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Resumo

Para que a inseminacao artificial, principalmente com sémen congelado, possa
apresentar melhores resultados na espécie equina, é necessario o estudo mais
amplo sobre varios aspectos. Deve-se aprofundar o conhecimento no que diz
respeito a fisiologia da célula espermatica, e aos testes aplicados para analisar
a viabilidade dos espermatozoides submetidos a refrigeracdo, ao congelamento
e ao descongelamento, uma vez que o0s danos ocasionados pela
criopreservagao causam prejuizos das fungdes celulares e, consequentemente,
a reducao da fertilidade. Dentre essas fungoes, a integridade da membrana
espermatica parece ser mais afetada e pode exercer papel critico na
sobrevivéncia do espermatozoide no trato genital da fémea. Essa revisdo tem
como objetivo reunir informacdes sobre as principais € mais modernas técnicas
de avaliacao do sémen equino in vitro, e apresenta-las de forma sintética.
Palavras-chave: Espermatozoide, garanhao, infertilidade, sondas

fluorescentes
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In vitro assessment of frozen semen’s fertility

Abstract

For better results with artificial insemination in the equine species, mainly with
frozen semen, is necessary a broader study of several aspects. It should
further knowledge concerning the sperm cell physiology, and the test that
analyze the spermatozoa viability after cooling, freezing and thawing, since the
damage caused by cryopreservation lead to losses in the cell function and,
consequently, reduced fertility. Among these functions, the sperm cell
membrane integrity seems to be the most affected and can play a critical role
in the spermatozoa survival at the female genital tract. The objective of this
review is to gather information about the main and most modern techniques of
in vitro equine semen evaluation, and to synthetically present them.

Keywords: fluorescent probes; infertility; stallion; spermatozoa

INTRODUCAO

A utilizagdo de biotécnicas cada vez mais modernas tem contribuido para
0 avanco da reproducao de diversas espécies animais, em especial os equinos,
que exibem variacdo quanto as caracteristicas de fertilidade seminal, entre
animais, entre racgas e entre diferentes ejaculados do mesmo garanhao.

Atualmente, a ciéncia possui técnicas laboratoriais precisas € modernas
que auxiliam na avaliacdo das caracteristicas do movimento espermatico
computadorizado, que apresenta dados de cinética espermatica nao
mensuravel ao olho humano. Entretanto, embora estas informagdes sejam
valiosas, nao sao sempre uma informacao real do potencial de fertilidade do
sémen.

A integridade das membranas espermaticas é crucial para a fertilizagao.
Por este motivo, grande énfase vem sendo dada ao uso das sondas

fluorescentes, técnica de grande valor laboratorial por marcar estruturas
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especificas das células e detectar integridade estrutural ou funcionalidade de
forma clara, sendo possivel avaliar a integridade das membranas plasmatica e
acrossomal, juntamente com a avaliagao do potencial de membrana
mitocondrial.

Desde o inicio do século passado, pesquisadores tém procurado
desenvolver testes laboratoriais eficazes que indiquem o potencial fertilizante
do sémen. No entanto, tais metas tém sido de dificil obtencdao, uma vez que a
maior parte dos problemas estdao nos diferentes atributos que o
espermatozoide deve possuir para fertilizar o évulo.

Alguns problemas também existem para se mensurar a fertilidade.
Fertilidade pode ser descrita como o percentual de embrides recuperados apds
a inseminacao; do numero de fémeas que emprenharam apds uma ou varias
inseminacdes, em um ou varios ciclos, ou percentual de fémeas que
emprenharam no fim da estacdo de monta. A fertilidade também é dependente
do numero de espermatozoides na dose inseminante, idade das fémeas e
relagdo ovulagao/inseminacdo, essas variaveis ndo sdao detectadas nas analises
seminais (AMANN, 2005).

Apesar das dificuldades em correlacionar dados obtidos in vitro com in
vivo, as avaliacoes laboratoriais quanto a qualidade do sémen sao importantes.
Embora os testes laboratoriais nao sejam fatores definitivos para predizer o
potencial fertilizante do sémen, essas analises podem indicar amostras de
baixa fertilidade e permitem exclui-las de programas de inseminacao artificial.

Essa revisdao tem como objetivo reunir informacdes, e apresenta-las de
forma sintética, sobre as principais € mais modernas técnicas de avaliacao do

sémen equino in vitro.
Analises laboratoriais de sémen
Motilidade, concentracdo e morfologia espermatica sdo parametros

classicos na avaliacdo de amostras de sémen (fresco, refrigerado e congelado).

