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Resumo

A fertilidade do touro tem grande impacto no desempenho reprodutivo do rebanho, principalmente com
o uso de biotecnologias como a inseminagdo artificial, a transferéncia ¢ a producdo in vitro de embrides. Na
busca de predizer a capacidade fecundante dos espermatozoides, pesquisadores tém buscado a melhor associagédo
de testes estruturais e funcionais, que permita estimar sua integridade e apresente alta correlagdo com as taxas de
prenhez. A presente revisdo de literatura teve como objetivo abordar alguns testes laboratoriais usados na
avaliagdo das membranas plasmatica ¢ acrossomais e¢ da integridade da cromatina, para estimar a habilidade
fecundante do sémen congelado de touros.
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Abstract

Bull fertility has great impact on reproductive performance of the herd, mainly by using biotechnologies
as artificial insemination, in vitro production and transfer of embryos. In order to predict the fertility ability of
sperm, researchers have sought the best combination of structural and functional tests, which makes it possible
to estimate the spermatozoa integrity and presents a high correlation with pregnancy rates. This literature
review aimed to gather some laboratory tests used in evaluation of plasmatic and acrosomal membranes besides
the integrity of chromatin, used to estimate the fertility skill of frozen semen from bulls.
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Introducao

A criopreservacdo do sémen sofreu uma grande revolucdo ha, aproximadamente, cinquenta anos, com a
descoberta do glicerol como agente crioprotetor (Polge et al., 1949), o que permitiu que o espermatozoide fosse
congelado e armazenado por longos periodos (Holt, 2000). O mecanismo de criopreservagdo ¢ adverso para o
espermatozoide, podendo promover desestabilizagdo da membrana plasmatica e elevagdo da concentragdo de
calcio intracelular, semelhante ao que ocorre durante a capacitacdo espermatica (Cormier et al., 1997).
Considerando-se que o espermatozoide capacitado e/ou com acrossomo reagido possui um limitado tempo de
vida, tal fato resulta em diminui¢do da fertilidade (Yanagimachi, 1994). Portanto, mesmo com as técnicas atuais
de congelag@o, ha uma redugdo expressiva da populagdo espermatica viavel pos-descongelagdo (Nagy et al.,
2004).

A reproducdo ¢ um importante pilar dos sistemas de producdo, e as biotécnicas de multiplicagdo animal,
como a inseminagdo artificial (IA), a transferéncia (TE) e a produgdo in vitro de embrides (PIVE), t€m
contribuido expressivamente com os programas de melhoramento genético animal. Na aplicagdo dessas
biotecnologias, ¢ possivel, o uso de sémen criopreservado, e este deve ser submetido a controle rigoroso de
qualidade para assegurar o sucesso do processo reprodutivo.

A monta natural é o método mais seguro para mensurar a fertilidade do touro, por meio da taxa de
prenhez ou da taxa de ndo retorno ao estro, mas esse processo ¢ demorado e tem custo elevado (Larsson e
Rodriguez-Martinez, 2000). Diante disso, h4 a necessidade de se adotar métodos eficientes para estimar in vitro a
fertilidade de touros doadores de sémen. Sob este aspecto, o desenvolvimento de provas laboratoriais, visando
avaliar com maior acurécia os resultados da congelacdo de partidas de sémen, tem sido a meta de numerosos
programas de pesquisa no campo da IA. Desse modo, testes complementares foram desenvolvidos para avaliar
integridade da membrana plasmatica, condi¢cdo acrossomal, integridade da cromatina, dentre outros que
consideram, além do exame do reprodutor, analises em niveis celular e molecular (Kastelic ¢ Thundathil, 2008).
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A avaliagdo de somente um atributo espermatico ndo garante a condi¢do de normalidade dos demais,
portanto uma analise multifatorial é mais apropriada para o diagnostico da funcionalidade e da integridade
estrutural do espermatozoide (Larsson e Rodriguez-Martinez, 2000; Parkinson, 2004).

A presente revisdo de literatura teve como objetivo abordar alguns testes laboratoriais usados na
identificagdo das lesdes estruturais ¢ funcionais das membranas plasmatica e acrossomais, bem como da
integridade da cromatina, visando estimar a habilidade fecundante do s€émen congelado de touros.

Membrana plasmatica

As membranas bioldgicas sdo estruturas laminares, assimétricas, constituidas por lipideos e proteinas
aos quais se ligam os glicideos. A sua integridade estrutural se deve as propriedades dos lipideos constituintes, as
proteinas que s@o as principais responsaveis pela ocorréncia da maioria dos processos dindmicos, e aos
carboidratos, que desempenham importante papel nas interagdes entre células (Stryer et al., 2004).

