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Introducio

A necessidade de nutrir 6,5 bilhdes de pessoas que constituem a populagdo mundial e a disputa pelos
mercados internacionais de alimentos tém exigido que as cadeias produtivas de carne ¢ leite se organizem
e trabalhem com elevado grau de profissionalismo. A produgdo de material genético de alta qualidade é
um dos itens de maior impacto na rentabilidade dos sistemas produtivos de bovinos, pois a produtividade
animal depende, dentre outros fatores, da disseminagio de germoplasmas superiores.

Um touro adulto saudavel pode ejacular de 5 a 15 bilhdes dc células por monta (GARNER; HAFEZ,
2004), quantidade suficiente para emprenhar uma vaca em monta natural ou para ser empregado em pelo
menos duas centenas de fémeas, se devidamente criopreservado. Enquanto as pesquisas caminham no
sentido de possibilitar a transgénese através da incorporagdo de DNA exdgeno a espermatozoides
(ANZAR; BUHR, 2006) e de transformar animais comuns em biofabricas para a produgfo ex sifv de
espermatozoides proveniente de doadores de espermatogdnias (BRINSTER, 2002), o advento de
biotécnicas como a producdo in vitro de embrides, a inje¢do intracitoplasmatica de espermatozoides ¢ a
sexagem espermatica tem gerado demanda cada vez maior por material genético de amimais de elite.
Como a fertilizagdo ¢ um processo complexo, qualquer estimativa isolada da fertithdade seminal
permanece aquém do ideal. Durante a avaliagfo dos ejaculados, é necessario considerar indicadores mais
especificos da condigdo espermatica. Técnicas que indiquem alteragdes de morfofuncionalidade nos
compartimentos celulares e/ou organelas podem ser incorporadas a rotina de avaliagdo espermatica. Essas
observagdes devem auxiliar sobremaneira a identificacio e selecfo de grupos de gametas mais aptos a
executar os eventos imprescindiveis 4 fecundacfio, baratear o acesso a material genético de touros vivos e
potencializar o uso de sémen de animais ja mortos.

Avaliagio de Acrossomo, Membrana Plasmatica e Mitocondrias

Classicamente, os médicos veterinarios andrologistas tém buscado 1dentificar amimais capazes de produzir
ejaculados com um maior numero de espermatozoides morfologicamente normais, dotados de motilidade
progressiva e aptos a executar a fertilizagdo. As avaliagbes morfologicas de defeitos de acrossomo,
cabega, cauda e a presenca de gotas citoplasmaticas tém sido usadas para estimar a qualidade de uma
amostra de sémen.

Apesar da morfologia espermatica normal ser importante para a fertilidade de touros, tem-se observado
trequientemente que a avaliagdo concentrada na porcentagem de espermatozéides anormais no ejaculado
pode ser um indicador fragil da aptiddo reprodutiva, especialmente para animais de raga pura (HORN:
MORAES e MACIE, 2002). Nas espécies que possuem espermatozoides com acrossomo muito pequeno -
por excmplo, rato, homem, touro c cavalo - ndo ¢ possivel visualizar danos acrossomais usando
microscopia Optica. Assim, técnicas para marcagdo do acrossomo 1€m sido usadas para permitir a
detecgdio de defeitos sob microscopia de epifluorescéncia (CASEY et al., 1993) e por citometria de fluxo
(THOMAS etal., 1998).

Para avaliagdo da integridade do acrossomo, ha duas classes de sondas fluorescentes: as que detectam
elementos intracelulares associados ao acrossomo e as que podem ser usadas em células ndo
permeabilizadas. Na primeira categoria enquadram-se as lecitinas e os anticorpos contra antigenos
internos ao acrossomo, enquanto na segunda categoria estdo a clortetraciclina e os anticorpos contra
antigenos acrossomais externos. Dentre esses compostos, as lecitinas tém sido usadas com maior sucesso,
pois sdo reagentes mais acessiveis e capazes de se ligar a glicoconjugados da matniz acrossomal ou a
membrana acrossomal externa (CROSS et al., 1986). As lecitinas produzem coloragdo fluorescente de
grande intensidade, imprimem maior contraste que as coloragdes simples e geram padrSes menos
ambiguos de interpretaciio (CROSS; MEIZEL, 1989).

