sdo mais capazes de se ligarem ao alvo (SONG; LEE; BAN, 2012; SYED;
PERVAIZ, 2010; ZHOU et al., 2012; ZHU; LIU; KAI, 2015). No primeiro passo,
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uma biblioteca de aptameros é sintetizada, compostos de regifes de sequéncia
aleatéria, geralmente de 30-40 nucleotideos, flanqueados pelo local de ligacédo
dos primers, de sequéncia conhecida, e em seguida é convertida em
nucleotideos de fita simples; esta etapa é a geracao da biblioteca. Na segunda
etapa, de ligacédo e separacao, os componentes da biblioteca séo expostos ao
alvo, e os aptameros ligados ao alvo sdo separados dos componentes nao
ligados; este passo € geralmente combinado com vérios outros métodos para
fazer a sele¢éo do alvo ou da biblioteca de maneira fécil e rapida. Finalmente,
no terceiro passo (amplificacdo), os componentes da biblioteca ligados ao alvo
sdo amplificados por PCR para criar uma nova biblioteca, para ser utilizado na
fase seguinte. Aptameros sdo continuamente desenvolvidos atraves deste
processo em ciclos, repetidos geralmente de 10 a 15 vezes, para haver o
enriguecimento dos aptameros ligados ao alvo nos componentes da biblioteca
(SONG; LEE; BAN, 2012; STOLTENBURG; REINEMANN; STREHLITZ, 2007;
SYED; PERVAIZ, 2010). Além deste método simples, variantes podem ser
utilizadas para a selecdo dos aptameros, usando-se diversas técnicas, como
selecdo por filtragem em membrana de nitrocelulose, por cromatografia de
afinidade, por utilizacdo de microesferas magnéticas, por eletroforese capilar,
por micro fluidos, por células, entre outros (SONG; LEE; BAN, 2012;
STOLTENBURG; REINEMANN; STREHLITZ, 2007).

A selecao de aptameros baseado em células, chamado de “cell-SELEX”,
visa encontrar aptameros contra ceélulas inteiras, ao passo que 0s principais
alvos dos outros métodos SELEX séo proteinas Unicas altamente purificadas.
Em outras palavras, os alvos de cell-SELEX sao proteinas na superficie das
células ou estruturas Unicas destas células. Na maioria dos casos, 0S processos
cell-SELEX tem etapas de lavagem (para células adesivas) ou de centrifugacéo
(para células em suspensao) durante a separacdo dos aptameros, pois a
imobilizacdo do alvo ndo € possivel. Além disso, passos com células que nao
sdo o alvo sdo necessarios em cada round, para evitar a selecdo de aptameros
nao especificos para a superficie da célula alvo e que sdo geralmente localizados

nas superficies de varias células. Portanto, este método € complicado, devido a



26

impossibilidade da imobilizacéo dos alvos e devido a chamada selecao negativa.
No entanto, os aptameros resultantes, uma vez selecionados, podem ser
poderosos para o diagnostico especifico destas células, para entrega de droga
direcionada de células (“drug delivery”), e para a terapia especifica para a célula
alvo (OHUCHI, 2012; SONG; LEE; BAN, 2012; STOLTENBURG; REINEMANN;
STREHLITZ, 2007; ZHOU et al., 2012).

O método de ELISA (“Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay”), um dos
principais testes para diagndsticos clinicos disponiveis, € uma técnica versatil
para detectar quase qualquer proteina ou peptideo com alta sensibilidade. A
técnica conhecida por ELISA sanduiche envolve a utilizagdo simultdnea de dois
anticorpos para ligacao e captura do alvo e para reportar a detec¢do do mesmo.
Um ensaio semelhante, utlizando-se aptameros (ALISA) foi descrito,
demonstrando a praticidade deste método através de um estudo comparativo
com ELISA utilizando anticorpos. E importante notar que os aptameros tém um
potencial ilimitado para contornar as limitacbes associadas com anticorpos
(VIVEKANANDA; KIEL, 2006). Nos métodos de ALISA, aptameros tém sido
utilizados como moléculas de captura de sonda, com base na sua afinidade e
seletividade para os alvos. Como resultado, 0os sensores apresentam um
excelente desempenho no diagnéstico de doencas (SONG; LEE; BAN, 2012).

Para a deteccdo de moléculas pequenas, aptameros sao utilizados mais
facilmente, pois a deteccdo com anticorpos tem limitacbes que aptameros
amplamente superam. Foram descritas numerosas técnicas de aptameros
incorporando sensores para deteccdes, tais como eletroquimica, colorimétrica,
fluorescéncia, e os métodos sensiveis a massa. Estes biossensores a base de
aptameros estdo sendo empregados em varios campos, incluindo as areas
médicas e industriais (KEEFE; PAI; ELLINGTON, 2010; SONG; LEE; BAN, 2012;
SYED; PERVAIZ, 2010; ZHOU et al., 2012).

Nanoparticulas de ouro, juntamente com anticorpos, sao utilizadas como
agentes de contraste especifico na detec¢do de certos marcadores de moléculas
relacionadas a alguns tipos de cancer, como o de mama. Os anticorpos

monoclonais sédo os agentes de ligagdo, enquanto que as nanoparticulas de ouro
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servem como agentes de contraste em imagem. Os aptameros podem ser
utilizados no lugar de anticorpos como moléculas ligantes (HUANG et al., 2008;
ZHAO et al., 2007).

Desde a selecdo do primeiro aptamero de DNA, dezenas foram
selecionados para o diagndéstico de doencgas. Embora ndo existam ferramentas
de diagnéstico a base de aptameros que estdo em uso clinico no momento,
muitos estudos pré-clinicos indicam que os aptameros tém um grande potencial
para ser utilizado desta forma (ZHU; LIU; KAI, 2015). Devido a conveniéncia da
selecdo por cell-SELEX, que ndo requer purificacdo e preparacdo das moléculas
alvo, os aptameros podem ser selecionados com células cancerigenas, visando
diagnosticar o cancer atravées da imagem do tecido. Entre os estudos recentes
qgue utilizam aptameros de DNA como uma ferramenta de diagnéstico para
doencas em humanos, foram listados aptameros selecionados para células
cancerigenas em pancreas, coélon, estbmago, préstata e mama, entre outros
tecidos (ZHU; LIU; KAI, 2015).

Para o diagnostico de agentes infecciosos, grande quantidade de
aptameros tém sido selecionados, principalmente através de cell-SELEX e
métodos baseados na utilizacdo de microesferas magnéticas, visando diversos
virus, bactérias ou proteinas antigénicas, incluindo alvos como virus influenza,
virus da hepatite B (HBV) e C (HCV), virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
papilomavirus humano (HPV), Salmonella typhimurium e Escherichia coli
patogénicas (HONG; SOOTER, 2015).

