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Resumo

Até recentemente, a avaliagdo do sémen caprino era rotineiramente realizada por meio de técnicas de
microscopia de luz convencional. As limitagdes destes métodos incluem subjetividade, variabilidade, reduzido
numero de espermatozoides analisados e pobre correlagdo com o potencial fertilizante. Nos tltimos anos, novas
técnicas de avalia¢do in vitro tém sido utilizadas para avaliagdo do s€émen caprino, permitindo o conhecimento
mais detalhado de varias caracteristicas espermaticas. Numerosas técnicas de coloragdo fluorescente tém sido
desenvolvidas, tornando possivel a analise mais ampla da qualidade do sémen em niveis ultra-estrutural,
funcional e bioquimico. Além disso, por meio da citometria de fluxo, um grande numero de espermatozoides
marcados com fluorescéncia pode ser analisado em um curto intervalo de tempo. Apds completa padronizagio e
validagdo, sistemas de andlises computadorizadas proveem informagdes objetivas e detalhadas sobre varias
caracteristicas de motilidade e dimensdes morfométricas que ndo podem ser identificadas pelas analises em
microscopia de luz. Adicionalmente, recentes pesquisas tém introduzido testes para avaliar o grau pelos quais os
espermatozoides tém sofrido estresse oxidativo. No entanto, apesar dos avangos na avaliagdo do s€men caprino,
poucos parametros, isoladamente, sdo correlacionados com a fertilidade in vivo. Por conseguinte, o uso
associado de varias técnicas de avaliagdo in vitro pode possibilitar a predigdo da fertilidade in vivo em caprinos.
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Abstract

Until recently, goat semen assessment was routinely performed by conventional light microscopic
techniques. The limitations of these methods include subjectivity, variability, the small number of spermatozoa
analyzed, and poor correlation with fertilizing potential. The last years, new in vitro techniques have been
utilized for goat semen assessments that enable a more detailed evaluation of several sperm characteristics.
Numerous fluorescent staining techniques have been developed, made possible a more widespread analysis of
semen quality at biochemical, ultrastructural and functional level. Moreover, by means of flow cytometry, large
number of fluorescently labeled spermatozoa can be analysed in a short interval. Following thorough
standardization and validation, computer-assisted sperm analysis systems provided objective and detailed
information on various motility characteristics and morphometric dimensions that cannot be identified by
conventional light microscopic. Additionally, recent researches have introduced tests to assess the degree to
which spermatozoa have suffered oxidative stress. However, in spite of improvement in goat semen evaluation,
few parameters, isolatelly, have been correlated with in vivo fertility. Thus, the associated use of several in vitro
evaluation techniques possibility can predict the in vivo fertility in goats.

Keywords: CASA, flow cytometry, fluorescent probes, in vitro fertility.
Introducao

A avaliagdo in vitro do sémen ¢ uma ferramenta importante na determinacdo da capacidade reprodutiva
de um macho como reprodutor, em virtude de complementar as informagdes obtidas durante a realizacdo do
exame clinico. Tal contribuicdo tem valor diagnostico na avaliagcdo da funcdo testicular, epididimaria e de todo
sistema reprodutor do macho, auxiliando na identificagdo de casos de subfertilidade ou infertilidade. Além disso,
a analise do ejaculado ¢ fundamental para determinar o grau de normalidade das células espermaticas antes de
serem processadas para uso na inseminagdo artificial (IA) ou fertilizagdo in vitro (FIV; Rodriguez-Martinez,
2006, 2007).

Tradicionalmente, além de volume e aspecto, a andlise do sémen inclui a determinago de concentragéo,
motilidade e morfologia espermaticas, rotineiramente realizada por microscopia de luz convencional. As
limitagdes destes métodos incluem subjetividade, variabilidade, reduzido nimero de espermatozoides analisados
e pobre correlagdo com o potencial fertilizante destes gametas (Verstegen et al., 2002).