As membranas espermaticas sdo estruturas especializadas e exercem fungdes fundamentais na
fecundag@o. Durante a maturagdo espermatica, no epididimo, ocorrem modificagdes tanto na superficie celular
quanto no interior da membrana, caracterizadas pela alteragdo de sua fluidez, permeabilidade ¢ mobilidade das
proteinas integrais (Watson, 1995).

Os lipideos das membranas celulares desempenham fungdes bioldgicas, como moléculas alimentares,
depoésitos de energia altamente concentrados, e promovem a sua integridade estrutural. Dentre as mais
importantes classes de lipideos da membrana, os fosfolipideos sdo os mais abundantes, sendo os principais a
fosfatidilcolina, esfingomielina, fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina, que, juntas, representam mais de 50%
dos lipideos constituintes (Nelson et al., 2009).

Condicdes como a refrigeragdo, que altera a orientagdo dos lipideos, podem afetar a estabilidade da
membrana ou induzir a um rearranjo (fase hexagonal-II) das moléculas formando pontos de fragilidade,
promovendo, assim, uma permeabilidade excessiva ou mesmo a ruptura da membrana (Amann e Graham, 1993).
A fase hexagonal-II possui forma cilindrica, em que as cabegas dos grupos polares dos lipideos se voltam para o
centro, e as caudas hidrocarbonadas ficam orientadas para o exterior, constituindo a menor forma de agregacdo
lipidica. Essa estrutura fragiliza a barreira de permeabilidade, mas pode ter importante fungdo durante a fusdo
fisioldgica de membranas, como na reagdo do acrossomo e na fecundacdo (Hammerstedt et al., 1990).

Membranas espermaticas com baixa relagdo colesterol:fosfolipideo sdo mais fusogénicas, portanto os
gametas necessitam de menos tempo para se capacitar e estdo mais propensos a sofrerem a reagdo acrossomal
(Yanagimachi, 1994; Hoshi et al., 1990).

Cross (1998) relatou que a relagdo colesterol:fosfolipideo, existente na membrana espermatica, exerce
importante papel regulador no processo de capacitagdo. Trocas de colesterol e fosfolipideos entre a membrana
plasmatica e o meio externo, diminuindo o conteido de colesterol e aumentando, assim, sua fluidez,
desencadeiam a reag@o acrossomal por diminuir a microviscosidade da membrana plasmatica, reduzir a adesdo
entre os fosfolipideos e, possivelmente, permitir maior influxo de célcio. Todas estas etapas que intermediam a
fusdo da membrana plasmdtica com a membrana acrossomal externa determinam o processo fusogénico
conhecido por reagdo do acrossomo.

As proteinas de membrana desempenham muitas fungdes, dentre elas: transportam nutrientes,
metabolitos ou ions através da bicamada lipidica; atuam como receptores que detectam sinais quimicos no meio
ambiente da célula e os transmitem ao seu interior; e, ainda, catalisam reagdes especificas por meio de enzimas
(Stryer et al., 2004).

A terceira categoria de substdncias que integram a membrana plasmatica sdo os carboidratos,
localizados no lado extracelular. Por meio de ligagdes com as proteinas e lipideos de membrana, os carboidratos
formam glicoproteinas e glicolipideos, respectivamente, constituindo uma cobertura glicidica denominada de
glicocalix. Dessa forma, ajudam a proteger a superficie celular contra lesdes mecénicas e quimicas, além de
participarem da interagdo entre células (Alberts et al., 1998).

Mecanismos de lesdo celular durante a congelacio e a descongelacio

Os espermatozoides podem sofrer danos durante a congelagdo e/ou descongelacdo, e essas lesdes tém
sido atribuidas as mudancas na temperatura, a formacao de cristais de gelo, a injurias oxidativas, a alteragdes na
membrana do espermatozoide, a lesdes no DNA ¢ ao estresse osmotico, além da toxicidade dos crioprotetores.
Como consequéncia, ha redugdo da proporgdo de células viaveis assim como da capacidade funcional
espermatica (Watson, 2000).

Se a refrigeragdo ¢ realizada de modo inadequado, os espermatozoides sofrem o choque térmico pelo
frio, definido como o conjunto de alteragdes que ocorrem em situagdes de reducdo acelerada da temperatura.
Deste modo, podem resultar danos irreversiveis, como perda acelerada da motilidade, presenca de movimento
circular ou retrogrado, lesdes nas membranas plasmatica e acrossomais, diminui¢do do metabolismo e perda de
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estruturas intracelulares, geralmente associados as disfun¢des da membrana plasmatica (Pickett € Amann, 1993).

