LIMITAGOES DA CITOMETRIA DE FLUXO NA SEXAGEM DE SEMEN BOVINO
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RESUMO

A citometria de fluxo pode ser utilizada na sexagem de sémen bovino por meio da
analise das caracteristicas fisicas e quimicas dos espermatozoides. Para realizar a
sexagem de sémen por citometria de fluxo, os espermatozdides sédo frequentemente
marcados com corantes fluorescentes que se ligam a proteinas especificas ou
componentes celulares presentes em diferentes quantidades nos espermatozoides X
e Y. Esses corantes permitem que os espermatozoides sejam distinguidos e
separados com base em seu conteudo celular. O objetivo desta revisdo de literatura
foi contextualizar a utilizagdo da citometria de fluxo na viabilidade espermatica de
bovinos e apontar suas limitagdes. Durante a citometria de fluxo, os
espermatozoides sdo analisados enquanto passam por um feixe de laser, e os sinais
de dispersao de luz e fluorescéncia sdo detectados por sensores. Com base nesses
sinais, os espermatozoides X e Y podem ser diferenciados e contados, permitindo a
determinacao da proporcao de espermatozoéides de cada sexo nas amostras. Dentre
as limitagbes da sexagem utilizando a técnica de citometria de fluxo estdo longa
exposicao dos espermatozodides ao corante sob alta temperatura, exposicao a alta
pressao e a luz ultravioleta emitida pelo laser e rapida desaceleragado na saida do
citbmetro. Além disso, o equipamento possui alto custo de aquisi¢ao.

PALAVRAS - CHAVE: Genética. Melhoramento. Reproduc¢do.Viabilidade.
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LIMITATIONS OF FLOW CYTOMETRY IN BOVINE SEMEN SEXING

ABSTRACT
Flow cytometry can be used in sexing bovine semen by analyzing the physical and
chemical characteristics of sperm. To perform semen sexing by flow cytometry,
sperm are often labeled with fluorescent dyes that bind to specific proteins or cellular
components present in different amounts in X and Y sperm. on your cellular content.
The objective of this literature review was to contextualize the use of flow cytometry in
bovine sperm viability and point out its limitations. During flow cytometry, sperm are
analyzed as they pass through a laser beam, and light scattering and fluorescence
signals are detected by sensors. Based on these signals, X and Y sperm can be
differentiated and counted, allowing the determination of the proportion of sperm of
each sex in the samples. Among the limitations of sexing using the flow cytometry
technique are long exposure of spermatozoa to the dye under high temperature,
exposure to high pressure and ultraviolet light emitted by the laser and rapid.
KEYWORDS: Genetics. Improvement. Reproduction. Viability.
INTRODUCAO

A biotecnologia reprodutiva de grande procura € a selecdo do sexo na
concepgao em animais. Nos bovinos, a sexagem de espermatozoides em
propriedades, especialmente em produtoras de leite, estd na possibilidade do
nascimento de fémeas provenientes de acasalamentos programados, garantindo a
reposi¢ao do rebanho (NASCIMENTO et al., 2015).

Ja para a producdo de carne, o nascimento da progénie de machos é
interessante porque os machos possuem 25% maior peso corporal do que as
fémeas. Considerando o melhoramento genético, a sexagem de espermatozdides
permite 0 aumento de individuos machos ou fémeas na progénie de uma populagao,
permitindo a intensidade de selecdo (CABRAL et al., 2023).

Na América do norte, conseguir 10 machos seguidos acontece
aproximadamente 1.000 vezes por ano, € 0 mesmo ocorre para 10 fémeas
consecutivas. Entretanto, ha distorcbes nas propor¢cdes sexuais nas taxas de
concepgdes de machos e fémeas. Em bovinos, a inseminagéo artificial (IA) ou
transferéncia de embrides (TE) resulta em 51% de machos, enquanto a fertilizagao in
vitro (FIV) resulta em cerca de 54% de machos (SCOTT et al., 2018).

Em vacas muito velhas ocorre a producdo de cerca de 53% de bezerros
machos. A gestdo pode desempenhar um papel importante no manejo dos
espermatozoides, pois rebanhos com manejo nutricional ruim resultam em 49% de
machos, enquanto os rebanhos com manejo muito bom obtém em média 53% de
machos. Alguns autores sugerem que o momento da IA pode alterar a proporgao
sexual, no entanto, essas alteracées devido a IA n&o estdo confirmadas (LIMA;
NOCITI, 2019).