Usualmente, a motilidade espermatica é avaliada pela observacao de uma gota
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de sémen entre lamina e laminula, enquanto as anormalidades espermaticas
sao avaliadas em esfregacos corados. Ambas as técnicas sao realizadas sob
uso de microscopia 6ptica. Entretanto, este tipo de analise manual pode ser
imprecisa e subjetiva (experiéncia do técnico), e sao influenciadas pela alta
variacao entre observagoes e observadores (ARRUDA et al., 2007).

Com o propésito de obter a técnica que demonstre maior precisao tanto
para motilidade quanto para morfologia, diversos sistemas que utilizam a
analise computadorizada de imagens tém sido desenvolvidos e empregados.
Teoricamente, programas computadorizados para avaliagdo espermatica
podem ser mais objetivos e imprimir maior repetibilidade as avaliagdes do que
a habilidade humana em identificar padroes de motilidade ou de normalidade
espermaticas. O poder de analise deste tipo de teste é dado pela avaliacao
precisa e acurada dos espermatozoides com alto grau de objetividade,
podendo assim aperfeicoar o processo de avaliacao seminal em animais
(ARRUDA et al., 2007).

Para que a inseminacao artificial, principalmente com sémen congelado,
possa apresentar melhores resultados na espécie equina, é necessario o
estudo mais amplo sobre varios aspectos relacionados a fisiologia da célula
espermatica e a melhoria dos testes aplicados para analisar a viabilidade dos
espermatozoides submetidos a refrigeracdo, ao congelamento e ao
descongelamento, uma vez que os danos ocasionados pela criopreservagao
causam prejuizos das funcdes celulares, resultando em reducao da fertilidade.
Dentre essas funcdes, a integridade da membrana espermatica parece ser
mais afetada e pode exercer papel critico na sobrevivéncia do espermatozoide
no trato genital da fémea (VARNER, 2008).

Nas espécies que possuem espermatozoides com acrossomo muito
pequeno (rato, homem e cavalo), a visualizagdao dos danos acrossomais
usando microscopia Optica é dificultosa. Assim, técnicas de marcacgoes
especificas tém sido usadas para visualizar o acrossomo. Os métodos de
coloracdo empregando corantes fluorescentes aumentaram a possibilidade de

anadlise mais criteriosa da integridade estrutural dos espermatozoides. As
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sondas fluorescentes vém sendo utilizadas isoladamente ou em combinagao
para determinar a integridade e a viabilidade celular. Alguns corantes
fluorescentes especificos para DNA, por serem impermeaveis as membranas
intactas, coram apenas células com membrana plasmatica lesada. As lecitinas
fluorescinadas se ligam de forma especifica a glicoconjugados presentes no
acrossomo, e também tém sido utilizadas para avaliar integridade do
acrossomo em diversas espécies (VARNER, 2008).

Embora o uso de sondas fluorescentes pela microscopia venha sendo o
método para avaliacdao da célula espermatica, o niumero de espermatozoides
normalmente examinados por analise ndao excede 200. A citometria de fluxo
surge como técnica vantajosa sobre as outras classicas para avaliacao da
viabilidade e integridade espermatica, uma vez que este sistema automatizado
tem a capacidade de examinar 10.000 espermatozoides em menos de um
minuto, permitindo maior exatidao nos resultados e diminuicao no tempo de

preparacao requerido em outras técnicas fluorescentes (ARRUDA et al., 2007).

Motilidade e velocidade (vigor) espermatica

A andlise da motilidade espermatica € um indicador util na avaliacao da
viabilidade espermatica, pois é necessario que os espermatozoides tenham
movimento para penetracdo na juncao Utero-tubarica, liberacdao dos sitios de
armazenamento espermatico no oviduto e penetracao através das células que
circundam o ovdcito. Esses eventos podem estar comprometidos se as
mitocondrias estiverem afuncionais, se a membrana plasmatica estiver lesada,
se o0 espermatozdide tiver sofrido choque de temperatura ou se estiver
morfologicamente anormal (GRAVANCE et al., 2000).

