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Resumo

Os primeiros estudos de espermatozoides com citometria de fluxo com espermatozoides
iniciaram no final da década de 1970. Com os avangos tecnoldgicos, hoje contamos com equipamentos
com alta sensibilidade e eficiéncia que, em conjunto com amplo catalogo de sondas fluorescentes,
podemos mensurar com alta precisdo caracteristicas celulares. Como exemplo, destacam-se dano em
membrana plasmatica, atividade mitocondrial, producdo de espécies reativas de oxigénio, dano ao DNA
espermatico e muito mais. Na presente revisdo, as potencialidades e limitacdo para a implementacao da
citometria de fluxo na andlise seminal de espécies domésticas sdo exploradas e comentadas.
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Abstract

The first flow cytometry studies with spermatozoa were published in the late 1970s. With the
technological advances in the following years, today we have equipments with high sensitivity and
efficiency that, together with a large number of commercially available fluorescent probes, allow us to
measure different cell characteristics with high accuracy. Some of the most evaluated characteristics are
plasma membrane damage, mitochondrial activity, production of reactive oxygen species, sperm DNA
damage, and much more. In this review, the potentials and limitations for the implementation of flow
cytometry in the seminal analysis of domestic species are explored and commented.
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Introducao

Como toda ciéncia veterinaria, a andrologia animal se beneficiou largamente dos avangos
tecnologicos das tltimas décadas. E incrivel pensar que os primeiros programas de reproducio animal
contavam com limitados recursos técnicos, incluindo microscopios Opticos com baixas resolugdo e
ampliac@o, e poucos ou inexistentes instrumentais dedicados ao exame andrologico. O desenvolvimento da
industria da saude humana e animal promoveu a expansio ¢ modernizacdo da fabricagdo de equipamentos e
insumos para exames, diagnosticos e tratamento de animais. Isto ocorreu devido & importancia econdmica
mundial das cadeias produtivas de proteina animal, que demandavam (e ainda demandam) o aprimoramento
das diferentes etapas dos processos produtivos. Como resultado, a partir da metade do século XX,
observou-se a continua tecnificagdo da producao de animais de interesse zootécnico.

O manejo reprodutivo € o pilar de qualquer sistema de produgao animal, uma vez que € o responsavel
pelo abastecimento continuo da cadeia. Assim, ¢ facil compreender que a busca por indices reprodutivos cada
vez mais eficientes estd diretamente ligado com a rentabilidade e sustentabilidade da producdo de qualquer
espécie animal. Com a implementagdo da inseminagéo artificial (IA) associada a técnicas de preservagdo do
sémen, foram obtidos ganhos produtivos e de avanco genéticos dificilmente alcancéveis até entdo. Contudo,
estas novas biotecnologias reprodutivas so, até hoje, dependentes da criteriosa avaliacao seminal, ndo sé para
eliminar ejaculados ou animais inadequados ao sistema reprodutivo, mas também para identificar pontos
criticos no manejo reprodutivo (Rodriguez-Martinez, 2013).

Podemos assumir que um dos grandes saltos tecnolégicos na andrologia foi o desenvolvimento e
implantacdo dos sistemas computadorizados de analise seminal (CASA, do inglés computer-assited
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semen analysis) (Boersma e Braun, 1999). Estes equipamentos trouxeram solu¢des para limitagdes
importantes relacionadas a analise seminal de rotina como a avaliagdo subjetiva da motilidade
espermatica, dificuldades de padronizagdo de processos e protocolos entre laboratorios, erros de
contagem e interpretagdo de dados. De fato, a analise computadorizada da concentragdo, motilidade,
morfologia espermaticas (entre outras avaliacdes possiveis), tornou a analise objetiva, trazendo mais
confiabilidade ao exame do sémen (Amann e Waberski, 2014).

Hoje, o CASA ¢ uma realidade, contudo, no Brasil sua aplicag@o ainda ¢ restrita a uma parcela
das centrais e laboratérios de pesquisa (Moore e Hasler, 2017). Destaca-se ainda que nem todas as cadeias
produtivas das espécies de animais domésticos adotaram de forma ampla e definitiva o uso do CASA
devido a fatores como custo de aquisicdo e manutengdo (Eljarah et al., 2013). De qualquer forma, o
laboratorio que tenha um dos diferentes modelos de CASA comercialmente disponiveis instalado,
seguramente, pode gerar laudos e analises com maior seguranga ¢ com informag¢des mais completas, em
especial com relagdo a motilidade espermatica (Vincent et al., 2012).

Mas afinal, se este artigo ¢ sobre citometria de fluxo, porque estamos falando de CASA?
Simples, pelo motivo de que a Citometria de fluxo aplicada ao exame seminal poderd ter o mesmo
impacto - e talvez as mesmas limitagdes, que o CASA teve. E neste breve artigo discutiremos porqué.
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Como funciona a citometria de fluxo

Desenvolvida em grande parte com foco em hematologia, a citometria de fluxo ¢ uma técnica em
que células sdo analisadas individualmente por meio de um feixe primario de laser com um determinado
comprimento de onda de excitacdo (Melamed, 2001). Este, ao incidir sobre a célula, sofre desvio ou
refracdo, sendo os feixes secundarios captados por detectores independentes que fardo mensuragdes
individuais. Cada mensurag@o ¢ convertida em dados que sdo veiculados a cada célula avaliada (evento).
Com isso, as informagdes sdo transmitidas a um software em um computador acoplado ao aparelho, que
ird permitir o manuseio, processamento, leitura e interpretagdo dos dados (Givan, 2001) (figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica da técnica de citometria de fluxo. FSC — Foward scatter, SSC — Side scatter.
Criado com Biorender.