Ha também aptameros selecionados para marcadores de enfermidades
ndo infecciosas, tais como doencas cardiacas. No caso, moléculas como
mioglobina, proteina C reativa, L-homocisteina e trombina tem sido utilizadas
para selecionar aptameros com a funcao de auxiliar no diagnéstico da ocorréncia
destas enfermidades (ZHU; LIU; KAI, 2015)

Ao longo das duas ultimas décadas, tem havido um aumento continuo na
pesquisa de aptameros, também chamados de elementos de reconhecimento
molecular (MRE). Aptameros de DNA de fita simples tém varias vantagens sobre

0s anticorpos, em termos de estabilidade, capacidade de reutilizag&o e custo de
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producéo. No entanto, os aptameros possuem suas limitagdes. A afinidade de
ligagéo é altamente dependente da sua estrutura tridimensional e é influenciada
por fatores tais como a condicao idnica, temperatura, pH e a condi¢ao de ligacao
(PATEL, 1997; PATEL et al., 1997). Também existem ainda problemas com
ligagBes inespecificas a moléculas presentes no ambiente celular ou tecidual.
Estas limita¢des dificultam, mas n&o impossibilitam, o uso de aptameros para a
deteccdo de varias amostras complexas, tais como fluidos bioldgicos e matrizes
alimentares. Um esquema de selecéo cuidadosamente projetado pode melhorar
significativamente a especificidade dos aptameros identificados, que podem
detectar especificamente moléculas em baixas concentragdes no meio. Utilizar
bases modificadas durante a amplificacdo por PCR ou realizar modificacbes de
bases apo0s a selecdo dos aptameros também podem ajudar a melhorar a
resisténcia a nucleases em muitos fluidos biolégicos, tais como soro humano
(HONG; SOOTER, 2015).

Como o campo de biossensores baseados em aptameros continua a
crescer, melhorias na metodologia de SELEX seréo necessarias para selecionar
aptameros com a afinidade e especificidade desejada mais rapidamente.
Melhorias na técnica também serdo necessarias para permitir que aptameros
sejam produzidos contra mais de uma molécula alvo. O desenvolvimento de
sensores baseados em aptameros esta se tornando um campo cada vez mais
diversificado, e cientistas e engenheiros de diferentes areas podem trabalhar
juntos a fim de criar um produto final ideal. Biossensores de aptameros portateis
podem ser utilizados visando uma variedade de obijetivos, tais como seguranca
alimentar, monitoramento ambiental e de salude. As muitas caracteristicas e
vantagens dos aptameros lanca aos pesquisadores uma imediata necessidade
de continuar a investigar e otimizar suas aplicacdes como biossensores, e as
possibilidades ainda sdo muitas e algumas permanecem inexploradas.

Por essas possiveis diferencas existentes entre os espermatozoides com
cromossomos X e Y e a capacidade dos aptameros em detectar e se ligar a
proteinas especificas, 0s objetivos do presente estudo foram verificar a eficiéncia

de aptameros desenvolvidos para se ligarem especificamente ao
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espermatozoide bovino portador do cromossomo Y durante o procedimento de
separacdo magnética por sexo e, para verificar a eficiéncia da ferramenta,
desenvolver uma técnica de PCR quantitativo em tempo real que permita realizar
facilmente o diagndstico da proporcao relativa entre espermatozoides X e Y, em

amostras de sémen bovino convencional e sexado.
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CAPITULO 2 — USO DE APTAMEROS NA SEXAGEM DE SEMEN BOVINO

RESUMO - A possibilidade de pré-selecionar o sexo dos descendentes
representa um enorme potencial de melhoramento genético na cria¢do de gado.
Novas metodologias para a selecdo de espermatozoides quanto ao sexo sao
buscadas devido a sexagem por citometria de fluxo apresentar algumas
limitacGes e desvantagens. Entre estas novas tecnologias, 0s aptameros surgem
como potenciais candidatos para a identificacdo especifica de espermatozoides
com relacdo a presenca do cromossomo sexual, que pode ser utilizada como
ferramenta para a sexagem espermatica. Os objetivos do presente estudo foram:
avaliar o uso de trés aptameros (A7, B3 e C12) desenvolvidos para se ligarem
especificamente ao espermatozoide portador do cromossomo Y na separacao
magnética por sexo de espermatozoides de touro, e desenvolver uma técnica de
gPCR que permita realizar facilmente o diagnéstico da proporcéo relativa entre
espermatozoides X e Y em amostras de sémen bovino convencional e sexado.
Sémen comercial foi utilizado em protocolos de separacao dos espermatozoides
por magnetismo utilizando aptameros biotinilados, e foram obtidas duas fracdes
de espermatozoides para cada aptamero testado (fracéo livre e fracéo retida), e
a proporcao relativa de espermatozoides Y foi obtida em reacdes de qPCR
desenvolvidas para este objetivo. Diferenca significativa da proporcao relativa de
Y foi encontrada na fracdo de espermatozoides livres do aptamero C12 quando
comparada ao controle (47,7% vs 51,3%, respectivamente; P = 0,009); as
demais separacdes ndo apresentaram diferenca significativa. A curva padrao
utilizada na gPCR mostrou-se eficiente para a quantificacdo da proporcao
relativa de espermatozoides X e Y em amostras de sémen convencional e
sexado, com baixo coeficiente de variacdo entre as reacdes. Os aptameros
selecionados e utilizados ndo produziram o efeito desejados de marcacédo e
separacdo dos espermatozoides conforme a presenca do cromossomo X ou Y,

nestas condi¢cdes, mas a diminuigdo da proporcéo relativa de Y em uma das
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separacoes indica a possibilidade de obtencdo de bons resultados em novos

testes e novos protocolos de concentracdo de aptameros e tempo de exposicao.

Palavras-chave: Aptadmeros de Nucleotideos; Bovinos; Espermatozoides;

Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real; SEmen-sexagem

2.1 Introducéo

Desde o inicio da utilizacao da inseminacéo artificial, sempre houve grande
interesse na utilizacdo do sémen sexado, que possibilitaria escolher o sexo dos
descendentes antes mesmo da gestacdo ou da producdo do embrido por
gualquer técnica de reproducdo. A vantagem esta na possibilidade de planejar
0s nascimentos de machos e fémeas de acordo com as necessidades do
rebanho e do mercado. Na pecuaria de corte € possivel produzir, por exemplo,
apenas animais machos para determinadas caracteristicas como crescimento e
conversao de alimentos, e em rebanhos de leite é intensificada a melhora
genética sobre as fémeas, programando a quantidade anual de novilhas de
reposicao. Muitas tentativas foram realizadas ao longo do tempo, com graus
variados de sucesso na sexagem espermatica, mas o avanco foi realmente
alcancado a partir do desenvolvimento da citometria de fluxo para selecao celular
no inicio dos anos oitenta (GARNER et al., 1983; JOHNSON; FLOOK; LOOK,
1987). A eficiéncia na obtencdo de espermatozoides selecionados pelo sexo
levou ao desenvolvimento de um sistema capaz de realizar a sexagem e separar
0s espermatozoides para utilizagdo comercial (JOHNSON, 2000; SEIDEL;
GARNER, 2002).