A primeira lecitina conjugada ao 1sotiocianato de fluoresceina (FITC) utilizada para a detec¢do do status
acrossomal foi a lecitina de Ricinus communis. Dada sua toxicidade e os cuidados requeridos em seu
manuseio, essa lecitina foi substituida convenientemente pelas lecitinas de Peanut aglutinina (PNA) e de
Pisum sativum aglatinina (PSA). A lecitina fluorescente Pisum sativum aglutinina (FITC-PSA) tem
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funcionado adequadamente em espermatozéides de humanos (CROSS et al., 1986), macacos (CROSS et
al., 1989), eqinnos (ARRUDA, 2000) ¢ bovinos (ARRUDA; CELEGHINI, 2003; GARCIA, 2004).

A lecitina FITC-PSA pode ser usada eficientemente para avaliar a integridade do acrossomo e a
viabilidade tanto de células espermaticas a fresco quanto de células submetidas & criopreservagéo.
Quando misturas de diferentes proporgdes de espermatozéides com acrossomo intacto (sémen fresco) e
cspermatozoides com acrossomo lesado (sémen congelado-descongelado) foram avaliadas, houve
correlago positiva (r = 0,98, P<0,05) entre a percentagem de espermatozoides ligados a FITC-PSA ¢ a
proporg¢do de espermatozdides com acrossomo danificado nas amostras (FARLIN et al., 1992).

Como a integridade da membrana plasmatica exerce papel fundamental para a sobrevivéncia do
espermatozoéide no trato genital da fémea e para a manutengio de sua capacidade fertilizante (PARKS:
GRAHAN, 1992), houve o interesse de se estudar os marcadores fluorescentes de acrossomo combinados
a marcadores de membrana, como o i1odeto de propidio (PI). O PI é um fluorescente de alta intensidade ¢
impermeavel a membrana plasmatica, o qual se acopla ao DNA somente de espermatozéides de
membrana danificada (GARNER; THOMAS e GRAVANCE, 1999).

Para detectar concomitantemente a integridade do acrossomo e a viabihidade de espermatozoides bovinos
durante a capacitagdo in vitro, quatro diferentes técnicas de coloragio foram testadas: Fast Green +
Losina B, Losina B + Anilina Azul, Azul de Tripan + Giemsa e Iodeto de Propidio + Pisum sativim
aglutinina (PI/PSA). Os espermatozdides toram corados pelos diferentes métodos e classificados como:
intactos vivos, intactos mortos, vivos com acrossomo reagido e mortos com acrossomo reagido. Quando
coradas com PI/PSA, células vivas e intactas nfo emitiram fluorescéneia, enquanto células mortas e
intactas fluoresceram em vermelho. Espermatozéides vivos e com acrossomo reagido exibiram
fluorescéneia verde na regido acrossomal e nfo coraram na regido pos-acrossomal. Espermatozoides
mortos e com acrossomo reagido fluoresceram em verde na regido acrossomal e vermelho na regido pos-
acrossomal. Desta forma, o método PI/PSA foi considerado bastante adequado para avaliar a viabilidade
cspermatica ¢ a integridade do acrossomo (WAY; HENAULT e KILLIAN, 1995). Em virtude de FITC-
PSA ¢ PI serem excitados a um mesmo comprimento de onda (488 nm), ha a facilidade e precisdo na
diferenciagdo entre as categorias de células analisadas sob microscopia de epifluorescéncia (SUKARDI,
CURRY e WATSON, 1997).

Também o acetato de carboxidimetilfluoresceina (CDMFDA) pode ser usado em combinagdo com o PL
O CDMFDA ¢ um substrato enzimatico ndo fluorescente ¢ permeavel & membrana plasmatica que,
quando hidrolisado por esterases espermaticas, resulta em um composto relativamente impermeavel &
membrana e altamente fluorescente. A associago tripla entre 0 CDMFDA, o Pl e a Rodamina 123, este
ultimo um corante mitocondrial, permite a andlise quantitativa simultdnea da integridade de membrana
plasmatica e da fungfio mitocondnal de espermatozoéides bovinos a fresco e apos a descongelagdo. Analise
de regressdo indicou que a melhor equagdo preditiva para taxa de ndo retomo ao cio (R* = 0,96, P =
0,001) usando esta técnica foi dada pela combinagdo do numero de espermatozoides com membrana
plasmatica intacta e mitocondrias funcionais apds 4 horas de incubagdo a 37°C pds-descongelagdo e a
porcentagem de espermatozoides com morfologia e acrossomos normais no momento da descongelagdo
(ERICSSON et al., 1993).