No processo de refrigeracdo, o sémen passa por diminuigdo da temperatura de 37°C, correspondente a
corporal, para a temperatura ambiente de 20°C, e, a seguir, esta ¢ reduzida para aproximadamente 4 a 5°C,
sofrendo o primeiro estresse térmico. A membrana, entdo, passa do estado liquido cristalino (fluida) para o de
gel, devido a um rearranjo dos fosfolipideos de cadeias poli-insaturadas. Esses fosfolipideos estdo localizados ao
redor das proteinas integrais, que evitam a ocorréncia da fase hexagonal II, mas, na refrigeragdo, essas proteinas
se movem para regides mais fluidas, permitindo que ocorra a formagdo de uma micela invertida, na qual as
por¢des apolares hidrofobicas se voltam para o exterior. Portanto, esse processo fragiliza a barreira de
permeabilidade, promovendo alteragcdes fisicas e estruturais das membranas plasmatica e acrossomais
(Hammerstedt et al., 1990).

Entre -5 e —10°C, comecam a se formar cristais de gelo no meio extracelular, enquanto a agua
intracelular permanece super-refrigerada. O equilibrio quimico entre os liquidos extra e intracelulares ¢ obtido
pela desidratagdo das células. Neste ponto, a curva de congelacdo deve ser suficientemente lenta para que haja
efluxo de agua, evitando que esta se congele no meio intracelular, mas rapida o suficiente para impedir o contato
da célula com o meio hiperosmoético. Uma desidratagdo severa leva a injuria celular pelo efeito de solugdo, que
promove a desnaturagdo das macromoléculas e o enrugamento extremo da célula, até ocorrer colapso irreversivel
da membrana (Medeiros et al., 2002). A desidratagdo ¢ um evento desejavel, pois reduz a probabilidade de se
formarem grandes cristais de gelo dentro da célula, os quais causariam danos as estruturas internas e/ou a
membrana plasmatica (Squires et al., 1999).

Esta bem estabelecido que, para a 6tima sobrevivéncia celular, a taxa de descongelagdo a ser aplicada
deve levar em consideracdo a taxa de congelagdo escolhida (Watson, 1995). As temperaturas de aquecimento
dependem diretamente da velocidade da curva de congelagio. Se esta foi lenta, a descongelagdo também devera
ser, para que ocorra a diluicdo dos solutos e, lentamente, haja a reidratacdo das células. Se o sémen for
descongelado rapidamente, os cristais extracelulares descongelam-se imediatamente e a agua invade de forma
brusca as células, causando ingurgitamento e danos & membrana plasmatica. Se o s€men tiver sido congelado
rapidamente, os espermatozoides ndo terdo sofrido desidratacdo e, portanto, a liquefacdo do gelo extracelular,
ndo haverd grande influxo de 4gua, devendo, entdo, ser descongelado rapidamente de modo que o gelo
intracelular que se formou durante a congelagdo ndo tenha tempo para recristalizar (Holt, 2000).

O choque térmico pelo frio pode ser minimizado pela adogdo de uma curva lenta de refrigeragdo e pela
adig@o de crioprotetores extracelulares aos diluidores de sémen, como as proteinas do leite ou as lipoproteinas da
gema de ovo. Na gema de ovo, as lipoproteinas de baixa densidade, principalmente a fosfatidilcolina, sdo as
responsaveis pela a¢do protetora das membranas. Da mesma forma, os crioprotetores intracelulares, como
glicerol, amidas, etilenoglicol e dimetilsulféxido, conferem protegdo, pois reduzem o ponto de congelacdo das
solugdes, portanto menos gelo se forma e a célula dispde de mais tempo para se desidratar (Pickett, 1986). Com
isso, a concentragdo de soluto no liquido residual se reduz porque aumenta o volume dos canais de solvente nao
congelado, diluindo as altas concentragdes de soluto e minimizando o efeito solugdo (Graham, 1996). Sendo
assim, de modo geral, os crioprotetores tém a funcdo de proteger a célula da formacdo de cristais de gelo e
auxiliar nas mudancas da composi¢cdo do meio intracelular, assim como reduzir os efeitos causados pelas
mudancas de temperatura (Watson, 1995).