Os procedimentos para a sexagem de espermatozoides foram descritos
diversas vezes (SEIDEL; GARNER, 2002; GARNER; EVANS; SEIDEL, 2013). O
equipamento utilizado é impressionante em velocidade e precisdo, mas também

€ altamente custoso e, para efeitos praticos, ndo disponivel, exceto no contexto
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de contratacdo ou de licenciamento dos servicos de sexagem de
espermatozoides de Sexing Technologies, detentores da patente da tecnologia
(SEIDEL, 2014). Apesar de, atualmente, 0s equipamentos possuirem
capacidade de avaliar e selecionar grande quantidade de espermatozoides por
segundo, e a percentagem real de espermatozoides sexados depender da
gualidade do sémen, a tecnologia ainda nao permite que todo o ejaculado de um
touro seja sexado dentro de um tempo viavel para a manutencdo da alta
viabilidade dos espermatozoides, que pode ser de aproximadamente de sete a
nove horas para todo sémen ejaculado de um touro (GARNER; EVANS; SEIDEL,
2013). Além do tempo que demanda a sexagem dos espermatozoides, fatores
como dose inseminante com menor quantidade de espermatozoides e danos
provocados pelo processo de sexagem fazem com que a fertilidade do sémen
sexado seja menor que a do sémen nao sexado (SEIDEL, 2014), e promovem a
busca de novos métodos alternativos de selecdo dos espermatozoides pelo
sexo.

O padrdao de proteinas encontrado nos espermatozoides apresenta
diferenca entre os espermatozoides com cromossomo X e Y (CHEN et al., 2012).
Uma variedade de proteinas € expressa diferencialmente entre os dois tipos de
espermatozoides, e a quantidade de expressdo de algumas proteinas pode
diferir. Também ja foram encontradas diferencas em estrutura, morfologia,
motilidade e metabolismo energético entre os espermatozoides X e Y (CUI;
MATTHEWS, 1993; DE CANIO et al., 2014), embora estudos afirmem que estas
diferencas ndo sao significativas (HOSSAIN; BARIK; KULKARNI, 2001;
CARVALHO et al., 2013) ou ndo foram encontradas em proteinas de membrana
(HENDRIKSEN, 1999). Diferencas encontradas em proteinas expressas, como
por exemplo algumas que compdem o citoesqueleto ou o0 axonema (DE CANIO
et al., 2014), podem significar possiveis diferencas em proteinas presentes na
membrana espermatica que podem ser detectadas por diversos métodos.

Aptameros sdo moléculas de acido nucleico de fita simples, de DNA ou
RNA, modificados ou ndo, com apropriada sequéncia de nucleotideos e estrutura

gue possuem ligacBes caracteristicas capazes de formar complexos com
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moléculas alvo. Aptameros apresentam forma tridimensional especifica e
complexa caracterizada por troncos, loops, protuberancias, “hairpins”, entre
outras formas (STOLTENBURG; REINEMANN; STREHLITZ, 2007). Com base
nas suas estruturas tridimensionais, aptameros podem se ligar a uma grande
variedade de alvos, sejam eles moléculas individuais, misturas complexas de
alvos ou organismos inteiros. A ligacdo dos aptameros aos seus alvos se
originam da compatibilidade da estrutura, estabilizacdo de anéis aromaticos,
interacdes eletrostaticas ou de van der Walls, pontes de hidrogénio ou uma
interacdo entre estes efeitos (HERMANN; PATEL, 2000). Desde o
desenvolvimento do principio de selecdo dos aptameros pelo processo de
SELEX (do inglés systematic evolution of ligands by exponential enrichment)
(ELLINGTON; SZOSTAK, 1990; TUERK; GOLD, 1990), aptameros se
mostraram com grande potencial em aplicagcbes analiticas, pois podem ser
facilmente produzidos por sintese quimica e, assim, ser facilmente modificados
com moléculas repdrter, ligantes, e outros grupos funcionais (STOLTENBURG;
REINEMANN; STREHLITZ, 2007).

Por essas possiveis diferencas existentes entre os espermatozoides com
cromossomos X e Y e a capacidade dos aptameros de detectar e se ligar a
proteinas especificas, 0s objetivos do presente estudo foram verificar a eficiéncia
de aptameros desenvolvidos para se ligarem especificamente ao
espermatozoide bovino portador do cromossomo Y durante o procedimento de
separacdo magnética por sexo e, para verificar a eficiéncia da ferramenta,
desenvolver uma técnica de PCR guantitativo em tempo real que permita realizar
facilmente o diagndstico da proporcao relativa entre espermatozoides X e Y, em

amostras de sémen bovino convencional e sexado.



39

2.2 Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Endotoxemia e
Enfermidades de Grandes Animais (LEEGA) e no Laboratério de Epigendmica,
localizados a Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP, Campus de

Aracatuba.

2.2.1 Producéo e selecédo de aptameros

Os aptameros utilizados neste experimento foram desenvolvidos por
DNApta Biotecnologia Ltda., como parte de um projeto de pesquisa do programa
PIPE/FAPESP, com patente depositada no INPI (AOKI; LOVATO; PEITL JR,
2012). A sequéncia de nucleotideos destes aptameros ndo pode ser fornecida
devido ao interesse comercial da empresa fornecedora.

Resumidamente, uma biblioteca aleatéria de sequéncias de DNA,
biotiniladas, contendo 66 nucleotideos, sendo 30 destes nucleotideos aleatorios
(os restantes 36 nucleotideos apresentam sequéncia conhecida para a
identificacdo dos primers, sendo 18 no inicio e 18 no final da sequéncia), foi
utilizada para selecdo dos aptameros em 15 rodadas de SELEX, nos quais foram
utilizados sémen comercial sexado fémea e macho de touro da raca Nelore, para
a obtencdo de aptameros com afinidade especifica aos espermatozoides com
cromossomo Y (macho). Estas sequéncias foram clonadas, sequenciadas e
identificadas (AOKI; LOVATO; PEITL JR, 2012). A representacdo esquematica
da selecdo dos aptameros se encontra na Figura 1 do Apéndice. A afinidade dos
aptameros com espermatozoides foi confirmada por microscopia invertida de
fluorescéncia e confocal apos sintese individual de cada aptamero identificado,
ligados a marcadores de fluorescéncia e colocados em contato com
espermatozoides (Apéndice, Figura 2) (AOKI; LOVATO; PEITL JR, 2012).
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De um vasto nuamero de sequéncias encontradas, trés aptameros foram
selecionados e sintetizados (Invitrogen Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA), com a ligagdo de biotina na extremidade 5 dos aptameros, e
identificados como A7, B3 e C12. Estes aptdmeros foram diluidos na
concentracdo de 100 pmol/puL. Além dos trés aptameros, que foram testados
individualmente, foi preparado um misto deles, denominado “Pool’, na
concentracdo de 100 pmol/uL de cada um dos aptameros. Estes aptameros
foram desenvolvidos para se ligarem especificamente ao espermatozoide que
possui o cromossomo Y, e visam, em separacdo magnética, reter estes
espermatozoides, deixando livres no diluente/meio os espermatozoides com

cromossomo X.