Nos ultimos anos, novas técnicas de avaliagdo in vitro do sémen tém sido utilizadas e permitem o
conhecimento mais detalhado de varias caracteristicas espermaticas. Diferentes técnicas de coloragdo
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fluorescente tém sido desenvolvidas, o que torna possivel a andlise mais ampla da qualidade do sémen em niveis
ultra-estrutural, funcional ¢ bioquimico (Silva e Gadella, 2006). Para isso, muitas sondas fluorescentes vém
sendo utilizadas isoladamente ou em combinagdo visando examinar a integridade ¢ a viabilidade espermatica
com o auxilio da microscopia fluorescente. Entretanto, a analise microscopica apenas mensura um pequeno
numero de espermatozoides dentro de determinada populagdo de células. Por meio da adaptag@o desta avaliagdo
para uso associado ao citdmetro de fluxo, as sondas fluorescentes podem ser utilizadas com mais rapidez e
acuracia para mensurar atributos espermaticos em larga escala (Graham, 2001; Gillan et al., 2005).

Sistemas de analises computadorizadas tém substituido a avaliagdo de sémen por microscopia de luz
convencional, uma vez que proporcionam informagdes mais detalhadas e objetivas sobre varias caracteristicas da
motilidade e da morfometria (Verstegen et al., 2002). Adicionalmente, recentes pesquisas tém introduzido testes
para avaliar o grau pelos quais os espermatozoides t€m sofrido estresse oxidativo (Aitken, 2006). Portanto, o
objetivo desta revisdo ¢ discutir as técnicas de avaliagdo in vitro da qualidade do espermatozoide caprino,
visando predizer com maior seguranga a sua capacidade fertilizante.

Sondas fluorescentes

O desenvolvimento da tecnologia de coloragdo com utilizagdo de sondas fluorescentes para enzimas
intracitoplasmaticas, lecitinas ou potencial de membrana, proporciona novas ferramentas para avaliagdo da
integridade de alguns componentes celulares, como membranas e cromatina, ou da condi¢do funcional de
organelas espermaticas, como acrossoma e mitocondria (Graham, 2001; Silva e Gadella, 2006).

Integridade das membranas

A integridade das membranas e a estabilidade de seu aspecto semipermeavel sdo pré-requisitos para a
viabilidade do espermatozoide. Além disso, se a membrana plasmatica esta intacta, mas funcionalmente instavel,
o espermatozoide ndo ¢ capaz de interagir com o ambiente do trato genital feminino e, consequentemente,
fertilizar o ovocito (Rodriguez-Martinez, 2007). A integridade de membrana é usualmente avaliada apods a
exposi¢ao dos espermatozoides a corantes impermeaveis a membrana, de maneira que os gametas ndo corados
sdo considerados vivos. Atualmente muitos corantes usados sdo fluoréforos que reagem com enzimas
citoplasmaticas ou ligam-se ao DNA (Silva e Gadella, 2006).

Varias sondas fluorescentes tém sido usadas e validadas para analise da integridade de membrana em
espermatozoides de caprinos, como: diacetato de carboxifluoresceina (DCF) em combinagdo com iodeto de
propidio (IP; Coleto et al., 2002); SYBR®14 em combinagdo com IP (Peterson et al., 2007) e Hoechst 33258
(Marco-Jiménez et al., 2006). Coleto et al. (2002), utilizando o DCF em combinagdo com o IP para avaliagdo da
viabilidade espermatica de doses de sémen descongeladas de reprodutores caprinos da raga Pardo Alpina,
verificaram pequena correlacdo entre a técnica de fluorescéncia e a motilidade e o vigor espermaticos (r =
0,1403), demonstrando que, na espécie caprina, a motilidade e o vigor espermatico ndo devem ser 0s Unicos
critérios de avaliagdo, sendo necessaria a utilizagdo de uma técnica mais especifica para avaliar esse gameta, em
decorréncia de o s€émen congelado apresentar viabilidade espermatica menor do que o sémen in natura.

Recentemente, Peterson et al. (2007), usando uma combinagio de sondas fluorescentes (SYBR"™14/IP)
presentes em um kit comercialmente vendido como LIVE/DEAD (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA),
estudaram a integridade das membranas de espermatozoides caprinos da raca Saanen e concluiram existir
correlagdo entre a propor¢do de células com membranas intactas ¢ a quantidade de espermatozoides moveis
armazenados a 18 € 4°C (r =0,77 e 0, 98, respectivamente).

Os resultados encontrados por Peterson et al. (2007) e Coleto et al. (2002) sdo contraditdrios. Este fato
pode ser explicado pela utilizacdo de amostras de sémen submetidas a diferentes métodos de criopreservagdo
(refrigeragdo e congelagdo, respectivamente). Portanto, ¢ razoavel afirmar que o processo de congelagdo/
descongelagdo determina maior efeito deletério as células espermaticas.