Dessa forma, a sexagem permite aos produtores selecionar o género dos
embrides produzidos, o que pode ser util para controlar a propor¢ao de machos e
fémeas no rebanho. Isso pode acelerar o progresso genético em diregdo a
caracteristicas como maior producao de leite, melhor conformacgao corporal ou
resisténcia a doengas (QUELHAS et al., 2021). No entanto, esse processo apresenta
limitagdes quanto aos equipamentos de sexagem, como a citometria de fluxo
(CARVALHO et al., 2018).

A citometria de fluxo permite a analise simultdnea de varias caracteristicas
das células, como tamanho, forma, complexidade, viabilidade, e expressdo de
proteinas ou outras moléculas. Isso possibilita a caracterizacdo detalhada de
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diferentes tipos de células em uma amostra. Apesar de ser uma técnica versatil,
apresenta custos para implementacdo. Assim, serdo vistas quais as limitacdes para
utilizacao da citometria de fluxo na viabilidade espermatica de bovinos (QUELHAS et
al., 2021).

O objetivo desta revisdo de literatura foi contextualizar a utilizagcdo da
citometria de fluxo na viabilidade espermatica de bovinos e apontar suas limitagdes.

SEXAGEM EM BOVINOS

A sexagem de sémen em bovinos é uma técnica utilizada na reprodugao
assistida para selecionar espermatozdides de um determinado sexo antes da
inseminacao artificial. Isso €& possivel devido a diferenga no tamanho dos
cromossomos sexuais X e Y nos espermatozoides (BONEYA, 2021).

Existem diferentes métodos de sexagem de sémen, mas um dos que tem
acuracia € o uso de citometria de fluxo, onde os espermatozoides sao separados
com base em diferengcas na quantidade de DNA entre os cromossomos X e Y. Os
espermatozoides com cromossomos X (que resultardo em uma cria fémea) tendem
a ter mais DNA do que os espermatozoides com cromossomos Y (que resultardo em
uma cria macho) (CABRAL et al., 2023).

Essa técnica é especialmente util na pecuaria, permitindo aos produtores
selecionar o sexo do animal que desejam produzir, dependendo de suas
necessidades e objetivos de criagdo. Por exemplo, se um produtor quer aumentar o
numero de fémeas no rebanho para reproducdo ou para a producao de leite, a
sexagem de sémen pode ajudar a atingir esse objetivo de maneira mais eficiente
(BONEYA, 2021).

Por isso, € importante entender como funciona a técnica e a viabilidade
econbmica da aquisicdo do equipamento. Além disso, apresenta diminuicdo da
viabilidade espermatica durante a sexagem utilizando a citometria (CABRAL et al.,
2023).

Histéria da Citometria de Fluxo

Os esforcos para quantificar os constituintes das células individuais
comecgaram com medi¢cdes de células em slides. Os quadrantes a serem medidos
poderiam ser selecionados visualmente, e as medidas obtidas foram prontamente
correlacionadas com o tipo de célula. O pioneiro neste trabalho foi Tjorborn
Caspersson no Instituto Karolinska em Estocolmo e Robert Mellors no Instituto Sloan-
Kettering em Nova lorque, em 1880 (GARNER et al., 2013).

Aos estudos de Caspersson seguiram a descoberta dos acidos nucléicos por
Miescher em 1897, a invengdo do microscopio ultravioleta (UV) por Kohler em 1904,
e a demonstracdo de Dhere (1906) de que bases purinas e pirimidinas de acidos
nucleicos absorveram luz UV a cerca de 260 nm. Medindo a absorgdo UV de células
individuais intactas fotometricamente, Caspersson introduziu o conceito e comecgou a
desenvolver as técnicas de citoquimica quantitativa. Ele demonstrou que as
células metabolicamente ativas, incluindo as células cancerigenas, tinham maior
capacidade nucleica com conteudo acido em 1936. Ele também mostrou bandas nos
cromossomos por absorcdo UV (NANIWA et al., 2019).

Posteriormente, Mellors foi o primeiro a usar lampadas fluorescentes corantes
de acido nucleico para corar e medir acidos nucleicos intracelulares em 1950. Ele
inventou um scanner microfluorométrico para escanear e medir as células em
esfregacos de células esfoliadas, em 1951, e foi o primeiro a identificar células
cancerigenas em um exame de Papanicolau quantificando o conteudo de acido
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nucleico celular (YADAV et al., 2018).

Foi o trabalho de Mellors em colaboragdo com o Dr. Papanicolaou, em 1952,
que despertou interesse na citologia automatizada e levou ao financiamento deste
esforgo, primeiro pela American Cancer Society, e depois, pelo Instituto Nacional de
Cancer. Mas os primeiros instrumentos € mesmo os posteriores, de melhor
engenharia de escaneamento celular, microscépios de analise de imagem eram
muito lentos e sofriam de uma série de limitagbes fisicas (NANIWA et al., 2019).