2.2.2 Preparacao do sémen

Sémen comercial de touro (CRV Lagoa da Serra, Sertdozinho, SP, Brasil)
foi utilizado para os experimentos de separacao espermatica por sexo. Palhetas
de sémen convencional e de sémen sexado fémea e macho de um mesmo touro
da raca Nelore foram selecionadas de acordo com o lote de producédo serem de
datas proximas, sendo que as de sémen sexado foram produzidas no mesmo
dia (mesmo lote). As palhetas eram do tipo fina e possuiam o volume de 0,25
mL de sémen.

Duas palhetas de sémen convencional foram descongeladas a 35°C por
20 segundos, de acordo as recomendacdes da empresa fornecedora, foram
deixadas para estabilizar a temperatura ambiente por 5 minutos (todos os
procedimentos a seguir descritos foram realizados a esta temperatura), e o
sémen foi adicionado a um tubo de 15 mL contendo 4,5 mL de PBS. Apés leve
agitacdo para homogeneizacao, o sémen foi centrifugado a 500 x g por 5 minutos
e 0 sobrenadante foi descartado. O pellet de sémen foi ressuspendido

suavemente com 4,5 mL de PBS, e foi novamente centrifugado a 500 x g por 5
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minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet de sémen foi entdo
ressuspendido e homogeneizado delicadamente em 1,2 mL de PBS. Um
pequeno volume de 5,0 pL foi retirado para contagem de concentracdo
espermatica. Um volume de 200 pL foi retirado para dar origem a amostra
controle, e foi congelada a -20°C imediatamente para posteriormente passar por
extracdo de DNA e sexagem por quantificacdo por PCR em tempo real. O volume
restante (1,0 mL) foi dividido em quatro fragfes (parcelas) de 250 uL cada, que
foram utilizadas nos procedimentos de separacdo espermatica por Ssexo
realizadas logo em seguida. Seis procedimentos de separacéo foram realizados,
utilizando um total de doze palhetas de sémen convencional de um mesmo touro.

As palhetas de sémen sexado fémea e macho (trés palhetas de cada
sexo) foram descongeladas e lavadas duas vezes em PBS, como descrito para
0 sémen convencional, mas foram feitas individualmente e ressuspendidas em
200 pL de PBS ao final do processo de lavagem. Um pequeno volume de 5,0 pL
foi retirado para contagem de concentracdo espermatica, e o restante foi
congelado imediatamente a -20°C, assim como as amostras controle, para

analises posteriores.

2.2.3 Separacao magnética do sémen pelo sexo

As quatro parcelas de sémen, lavadas e diluidas, descritas no item
anterior, foram novamente diluidas com 1,0 mL de PBS, em tubos de 2,0 mL.
Em cada fracdo foi adicionada a quantidade 10 puL de aptameros, equivalente a
1,0 nmol, de um dos aptameros A7, B3 e C12, para cada fracdo (denominadas
A, B e C), e 1,0 nmol de cada aptamero na fragcdo denominada POOL (3,0 nmol
de aptameros totais). O sémen com o0s aptameros foi incubado por 30 minutos
em agitacao leve (Agitador Horizontal, Insight, Brasil), a temperatura ambiente.
Apés este periodo, os espermatozoides foram incubados com 10 pL de

microesferas (chamadas “beads”) magnéticas ligadas a estreptavidina (Micro



42

particles, magnetics, streptavidin coated, 1 pm, Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
MO, USA) por 30 minutos, sob leve agitacdo, a temperatura ambiente.

Ao fim do periodo de incubacdo, os quatro tubos contendo os
espermatozoides em solugcdo com aptameros e microesferas magnéticas foram
colocados em estante magnética (Sigma-Aldrich Inc.) por cinco minutos, e 1,0
mL do sobrenadante foi retirado cuidadosamente de cada amostra, com a
ponteira ao lado oposto do tubo com relacdo ao ima, e foram acondicionados em
novos tubos de 1,5 mL identificados, sendo esta primeira fragdo recuperada
chamada de LIVRE (n&o-retida) dos espermatozoides. O restante do volume
presente no fundo do tubo, cerca de 200 puL, foi recuperado e descartado. Os
espermatozoides retidos na parede do tubo foram entdo lavados e recuperados
com 200 pL de PBS e transferidos para novos tubos de 1,5 mL identificados, e
essa segunda fracéo recuperada foi chamada de RETIDA.

As amostras da fracao livre foram centrifugadas a 1500 x g por cinco
minutos, e 800 puL do sobrenadante foram descartados; os espermatozoides
foram ressuspendidos por pipetagem, resultando em volume aproximado de 200
uL. Todas amostras foram congeladas a -20°C logo apés dos procedimentos de
separacgao.

Ao final do processo de separacao espermatica, foram obtidas, para cada
amostra, quatro fracdes de espermatozoides livres (AL, BL, CL, PL) e quatro
fracOes de espermatozoides retidos (AR, BR, CR, PR), além da amostra controle
(Cn). Ao total, seis procedimentos de separacdo magnética do sémen pelo sexo,

e cada separacao foi identificada com um ntimero (1 a 6).

2.2.4 Extracao e quantificacdo de DNA

As amostras de espermatozoides foram descongeladas suavemente, a
temperatura ambiente, e foram submetidas ao protocolo de extracdo e

purificacdo do DNA, realizado com o kit PureLink Genomic DNA Mini Kit®
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(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.), com uma pequena alteracao, a adicao
de 5 mM de DTT, DL-Dithiothreitol solution, (Sigma-Aldrich Inc.) a solucéo de
lise. O DTT, assim como o beta-mercaptoetanol, € um potente agente redutor
gue quebra pontes de bissulfeto, permitindo maior desnaturacdo das proteinas,
como as protaminas presentes nos espermatozoides, obtendo-se maior
guantidade de DNA ao final do processo de extragao e purificagdo (GRIFFIN,
2013).

O DNA purificado foi eluido em 100 pL de Elution Buffer (fornecido com o
kit), e foi quantificado por espectrofotometria (Nanodrop 2000, Thermo Fisher
Scientific Inc.). Aliquotas de 200 pL de cada amostra foram preparadas, na
concentracdo de 5 ng de DNA por pL de agua ultrapura, para serem utilizadas
nas reacgdes de quantificacdo por PCR em tempo real (QPCR).