O Mito Tracker Green FM (MITO) é um corante que tem especificidade pela membrana mitocondrial
ativa e, portanto, indica a potencialidade elétrica das mitocondrias, requisito fundamental para a
movimentagdo espermatica. Seu uso combinado com a avaliagdo simultinea da integridade das
membranas plasmatica e acrossomal é recente. Os dados obtidos com uso de PI, PSA e MITO em sémen
bovino foram submetidos & analise de regressfio e apresentaram para integridade de membrana plasmatica
a equagdo Y=0,40+0,79X e R%*=0,95; para integridade de acrossomo Y=8,51+0.81X e R*=0,95 e para
potencial de membrana mitocondrial Y=35,0+0,55X e R?=0,84. Com base nas equagdes ¢ no alto
coeficiente de determinagdo, € possivel indicar o uso dessa técnica para a avaliagdo simultdnea das
membranas plasmatica, acrossdmica e mitocondrial em espermatozdides bovinos (ARRUDA;
CELEGHINI, 2003).

A técnica de P, PSA e MITO ¢ sensivel e permite diagnosticar que, nos bovinos, a disfungio espermatica
¢ maior que a presumida pela analise isolada da morfologia espermatica. Quando dezesseis touros
europeus foram mantidos a pasto em condigdio de conforto, a andlise morfologica indicou média de
85,25% de gametas normais nos ejaculados coletados semanalmente, enquanto a avaliagdo por
epifluorescéncia detectou que apenas 65,16% dos espermatozéides eram dotados concomitantemente de
membrana plasmética integra, acrossomo intacto e mitocéndrias com potencial elétrico (GARCIA, 2004).
Apos os touros serem submetidos a estresse térmico testicular, enquanto a analise morfologica indicou
21,25% de espermatozoides normais no ejaculado, a andlise morfofuncional com PI, PSA e Mito Tracker
Green FM apontava que apenas 6,50% de espermatozdides eram considerados capazes de fecundar
(GARCIA et al., 2005a).
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Avaliagiio da Estrutura da Cromatina Espermatica

Nos mamiferos, a integridade do DNA espermatico ¢ de vital importincia para a normalidade da prole.
Quando um espermatozoéides com DNA danificado fertiliza o ovécito, pode ocorrer impacto negativo no
desenvolvimento fetal (EVENSON; JOST, 2000), o que possibilita a mortalidade embrionaria precoce €
prejudica a eficiéncia reprodutiva.

Varios autores hipotetizaram que espermatozoéides dotados de micleos irregulares apresentam cromatina
com estrutura alterada e que essas alterages poderiam ser detectadas por padrfes anormais de
desnaturagio do DNA em testes especificos (GLEDHILL; DARZYNKIEWICZ e RINGERTZ, 1971;
EVENSON: DARZYNKIEWICZ ¢ MELAMED, 1980). A fragmentacdo da cromatina pode ser
detectavel pelo uso da acridina laranja, um corante metacromatico que interage com o DNA e com o
RNA por intercalagdo ou atragdes eletrostaticas. Quando ligada a dupla fita integra do DNA, a acridina
laranja fluoresce em verde e, quando ligada a fita simples do DNA, sua fluorescéncia passa a ser em
vermelho. Entretanto, quando a cromatina se encontra extremamente condensada, o DNA ¢ tio
compactado que ndo permite uma intercalagdo eficiente da acridina laranja (HAUGLAND, 1996).

A estrutura da cromatina ¢ sensivel a desnaturagdo por elevagio da temperatura. Ao submeter o sémen
coletado diretamente do testiculo, do epididimo, da rete testis ou do ejaculado a temperaturas crescentes
que variam de 22 a 100°C, a desnaturagio térmica € capaz de induzir a fragmentagfio da cromatina de
espermatozoides de morfologia normal ou anormal, principalmente naquelas células mais imaturas. Esta
fragmentacéo ¢ detectavel com uso da acridina laranja (GLEDHILL, 1972).

Nio somente o DNA de células de morfologia irregular tem uma menor resisténcia ao calor, mas muitos
espermatozéides normais de doadores subférteis também sfo anormalmente susceptiveis 4 desnaturagéo
térmica de seu DNA, sendo que a sensibilidade da cromatina ao estresse térmico pode ser um
determinante adicional da fertilidade (EVENSON, 1980).

Ao usar a coloragdo de acridina laranja em amostras de ejaculados, o nivel de desnaturagio do DNA in
situ pode ser determinado pelo indice denominado oy, 0 qual é dado pela relagfio entre a fluorescéncia das
células em vermetho e a fluorescéncia das células em vermelhotverde. O a, pode variar
experimentalmente entre 0,1 (DNA pouco desnaturado) e 0,9 (DNA altamente desnaturado), sendo
indicativo de padrdes seminais de touros férteis e subférteis, respectivamente. Esta relagdo pode ser
detectada através de citometria de fluxo e o ensaio de avaliagdo da estrutura da cromatina espermatica é
conhecido como SCSA, do termo em inglés Sperm Chromatin Structure Assay (EVENSON, 1980).
Porém, a variagfio de fluorescéncia da acridina laranja em espermatozéides pode ser também observada
com o uso da microscopia de epifluorescéncia (TEJADA et al., 1984).