As fontes de luz laser ainda n&o tinham sido desenvolvidas, e os sistemas de
analise de dados computacionais eram muito lentos para as enormes quantidades
de dados que tiveram que ser analisados a partir de cada imagem de célula e
preparados convencionalmente. Além disso, os slides apresentavam uma imagem
confusa de células sobrepostas e artefatos (YATA, 2022).

A citometria de fluxo superaria pelo menos algumas dessas dificuldades por
meio de medigdes globais de um numero limitado de recursos principais em cada
célula e por taxas de medigdo em centenas de células por segundo. A primeira
tentativa de contar ou medir células que fluem em suspensao foi creditada a
Moldavia em 1934. Ele descreveu um aparelho que consiste simplesmente em um
microscopio que estava focado em um tubo de vidro capilar através do qual forgou
uma suspensao de células, registrando a passagem de cada célula por um
dispositivo fotoelétrico na ocular (NANIWA et al., 2019).

Versbes melhoradas deste instrumento foram descritas posteriormente por
Cornwall e Davison em 1950 e por Bierne e Hutcheon em 1957. Os capilares eram
facilmente obstruidos por agregados celulares e detritos nesses instrumentos, que
Kamentsky em 1965, conseguiu minimizar usando um canal em forma de gravata
borboleta. No entanto, foi Crosland-Taylor, em 1953, mostrou que o entupimento
poderia ser evitado usando um canal de grande diametro e centralizando o fluxo de
células em uma bainha fluida usando o principio do fluxo laminar (GARNER et al.,
2013).

Todos os canais de fluxo foram projetados desta forma. Os principios
hidrodindmicos basicos que controlam o fluxo das particulas foram descritos por
Kachel em 1990. O primeiro instrumento pratico e clinicamente bem-sucedido para
contagem (e mais tarde para analise) de células sanguineas em suspensao foi
projetado e patenteado por Walter e Coulter em 1949 (GARNER et al., 2013).

Durante as préximas trés décadas, o Coulter Counter foi usado rotineiramente
em laboratorios clinicos em todo o mundo para fazer contagem de glébulos brancos
e vermelhos. As células suspensas em uma solugdo iénica sao feitas para passar
individualmente através de um orificio estreito entre dois eletrodos mantidos em uma
diferenca de potencial constante (NANIWA et al., 2019).

A condutividade elétrica da suspensédo € intencionalmente diferente daquela
da célula, de modo que, a medida que a célula passa entre os eletrodos, altera-se a
condutividade e gera um sinal elétrico. As contagens de globulos vermelhos foram
realizadas em sangue total diluido e as contagens foram obtidas lisando os glébulos
vermelhos (MIR; KUMAR, 2012).

O Coulter Counter passou por uma série de melhorias ao longo dos anos,
principalmente na eletrénica e projeto da camara de contagem para que as células
pudessem ser diferenciadas por tamanho a medida que fossem contadas. Em
principio, também era possivel usar correntes elétricas moduladas para distinguir
diferentes tipos de células com base nas diferengcas em seus constituintes celulares,
mas isso foi incorporado em um instrumento de sucesso comercial (NANIWA et al.,
2019).
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Logo apds os primeiros citbmetros de fluxo terem sido projetados, reconheceu-
se que as medigdes de fluorescéncia tiveram muitas vantagens sobre as medicoes de
corantes absorventes. A fluorescéncia ofereceu uma sensibilidade muito maior, e
nas concentragdes de corante utilizadas para estudos de células biolégicas nao
houve erro de distribuicdo. A fluorescéncia era essencial se alguém quisesse
quantificar o antigeno e expressédo de constituintes celulares, um requisito comum
em experimentos e laboratérios clinicos, e dois ou mais constituintes diferentes
poderiam ser medidos simultaneamente, algo que era dificil ou impossivel de fazer
com a absorgao dos corantes (MIR; KUMAR, 2012).

Assim, com raras excegdes, as fontes de luz e a dptica de todos os citdmetros
de fluxo estao otimizados para medicdes de fluorescéncia. As pesquisas utilizando os
citbmetros de fluxo foram projetadas e desenvolvidas em Los Alamos sob a lideranga
de Marvin Van Dilla. Como os instrumentos Kamentsky, a excitagao era ortogonal ao
fluxo na posicéo ideal, assim como os detectores de fluorescéncia e sensores de
dispersdao possuiam fontes de luz laser de alta intensidade para todos serem
interceptados. Na pratica, € possivel verificar com a fluorescéncia a quantificagéo e a
intensidade de proteinas nas células de interesse, possibilitando a segmentacéo e
classificagao das células (JOSHI et al., 2021).