Integridade da cromatina

A avaliagdo do grau de integridade do DNA ¢ considerada importante em virtude de o desenvolvimento
embrionario inicial depender da presenca de DNA normal (Rodriguez-Martinez, 2007). Varios métodos podem
ser utilizados para determinar danos ao DNA, entre eles as técnicas de TUNEL, as quais identifica quebras na
fita de DNA pela incorporacdo enzimatica de analogos de nucleotideos fluorescentes por meio de uma
transferase terminal em areas de uma fita simples de DNA; a andlise Cometa, por intermédio da eletroforese em
gel do DNA de uma unica célula, em que a discriminagdo pode ser feita entre DNA marcado com fluorescéncia
de um nucleo espermatico condensado normalmente (migragdo minima) e DNA frouxamente compactado (cauda
de DNA), apos permitir a migracdo do DNA sobre um gel de agarose sob um campo elétrico (Silva e Gadella,
2006); ou ainda a avaliagdo por citometria de fluxo do grau de desnaturacdo do DNA, que utiliza as propriedades
metacromaticas da Laranja de Acridina, conhecido como Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA; Evenson e
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Wixon, 2006).

Souza et al. (2009), utilizando a técnica de coloracdo com Laranja de Acridina, constataram percentual
reduzido de espermatozoides caprinos com danos no DNA, corroborando com os relatos de Ahmad et al. (2008),
ao relatarem a ocorréncia de poucos danos ao DNA espermatico apos congelagido/descongelagdo de amostras de
sémen caprino, ndo evidenciando diferenca significativa com as amostras de sémen in natura. Segundo estes
autores, tal resultado pode ser decorrente do fato de espermatozoides caprinos, assim como os de bovinos,
possuirem configuracao nuclear mais estavel do que em outras espécies, como a suina.

Integridade acrossomal

A reacdo do acrossoma ¢ um pré-requisito para a penetragdo do espermatozoide no ovocito. Apos a
fusdo da membrana plasmatica com a acrossomal externa, o espermatozoide libera seu conteido enzimatico
acrossomal por exocitose, permitindo a penetragdo deste gameta nas camadas externas de células e na zona
pelucida do ovocito (Flesch e Gadella, 2000).

A integridade acrossomal pode ser mensurada por diferentes métodos, todavia os mais comumente
usados sdo aqueles que utilizam isotiocianato de fluoresceinas conjugadas a lecitinas, tais como: Peanut
Agglutinin (FITC-PNA) ou Pisum Sativum Agglutinin (FITC-PSA; Szasz et al., 2000; Herrera et al., 2002). Estas
lecitinas ligam-se especificamente a conteudos acrossomais por meio da interagdo com glicoconjugados da
membrana acrossomal externa (FITC-PNA) ou com grupos sacarideos da glicoproteina pro-acrosina (FITC-PSA;
Gillan et al., 2005; Silva e Gadella, 2006).

Recentemente o uso do FITC-PNA foi validado para analise da integridade acrossomal em amostras de
sémen caprino submetidas a processos de preservacdo e armazenamento, refrigeragdo ou congelagdo (Aboagla e
Terada, 2003; Marco-Jiménez et al., 2006; Peterson et al., 2007), mostrando similaridade a avaliagdo realizada
com o FITC-PSA (Aboagla e Terada, 2004).

Atividade mitocondrial

A mitocondria prové a maior parte do ATP necessario ao metabolismo total do espermatozoide,
incluindo aquele necessario a motilidade. Diferentes sondas fluorescentes tém sido utilizadas para avaliar a
fun¢do mitocondrial espermatica. Estas sondas sdo ativamente transportadas nas mitocondrias que possuem
respiragdo ativa. Portanto, quanto mais ativa a respiragdo mitocondrial, mais corante ¢ acumulado nesta organela
(Grahan e Mocg, 2005).