Inicialmente, a citometria de fluxo avaliava cada célula individualmente com base no seu
tamanho e complexidade, informagdes captadas pelos detectores FSC (forward scatter) e SSC (side
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scatter). Em seguida, detectores de sondas fluorescentes, as mesmas utilizadas em microscopia de
epifluorescéncia, foram incorporados aos equipamentos (Herzenberg et al., 2002). Tal avango permitiu
novas analises, inclusive analises multiplex, onde varias sondas sdo adicionadas ao mesmo tempo a
amostra, permitindo a obtengdo de varias informagdes simultaneas de cada célula analisada (Givan,
2001). Além dos avangos da parte Optica, a parte hidraulica do equipamento também foi aperfeigoada,
permitindo analises de centenas de células por segundo, tornando rotina a avaliagdao de 20.000 células ou
mais por andlise. Estes nimeros claramente mostram as vantagens da citometria frente a microscopia,
economizando significativamente tempo de trabalho.

A citometria de fluxo aplicada a andrologia

Apesar de ter sido desenvolvida para estudos em hematologia, rapidamente, a citometria de fluxo
comecou a ser utilizada também em tecidos solidos, desde que estes fossem dissociados para separacéo e
analise individual das células. Logo a citometria de fluxo se tornaria ndo s6 uma solida ferramenta de pesquisa,
mas também uma ferramenta facilmente encontrada laboratoérios de analises clinicas (Shapiro, 2018).

Devido a sua natureza tissular similar ao sangue, ou seja, o fato da matriz extracelular de ambos
tecidos serem liquidas, logo percebeu-se a oportunidade de avaliar o s€émen através da citometria de fluxo
(Dean et al., 1978; Otto et al., 1979; Pinkel et al., 1979; Spano e Evenson, 1991). Com os avangos da
técnica na satde humana, ja na década de 1990, diversas sondas fluorescentes ja estavam disponiveis no
mercado, necessitando apenas serem validadas (Morrell, 1991). Alias, esta ¢ sempre uma limitagdo
quando técnicas sdo transladadas da medicina humana, uma vez que diferencas anatomo-fisiologicas
interespecificas podem inviabilizar o uso da técnica.

Hoje a aplicagdo de sondas fluorescentes em citometria de fluxo de espermatozoides esta bem
estabelecida, e em especial em diferentes espécies (Boe-Hansen ¢ Satake, 2019; Hossain et al., 2011;
Nagy et al., 2016; Ortega-Ferrusola et al., 2017; Pena et al., 2016; Vishwanath ¢ Moreno, 2018). Na
pesquisa, a citometria de fluxo vem sendo aplicada extensivamente para aprofundar a avaliagdo seminal
in vitro, permitindo a obtencdo de dados estruturais e funcionais que possam dialogar com os resultados
do CASA e de ensaios morfoldgicos. Ainda, ela vem sendo empregada para a obtencdo de mais
informagdes sobre o ejaculado que também ¢ testado in vivo, dando mais seguranga nas interpretacdes
acerca da fertilidade masculina. A Figura 2 apresenta algumas das sondas fluorescentes mais utilizadas e
sua aplicagdo em andrologia. Recomenda-se buscar atualizacdo no site dos fabricantes das sondas e
equipamentos de citometria de fluxo para verificar a lista atualizada de reagentes e a compatibilidade
entre citometros e sondas.
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Figura 2: Exemplos de sondas fluorescentes utilizadas para identificar diferentes caracteristicas estruturas e
funcionais em espermatozoides. Para referencias as sondas e detalhes, referir-se a Martinez-Pastor et al., (2010).
Criado com Biorender.

Consideracoes Finais

A citometria de fluxo ¢ uma ferramenta com grande potencial na andrologia veterinaria e ja vem
sendo amplamente utilizada na pesquisa em reprodugdo animal (Pena et al., 2018). Limitagdes como
custo de aquisigdo, instalagdo e manutengdo, bem como o treinamento adequado de técnicos para operar o
equipamento impde barreiras no seu uso como rotina clinica. De fato, tais barreiras foram as mesmas
encontradas pelo CASA, quando da sua chegada no Brasil. Porém, hoje grandes centrais e empresas da
area de reproducgdo de suinos e bovinos ja possuem o CASA, o que aponta para um futuro semelhante ao
citometro. Ressalta-se a necessidade da padronizagdo de ensaios (concentragdo de sondas, combinagdo
entre elas, e nimero de células analisadas), desenvolvimento de modelos matematicos de analises de
dados para otimizacdo da implementagdo da técnica (Barrier Battut et al., 2016; Gliozzi et al., 2017,
Sellem et al., 2015) e para a geracao de indices de facil utilizagdo e compreensao.
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