Outras modificagdes foram feitas, incluindo alteragdes no projeto do canal de
fluxo e um sensor Coulter incorporado com os sensores Opticos. Um sensor de
dispersdo multiangular foi usado para estudar a dispersdo de luz como meio de
classificagao celular por Salzman em 1975. O sensor demonstrou que os principais
tipos de glébulos brancos no sangue periférico poderiam ser distinguidos por uma
combinacdo de dispersdo de luz direta e em angulo reto, e esses recursos de
medi¢cdo sdo agora a base para o branco diferencial automatizado contadores de
células sanguineas no laboratério clinico (YADAV et al., 2018).

O citdmetro de fluxo Cytomat desenvolvido e fabricado na Block Engineering
mediu simultaneamente pelo menos quatro parametros de fluorescéncia, absorcéo
de UV, e dispersao de luz. O objetivo era fazer contagens de glébulos vermelhos e
brancos e com citoquimica muito sofisticada para fazer contagens diferenciais de
glébulos brancos. Foi uma maravilha da engenharia complexa, mas ndo um sucesso
comercial. A excitagcado de laser duplo foi posteriormente incorporada no fluxo de
citbmetros de Los Alamos em 1979 (QUELHAS et al., 2021).

A classificacao celular foi adicionada aos primeiros citdmetros de fluxo para
dois propdsitos: diagnostico, isto é, para identificagao visual de células selecionadas
por citometria de fluxo; e preparativo, ou seja, coletar uma populagao pura de células
com base em alguns recursos selecionados de citometria de fluxo. Kamentsky
pretendia demonstrar que havia identificado corretamente células cancerigenas em
amostras de citologia cervical, e ele desenvolveu um classificador fluidico que
desviou brevemente o fluxo para um canal lateral quando uma suposta célula
cancerigena fosse detectada em 1967 ( CARVALHO et al., 2018)

A classificagao era lenta e a célula desejada quase sempre estava misturada
entre muitos outros contaminantes. Um classificador descrito por Mack Fulwyler em
1965 poderia separar células individuais do fluxo de células por deflexao eletrostatica
a medida que emergiam de um bocal de dimensionamento de células Coulter. O
feixe de excitagao foi focado no fluxo de células a medida que emergia do bocal do
canal de fluxo, antes de quebrar em goticulas.Estas medidas do fluxo de células no
ar eram surpreendentemente boas (ESPINOSA; CORDOVA, 2012).

Classificadores de células eletrostaticas de alta velocidade com excitagao
dupla a laser foram posteriormente projetados e construidos em Los Alamos em
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1979, e usado para classificar cromossomos unicos para preparac¢ao de bibliotecas
de genes em plasmideos (ESPINOSA; CORDOVA, 2012).

Um instrumento comercial, Hemalog, foi projetado por Ansley e Ornstein em
1970 para identificar e classificar células coradas por luz absorcédo e dispersédo em
vez de fluorescéncia. Foi fabricado pela Technicon Corp. em Tarrytown, Nova
York, e utilizou processamento paralelo de amostras através de diferentes canais
em cada um dos quais um tipo especifico de célula foi corado e contado. Este
instrumento foi usado em varios laboratérios clinicos (YADAV et al., 2018).

Ainda, outro projeto de citdbmetro de fluxo foi proposto por Steen em 1980. No
seu instrumento, o fluxo fluido de células era direcionado para um local especifico,
na superficie de uma lamela de vidro no foco da objetiva do microscopio. Uma
lampada de mercurio ou xendnio foi usada para excitacdo do corante fluorescente. O
instrumento Steen é atraente devido a sua simplicidade, baixo custo e alta
sensibilidade (MIR; KUMAR, 2012).

Uma das vantagens da imagem sobre a citometria de fluxo, talvez a vantagem
mais significativa, € a pronta correlagdo com a classificagdo celular por luz
convencional microscopica. Um dos principais objetivos da citometria tem sido
combinar esta vantagem da citometria de imagem com a velocidade e precisdo das
medicdes por citometria de fluxo (YADAV et al., 2018).

Isso foi aprimorado com um novo microscépio baseado e descrito por
Kamentsky e Kamentsky em 1991. Este instrumento, um citdmetro de varredura a
laser (LSC) fabricado pela CompuCyte Inc., Cambridge, Massachusetts, faz
medicoes do tipo citometria de fluxo de células em laminas em impressdes,
esfregacos, suspensdes de células ou secgdes de tecido. A velocidade e preciséo
da medi¢cdo € comparavel a da citometria de fluxo convencional (MIR; KUMAR,
2012).