Os fluorocromos Rodamina 123 (R123) e MitoTracker™ (MITO), usados para avaliar a fungdo
mitocondrial do espermatozoide (Garner et al., 1997; Gadella e Harrison, 2002), s3o transportados nas
mitocondrias que possuem respiracdo ativa, cujo acimulo faz com que estas organelas celulares fluorescam em
verde, ndo havendo distin¢ao entre as diferentes taxas respiratorias exibidas pelos espermatozoides (Gillan et al.,
2005; Silva e Gadella, 2006). Em contrapartida, o JC-1 utilizado para avaliar a fungdo mitocondrial do
espermatozoide (Thomas et al., 1998), quando encontrado em baixas concentragdes, permanece no seu estado
monomérico e fluoresce em verde. Entretanto, em elevadas concentragdes, o JC-1 forma agregados que
fluorescem em laranja. Desta forma, este fluorocromo ndo apenas tem a habilidade para distinguir a mitocondria
funcional daquela ndo funcional como permite que os diferentes niveis de fung@o mitocondrial sejam observados
pela intensidade da cor laranja na mitocondria, por meio do citometro de fluxo (Graham e Mocé, 2005).

Hemachand e Shaha (2003), trabalhando com espermatozoides caprinos obtidos do epididimo ou do
ejaculado, submetidos a estresse oxidativo, relataram haver relagdo entre o padrdo de coloragdo com o JC-1 ¢ a
motilidade espermatica. Por sua vez, Marco-Jiménez et al. (2006) mostraram que o processo de
congelacdo/descongelagdo de espermatozoides caprinos da raga Murciano-granadina determina consideravel
reducdo do numero de células com alto potencial mitocondrial (59,0 vs. 27,7%), utilizando-se o JC-1.

Analises espermaticas computadorizadas
Analises espermaticas convencionais por microscopia de luz podem ser influenciadas pelo observador,
bem como necessitar de muito tempo na preparacdo das amostras ou na analise, resultando em um numero
relativamente pequeno de espermatozoides avaliados. Nos ultimos anos, foram desenvolvidas técnicas para
avaliar os mesmos atributos espermaticos por sistemas automatizados de alta tecnologia (Verstegen et al., 2002;
Graham ¢ Moc¢, 2005).

Cinética espermatica

Recentemente, varios sistemas de andlise computadorizada das células espermaticas (CASA)
comerciais, como Hamilton Thorn (Hamilton Thorn Research, Bervely, USA); IMAGESP® (Vimas IMAGESP®,
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Barcelona, Espanha); Hobson Sperm Tracker (Hobson Tracking Systems Ltda., Sheffield, Inglaterra) e Sperm
Class Analyzer® (Microptic SL, Barcelona, Espanha), baseados predominantemente na avaliagdo individual do
espermatozoide, foram validados para uso em caprinos (Aboagla ¢ Terada, 2003, 2004; Sundaraman e Dewin,
2005; Cox et al., 2006; Hidalgo et al., 2006; Marco-Jiménez et al., 2006).

Estes sistemas oferecem informagdes sobre a cinética espermatica, com a utilizagdo de campos de video
contendo imagens de espermatozoides eletronicamente digitalizados, bem como a determinacdo da posicdo
central de cada cabega espermatica. Os parametros fornecidos por este equipamento sdo: motilidade total (MT),
motilidade progressiva (MP), linearidade (LIN), retilinearidade (STR) e indice de oscilagdo ou wobble (WOB),
expressos em percentual; velocidade curvilinear (VCL), velocidade em linha reta (VSL) e velocidade média do
percurso (VAP), expressos em pm/s; frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF), expresso em Hertz;
amplitude do deslocamento lateral da cabeca do espermatozoide (ALH), expresso em micrometros (Mortimer,
2000; Verstegen et al., 2002).

Desde o inicio da utilizagdo desta técnica, varios questionamentos vém sendo realizados, como os
diferentes equipamentos disponiveis, as calibra¢des, as informagdes oferecidas pelos operadores ao sistema e a
qualificagdo técnica destes operadores (Verstegen et al., 2002). As diferengas estruturais da célula espermatica
entre as espécies estudadas (Pesch e Bergmann, 2006) sdo outros fatores que determina limitagdes na expansio
do sistema CASA, uma vez que se faz necessario fornecer ao programa informagdes especificas de cada célula
espermatica, como tamanho celular, por exemplo, para a eficacia dos resultados (Matos et al., 2008).

O registro de dados quantitativos obtidos pelo sistema CASA permite a detec¢ao de subitas mudangas
na cinética espermatica e, desse modo, melhora a avaliacdo do uso de novos processos de criopreservagao,
refrigeracdo, bem como de sémen fresco em relacdo aos tratamentos laboratoriais, como diluidores,
crioprotetores e outros processos (Amann e Katz, 2004). Baseado nisto, tem sido sugerido que os procedimentos
de congelagdo e descongelacdo reduzem a cinematica dos espermatozoides caprinos, mensurados objetivamente
por métodos computadorizados (Dorado et al., 2005, 2007; Sundaraman e Dewin, 2005), bem como de todos os
mamiferos (Thurston et al., 2001; Martinez-Pastor et al., 2005).