Exames laboratoriais de rotina

No Brasil, a avaliagdo da qualidade do sémen congelado ¢ realizada com testes laboratoriais
preconizados pelo Ministério da Agricultura (Manual..., 1998), fixando-se na analise da motilidade e morfologia
espermaticas assim como na concentragao de espermatozoides viaveis.

A avaliagdo subjetiva da motilidade pds-descongelagdo ¢ um pardmetro usado para determinar a
qualidade do sémen de touros destinados a IA. Assim, Correa et al. (1997) observaram correlagdo (r = 0,53; P <
0,01) entre a motilidade pds-descongelagdo e a fertilidade, com diferenca significativa entre touros de baixa (r =
0,39; P < 0,01) e alta (r = 0,61; P < 0,01) fertilidade, indicando que essa diferenca se deve as variagdes na
qualidade dos espermatozoides.

Na busca de maior objetividade na avaliacdo da motilidade espermatica pds-descongelagdo, pode ser
usada a andlise computadorizada (CASA). No entanto, Januskauskas et al. (2001) compararam a avaliacdo
subjetiva e computadorizada, e os resultados ndo diferiram significativamente (62,8 + 6,5 ¢ 72,4 = 9,9%,
respectivamente), havendo correlagdo entre motilidade espermatica e fertilidade para ambas as avalia¢des (r =
0,66 — 0,67, P < 0,001 para subjetiva; r = 0,53 — 0,57; P < 0,05 para CASA). Christensen et al. (2005)
observaram, para sémen a fresco e congelado de touro, maior correlagdo entre motilidade, avaliada
subjetivamente, ¢ taxa de ndo retorno ao cio (TNR) aos 56 dias (r = 0,48 ¢ 0,55, respectivamente) do que entre
integridade da membrana plasmatica, avaliada pelo citometro de fluxo, e TNR aos 56 dias (r = 0,32 e r = 0,41,
respectivamente), enquanto Phillips et al. (2004), avaliando sémen criopreservado de touros, ndo observaram
correlagdo significativa entre motilidade ¢ TNR ou taxa de concepgao.
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De fato, sabe-se que as correlagdes entre fertilidade a campo e motilidade variam consideravelmente (r
= 0,12 a 0,84; Graham, 2001). Diante disso ¢ frente a disseminagdo do uso da analise computadorizada da
motilidade, trabalhos recentes tém procurado tanto identificar subpopulagdes espermaticas no ejaculado que
indiquem maior criorresisténcia quanto avaliar os efeitos que diferentes procedimentos laboratoriais adotados a
analise computadorizada do sémen bovino congelado tém sobre os resultados.

Muifio et al. (2008) analisaram ejaculados de touros Holandeses (n = 9) e identificaram, pela analise de
cluster, ou seja, pelo agrupamento por similaridade, quatro subpopula¢des espermaticas (Subpop.), com padrdes
definidos de movimento, sendo: Subpop. 1 — espermatozoide moderadamente lento, mas progressivo (23,2%);
Subpop. 2 — espermatozoide altamente ativo, mas sem progressao (16,0%); Subpop. 3 — espermatozoide com
baixa motilidade e sem progressdo (35,5%); e Subpop. 4 — espermatozoides com alta motilidade progressiva
(25,3%). A distribuicdo dos gametas dentro das subpopula¢des foi muito similar entre touros, sendo a maior
diferenca observada para a Subpop. 4. Os resultados indicaram que os ejaculados com maior propor¢ao de
espermatozoides de alta motilidade progressiva foram também os mais criorresistentes e de maior longevidade a
incubagdo pos-decongelagao.

Pesquisa atual (Contri et al., 2010) ressalta a necessidade de se padronizar os procedimentos
laboratoriais adotados na analise objetiva do s€émen bovino congelado, pois os resultados de motilidade e padroes
da cinética dos espermatozoides sdo significativamente afetados. Os autores recomendam que, para o
equipamento Hamilton-Thorne IVOS 12.3, sejam adotados 60 frames/segundo e 30 frames/campo, com diluicdo
da amostra em solugdo tampdo fosfato (PBS), numa concentragio minima de 20 x 10° espermatozoides/mL,
devendo-se considerar o tipo de cdmara usada (Makler ou Leja) e, independentemente da camara, efetuar a
leitura dentro de um ou dois minutos.