As células sdo retidas na lamina e podem ser medidas novamente em
intervalos de tempo desejados para derivar a cinética de uma reagao enzimatica ou
outra para cada um de qualquer numero de células; e como a posi¢cao das células
também é registrada, as células podem ser retidas e examinadas para alguma outra
caracteristica, ou para classificagdo por microscopia Optica convencional. Hoje, no
mercado global existe uma diversidade de fabricantes detentores das patentes
(YATA, 2022).

Conteudo de DNA do Esperma

No gado, a cromatina de cada célula somatica contém 60 cromossomos. Os
gametas masculinos contém metade desse numero porque os esperma haploide
portador do cromossomo X e Y que produz fémeas carrega 29 autossomos mais o
cromossomo X. Os espermatozoéides haploides portadores do cromossomo Y tém os
mesmos 29 autossomos mais o0 macho determinando o cromossomo Y (SILVA;
GUERRA, 2019).

A diferenca no comprimento total dos cromossomos bovinos entre touros e
vacas € aproximadamente 4,2%. O avanco inicial ocorreu quando um dos laboratérios
mais sofisticados do mundo, Laboratério Nacional Lawrence Livermore (LLNL),
estudou os efeitos da radiacdo na saude dos seres humanos usando esperma de
rato como modelo para indicar danos ao DNA da linha germinativa. Estudos iniciais
sobre a estabilidade do DNA de esperma de camundongo e de outros mamiferos,
destaca que os resultados ndo eram alcancados devido ao achatamento do formato
da cabeca do esperma (SERAFIM et al., 2018).

Este problema foi superado pelo citbmetro de fluxo que foi desenvolvido por
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Dr. Daniel Pinkel, que orientou o esperma para que medicdes precisas do conteudo
de DNA poderiam ser feitas usando o lado achatado da cabega do esperma (LIMA;
NOCITI, 2019). Com isso, comegou a ser possivel obter DNA preciso do conteudo
medindo a cabeca do esperma primeiro, denominado medi¢cdo coaxial, conforme
utilizado pelo sistema que foi desenvolvido na Alemanha pela Partec GmbH. Foi este
sistema (Impulso de Ortho Citofotébmetro, ICP-22) que foi usado para fornecer o
avango nas analises de sémen de touros em 1981 (MORAIS et al., 2020).

Assim, a LLNL demonstrou o uso potencial de citometria de fluxo para
identificar de forma convincente os espermatozoides X e Y das populacdes com
base em suas diferencas de conteudo de DNA (COLOMBO et al., 2017).
Posteriormente, o cientista Dr. Duane Garner mostrou que esta abordagem
citométrica de fluxo foi capaz de determinar diferengas de conteudo de DNA entre X-
e Esperma Y de bovinos, ovinos, suinos e coelhos. Os espermatozdides, no entanto,
foram mortos no processo de produgdo permeaveis a membrana utilizando corante
fluorescente impermeavel, 40-6-diamindino-2-fenilindol (DAPI) (LIMA et al., 2018).

A selecdo sexual em animais domeésticos tornou-se uma questdo, uma vez
que a capacidade de determinar o sucesso da separagao dos espermatozoides X e Y
foi alcangado com analises citométricas de fluxo (COLOMBO et al., 2017). O exame
citométrico de fluxo do conteudo de DNA de espermatozdides de gado com
cromossomos X e Y mortos e com membrana desnudada (Bos taurus e Bos indicus)
indicou uma diferenga de cerca de 3,7%. De acordo com o cientista Dr. Duane
Garner, a preciséo desta citometria de fluxo foi suficiente para detectar diferengas no
conteudo de DNA entre os espermatozoides portadores dos cromossomos X e Y
entre cinco ragas de gado (VILLADIEGO et al., 2018).

Diferenciacao Sexual de Espermatozéides Vivos por Conteudo de DNA

Em 1989, um grande avango na sexagem de espermatozdides foi relatado por
Johnson em seu grupo de pesquisa. O grupo do Centro de Pesquisa USDA Beltsville
relatou producédo de descendentes de espermatozdides de coelho vivos, separados
por sexo. Esse foi o primeiro relatério verificado onde o sexo da prole havia sido
predeterminado na concepg¢ao, classificando os espermatozdides vivos nas
respectivas populacdes de espermatozoéides portadores dos cromossomos X e Y
(VISHWANATH; MORENO, 2018).