A motilidade espermatica é excepcionalmente susceptivel a condicdes
ambientais (excesso calor ou frio, lubrificantes, luz, desinfetantes, e
osmolaridade/pH do diluente do sémen), sendo necessario proteger o sémen

desses agentes antes das analises (VARNER, 2008).
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Para aumentar a credibilidade dessa analise o procedimento deve ser
conduzido por técnico experiente wusando um microscopio Optico,
preferencialmente binocular, com objetiva de 10 a 40x, equipado com mesa
térmica. A avaliacao é realizada com uma gota de sémen entre |ldmina e
laminula previamente aquecidas e mantidas a 37°C, estimando o percentual de
espermatozdides com movimento total e movimento progressivo (escala de 0 a
100%) e a velocidade desse movimento ao cruzar o campo de observacao
(vigor) em uma escala de zero a cinco, onde zero é auséncia de movimento
progressivo com deslocamento de cauda lateral fraco e inexpressivo e cinco
resulta em movimento vigoroso e veloz dos espermatozoides, geralmente
progressivo (CBRA, 1998).

Mesmo com técnico experiente essa avaliacdo é subjetiva e sujeita a
erros. A técnica moderna e mais objetiva é a analise computadorizada que ja
esta presente em muitos laboratdérios e centros de referéncia no Brasil € no
mundo, tentando tornar essas avaliagdes mais objetivas.

Em garanhdes, o método de avaliacdo computadorizada dos parametros
da motilidade mostrou-se pratico, rapido e de facil execucao, no entanto, ainda
€ necessario determinar qual ou quais dos parametros analisados podem
contribuir para a inferéncia do potencial fecundante do sémen (ARRUDA et al.,
2007).

Para avaliagdo computadorizada do movimento espermatico (CASA -
Computer-Assisted Semen Analyses) as analises do sémen devem ser
realizadas por um aparelho, que consiste em um computador, acoplado a um
microscépio equipado com adaptador para video-camara. As imagens dos
espermatozoides sdao capturadas e digitalizadas para serem analisadas pelo
Software. Uma vez realizados os ajustes no aparelho, pelo menos cem células
com movimento progressivo devem ser analisadas. Os parametros da
motilidade espermatica gerados pelo sistema sao: motilidade progressiva,
velocidade de trajeto, velocidade progressiva, velocidade curvilinear, amplitude
lateral da cabeca, freqiéncia de batimentos, retilinearidade, linearidade e
velocidade rapida (ARRUDA et al., 2007).
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A avaliacdo automatizada da motilidade dos espermatozoides é de
grande interesse devido ao fato da cinética espermatica ter relevancia na
determinacao do potencial de fertilidade dos espermatozoides. Dentre esses
parametros, a velocidade progressiva e os padroes de movimento celular tém
sido correlacionados com penetragao no muco cervical, penetracdo em docitos
de hamster e resultados de fertilizacao in vitro (VARNER, 2008).

NUmero de espermatozoides totais

O numero de espermatozoides totais é indicador importante para avaliar
a eficiéncia reprodutiva de um garanhao, pois é a partir desse dado que o
técnico decide quantas fémeas poderdao ser cobertas ou inseminadas com um
ejaculado desse genitor, assim como permite o uso de algumas biotécnicas,
tais como diluicdo espermatica, refrigeracdao e congelamento de sémen.

Esse valor é resultado da multiplicacdo do volume livre de gel,
concentracao espermatica e motilidade dos espermatozoides. O numero de
espermatozoides por ejaculado é sujeito a variacao sazonal e também afetado
por outros fatores, tais como: Frequéncia de ejaculacdo, idade, tamanho
testicular, reserva extragonadal e patologias reprodutivas (CBRA, 1998).

A concentracdo espermatica representa o numero de espermatozoides
por milimetro cubico. O procedimento mais comum para se obter a
concentracao espermatica consiste na contagem das células na camara de
Neubauer. Pode-se ainda utilizar espectrofotometria ou contadores
automatizados (CBRA, 1998).

O sémen é diluido em solucdo de formol-salina tamponada. A diluicao
deverd ser tal que, quando da contagem na camara, o numero de
espermatozoides em cada reticulo ndo seja excessivo, dificultando a contagem
ou diluido em excesso, levando a identificacdo de raros espermatozoides por
reticulo. E necessaria perfeita homogeneizacdo da amostra diluida antes de

coletar a aliquota para preenchimento da cdmara. Com um tubo capilar,
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preenche-se dos dois lados. A camara deve permanecer em repouso horizontal
por 5 minutos, para que as células se depositem no fundo (CBRA, 1998).
Conta-se o numero de espermatozoides de cinco quadrados de cada lado
da camara, obtém-se a média e dividi-se pelo produto da altura da camara,
area de cada quadrado e diluicdo, como resultado tem-se o numero de

espermatozoides por milimetro cubico (CBRA, 1998).
Morfologia espermatica

A morfologia espermatica vem sendo utilizada para avaliar a fertilidade
do sémen de garanhOes e os defeitos morfoldgicos nos espermatozoides
associados com a fertilidade reduzida (BALL & MOHAMMED, 1995).