O grau de desnaturagéio da cromatina de células espermaticas que foram expostas ao acido ou ao calor
representa uma forma de mensuragdo da subfertilidade de um macho. Em touros, a porcentagem de
células espermiticas com estrutura anormal de cromatina é relacionada & fertilidade dos anmimais
(BALLACHEY; EVENSON e SAACKE, 1988). Bochenek; Smorag e Pilch, (2001) também encontraram
uma correlagio significativa entre os resultados da SCSA e a fertilidade em touros aprovados para doagéo
de sémen em centrais de inseminagfo artificial. Segundo esses autores, touros com fertilidade acima da
média apresentaram 1.2% de células com DNA desnaturado, enquanto touros com fertihidade abaixo da
média apresentaram até 23,8% de espermatozéides com defeitos de cromatina.

Em bovinos, a susceptibilidade da cromatina a desnaturagdo é maior nos espermatozoides colhidos apés
periodo de insulagéo testicular realizada por 48 horas e os efeitos negativos do estresse térmico testicular
sobre a integridade da cromatina se manifestam mais rapidamente que os efeitos sobre as caracteristicas
seminais convencionalmente analisadas (KARABINUS et al., 1997). De fato, em animais insulados
durante 96 horas, os niveis de fragmentagdio da cromatina detectados & microscopia de epifluorescéncia
com acridina laranja se elevam do estado basal de 0,10 + 0,10% para 0,60 + 0,22% nos primeiros sete
dias pos-insulagdo, atingindo o pico de fragmentagio de 9,95 + 4,04% em 23 dias ap6s a insulagéo
(GARCIA et al., 2005b).

Assim, o uso da acridina laramja pode auxiliar na identificagdo de individuos portadores de distiirbios
muito sensiveis ocorridos durante o processo da espermatogénese (FOSSA et al., 1997). O teste pode ser
aplicado para controlar a qualidade do sémen, para melhor compreender certos tipos de infertilidade
masculina, para checar a condigiio do sémen usado na fertilizagfio in vitro e para diagnosticar individuos
que apresentem espermiogramas normais e fertilidade reduzida (TEJADA et al., 1984).

Waberski et al. (2004) utilizaram a acridina laranja para avaliagdo de integridade da cromatina, associada
ao teste hiposmotico e a testes rotineiros de avaliagdo seminal a fim de tentar estabelecer correlagdo com
capactdade de adesfo a células do oviduto e fertilidade in vitro. Sémen de 30 touros foram avaliados, de
modo que houve diferenca individual significativa na habilidade dos espermatozoides dos distintos touros
em se ligarem a células de oviduto. Houve correlagio negativa entre instabilidade da cromatina e
capacidade de ligagfio a células ovidutais (P<0,05). Os touros cujos espermatozéides demonstraram alta
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capacidade de ligagdo a células do oviduto tiveram taxas de formagdo de blastocistos significativamente
maiores que os touros de baixa capacidade de ligagdo (P<0,05). Isso indica que touros com cromatina
fragmentada t€ém menor capacidade de ligagdo as células do oviduto in vitro e, conseqiientemente, menor
capacidade de formagdo de blastocistos. Baseados nas correlagdes realizadas entre os resultados da
avaliagdo de integridade da cromatina, do teste hiposmotico e do teste de adesdo a células do oviduto,
sugere-se que O aumento na porcentagem de espermatozodides com instabilidade de cromatina pode
também estar associado a disturbios funcionais da membrana plasmética.

Consideragdes Finais

O uso de sondas fluorescentes para o monitoramento da integridade de membranas e organelas ¢ bem
conhecido em varios sistemas celulares. Esta metodologia tem sido aplicada para espermatozoides, mas
seu potencial de uso ainda permanece desconhecido para a maioria dos meédicos veterinarios
andrologistas. Apesar de alguns autores preconizarem o uso da fluorescéncia restrito a citometria de
fluxo, em virtude da sua caracteristica de examinar 10.000 espermatozoides em menos de um minuto,
meétodos para diagnoéstico em microscopia de epifluorescéncia tém sido desenvolvidos com sucesso, a fim
de disponibilizar tecnologia a pesquisadores com menor acesso & instrumentagdo altamente sofisticada.
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