Os espermatozoides foram corados e classificados de acordo com seu
conteudo de DNA, e entdo, inseminados cirurgicamente nos ovidutos de coelhas. A
inseminagcao de espermatozoides com cromossomo Y separados por sexo resultou
em 81% de machos (17/21), enquanto a inseminagdo de espermatozoides
portadores do cromossomo X resultou em 94% de fémeas (15/16). O DNA do
esperma € corado estequiometricamente com Hoechst 33342, e entdo o esperma é
bombeado em um fluxo na frente de um feixe de laser em comprimentos de onda
especificos (KUMAR et al., 2024).

O Hoechst 33342 iluminado, mancha o esperma e emite uma fluorescéncia
azul muito brilhante. A fluorescéncia é rapidamente medida usando um tubo
fotomultiplicador (PMT) enquanto o esperma flui em fila unica na frente do PMT. Um
computador de alta velocidade é usado para analisar fluorescéncia relativa das
populagdes de espermatozoides X e Y a medida que fluem através do instrumento
em uma corrente fluidica (SEIDEL; DEJARNETTE, 2022).

Um vibrador de cristal € usado para quebrar o fluxo em goticulas individuais,
muitas das quais contém esperma. Os espermatozoéides corados com fluorescéncia
sdo classificados por DNA conteudo colocando cargas opostas em goticulas
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contendo esperma X daqueles contendo esperma Y. As goticulas passam do positivo
e do negativo por campos elétricos, e como cargas opostas se atraem, e as goticulas
s&o separadas em dois fluxos para coleta (KUMAR et al., 2024).

Um terceiro fluxo de goticulas sem carga € descartado; essas goticulas
contém espermatozdides que nao puderam ser sexados com precisao (mais da
metade), sem esperma, raramente dois espermatozoides, bem como espermas
mortos. A eliminagdo do esperma morto € uma vantagem valiosa deste processo.
Esta tecnologia de classificagdo de esperma € conhecida como Tecnologia de
Sexagem de Esperma de Beltsville e foi patenteada pelo USDA por Dr.Lawrence
Johnson como inventor em 1991 (KUMAR et al., 2024).

Disponibilidade Limitada de Esperma Sexuado

A dose de inseminagdo comumente usada para bovinos geralmente é de
20.10° ou mais espermatozoides criopreservados. Inicialmente, separando os
espermatozoéides X e Y por sexo por citometria de fluxo teve uma séria limitagao
porque os instrumentos utilizados para classificar espermatozéides individuais pelo
seu conteudo de DNA foram muito lentos para produzir nimeros adequados para
uso em inseminacao artificial (BONEYA, 2021).

No inicio um sistema de sexagem de esperma s6 conseguia separar cerca de
400.000 espermatozoides por hora. Assim, levaria 25 horas para separar uma dose

de inseminacao de 10.106 esperma de cada sexo. Estudos sobre o numero
minimo de esperma por dose de inseminagao seria necessario para atingir taxas
de gravidez aceitaveis em bovinos (HALL; GLAZE JUNIOR, 2014).

Técnica de Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo possui alto valor agregado e de utilizagao restrita, tendo
em vista que gasta aproximadamente 30 minutos para sexar uma dose de sémen,
mostrando que a utilizagao comercial ndo € viavel. A utilizagao da citometria de fluxo
para producdo do sémen sexado bovino tem sido eficiente no resultado do sexo
escolhido dos bezerros. No uso deste sémen tem-se observado melhorias na
programacao das populagbes do rebanho, maior ganho direcionado para produg¢ao
de leite e carne, além de facilidade na reposi¢cdo de matrizes. Além disso, ha ganhos
genéticos com redugao no tempo na selecao de plantéis (QUELHAS et al., 2021).

A principal diferenca entre espermatozoides X e Y advém da quantidade de
DNA dos mesmos. Assim, a utilizagdo do método possibilitou a mensuragcdo da
quantidade individual de DNA de cada célula espermatica pela fluorescéncia emitida
pelo corante Hoechst 33342 que se liga ao DNA. Devido a uma diferenga na
quantidade de DNA, os espermatozoides X, apds serem expostos a esse corante
fluorescente, apresentam um brilho maior do que os espermatozdides Y (Figura 1)
(CARVALHO et al., 2018)
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FIGURA 1 — Separacéao de espermatozoides pelo citbmetro de fluxo com laser e
placas de deflexao
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Fonte: Cabral et al. (2023) baseado em Johnson; Welch (1999).
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Dentre as desvantagens da citometria de fluxo estdo que muitas células sao
cultivadas enquanto se aderem as estruturas de scaffolds e placas de cultura de
tecidos ou a tecidos ou estruturas com outras células, tendo em vista que as células
sao dissociadas de seu ambiente, e sua expressao de proteina pode mudar; os
dados sobre a morfologia celular ndo podem ser acessados, bem como a localizagéo
dos marcadores moleculares na célula; a tensdo causada nas células durante a
citometria de fluxo pode afetar sua capacidade de continuar crescendo apds a
anadlise, em que um grande numero de células n&o sobrevive ao processo
(CARVALHO et al., 2018).