A migragdo espermatica in vitro no muco cervical relaciona-se com a concentragdo espermatica na
jungdo Uterotubarica e com a fertilizagdo in vivo em caprinos (Cox et al., 2002). Cox et al. (2006) constataram
haver correlagdo significativamente alta entre os valores da velocidade curvilinear, da velocidade média da
trajetoria e da velocidade em linha reta com a eficiéncia de migragdo dos espermatozoides de caprinos das ragas
Saanen, Britsh Alpine e Boer através do muco cervical. Baseada no arranjo natural exibido pelo muco cervical
aspirado em tubos capilares, a abordagem experimental realizada por estes autores parece promissora para
definir a relativa importancia dos parametros de movimento espermatico, obtidos pela analise com o sistema
CASA, com o potencial de os espermatozoides colonizarem a jungao uterotubarica e, eventualmente, fertilizarem
0s ovocitos.

Morfometria espermatica

As pesquisas por métodos acurados, objetivos e repetitivos de avaliacdo da fertilidade espermatica
continuam sendo objetos de alguns estudos. Recentemente, a introdugdo do sistema de analise da morfometria
espermatica automatizada (ASMA) tenta superar os problemas da subjetividade dos métodos de avaliagdo visual.
Embora originalmente desenvolvida para espermatozoides humanos (De Montserrat et al., 1995), esta técnica
tem sido validada para varias espécies animais, como bovina, caprina, ovina, suina, canina ¢ equina (Gravance et
al., 1995, 1996, 1998; Thurston et al., 2001; Rijsselaere et al., 2004; Rodriguez et al., 2004).

O sistema ASMA determina o comprimento, a largura ¢ a area da cabeca, e possibilita realizar
associagOes destes dados, como largura/comprimento e perimetro, visando categorizar garanhdes e coelhos
subfeérteis (Casey et al., 1997; Marco-Jiménez, 2005). A analise da morfometria espermatica proporciona estudar
uma série de parametros objetivos que facilita a padronizacdo da avaliagdo morfologica destes gametas.
Entretanto, alguns problemas decorrentes da preparacao das amostras, procedimentos de coloracdo e montagem
do analisador da morfometria espermatica limitam a sua utilizagdo (Gravance et al., 1995; Boersma et al., 1999),
sendo necessaria a padronizacdo de algumas varidveis da morfometria espermatica para cada espécie.

Neste contexto, Hidalgo et al. (2006), utilizando sémen de caprinos da raga Florida, avaliaram a
influéncia de trés procedimentos de coloragdo (Diff-Quik, Hemacolor e Harri’s Haematoxilina) sobre a acuracia
do processamento da imagem e da morfometria espermatica, o efeito do nimero de células analisadas e a
repetibilidade do método. Estes autores observaram que os métodos de coloragdo afetam significativamente as
dimensdes espermaticas, sendo que o Diff-Quik foi o que obteve maior acuracia, com maiores percentuais de
cabegas espermaticas analisadas corretamente (86,66%) e menores coeficientes de variagdo no processamento da
imagem e nas mensuragdes morfométricas. Além disso, nenhuma diferenca nos pardmetros morfométricos foi
estabelecida quando 100, 150, 175 ou 200 espermatozoides foram analisados.

Estudos prévios usando o sistema ASMA demonstraram que a criopreservacao afeta as dimensdes da
cabeca de espermatozoides de humanos (Thompson et al., 1994), bovinos (Gravance et al., 1998), garanhoes
(Arruda et al., 2002) e cervos (Esteso et al., 2003), com valores menores apos a descongelacdo. No entanto,
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Gravance et al. (1997) constataram que a congelag@o ndo evidenciou diferengas significativas na morfometria da
cabeca de espermatozoides caprinos, embora o processo de congelacdo e descongelagdo tenha determinado
efeitos individuais nos ejaculados dos reprodutores.