Sangue de touro e vaca também foi utilizado, e a extracdo e purificacao
do DNA gendmico foi realizada com o mesmo kit utilizado para os
espermatozoides, como indicado no protocolo do fabricante. Amostras de trés
animais diferentes foram utilizadas, para cada sexo, e ap0s a quantificacdo do
DNA, foi feito uma diluicdo com uma mistura igual do DNA dos trés animais de
cada sexo, na concentracdo de 5 ng/uL do DNA para utilizagdo nos experimentos
a seguir nas reacdes de gPCR e também para o preparo das amostras utilizadas

na curva padréo.

2.2.5 Desenho dos primers

Um par de primers especifico para o cromossomo Y e para o cromossomo
X bovinos foi desenhado usando o Primer-Blast (YE et al., 2012), de acordo com
0s parametros para uso em PCR em Tempo Real com SYBR Green. Para o
cromossomo X, o par de primers especificos foi desenhado dentro da sequéncia
depositada para o gene da monoamina oxidase A (MAOA) (NCBI Reference

Sequence: NM_181014.2). O par de primers especifico para o cromossomo Y foi
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desenhado a partir de uma regido conservada do gene determinante sexual Y
(SRY, doinglés “sex-determining region Y”) (acesso no GenBank: EU581861.1).
As sequéncias de nucleotideos dos primers utilizados estdo na Tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados para g quantificacdo dos
genes especificos dos cromossomos sexuais X e Y.

Alvo Gene  Sentido Sequéncia5-3’ Tamanho do
fragmento (pb)

forward CACGGCTGTTCTATGGGTCA
X MAOA 126
reverse TGCCCTGTGGTTTGTGATGT

forward ACTCCTGCAAAAGGAGCATCA
Y SRY 165
reverse CGCCTTTGTTAGCGAGAGTAAG

A eficiéncia dos primers foi verificada usando-se DNA gendmico
proveniente de sangue de touro e vaca, em reacfes com 25 ng de DNA, e os
produtos de amplificacdo dos cromossomos X e Y foram avaliados em gel de
agarose a 1,5%, e também através da observacdo da curva de dissociacdo ao

final das corridas de gPCR.

2.2.6 Preparacdo da curva padréo

Para quantificacdo da proporcédo entre X e Y das amostras de sémen
separadas magneticamente, uma curva padrdo para cada gene foi desenhada,
utilizando-se o pool de DNA de sangue de bovinos machos. Foram preparadas
seis diluicdes de DNA gendmico, iniciando-se a partir de 125 ng de DNA (em
volume de 5,0 pL), diluindo-se cinco vezes a quantidade inicial, até obter-se a

sexta diluicdo com 0,04 ng (em volume de 5pL). Estas quantidades de DNA (de
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0,04 ng a 125 ng) compreenderam a quantidade de DNA relativa esperada para
cada gene nas amostras do experimento, que utilizaram 25 ng de DNA
gendmico, e a quantidade de cada gene (X e Y) foi obtida em relacédo a
guantidade relativa de cada gene no momento em que é obtido o Ct (do inglés
“curve threshold”), de X e de Y, para cada amostra durante a corrida de gPCR.
Por definicdo, Ct é a intersecdo entre a curva de amplificacdo e a linha do
“threshold”, e fornece o valor relativo da concentragdo de um produto da reacao
de qPCR.

2.2.7 Quantificacdo da proporcao X:Y por g°PCR em tempo real

A PCR em tempo real foi realizada em um Stratagene MX3005P gPCR
System (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA), utilizando-se GoTaq®
gPCR Master Mix (Promega Corp., Madison, WI, USA). O DNA foi utilizado em
duplicata para cada amostra, e duas reacdes foram feitas para cada amostra em
uma mesma corrida, uma para cada par de primers dos genes alvo. Foi utilizado
em cada corrida um controle negativo de DNA (NTC, do inglés “no template
control”), e trés controles positivos: DNA genémico de sangue bovino fémea e
macho, e também um pool de DNA de todas as amostras de sémen convencional
(controle). As amostras de sémen e sangue utilizaram a quantidade definida de
25 ng DNA por reacéo.

O mix de PCR foi feito com 0,5 uM de cada primer e 10 yuL de GoTag®
gPCR Master Mix (Promega Corp.), para uma reacao de 20 pL de volume final,
contendo 5 pL de cada amostra e agua livre de nucleases (Invitrogen) q.s.p.
20uL, em Mx3000P Optical Tubes (Agilent Technologies Inc.). A quantidade de
DNA foi padronizada para todas as amostras do experimento, sendo 25 ng de
DNA adicionado a cada amostra, em duplicata por corrida de gPCR. O protocolo
de temperatura utilizada nas corridas foi: um periodo de dois minutos a 95°C

para ativacdo da enzima, seguida de 40 ciclos de temperatura a 95°C por 15



46

segundos e 60°C por 60 segundos, para amplificacdo dos produtos, e a
fluorescéncia do SYBR Green foi tomada ao final de cada ciclo; a corrida foi
finalizada com uma curva de dissociacao iniciando em 95°C por 15 segundos,
depois a temperatura foi abaixada a 65°C, elevando-se novamente a 95°C,
variando 1°C a cada 30 segundos, momento em que a fluorescéncia foi obtida.

2.2.8 Determinacao da proporcéo relativa do gene Y

A proporcdo relativa da quantidade de espermatozoides com o
cromossomo Y (%Y) em cada amostra foi obtida através da quantidade relativa
fornecida pela analise do programa de qPCR ao final das reacdes, através da

formula

%Y = (Y /(X +Y))*100,

onde Y é a quantidade relativa do gene Y e X € a quantidade relativa do
gene X para a amostra (em duplicata) na mesma corrida de qPCR, referentes a
intersecao do Ct de cada amostra na curva padréo correspondente ao seu gene

alvo (Ct-X e Ct-Y), e os resultados sdo obtidos em porcentagem.

2.2.9 Analise estatistica

Os dados das andlises das reacdes de gPCR foram obtidos através do
programa MxPro gPCR System (Agilent Technologies Inc.) e os valores de
guantificacao relativa foram exportados para planilhas do Excel (Microsoft Corp.,
USA). Os dados foram analisados com o programa XLStat (XLSTAT 2014,
Addinsoft, NY, USA). As amostras foram avaliadas por ANOVA, e o teste de
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Tukey foi utilizado para comparacao entre as médias dos grupos de separagao
espermatica apl0s a separacdo magnética a média do grupo controle, e o
intervalo de confianca de 95% (P < 0,05) foi considerado relevante.

2.3 Resultados

A curva padrdo utilizada mostrou-se eficiente para a deteccdo da
proporcédo relativa de espermatozoides Y nas amostras utilizadas (r*> > 0,99 ;
Slope (média) = -3,4278), como pode-se confirmar na compara¢cado com o sémen
convencional utilizado no grupo controle quando comparado com o sémen
comercial sexado fémea e macho (Figura 1). A propor¢cdo de espermatozoides
Y encontradas nas amostras de sémen convencional, sexado fémea e sexado

macho estao na Tabela 2.