No que se refere a avaliagdo da morfologia, as causas de defeitos espermaticos podem ser de origem
ambiental, genética ou a combinacdo de ambas (Chenoweth, 2005). Considerando-se a importincia econdmica e
biologica de se estimar o potencial fecundante e de se monitorar a fung@o testicular de touros usados nos
programas de IA, faz-se a avaliagdo morfoldgica dos espermatozoides, devido a relagdo desta com a fertilidade
(Januskauskas et al., 2001). Porém, essa correlagdo (0,06 a 0,86) apresenta-se bastante variavel, como relatou
Rodriguez-Martinez (2005) em trabalho de revisdo.

As anormalidades morfologicas, inicialmente, foram classificadas por Blom (1950), citado por Barth e
Oko (1989), em primarias, as que t€m origem nos testiculos durante a espermatogénese, e secundarias, aquelas
que se originam apds a formagao nos testiculos. Esse sistema de classificag@o foi revisto por Blom (1973), citado
por Barth e Oko (1989), e passou a ser dividido em defeitos maiores e menores, de acordo com o prejuizo
causado a fertilidade.

Em trabalho de revisdo, Chenoweth (2005) relata que a redugdo da fertilidade pode ocorrer por falhas
dos espermatozoides em atingirem o local da fecundacdo, o que envolve motilidade e transporte no trato genital
da fémea, ou falhas na fecundag¢do do ovdcito e manutengdo do desenvolvimento embrionario. No primeiro caso,
os defeitos podem ser compensados com o aumento do niimero de células espermaticas na dose inseminante,
enquanto, no segundo caso, as falhas ndo podem ser compensadas, porque o aumento da concentragdo de
espermatozoides ndo levara a melhoria da taxa de fertilidade.

Com o objetivo de encontrar os limites de patologia espermatica total, defeitos maiores e menores para
sémen congelado de touros, Casagrande et al. (1980b) trabalharam com 191 partidas de sémen bovino em
rebanhos de diferentes regides do pais e verificaram significativa (P = 0,001) correlagdo negativa entre
fertilidade e patologia total (r = -0,48) ¢ defeitos maiores (r = -0,51). Também observaram correlagdo negativa
entre fertilidade e defeitos menores (r = -0,16; P = 0,005). A maioria das partidas com boa fertilidade apresentou
menos de 20% de patologia espermatica e 15% de defeitos maiores, enquanto partidas acima de 30% de
patologia espermatica e 20% de defeitos maiores tiveram baixa fertilidade.

Dentre os fatores contribuintes para o sucesso da fecundagdo, esta, também, o niimero necessario de
espermatozoides por inseminagdo, visando obter resultados aceitaveis de fertilidade. Casagrande et al. (1980a),
trabalhando com sémen congelado distribuido em rebanhos de diferentes regides do pais, observaram correlacao
significativa (r = 0,25; P = 0,001) entre nimero de espermatozoides e fertilidade. Considerando-se a patologia
espermatica total de até 20%, defeitos maiores até 15% e menores até 10%, a fertilidade ndo variou entre as
partidas contendo de 7 x 10° a 80 x 10° de células espermaticas. Foote e Kaproth (1997) testaram a fertilidade do
sémen de touros, envasado em palhetas de 0,5 mL contendo de 10 x 10° a 40 x 10° espermatozoides, ¢
concluiram que, em boas condigdes de colheita, processamento e inseminagao, a alta fertilidade se mantém com
10 x 10° espermatozoides/palheta. Den Daas et al. (1998) estimaram o namero minimo de
espermatozoides/palheta que ndo comprometesse os resultados da IA, utilizando os resultados de 20 touros com
pelo menos 200 inseminagdes cada. Ao trabalharem com palhetas de 0,25 mL e nimero de espermatozoides
variando entre 2,1 x 10° ¢ 17,3 x 10°, a taxa de concepcdo se manteve entre 82 ¢ 90%, portanto com indices
satisfatorios mesmo quando o nimero de gametas na dose inseminante foi cerca de oito vezes menor.

Avaliacio da integridade estrutural e funcional da membrana plasmatica
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A criopreservagdo pode causar danos irreversiveis as membranas espermaticas, tais como: edema e
ruptura, mudangas na fluidez e alteragdes no influxo de célcio e na agdo enzimatica, comprometendo suas
fungdes (Watson, 1995).