A estrutura ou morfologia do espermatozoide é frequentemente
analisada em um microscopio de contraste de fase. Sao realizados esfregacos
corados ou nao, as coloragdes mais comuns sao: Giemsa, hemotoxilina-eosina
e eosina-negrosina, devido a facil utilizacdao (VARNER, 2008).

Cerca de duzentos espermatozoides sao avaliados para evidenciar os
defeitos morfoldgicos, relatando o tipo e a incidéncia de cada um. Os defeitos
espermaticos podem ser divididos defeitos maiores e menores. Sao
considerados defeitos maiores os de origem testicular durante a
espermatogénese e os menores 0s originarios nos ductos, apds a célula deixar
o testiculo e os, criados in vitro, decorrentes de procedimentos improprios de
coleta e manipulagdo seminal, enfatizando o efeito global no potencial
fertilizante, portanto os defeitos maiores estdo associados com redugao na
fertilidade e os defeitos menores tém efeito reduzido na fertilizacdo, e podem
ser compensados aumentando o numero de espermatozoides na dose
inseminante (GRAHAM & MOCE, 2005).

Alguns defeitos que podem ser encontrado nos esfregacos sao: formas
subdesenvolvidas, duplas, defeitos de acrossoma, diadema, cabeca piriforme,
cabeca estreita na base, cabeca com contorno anormal, cabeca pequena

anormal, cabeca solta anormal, gota proximal, pseudo-gota, cauda fortemente
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enrolada, cabeca estreita, cabeca pequena normal, cabeca gigante curta larga,
cabeca solta normal, membrana acrossomal destacada, gosta distal, cauda
simplesmente enrolada, cauda enrolada terminal, entre outros (CBRA, 1998).

As avaliacoes da morfometria espermatica pelo sistema
computadorizado, sdo realizadas, normalmente, por esfregacos corados, em
aumento de 1.000 vezes. As imagens destinadas a avaliagdo da morfometria
da cabeca dos espermatozoides sao avaliadas por um Software instalado no
aparelho de analise computadorizada (ARRUDA et al., 2007). Determinando
parametros como largura, comprimento e area da cabeca do espermatozoide e
correlacionar esses dados, que podem ser utilizados para categorizar
garanhdes em grupos férteis e subfertéis (CASEY et al., 1997).

No geral o percentual de espermatozoides morfologicamente normais é
similar ao percentual de células com movimento progressivo. Se a motilidade
espermatica é baixa e o percentual de estruturas morfologicamente normais é

alto, sugere-se que erros laboratoriais ocorreram (VARNER, 2008).
Integridade da membrana plasmatica

A integridade da membrana plasmatica é frequentemente sinbnimo de
viabilidade espermatica, porque para fertilizar um docito, o espermatozoide
deve ter a membrana integra e funcional. E responsavel pelo mecanismo de
manutencao do equilibrio osmoético celular, atuando como barreira entre os
meios intra e extracelulares. Danos nesta estrutura podem levar a perda da
homeostase com posterior morte da célula (AMAN & PICKETT, 1987). Assim, a
integridade da membrana plasmatica exerce papel fundamental para
sobrevivéncia do espermatozoide no trato genital da fémea e para manutengao
de sua capacidade fertilizante (PARKS & GRAHAM, 1992).

A integridade da membrana plasmatica pode ser avaliada visualmente
por microscopia Optica ou de fluorescéncia, no entanto ndao é uma estrutura
homogénea, mas é dividida em varios dominios e diferentes testes s avaliam

um unico dominio. Por exemplo, o teste hiposmodtico permite a avaliacao da
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membrana que recobre a peca principal. Para este teste, o sémen é incubado
em meio hiposmotico e avaliado por microscopia Optica. Se a membrana
plasmatica que cobre a peca principal esta intacta a cauda do espermatozoide
ird enrolar, enquanto a que nao esta intacta a cauda ndo se dobrara (NEILD et
al., 2000).