Log fitvalues

* X Standards, RSq:0.999
Y =-3415°L0OGX) + 27.71, Eff. = 96.3%

& Y Standards, RSq:0.998
Y, ¥ =-3.404°LOG(X) + 27.38, Ef. = 96.7%

Ct (dR)

Quantidade Inicial (relativa)

FIGURA 1 - Curva padréo utilizada para a quantificacdo relativa da proporcdo de Y e
de X nas amostras de sémen. Legenda: X Standards (#): pontos da curva
padréo para o gene X (MAOA); Y Standards (A): pontos da curva padréo
para o gene Y (SRY).
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Tabela 2 — Proporgéo relativa de espermatozoides com o cromossomo Y do sémen
sexado fémea e sexado macho, em porcentagem * desvio padrdo, com valor
de P (teste de Tukey) na comparacdo com o sémen convencional (controle).

Grupo Proporcéo relativa de Y P
Controle 51,32% + 1,550 -
SF 8,66% <+ 0,837* <0,0001
SM 84,33% + 1,070 * <0,0001

*. diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao grupo controle; Controle: sémen
bovino convencional ndo sexado; SF: sémen bovino sexado fémea; SM: sémen bovino
sexado macho.

Todas as amostras apresentaram resultados dentro dos valores das
curvas padrao, e a quantidade relativa de X e de Y de cada amostra foi obtida
em todas as reacdes automaticamente pelo sistema levando-se em conta o valor
de Ct médio entre as duplicatas para os genes de cada amostra (Figura 2). A
proporcao relativa de Y do sangue de touro, utilizado como controle positivo em
todas as reacoes, foi, em média, 51,04% + 0,009, com coeficiente de variacédo
de 1,91% entre as reacOes. Ja a proporcéao relativa de Y do pool de sémen
convencional, também utilizado como controle positivo em todas as reacoes, foi
de 50,73% + 0,010, com coeficiente de variacéo de 2,01% entre as reacdes. Nao
houve amplificacdo do gene Y nas amostras de sangue de vacas, demonstrando
a dos primers desenhados para amplificar um fragmento do gene SRY,
especifico de animais machos.

A analise da curva de dissociacdo demonstrou que ndo houve a producéo
de produtos inespecificos ou de primers-dimers (Figura 3). Estes resultados
foram confirmados em eletroforese em gel de agarose (dados ndo mostrados).
Nenhuma das amostras utilizadas como controle negativo (NTC) apresentou

produto de amplificacdo ao final das reacgées.
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Fluorescéncia (dR)

128 0
Ciclos

FIGURA 2 — Resultados de fluorescéncia para a amplificacdo por gPCR dos genes X e
Y das amostras. Legenda: = curva padrao e threshold do gene X; = curva
padréo e threshold do gene Y; — amostras de sémen sexado por
aptameros, gene X; — amostras de sémen sexado por aptameros, gene Y.
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FIGURA 3 - Curva de dissociagao para os produtos de amplificacdo dos genes X (MAOA, A) e
Y (SRY, B) para as amostras da curva padrdo de ambos os genes. Legenda: =
amostras de sémen sexado por aptameros, gene X; — amostras de sémen
sexado por aptameros, gene Y; — amostras do controle negativo (NTC).
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Ap6s a separacdo magnética dos espermatozoides do sémen
convencional tratados com os aptameros, a diferenca entre a proporcao relativa
de espermatozoides com o cromossomo Y (espermatozoides Y) da fragao livre
do aptamero C12 foi menor que a do grupo controle (P < 0,05), com média de
47,7% contra 51,3%, respectivamente. Os demais grupos de tratamento, tanto
nas fragdes livres quanto nas fracdes retidas, para os demais aptameros ou pool
de aptameros, nao apresentaram diferenca significante na proporcéo relativa de
espermatozoides Y com relagdo ao grupo controle. As médias da proporgao

relativa de Y para cada grupo estdo na Tabela 3.

Tabela 3 — Proporcao relativa de espermatozoides com o cromossomo Y dos grupos
apos a separacdo magnética com os aptameros A7, B3, C12 e o pool dos
aptameros, em porcentagem * desvio padrdo, com valor de P, comparado ao
sémen convencional (controle).

Grupo Proporcéo relativa de Y P

Controle 51,32% = 1,550 -

A7 livre 51,95% + 3,075 0,908
A7 retido 53,63% + 2,882 0,301
B3 livre 49,44% + 6,498 0,740
B3 retido 50,25% + 3,527 0,905
C12 livre 47,75% + 1,766 * 0,009
C12 retido 49,64% + 1,977 0,257
Pool livre 50,78% + 1,694 0,904
Pool retido 52,83% + 3,000 0,474

*: diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo controle.
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2.4 Discusséao

Mamiferos machos produzem sémen em que 50% dos espermatozoides
carregam o cromossomo X e 50% carregam o cromossomo Y. Muitas diferencas
tedricas entre o espermatozoide X e Y foram sugeridas ao longo do tempo,
incluindo as diferencas fisicas, tais como tamanho, peso e densidade, velocidade
de natacdo, cargas elétricas superficiais, proteinas de superficie (GARNER;
SEIDEL, 2008), mas nenhuma evidéncia foi encontrada ainda de que estas
diferencas possam ser utilizadas para selecionar os espermatozoides, e muitas
metodologias desenvolvidas para a separacdo dos espermatozoides quanto ao
cromossomo sexual conforme estas diferencas encontradas ou sédo de alto
custo, ou muito lentas, ou impraticaveis a nivel comercial até o momento.

Como dito anteriormente, os aptameros utilizados foram desenvolvidos
para se ligarem especificamente ao espermatozoide que possui 0 Cromossomo
Y, e ap0Os a separacdo magnética, esperava-se que estes espermatozoides Y
ficassem retidos (fracdo retida), deixando livres no diluente/meio os
espermatozoides com cromossomo X (fracao livre).

O resultado deste experimento de separacdo dos espermatozoides
guanto a presenca do cromossomo X e Y, utlizando-se os aptameros
selecionados para essa finalidade, ndo foi satisfatério, apesar da menor
proporcdo de espermatozoides Y encontrados na fracdo livre (ndo retida
magneticamente) de um dos aptameros testados com relagcdo ao sémen nao
sexado, o aptamero denominado C12 (47,7% vs. 51,3% do controle). A diferenca
encontrada € muito pequena, e nao torna a técnica viavel para aplicagcdo em
testes de producéo de embrides ou de inseminacéo artificial no momento, pois a
proporcao entre fémeas e machos nédo deve sofrer uma alteracdo comparada ao
sémen convencional (controle) que seja economicamente importante. A selecao
de células por citometria de fluxo, um método eficaz que, apesar das limitacdes
e imperfeicbes, possui cerca de 90% de precisdo na separagcao dos

espermatozoides quanto ao sexo, estd comercialmente disponivel para o gado
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e outras espécies mamiferas (GARNER; SEIDEL, 2008). Em comparacéo a esta
técnica de citometria, mesmo que ndo haja limitacbes e prejuizo aos
espermatozoides, a selecdo dos espermatozoides por aptameros, como aqui
descrita, se torna inviavel com estes resultados obtidos. Mas a possibilidade de
haver um enriquecimento de um sexo em uma das fracdes de espermatozoides
apos o tratamento com aptameros sugere que bons resultados possam ser
alcancados e esta técnica pode ser melhorada e empregada num futuro proximo.