Marco-Jiménez et al. (2006), avaliando os efeitos do processo de congelagdo sobre as caracteristicas
morfométricas da cabega de espermatozoides caprinos, desenvolveram um método simples para mensurar a
cabeca deste gameta sem utilizagdo de coloragdo. A avaliagdo foi realizada por meio do sistema de analise da
morfometria da cabeca espermatica automatizada (ASMA), utilizando-se um microscopio de contraste de fase
sem coloragdo, o qual minimizou a possibilidade de que as dimensdes da cabega espermatica fossem
influenciadas por artefatos dos procedimentos de coloracao.

Estes autores evidenciaram que as dimensdes da cabeca dos espermatozoides congelados em meio com
glicose e leite desnatado sdo menores do que aquelas encontradas no sémen in natura, como consequéncia da
fase de equilibrio a que estas células sdo submetidas e ndo ao processo de congelagdo. Adicionalmente, estes
autores afirmaram que os espermatozoides mortos apresentaram menor tamanho de cabega do que os vivos,
como consequéncia da perda da funcionalidade de membrana.

Da mesma forma, Hidalgo et al. (2007) relataram que as dimensdes da cabeca de espermatozoides
caprinos da raca Florida, congelados em diferentes diluidores, foram distintas e significativamente menores do
que aquelas do sémen in natura. O ntimero de parametros morfométricos da cabega espermatica que
apresentaram alteragdo ap6s a criopreservagdo foi menor nas amostras consideradas vidveis apos a
descongelagdo e com prenhez bem-sucedidas apds IA, evidenciando maior resisténcia ao processo de
congelacdo/descongelagdo.

Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma poderosa ferramenta para analise celular, uma vez que, em poucos minutos,
o citometro de fluxo fornece dados sobre todas as subpopulagdes celulares de uma amostra, tornando-o ideal
para avaliacdo de populacdes heterogéneas, como de espermatozoides (Graham, 2001; Gillan et al., 2005;
Graham e Mocé, 2005). A adaptagdo do citometro de fluxo para avaliagdo espermatica teve inicio no estudo da
mensuragdo do conteido de DNA (Evenson et al., 1980), mas sua aplicacdo para analise espermatica tem
aumentado consideravelmente nos ultimos 15 anos.

A citometria de fluxo permite a observagdo de caracteristicas, como tamanho da célula, forma e
complexidade interna, assim como qualquer componente ou fun¢do do espermatozoide que pode ser detectado
por um fluorocromo ou composto marcado com fluorescéncia (Graham, 2001). A analise ¢ objetiva, tem um alto
nivel de repetibilidade experimental e possui a vantagem de estar apta a trabalhar com amostras de volume
reduzido. Além disso, o citometro de fluxo tem a capacidade de detectar marcadores por miltiplos fluorocromos
associados a um Unico espermatozoide, o que significa que mais de um atributo espermatico pode ser avaliado
simultaneamente (Gillan et al., 2005). Aproximadamente 50.000 células podem ser avaliadas em um minuto,
numero substancialmente maior do que o total de 200 células geralmente analisadas por microscopia Otica
(Gillan et al., 2005; Graham e Mocé, 2005).

Leboeuf et al. (2006), apds submeter amostras de s€émen caprino a solugdes com diferentes pressdes
osmoticas, avaliaram por citometria de fluxo as células espermaticas marcadas com IP e determinaram um
modelo de analise que pode auxiliar na diferenciagdo dos métodos de armazenamento, ejaculados do proprio
animal e entre reprodutores, contribuindo, portanto, para melhorar a tecnologia de sémen.

A citometria de fluxo foi recentemente usada por Peterson et al. (2007) para avaliar simultaneamente
atributos da qualidade de amostras refrigeradas ou congeladas/descongeladas de sémen caprino, utilizando-se as
sondas SYBR"14/IP para viabilidade espermatica, e FITC-PNA/IP para integridade acrossomal e de membrana
plasmatica.

Critérios bioquimicos da fun¢io espermatica

O desejo por testes diagnosticos rapidos, baratos e facilmente padronizaveis tem impulsionado as
pesquisas por critérios bioquimicos para determinagdo da qualidade funcional do espermatozoide (Aitken, 2006).
Um dos mais significantes avangos nesta area foi o recente reconhecimento de que defeitos na funcdo
espermatica sdo frequentemente correlacionados com o estresse oxidativo causado pela excessiva producao de
espécies reativas ao oxigénio (ROS) e/ou o prejuizo da prote¢do antioxidante dentro do sistema reprodutor
masculino (Agarwal et al., 2003; Aitken, 2005).