A integridade da membrana que cobre a cabeca do espermatozoide é
avaliada apds coloracdo das células. O corante mais utilizado é a Eosina-
negrosina para esfregagos secos, enquanto que a combinacao de Diacetato de
Carboxifluoresceina (CFDA) com Iodeto de Propidio (IP) é comumente utilizada
para coloracao de esfregacos umidos, devendo ser avaliadas por microscopia
de fluorescéncia. O IP possui afinidade ao DNA e cora em vermelho o nucleo de
células com membrana plasmatica lesada. O CFDA é um substrato incolor
permeavel a membrana que é hidrolisado rapidamente por esterases no
interior da célula, produzindo o diacetato de carboxifluoresceina livre que é
retido dentro da célula com membrana plasmatica intacta, exibindo
fluorescéncia de coloracdao verde amarelada (GARNER et al., 1997).

Por ser um corante fluorescente muito estavel, o IP vem sendo utilizado
em varios trabalhos, apresentando éxito nos resultados tanto em microscopia
de fluorescéncia quanto em sistema de citometria de fluxo (GILLAN et al.,,
2005).

HARRISON & VICKERS (1990) utilizaram a associacao de sondas
fluorescentes, CFDA e IP, para avaliacao da integridade de membrana
plasmatica de espermatozoides e concluiram que essa técnica fornece dados
mais confidveis do percentual de células funcionais que avaliacbes de

motilidade ou integridade acrossomal.
Integridade da membrana acrossomal
A reacao acrossbmica, caracterizada pela liberacdo das enzimas

acrossomais, é evento essencial para penetracdao do espermatozoide na zona

pelucida e fusdao com a membrana plasmatica do odcito. Portanto, a
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integridade do acrossomo, bem como a manutencao de suas enzimas, € crucial
para que ocorra a fertilizacao (GARNER & HAFEZ, 1995).

A integridade do acrossomo pode ser verificada por diferentes técnicas
de fluorescéncia. Técnicas de imunofluorescéncia também podem identificar
acrossomos lesados por preenchimento secundario com fluoréforos (THOMAS
et al., 1997). Ainda, o carater glicoprotéico dos componentes acrossomais
fornece outro meio de mensurar a integridade acrossomal, por preenchimento
fluorescente da matriz acrossomal de espermatozdides com acrossomo lesado
com lecitinas marcadas (GRAHAM et al., 1990).

As aglutininas, tais como aglutinina de Pisum sativum (PSA), de Ricinus
communis (RCA), de Arachis hypogea (PNA) ou Concanavalia ensiformis
(ConA), que possuem especificidade a glicoproteinas da membrana
acrossomal, tém sido usadas para determinar a integridade acrossomal. Para
visualizacdo do acrossomo espermatico em microscopia de fluorescéncia, estas
aglutininas devem ser conjugadas a fluoresceinas, tais como o isotiocionato de
fluoresceina (FITC) (CROSS & MEIZEL, 1989)

A aglutinina de Pisum sativum (PSA), € uma aglutinina da ervilha, que se
liga aos glicoconjugados da matriz acrossomal (a-manose e a-galactose).
Quando conjugada ao FITC, marca com sSucesso 0 acrossomo espermatico em
verde amarelado, facilita a visualizacao e identifica acrossomos lesados
(CROSS & MEIZEL, 1989).

FARLIN et al. (1992) avaliaram a eficacia do protocolo Pisum Sativum-
FITC em identificar danos ao acrossomo de espermatozoides equinos,
utilizando misturas em diversas proporcoes de células intactas e danificadas. A
ligagdo de FITC-PSA aumentou nas amostras com células lesadas
(congeladas/descongeladas) em relagdo ao sémen fresco (acrossoma intacto),
concluindo que o protocolo FITC-PSA pode ser utilizado para determinar

integridade acrossomal no sémen fresco e congelado de garanhdes.
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Integridade e fungao da membrana mitocondrial

Nas células espermaticas as mitocondrias estdo dispostas de forma
helicoidal na peca intermedidria e o ATP produzido serve como suplemento
energético para os batimentos flagelares. Portanto, é indispensavel que haja
producdo de ATP pelas mitocondrias para haver motilidade espermatica
(COSSON, 1996).

Muitos indicadores para monitoramento do potencial de membrana de
mitocdndrias tém sido discutidos com grande énfase em favor das sondas
fluorescentes. Os componentes com sensitividade ao potencial de membrana
mitocondrial mais comuns sao as rodaminas e carbocianinas. O sucesso para o
uso dessas sondas em células vivas € baseado no fato de ndo serem
destrutivas nem causarem toxicidade (REERS et al., 1991).