Para tentar minimizar as limitacées da técnica utilizando a citometria de
fluxo, novas técnicas de sexagem do sémen precisam produzir um fluxo maior
de espermatozoides num menor espaco de tempo, com menor lesdo mecanica
ou por corantes intracelulares menos téxicos aos espermatozoides (SEIDEL,
2014). Por nédo utilizar corantes ou marcadores intracelulares, a sexagem com
aptameros pode, ao atingir bons resultados de separacdo por sexo, produzir
adequados resultados de viabilidade dos espermatozoides, ja que o corante
Hoechst 33342 e a exposicdo a radiacao ultravioleta sdo responsaveis por lesbes
ao DNA dos espermatozoides, embora relatos sobre esses efeitos sejam
contraditérios (GARNER, 2009). Os aptameros aqui selecionados possuem
apenas a capacidade de se ligar a proteinas de superficie, ndo penetrando nos
espermatozoides com membrana intacta, diminuindo a possibilidade de leséo a
funcado da célula ou ao DNA do espermatozoide.

A presenca de uma proteina de membrana capaz de distinguir entre
espermatozoides portadores de cromossomo X ou Y depende de duas
suposicdes: a primeira, de que a expressao de genes associados ou controlados
pelos cromossomos sexuais ocorre em espermatides haploides; e a segunda, de
gue o produto do gene é confinado ao espermatozoide carregando esse
cromossomo (HOWES et al., 1997). Embora os cromossomos sexuais tenham
sido considerados, primeiramente, como inativos pela fase de paquiteno da
préfase da meiose, ha cada vez mais evidéncias de transcricdo pés-meidtica de
genes em ambos os cromossomos (LUZI et al., 2003).

Grupos de proteinas especificas do cromossomo X foram identificadas

consistentemente em diferentes amostras de sémen sexado, mas sua auséncia
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em preparacdes enriquecidas de membrana plasmatica (HOWES et al., 1997)
sugere que elas séo intracelulares e, portanto, é pouco provavel que possam ser
utilizadas para proporcionar um marcador util para a selecdo do sexo de
espermatozoides vivos. Por muito tempo, buscou-se anticorpos especificos
contra o antigeno HY, produzido pelo cromossomo Y (PETER; JONES;
ROBINSON, 1993; SOUZA et al.,, 1999) ou anticorpos para proteinas sexo-
especificas produzidas pelo cromossomo X (BLECHER et al.,, 1999). Bons
resultados de producédo de anticorpos para separacdo ou aglutinacdo dos
espermatozoides foram encontrados em algum momento, mas a aplicabilidade
desta técnica nunca chegou a ser comprovada na utilizagédo pratica cotidiana,
apesar de ter gerado algumas patentes (United States Patent 5,660,997,
6.153.373) (BENJAMIN et al., 2000; SPAULDING, 1997).

As informacdes disponiveis sobre a expressao de genes especificos dos
cromossomos X e Y e sobre o compartilhamento das proteinas entre as
espermatides ndo fornecem uma resposta conclusiva a questdo de saber se
espermatozoides X e Y podem diferir quanto a proteinas da membrana
plasmatica. As diferencas na composicédo de proteinas entre espermatozoides
com cromossomo X e Y pode ocorrer por certos produtos de genes expressos
durante a fase haploide, no qual RNA mensageiros sdo rapidamente traduzidos
e codificam proteinas que séo transferidos para os sistemas de membrana sem
dindmica de transferéncia entre as células (HENDRIKSEN, 1999). A dificuldade
encontrada neste nosso experimento pode ser explicada pela auséncia de
proteinas de membrana especificas para cada tipo de espermatozoide. Mas a
falta de evidéncias sobre proteinas diferentes nos espermatozoides X e Y até o
momento ndo é indicativo de que realmente ndo haja essa diferenca. E
necessario se levar em consideracdo que o ponto de partida estes estudos
comparativos entre espermatozoides X e Y é a utilizacdo de espermatozoides
provenientes de sémen sexado por citometria de fluxo, cuja precisdo nao é de
100%, faz com que, em todos os estudos ja citados, haja presenca do sexo nao
desejado nas amostras (CARVALHO et al., 2013; HENDRIKSEN, 1999; HOWES
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et al., 1997), e os resultados fornecidos por estes estudos n&o sejam definitivos
guanto a comparacao entre espermatozoides contendo cromossomo X ou Y.

A descoberta e o desenvolvimento de aptameros especificos para 0os mais
diversos fins ainda est4 no seu inicio, sendo um campo promissor que pode
oferecer uma nova técnica para a sexagem de espermatozoides pelas
caracteristicas Unicas dos aptameros. Popula¢des de aptameros com ligacdes
mais especifica para espermatozoides de cada sexo foram selecionadas em
estudo descrito anteriormente (COLLEY; BUHR; GOLOVAN, 2008). As
populac@es de aptameros especificos para X ou para Y sofreram enriquecimento
conforme a passagem dos rounds do SELEX, comprovada pela quantidade de
aptameros ligados ao sémen sexado. Neste estudo, a ligacdo de aptameros a
espermatozoides suinos foi observada, e estes aptameros foram produzidos a
partir de espermatozoides bovinos sexados, mostrando a possibilidade de uma
ligacéo cruzada de aptameros entre as espécies. Existe uma patente depositada
nos Estados Unidos, sobre a producdo de aptameros com o objetivo de realizar
a sexagem de sémen de mamiferos (OKSENBERG; KRYLOV; MUSHEEYV,
2012). Esta patente se refere a producdo de um aptamero, ou um pool de
aptameros, que se ligam a uma molécula alvo na superficie, acessivel através
da superficie ou dentro do espermatozoide mamifero, e o método para produzir
estes aptameros. Apesar da patente descrever a técnica, até o presente
momento ndo foram encontrados estudos realizados comprovando a eficacia
desta técnica para a producdo de descendentes do sexo desejado, em qualquer
espécie.

No nosso estudo, foi utilizada uma concentracédo aproximada de 4 x 106
aptameros por espermatozoides (1000 uM para metade de uma palheta de
sémen congelado). Concentracdes semelhantes de aptameros por
espermatozoide foram utilizados em rounds de selecédo de aptameros (SELEX)
em alguns experimentos (COLLEY; BUHR; GOLOVAN, 2008). Como nao ha a
descricdo da separacdo dos espermatozoides quanto a presenca dos
cromossomos X e Y utilizando-se aptameros especificos para esse fim, ndo

podemos chegar a conclusdo se a quantidade de aptameros no meio com 0s
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espermatozoides foi satisfatéria. A concentracdo de aptameros utilizada pode
ser muito alta, supersaturando a solugédo de aptameros, o que pode levar a
ligagBes inespecificas, influenciando negativamente na capacidade de
separacdo dos espermatozoides quanto ao sexo. Da mesma maneira, a
guantidade de beads magnéticas ligadas a estreptavidina precisa ser melhor
investigada, pois a solugéo pode estar pouco ou muito saturada.