A possivel explicacdo para o estresse oxidativo nos espermatozoides baseia-se no fato de que, em
mamiferos, as membranas espermaticas sdo ricas em acidos graxos poli-insaturados, o que as torna muito fluidas
e, a0 mesmo tempo, muito susceptiveis a danos peroxidativos induzidos por ROS (De Lamirande e Gagnon,
1995; Guerra et al., 2004; Sikka, 2004), determinando perda de suas fungdes (Agarwal e Said, 2003; Christova et
al., 2004) e da integridade do DNA (Aitken e Krausz, 2001; Baumber et al., 2003).

Produzidos em quantidades fisiologicas, os diferentes tipos de ROS (peréxido de hidrogénio e anion
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superdxido) sdo extremamente importantes ao espermatozoide no controle dos eventos da fosforilagdo da tirosina
associados com a capacitagdo espermatica (Aitken et al., 1998; Aitken, 1999). Entretanto, quando produzidas em
quantidades excessivas, as ROS destroem a fungdo espermatica pela inducdo de danos peroxidativos na
membrana plasmatica do espermatozoide, prejudicando processos que dependem da membrana, como
motilidade, exocitose acrossomal e fusdo espermatozoide-ovocito. Além disso, o estresse oxidativo no
espermatozoide esta associado com a inducéo de danos ao DNA do genoma nuclear e mitocondrial (Sawyer et
al., 2003; Guerra et al., 2004; Lewis e Aitken, 2005).

Com o objetivo de se estudar a correlagdo entre a producdo de ROS pelo espermatozoide caprino e o
potencial fertilizante destas células in vivo e in vitro, varios métodos tém sido utilizados para mensurar a
quantidade de ROS na superficie da membrana celular, bem como intra ou extracelular. Entretanto, em caprinos,
as analises realizadas envolvem a avaliacdo dos sinais quimiluminescentes gerados por populagdes de
espermatozoides na presenca de sondas como luminol (Gopalakrishnan e Shaha, 1998; Gogol et al., 2007), assim
como analises indiretas de avaliagdo da ocorréncia da peroxidagdo lipidica (Gopalakrishnan e Shaha, 1998;
Hemachand e Shaha, 2003; Khalifa e El-Saidy, 2006) ¢ das concentragdes de antioxidantes enzimaticos ¢ ndo
enzimaticos (Gopalakrishnan ¢ Shaha, 1998; Hemachand e Shaha, 2003).

A intensidade dos sinais quimiluminescentes gerados na presenca do luminol estd associada a alguns
aspectos da fungdo espermatica, como motilidade e fusdo espermatozoide-ovécito, bem como da natureza do
sémen, in natura ou congelado (Gopalakrishnan e Shaha, 1998; Gogol et al., 2007).

Hemachand e Shaha (2003) demonstraram o papel funcional da glutationa S-transferase presente na
superficie espermatica e da glutationa extracelular na inibicdo da perda de competéncia funcional de
espermatozoides caprinos submetidos a estresse oxidativo, enquanto Khalifa e El-Saidy (2006) avaliaram os
niveis de lipoperoxidacdo nos espermatozoides caprinos submetidos a diferentes taxas de diluicdo (1:2, 1:4 ¢
1:19) e métodos de descongelacdo (descongelagdo seca vs. descongelagdo Umida), em amostras de
espermatozoides congeladas em pellets e mensuradas pela produgido de malonaldeido. A taxa de diluigdo de 1:19
aumentou a ocorréncia de peroxidagdo lipidica, evidenciada pelo aumento na producdo de malonaldeido. Além
disso, os pellets de espermatozoides submetidos a descongelagdo imida também apresentaram grande producao
de malonaldeido.

Consideracoes finais

Considerando que, in vivo, espermatozoides potencialmente férteis sdo continuamente submetidos a
obstaculos no processo de selegdo, antes e durante a fertilizagdo, as informagdes proporcionadas pelos métodos
laboratoriais de avaliagdo da integridade e da func¢do espermatica sdo de grande importancia, por correlacionar os
pardmetros de qualidade espermatica com os resultados de fertilidade. Consequentemente, estas avaliagdes
podem auxiliar nas aplicagdes comerciais, como selecdo de animais de alto valor genético devido a alta
qualidade espermatica, visando a sua utilizagdo em biotécnicas reprodutivas, na constitui¢do de bancos de
germoplasma, bem como da conservacio de material genético de animais em vias de extingao.
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