Essas sondas fluorescentes sdo transportadas para o interior da célula
pela respiracao mitocondrial, portanto, quanto mais funcional mais corante
sera acumulado (GRAHAM & MOCE, 2005).

A Rodamina 123 (R123) é um fluorocromo capaz de corar mitocondrias e
promover imagens de alta fluorescéncia em células vivas. No entanto,
identifica somente populacdo de células com fungdo mitocondrial, nao
possuindo a capacidade de diferenciar mitocondrias com potencial de
membrana alto ou baixo (GRAHAM & MOCE, 2005).

Um tipo especial de multimeros de carbocianinas (3,3'-
dipentilthiodicarbocianina), tem sido explorado para visualizar mitocondrias em
uma variedade de células, sendo o mais utilizado o corante identificado como
sendo o] iodeto de 5,5',6,6"-tetracloro-1,1,3,3’-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) (REERS et al., 1991).

O JC-1 identifica populacdes de mitocondrias com diferentes potenciais
de membrana através de cddigos de cor. Sua cor é alterada do verde para o
laranja ou vermelho, com aumento do potencial de membrana (REERS et al.,
1991). Em baixas concentracdes o JC-1 forma monOmeros e exibe

fluorescéncia verde, enquanto em altas concentracdes forma J-agregados com
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fluorescéncia laranja. Portanto o JC-1 nao identifica somente mitocondria
funcional de ndo funcional, mas permite analisar niveis de funcionalidade da
membrana, pela intensidade das coloracdes (GRAHAM & MOCE, 2005).

A sonda fluorescente JC-1 vem sendo utilizada como suporte no
diagndstico de infertilidade humana, identificando espermatozéides com baixo
potencial de membrana mitocondrial e pode detectar mudancas no potencial
de membrana de espermatozdides eqiliinos (GRAVANCE et al., 2000).

GRAVANCE et al. (2000) avaliaram a eficacia da sonda JC-1 para analise
da funcdo mitocondrial do espermatozoide equino e concluiram que as
variacdes de coloracao verde e laranja, determinado pela intensidade relativa
da fluorescéncia, sdo indicadores satisfatérios, podendo detectar mudancgas no

potencial de membrana mitocondrial.

Avaliacao da estrutura da cromatina espermatica

A integridade da cromatina é essencial para o desenvolvimento
embrionario apéds fertilizacdo e unidao dos pro-nucleos feminino e masculino.
Espermatozoides que possuem nucleos irregulares apresentam cromatina com
estrutura alterada e essas alteragcdes podem ser detectadas por padroes
anormais de desnaturacdo do DNA em testes especificos (HAMAMAH et al.,
1990).

O DNA de células de morfologia irregular € menos resistente a
desnaturacao térmica. Todavia, muitos espermatozoides normais de doadores
subférteis também sao anormalmente susceptiveis a desnaturagao térmica de
seu DNA, sendo que a sensibilidade da cromatina ao estresse térmico pode ser
um determinante adicional da fertilidade (HAMAMAH et al., 1990).

A avaliacdo da estrutura da cromatina espermatica tem sido realizada
com o0 uso da acridina laranja, um corante fluorescente que se intercala a
dupla fita de DNA e fluoresce em verde quando esta se apresenta integra.

Quando associado com a porgao desnaturada da fita de DNA, a acridina emite
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fluorescéncia laranja, permitindo a quantificacdo de desnaturacdo das células
(HAMAMAH et al., 1990).

Tem-se demonstrado que a qualidade do DNA espermatico de alguns
garanhdes de menor fertilidade pode declinar a uma taxa maior do que a
observada em garanhdes férteis com condicdes de estocagem similares (LOVE,
2005). A desnaturacdao da cromatina é mais alta no sémen de garanhdes sub-
férteis em comparacdao a garanhdes férteis (32% versus 16%) e o escore de
desnaturacao é negativamente correlacionado com a taxa de prenhez (KENNEY
et al., 1995).

Associacao de sondas fluorescentes

As associacoes de sondas fluorescentes permitem avaliar
simultaneamente mais do que um compartimento da célula espermatica. De
acordo com TARTAGLIONE & RITTA (2004), quanto mais parametros
espermaticos sao avaliados em uma amostra de sémen, maior sera o valor no
prognostico da fertilidade in vitro.