Parametros seminais classicos, como o numero total de espermatozoides no ejaculado, a motilidade
progressiva e a morfologia espermatica, t€m uma capacidade limitada para predizer o potencial fecundante dos
gametas (Amann, 1989). Por serem de crucial importancia para a fung@o celular e durante o processo de
fecundagdo, que envolve capacitacdo espermatica, reagdo acrossomal, ligacdo a zona pelucida e fusdo dos
gametas, a avaliagdo das membranas espermaticas tem um papel relevante. Na analise da estrutura das
membranas espermaticas, sdo comumente utilizadas sondas fluorescentes (Harrison e Vickers, 1990), dupla
coloragdo com eosina/nigrosina (Barth e Oko, 1989) e teste hiposmoético que, embora originalmente
desenvolvido para verificar a funcionalidade da membrana plasmatica de espermatozoides humanos (Jeyendran
et al., 1984), pode ser aplicado para avaliar sémen de touros (Correa e Zavos, 1994).

Sondas fluorescentes

O desenvolvimento de técnicas de coloragdo usando fluorocromos tem fornecido novas ferramentas
para avaliar o s€émen poés-descongelag@o. Isolados ou em combinagdo, podem ser usados para determinar a
integridade das membranas e ser visualizados simultanea ou separadamente, usando diferentes filtros
(Rodriguez-Martinez, 2000; Januskauskas e Zilinskas, 2002; Gillan et al., 2005).

Os estudos iniciais para a avaliagdo da membrana plasmatica dos espermatozoides de touros com
diacetato de 6-carboxifluoresceina/iodeto de propideo (CFDA/IP) foram realizados em citdmetro de fluxo
(Garner et al.,, 1986). S6 em 1990, Harrison e Vickers adaptaram o uso com baixas concentragdes de
formaldeido, permitindo, assim, a avaliagdo em microscopia de epifluorescéncia e aumentando a aplicabilidade
da técnica.

A combinacdo do CFDA/IP permite determinar a viabilidade dos espermatozoides devido as suas
caracteristicas moleculares. A membrana plasmatica intacta ¢ permeavel ao CFDA, e esterases intracelulares o
convertem em composto fluorescente, a fluoresceina. Esta ¢ incapaz de atravessar a membrana intacta, sendo
retida no citoplasma (Holt e North, 1994; Gillan et al., 2005), corando o gameta em verde. Corantes para acido
nucleico, como o IP, identificam espermatozoides mortos, corando seu nucleo em vermelho, pois a membrana
plasmatica intacta impede sua entrada na célula (Garner et al., 1986). Assim, quando o CFDA ¢ associado ao IP,
trés populagdes de células podem ser identificadas, como descrito por Harrison e Vickers (1990): vivas, se coram
em verde; mortas, em vermelho e uma terceira populag@o se cora com ambos — acrossomo em verde e nucleo em
vermelho — e sdo consideradas lesadas com acrossomo intacto.

Pintado et al. (2000) ratificaram o papel do IP como um bom indicador de células lesadas, pois
observaram correlagdo positiva com o Hoechst 33258 (r = 0,80; P < 0,01) e com a eosina/nigrosina/giemsa (r =
0,69; P <0,01).

Garner et al. (1986), usando a associagdo CFDA/IP, observaram que, embora ndo significativa (P =
0,06), houve correlagdo negativa (r =0,57) entre o aumento de células lesadas e a fertilidade (TNR aos 90
dias). Com o objetivo de verificar a existéncia de correlacdo entre os padrdes observados de coloracédo
espermatica empregando fluorocromos e a fertilidade, medida por meio da TNR aos 75 dias, para sémen bovino,
Ericsson et al. (1989), empregando diferentes citdmetros de fluxo (FACS Analyzer e EPICS V), constataram que
a combinacgdo do niimero de células integras pos-descongelacdo e a populacdo de lesadas, ap6és 90 minutos de
incubacdo a 39°C, propiciou a melhor estimativa da TNR aos 75 dias, com um coeficiente de correlagdo de 0,85
(P <0,002) quando usado o FACS Analyzer, enquanto para o EPICS, o niimero de espermatozoides lesados apds
incubacdo por 90 minutos apresentou correlagdo com a TNR aos 75 dias de 0,66 (P < 0,04).

Por outro lado, Brito et al. (2003) ndo verificaram correlacdo entre a taxa de clivagem e a integridade da
membrana plasmatica. Da mesma forma, Phillips et al. (2004), avaliando a integridade de membrana (SYBR-
14/IP) de espermatozoides congelados de touros, ndo observaram correlacio significativa com a TNR e com a
taxa de concepgao.