Além disso, as ferramentas de medi¢cdo usadas em um citbmetro de fluxo
limitam a visualizagdo dos dados quantitativos em graficos, isto €, a avaliagao visual
das células é praticamente impossivel. Com essas desvantagens, uma solugéo tem
sido a complementagdo da técnica com imuno-histoquimica das células em seu
ambiente. Entretanto, a maioria das ferramentas de analise de imagem né&o
consegue fornecer o mesmo nivel de dados quantitativos (CABRAL et al., 2023).

Os espermatozoides sao analisados por citometria de fluxo (Figura 1 a),
quanto ao seu conteudo de DNA, coletando informacdes de fluorescéncia, que sao
proporcionais ao conteudo de DNA da face achatada da cabeca do espermatozéide.
Esta informacao é coletada no detector de fluorescéncia de 0" (uma modificagéo). O
detector de fluorescéncia de 90" é usado, para determinar como o esperma é
orientado. As janelas de classificagdo ( Figura 1 b) em torno do esperma com
cromossomo Y, mais escuro € do esperma com cromossomo X, mais brilhante sao
usadas, para determinar quais espermatozoides sdo coletados. A validacdo do
esperma classificado é feita, reanalisando alguns dos espermatozoides de ambas as
fragcOes coletadas, Y (Figura 1 c) e X (Figura 1 d) (CABRAL et al., 2023).

Apos a coloragdo com corante, as amostras sédo diluidas, na proporgcéo 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 s&o submetidas ao citdmetro de fluxo
(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 sdlido, a
125mW, com fluido da bainha bovina. As comportas s&o ajustadas, para atingir 90%
de pureza e os espermatozoides sexados sao classificados em meio Tris. Depois de
ser refrigeradas a 4 °C por 90 min., os espermatozodides sexados sao centrifugados
e diluidos em Bioxcell, para alcangar a concentracao de 2 x106 espermatozoides/mL
(IMV, L'Aigle, France). Por fim, o sémen é envasado em palhetas de 0,25mL e
congelados para o uso posterior (CARVALHO et al., 2018).

Apoés esses procedimentos, os espermatozoides passam numa fila Unica que
contém um separador com campo elétrico, sendo direcionados para um tubo de
coleta por meio da diferenca de cargas elétricas positivas ou negativas. E importante
citar que a velocidade de separagao dos espermatozdides X e Y € lenta, cerca de
3000 a 4000 células por minuto para cada sexo. Os espermatozédides sao
conduzidos através do aparelho em velocidades que se aproximam aos 90 km/h e a
pressao de 50 psi ao deixar o “nozzle” (VILLADIEGO et al., 2018).

Esta alta pressdo e suas sequelas comprometeriam a viabilidade e a
motilidade do espermatozéide, realizando reducdo da fertiidade. Com testes
anteriores, a diminuicdo da pressado durante o processo de separagao de 50 para
proximo dos 40 psi aumentou a sobrevivéncia dos gametas apos o “sorting”
mantendo a precisdo na separagao dos espermatozdides carreadores do
cromossomo X ou Y. Por meio da separacdo dos espermatozéides pela
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citometria de fluxo, conseguiu-se pureza de 90% do sexo desejado (COOKE et al.,
2014).

Na utilizacdo da sexagem pela técnica de citometria de fluxo com posterior
criopreservagao, o ejaculado a ser utilizado deve conter motilidade minima de 60% e
vigor 3 numa escala de 0 a 5, e morfologia = 75% de espermatozdides normais,
além disso, avaliagdo morfométrica e estrutural da cromatina dos espermatozoides
(NANIWA et al., 2019).

Limitagdes Durante a Sexagem e Custo de Aquisi¢cao do Equipamento
A técnica de sexagem em citometria de fluxo pode provocar danos aos
espermatozoides, em decorréncia da utilizacdo do laser, da grande presséo na
passagem pelo citdmetro, da queda em grande velocidade dentro do tubo de colheita
e permanéncia em temperatura ambiente por algumas horas antes do
processamento (CABRAL et al., 2023).
As doses comerciais de sémen sexado apresentam concentracdes inferiores
ao convencional. O padrao de movimentacdo espermatica € alterado durante a
separagao no citbmetro de fluxo, pois existe a dificuldade de sedimentagcdo dos
espermatozoides apos a selecao por Percoll nos procedimentos de producéo in vitro
de embrides, resultando em menor recuperacdao do numero de células, e com a
concentracdo inadequada, ha restricdo na quantidade de odcitos que poderiam ser
fecundados (QUELHAS et al., 2021).
Os fatores que promovem a diminuigdo da viabilidade espermatica de acordo
com Cabral et al., (2023) s&o:
1-  longa exposi¢céo ao corante sob alta temperatura (pelo menos uma hora a
37°C);
2-  exposicao a alta pressao e a luz ultravioleta emitida pelo laser;
3- rapida desaceleracdo dos espermatozoides na saida do citbmetro, de
90Km/h para OKm/h, quando estes sado colhidos nos tubos coletores durante o
processo de sexagem.