Diversas associacoes de sonda foram utilizadas por varios pesquisadores
nos ultimos anos (GRAHAM et al., 1990; GARNER et al., 1997; THOMAS et al.,
1997).

As sondas fluorescentes também podem ser utilizadas na citometria de
fluxo, que é um sistema que avalia células em suspensao isoladamente,
podendo obter facilmente informagdes de subpopulagcdes em uma amostra, o
que o faz ideal para anadlises de populagdes heterogéneas, como o0s
espermatozoides (GILLAN et al., 2005). Sua anadlise é objetiva, avaliando a
quantidade de sondas fluorescentes que estdao associadas as células de
maneira precisa, podendo ser feita em dezenas de milhares de células em
aproximadamente um minuto e ainda permite a associacao de sondas
fluorescentes no espermatozdide (GRAHAM et al., 1990).

Uma técnica de avaliacdo simultanea das membranas plasmatica,

acrossomal e mitocondrial, que forneca informagdes mais precisas e acurada
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sobre a qualidade seminal é de extrema importancia. Contudo, em uma central
de biotecnologia de sémen, um grande numero de amostras deve ser
processado e avaliado. Desta forma, esta técnica deve apresentar menor
dispéndio de tempo e de custo para que sua aplicacao seja rotineira (ARRUDA
et al., 2007).

Peroxidacdo lipidica da membrana espermatica

O espermatozoide, como qualquer outra célula em condicdes aerdbicas,
produz espécies reativas de oxigénio (EROS), sendo a maior parte delas
originadas do metabolismo normal da célula. Dentre as EROS formadas,
podemos citar o anion superoxido, o perdéxido de hidrogénio, os radicais
hidroxil, hidroperoxil, peroxil e alcoxil e ainda o acido hipocloroso (AITKEN &
KRAUSZ, 2001).

No plasma seminal existem enzimas e algumas moléculas com acdo
antioxidante, tais como a glutationa peroxidase, superdéxido desmutase,
catalase, vitamina E, vitamina C, uratos, albumina, taurina, hipotaurina, entre
outras (KANKOFER et al., 2005).

Esses agentes controlam a producdo de pré-oxidantes, como as EROS,
prevenindo possiveis danos celulares. Porém, na presenca de um grande
nuimero de células inflamatdrias e espermatozoides defeituosos, ou em
procedimentos que diminuam acentuadamente a quantidade de plasma
seminal, ha um aumento na producao de EROS (BAUMBER et al., 2000).

A producdao excessiva de EROS, além da capacidade antioxidante do
sémen, determina o estresse oxidativo que causa disfungdes na propria célula
espermatica por diferentes mecanismos, como a peroxidacdao dos lipideos da
membrana plasmatica, inibicdo do metabolismo, da motilidade e da capacidade
fecundante (BAUMBER et al., 2000).

Apesar desses efeitos prejudiciais, a producao de espécies reativas de
oxigénio faz parte do funcionamento normal da célula espermatica, uma vez

gue baixas concentracoes de EROS estdao envolvidas com a hiperativacdao dos
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espermatozoides, sendo sua produgcdao um pré-requisito para capacitacao
espermatica, além de ser relacionada a ligagdo com a zona pellcida e fusdo do
espermatozoide com o odécito (AITKEN & KRAUSZ, 2001).

A deteccao da peroxidacao lipidica do espermatozoide pode ser feita pela
deteccao de produtos finais deste processo, como o malondialdeido, ou pela
avaliacao dos lipidios de membrana pela cromatografia. Estes métodos sao
sensiveis, porém sao trabalhosos e medem a peroxidacdo da membrana de
forma indireta. Uma alternativa para verificagcdo da peroxidacao lipidica é a
utilizacao de sondas fluorescentes lipofilicas. A mais amplamente utilizada é
um analogo de acido graxo, o acido cis-parinarico (cis-PnA). Outras sondas
fluorescentes utilizadas sao derivadas de fluoresceina e lipidios (BALL & VO,
2002).