Novas combinag¢des de fluorocromos vém sendo validadas e analisam diferentes estruturas espermaticas
tanto sob o aspecto estrutural quanto funcional. Celeghini et al. (2007) disponibilizaram para s€émen bovino uma
técnica de coloracdo que permite a avaliagdo simultinea da integridade das membranas plasmatica e
acrossomais, além da atividade funcional das mitocondrias localizadas na peca intermediaria. A associa¢do de
sondas foi composta pelos corantes IP, Hoechst 33342, isotiocianato de fluoresceina conjugado a aglutinina do
Pisum sativum - FITC-PSA e 5,5°,6,6’- tetracloro-1,1",3,3” iodeto de tetraetilbenzimidazol carbocianina - JC-1.
Esta associagdo de corantes fluorescentes também foi usada com sucesso na avaliagdo do sémen suino por
Andrade et al. (2007).
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Eosina/Nigrosina

A eosina é um corante supravital que ndo penetra em células com membrana plasmatica intacta, mas,
quando lesadas, estas sdo coradas em rosa. A nigrosina é responsavel pelo contraste mais escuro de fundo da
lamina, o qual permite a visualizagdo dos espermatozoides ndo corados. Portanto, este teste tem sido
recomendado como uma avaliagdo adicional aquelas de rotina (Brito, 2007). Essa coloragdo foi descrita pela
primeira vez em 1951 por Swanson e Bearden; desde entdo, vem sendo amplamente usada.

A habilidade da eosina/nigrosina em diferenciar células mortas foi confirmada por Pintado et al. (2000),
que, avaliando s€men de touro pds-descongelagdo, observaram alta correlagdo entre eosina/negrosina e iodeto de
propideo (r = 0,83; P = 0,0009).

Tartaglione e Ritta (2004), associando eosina ao teste hiposmdtico para avaliar sémen criopreservado de
touros, observaram que estes testes laboratoriais foram melhores para predizer a fertilidade in vitro do que a
avaliacdo de morfologia e motilidade espermaticas. Mas, quando considerados separadamente, os testes ndo
foram bons estimadores da fertilidade.

Tanghe et al. (2002), trabalhando com touros de alta (>60%) e baixa (20-35%) fertilidade in vitro,
utilizaram o corante eosina/nigrosina apés ter se submetido ao teste de selegdo espermatica por coloides para
predizer a habilidade de formagio do pré-nucleo. Estes autores verificaram alta associagdo (R* = 0,81; P < 0,05)
entre a porcentagem de espermatozoides vivos e a formagdo de pro-nucleos apos a fecundagao in vitro.

Brito et al. (2003), utilizando sémen bovino criopreservado para comparar diferentes métodos de
avaliacdo da membrana espermatica, relataram alta correlacdo (r = 0,89; P < 0,01) entre membrana plasmatica
intacta, de acordo com as coloragdes pela ecosina/nigrosina, trypan blue (corante vital que identifica
espermatozoides mortos) e iodeto de propideo, e a taxa de fecundacdo in vitro. Estes autores observaram que a
propor¢do de células com membrana plasmatica intacta foi superestimada pelos corantes eosina/nigrosina e
trypan blue, quando comparados com o iodeto de propideo combinado a outros corantes fluorescentes. Essa
diferenca pode ser atribuida ao tempo de exposi¢do ao corante, que foi de apenas poucos segundos para a
eosina/nigrosina, poucos minutos para o trypan blue e de 10 a 30 minutos para o iodeto de propideo.

Teste hiposmotico

O teste hiposmético avalia a integridade funcional da membrana plasmatica e, estando esta intacta,
quando o espermatozoide ¢ incubado em solug@o hiposmética, ocorre o influxo de agua até que seja atingido o
equilibrio osmotico. Como consequéncia desse processo, a membrana se expande, causando o enrolamento da
cauda, um processo fisiolégico; mas, se a membrana estiver danificada, essa reagdo nao ocorrera (Jeyendran et
al., 1984).

A motilidade espermatica depende das trocas que ocorrem através da membrana plasmatica, por isso
sua integridade ¢ importante. Correa e Zavos (1994) encontraram correlacdo significativa entre motilidade
espermatica e enrolamento da cauda (r = 0,73; P < 0,05), ap6s o teste hiposmoético. A proporgdo de
espermatozoides com membrana intacta e bioquimicamente ativa apds a congelagdo foi 20% menor do que
antes, indicando que a membrana foi danificada ou inativada no processo de congelacio e/ou descongelagao.

A divisdo dos touros em reprodutores de alta ¢ baixa fertilidade permitiu que Correa et al. (1997)
classificassem o enrolamento de cauda espermatica. Para touros de alta fertilidade, o aparecimento de células
com cauda mais enrolada (tipo A) foi mais significativo (r = 0,53; P < 0,01). Por outro lado, em touros de baixa
fertilidade, foi significativa a correlag@o (r = 0,20; P < 0,05) com células que apresentaram enrolamento apenas
na extremidade da cauda (tipo C).