Além dos fatores citados de concentracdo dos aptameros e das beads
magnéticas, um outro fator que pode interferir na ligacdo dos aptameros com
seus alvos é o tempo de exposicdo com o alvo. Os espermatozoides foram
deixados em contato com os aptameros, em suave agitacdo, por 30 minutos
numa primeira etapa. Depois da adicdo das beads magnéticas ligadas a
estreptavidina ao meio, os espermatozoides ainda tiveram mais 30 minutos de
contato com os aptameros, propiciando um total de uma hora, em constante e
suave agitacdo, de contato entre a solucdo de aptameros com 0s
espermatozoides. Os protocolos de selecdo de aptameros com finalidade de
sexagem dos espermatozoides descritos apresentam, de uma maneira geral, o
mesmo tempo de contato dos aptameros com o0s espermatozoides, apesar do
volume utilizado ser menor que o utilizado neste experimento (1,2 mL vs. 0,2
mL). Este tempo utilizado pode ser alterado, com tempo de exposi¢cdo maior ou
menor, e é provavel que sejam obtidos resultados diferentes. Se considerarmos
0 tempo necessario para realizar a sexagem do sémen com a citometria de fluxo,
um tempo de exposicdo aos aptameros maior, como aproximadamente duas
horas, ainda pode apresentar vantagens para a sexagem com 0S aptameros,
pois 0s espermatozoides ficariam exposto a possibilidade de danos por
manipulacdo ou pelo ambiente por um tempo relativamente muito menor
comparado a citometria de fluxo.

H4, ainda, que se levar em consideracdo o processo de selecdo dos
aptameros. Como dito anteriormente para o0s estudos comparativos entre
espermatozoides com cromossomos X e Y, ocorre a presenca de
espermatozoides do sexo ndo desejado contaminando as amostras, tanto de X

guanto de Y, pois a tecnologia de sexagem do sémen por citometria de fluxo ndo
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possui precisdo total. O fato de ter espermatozoides do sexo indesejado nas
amostras utilizadas como matéria prima para a selecdo dos aptameros durante
os rounds de SELEX pode fazer com que os aptameros selecionados ao fim do
processo ndo sejam especificos para o0s espermatozoides Y. A
selecao/enriqguecimento de aptameros apresentou uma grande quantidade de
sequéncias com possiveis ligacdes especificas, e destas foram selecionadas
trés que foram estudadas por base na quantidade encontrada ao
sequenciamento. Apesar destes trés aptameros biotinilados nao terem
apresentado os resultados esperados, dentro da grande quantidade de
sequéncias encontradas podem haver aptameros que sejam especificos para o
espermatozoide Y e possam ser utilizados para a sexagem do sémen.

A utilizacdo de um novo método para a quantificacdo da proporcéo de
espermatozoides X e Y em amostras de sémen, sejam eles convencionais ou
sexados, foi eficaz em nossos experimentos. Foram produzidas curvas padréo
de alta eficiéncia com os primers desenhados para os genes especificos dos
cromossomos X (MAOA) e Y (SRY), e com elas foi possivel obter a quantidade
relativa de células contendo cada um dos cromossomos sexuais. As amostras
testadas, de sémen convencional e de sémen sexado fémea e macho
apresentaram valores de quantificacdo relativa dentro dos valores da curva
padrdo, e através do Ct encontrado para cada amostra foi possivel obter a
proporcao relativa de cada sexo. As proporcdes de X e Y nas amostras de
sangue bovino de macho e de sémen convencional, em pool, utilizadas como
controle positivo dentro de cada corrida de qPCR mostraram baixo desvio padréo
e baixo coeficiente de variacdo, evidenciando que os resultados encontrados
foram fiéis ao realmente apresentados por estas amostras (relacdo 50:50). Estes
resultados permitem considerar que os dados de quantificacdo da propor¢ao
relativa de Y encontrados nas amostras de sémen sexado por aptameros
testadas podem ser considerados confiaveis e poderdo ser repetidos em testes
futuros. Além disto, esta técnica de quantificacdo aqui descrita permite a
realizacdo de testes da proporcédo de sexagem com menor custo, ja que nao

utiizam sondas moleculares, e sim SYBR Green, como marcador de
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amplificagao, como trabalhos descritos anteriormente (PARATI et al., 2006). Um
outro fator que influencia no menor custo desta técnica é que ela dispensa a
producdo de plasmideos utilizados na quantificacdo absoluta em protocolos
descritos em diversos trabalhos (MALEKI et al., 2013; PARATI et al., 2006).
Novos testes se fazem necessarios, mas o0s resultados encontrados se
mostraram confiaveis e podem ser aplicados facilmente, com custo
relativamente mais baixo e exigindo menor tempo de preparo e padronizacdo da

reacao.

2.5 Conclusdes

Os aptameros selecionados e utilizados neste experimento nao
produziram o efeito de separacao dos espermatozoides conforme a presenca do
cromossomo X ou Y, nestas condi¢cdes de concentracdo de aptameros e tempo
de exposicao aos aptameros, mas a diminuicdo da proporcéo relativa de Y em
uma das separac0Oes indica a necessidade de novos testes e novos protocolos.

A curva padrao utilizada para quantificacdo relativa da proporcdo dos
genes especificos dos cromossomos X e Y mostrou-se eficiente, e pode ser
utilizada para facilitar a procedimentos de quantificacdo da proporcdo de

espermatozoides X e Y de amostras de sémen bovino convencional e sexado.
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Figura 1 — Representacdo esquematica dos ciclos alternados de SELEX para selecao
dos aptameros (AOKI; LOVATO; PEITL JR, 2012).
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Figura 2 — Visualizacdo de espermatozoides em Microscopia Confocal (A, B e C) e
Microscopia Invertida de Fluorescéncia (D). A: Sémen convencional
descongelado marcado com DAPI visualizado no filtro de emissado para 460
nm. B: Sémen convencional descongelado marcado com aptamero B3 Alexa
488 visualizado no filtro para emissdo em 517 nm. C: Sobreposi¢cdo das
imagens A e B demonstrando a presenca de dois espermatozoides, sendo
somente um deles marcado na pecga intermediaria com Aptamero B3 Alexa
488. D: Sémen convencional descongelado marcado com aptamero B3
Alexa 488 visualizado no filtro para emissdo em 517 nm em microscopia de
fluorescéncia, demonstrando maior luminescéncia na peca intermediaria do
espermatozoide (AOKI; LOVATO; PEITL JR, 2012).