Com a diminuigdo da eficiéncia de sexagem de espermatozoides
descongelados, pois o congelamento prejudica a uniformidade da coloragdo dos
nucleos, tém-se uma restricdo na utilizagdo dos melhores touros (touros provados),
com a especificidade de cada raga, nos programas de melhoramento animal e teste
de progénie que utilizam a producéo in vitro de embrides (CARVALHO et al., 2018).

A baixa concentragcdo espermatica apos a selecao de gradiente Percoll esta
relacionada com baixas taxas de clivagem, e por consequéncia, taxas diminuidas de
blastocistos comparando com a producdo de sémen n3o sexado. E evidente que os
espermatozoides sexados por citometria de fluxo comprometem a taxa de prenhez.
Assim, estratégias para a aplicagdo comercial in vivo desse sémen é desafiador para
se obter um beneficio efetivo incluindo idade ao primeiro parto, frente ao custo de
utilizagcado do equipamento (SINGH et al., 2019). Dessa forma, cerca de 150 a 200
doses de sémen enriquecidas com espermatozéides X podem ser produzidas, por
dia, por citometria de fluxo, que & a técnica utilizada comercialmente, o que
compreende menos que 0,5% das necessidades diarias de doses de sémen do
mercado (COOKE et al., 2014).

Esta afirmacdo atrelada a taxa de prenhez de novilhas a campo em torno de
35-40% e 55-60% utilizando sémen sexado e convencional, respectivamente, séo
fatores limitantes para a utilizagdo do sémen sexado. E dificil concluir como seriam
os resultados no Brasil, tendo em vista que € uma pecuaria caracterizada por
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heterogeneidade de condigdes de manejo, utilizando doses com concentragdes
baixas (2.10° espermatozéides/dose) comparando-se com doses com concentracdes
de mais de 15.10° espermatozdides/dose que sdo utilizadas em programas de |IA
(SINGH et al., 2019).

Neste sentido, no Brasil € fundamental optar por desenvolver uma metodologia
de baixo custo, que atinja acuidade de sexagem em torno de 75%, mas que permita,
em condi¢bes variadas de manejo, alcancar indices de fertilidade satisfatérios. Além
disso, apesar dos tratamentos utilizados no método de citometria de fluxo (coloragéo
com Hoechst 33342 e exposi¢ao a luz ultravioleta) aparentemente ndo impedirem o
desenvolvimento in vitro do zigoto (KUMAR et al., 2024).

E importante citar que a licenga para a utilizacdo da sexagem por citometria
de fluxo, € detida por poucas empresas que controlam e restringem a sua utilizagéo
comercial ou cientifica a poucos paises e grupos de pesquisadores que visem a
sexagem de espermatozoéides bovinos e outras espécies de interesse zootécnico
(SINGH et al., 2019).

CONSIDERACOES FINAIS

O uso de sémen sexado € interessante para o desenvolvimento da produgao
animal, pois possui capacidade de garantir maior produtividade, maximizando o
progresso genético, uso mais racional dos animais e aumento dos lucros no sistema
de produgdo, e com isso, minimizar as perdas. Dentre as limitagbes da sexagem
utilizando a técnica de citometria de fluxo estdo longa exposigdo ao corante sob alta
temperatura, exposicio a alta pressao e a luz ultravioleta emitida pelo laser e rapida
desaceleracdo dos espermatozoides na saida do citbmetro, quando estes sao
colhidos nos tubos coletores durante o processo de sexagem.

Além disso, apresenta alto custo de aquisigdo, ndo sendo viavel para grande
parte dos produtores brasileiros. As técnicas de sexagem tém evoluido, sendo de
melhor aproveito com o uso da inseminagdo artificial em tempo fixo in vivo,
principalmente apds emprego da criopreservacdo de sémen. Portanto, muitas
questdes ainda precisam ser esclarecidas e mais pesquisas sao necessarias, para
aprimorar e até desenvolver novos métodos, que possam atender ao mercado de
forma acessivel.
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