A sonda fluorescente BODIPY (4,4-difluoro-3a,4adiaza-s-s-indacene) tem
intensidade de fluorescéncia intrinsecamente lipofilica, podendo mimetizar as
propriedades de lipideos naturais. A partir dele, foi desenvolvida uma familia
de sondas com andlogos de acidos graxos, fosfolipideos e ésteres de colesterol,
dentre eles estd o C11-BODIPY, que se incorpora a membrana celular.
Enquanto estd intacta, € observada uma fluorescéncia vermelha, ja na
presenca de EROS, ocorre peroxidacdo lipidica, que acarreta mudanca da
fluorescéncia de vermelha para verde. Por estas caracteristicas, esta sonda é
considerada pratica para detectar peroxidacao lipidica e capacidade de
oxidacdo de células vivas, inclusive espermatozoides, podendo ser utilizada na
citometria de fluxo ou em outros aparelhos com leitores a laser (BALL & VO,
2002).

Avaliacao espermatica por citometria de fluxo

A citometria de fluxo € um recurso emergente na medicina veterinaria
que permite a anadlise rapida, objetiva e quantitativa de células em suspensao.
Apesar do alto custo e da necessidade de técnicos especializados para

realizacdo da avaliacao citofluorométrica, esta técnica tem sido aplicada em
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diversos projetos cientificos relacionados a medicina veterinaria no Brasil
(NAKAGE et al., 2005).

O citometro de fluxo é utilizado para avaliacdo da emissao de
fluorescéncia das células. Alguns aparelhos sao capazes de separar fisicamente
as células, de acordo com as caracteristicas citométricas (NAKAGE et al.,
2005).

As células da amostra em suspensao sao marcadas com reagentes
fluorescentes especificos para deteccdo de moléculas de superficie e sao
introduzidas em camara de fluxo vibratdria. O fluxo de células que atravessa a
camara é envolvido por solucao tampdo, sendo que 500 a 4000 células ou
particulas passam em fila simples por segundo por meio do sensor eletrénico.
O fluxo é iluminado por laser de argbnio (azul). Cada célula é avaliada com
relacdo ao tamanho e granulosidade e para intensidade de fluorescéncia para
deteccao de antigenos de superficie diferentes. A vibracdo do fluxo celular
provoca o rompimento em goticulas que podem ser carregadas eletricamente
e, a partir dai, dirigidas por placas de deflexdao eletromagnética para serem
coletadas em diferentes populagdoes celulares de acordo com os parametros
medidos, sob controle de um computador (NAKAGE et al., 2005).

A integridade da membrana plasmatica é essencial para o funcionamento
do espermatozdide. Diferentes métodos de avaliacdo da integridade das
membranas plasmatica e acrossomal tém sido testados, entre estes testes
pode-se citar os que usam fluorocromos. Estas avaliagdes, quando analisadas
por microscopia de fluorescéncia, apenas avaliam de 100 a 200 células.
Entretanto hd ganho consideravel quando o uso de sondas fluorescentes para
analise das organelas é combinado com o uso da citometria de fluxo, ja que a
citometria permite a analise de milhares de células por segundo (ARRUDA et
al., 2007).

Em garanhdes, essa técnica tem sido aplicada para avaliar integridade
das membranas plasmatica, acrossomal e mitocondrial, integridade do DNA,

peroxidacao lipidica, capacitacao e reacao acrossomica (ARRUDA et al., 2007).
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CONSIDERACOES FINAIS

A espécie equina apresenta indices de fertilidade dos mais baixos entre
0os animais domésticos em decorréncia da selecao zootécnica. Observa-se que
0os Unicos parametros de selecao praticados referem-se ao andamento e a
morfologia, esquecendo por completo o desempenho reprodutivo. Devido a
este fato, a reproducao equina hoje em dia é a mais dispendiosa na produgao
animal, o que justifica melhorar o seu rendimento pelo aumento da fertilidade.

A fertilidade varia entre os garanhdes, mesmo quando estes relnem as
qualidades minimas. Varios métodos laboratoriais para avaliacdo do sémen
vém sendo utilizados. Estes, em conjunto, podem ajudar a predizer seu
potencial fecundante, tais como, analises computadorizadas do movimento e
da morfologia espermatica, composicao do plasma seminal, integridade da
membrana plasmatica e acrossomal, funcdo mitocondrial, desnaturacdo da
cromatina, peroxidacdo das membranas espermaticas, entre outros. No
entanto, nenhum teste laboratorial isolado pode estimar este potencial, apenas
permite excluir partidas de sémen que certamente apresentarao baixa
fertilidade. Até que a ciéncia evolua a ponto de desenvolver uma ou mais
técnicas que sejam marcadores confidveis de fertilidade, a inseminagcdo de
éguas € a Unica forma de se conhecer o potencial de fertilidade do sémen

equino.
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