Anzar et al. (1997) trabalharam com sémen congelado de touros para verificar a integridade da
membrana plasmatica de espermatozoides separados em coluna de Sephadex e a proteg@o conferida pelo glicerol
durante a congelagdo. As porcentagens de acrossomo normal, membrana plasmatica intacta e enrolamento de
cauda foram significativamente melhores nos espermatozoides filtrados do que nos ndo filtrados, sendo de 52,1 +
10,5 e 35,0 + 7,4 (P = 0,0001); 35,3 = 6,9 ¢ 23,3 = 3,9 (P = 0,0008); 19,3 + 3,8 ¢ 13,0 + 1,3 (P = 0,003),
respectivamente. Os resultados foram influenciados pela adi¢do de glicerol, como pode ser visto ao se comparar
as porcentagens médias dos espermatozoides filtrados com e sem glicerol: 86,5 + 2,2 e 17,7 = 3,1 (P < 0,01);
56,5+39¢14,0£4,1 (P<0,01);31,7+1,5¢ 7,6+ 1,5 (P <0,05), respectivamente.

Os espermatozoides sdo desafiados, sob condigdes hiperosmoticas, durante o processo de congelagao,
quando a concentragdo intracelular de solutos aumenta muito, podendo afetar a integridade da membrana
plasmatica e a motilidade espermatica de formas diferentes. O rompimento da membrana plasmatica determina
perda da viabilidade celular, mas uma membrana intacta ndo a garante. Liu e Foote (1998) trabalharam com
sémen bovino e observaram que, na solugdo com osmolaridade de 100 ¢ 150 mOsm/L, a motilidade foi
significativamente menor (5 e 19%, respectivamente) do que a porcentagem de espermatozoides ndo corados
com vermelho congo (18 e 35%, respectivamente), mostrando que a membrana plasmatica foi mais resistente a
danos osmoéticos do que os mecanismos responsaveis pela motilidade.

Rota et al. (2000) avaliaram o sémen congelado de touros para verificar se os resultados do teste
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hiposmotico se correlacionavam com a habilidade fecundante in vitro. As analises foram realizadas pos-
descongelagdo, pds-selecdo em gradiente de Percoll e pds-capacitagdo em meio contendo heparina. O teste
hiposmético foi importante para identificar a integridade funcional da membrana plasmatica. Apesar de os touros
terem fertilidade in vitro semelhante, houve diferenga (P < 0,01) na resposta ao teste. Ndo houve correlagéo
significativa entre a porcentagem de espermatozoides com cauda enrolada e a fertilidade in vitro.

A associagdo do corante supravital ao teste hiposmético auxilia na avaliagdo do sémen congelado de
bovinos. A eosina/nigrosina detecta a integridade fisica da membrana plasmatica, enquanto o teste hiposmotico
avalia se ela estd bioquimicamente ativa, uma vez que a capacitacdo espermadtica, a reacdo do acrossomo e a
fusdo do espermatozoide ao ovdcito requerem a membrana estruturalmente intacta e bioquimicamente ativa. O
teste hiposmotico fornece informagdes sobre a integridade da membrana plasmatica na cauda, e a associagdo
com a eosina permite avaliar também a regido da cabeca. Correa e Zavos (1994) obtiveram, para a solugao de
100 mOsm/L, o numero maximo de caudas enroladas (48,0 £ 4,7%), e os resultados do corante supravital
indicaram uma média de 56,6 + 5,4% de células com membrana integra. Estes autores observaram também alta
correlagdo entre as porcentagens de células com membrana intacta ¢ de espermatozoides reativos ao teste
hiposmotico (r = 0,81; P<0,05).

Ducci et al. (2002), usando essa associagdo, avaliaram a integridade da membrana plasmatica de
espermatozoides de coelho em trés momentos (zero, cinco ¢ 30 minutos) pos-colheita. Houve aumento no
percentual de caudas enroladas com o passar do tempo (T0 = 67,86 + 4,28%; T5 = 72,86 + 3,28%; P < 0,05 ¢
T30 = 75,14 £ 6,5%; P < 0,05). Estes autores sugeriram que a reducdo da fertilidade dos ejaculados com altas
porcentagens de motilidade pode ser devido a presenca de espermatozoides tipo 2 (cauda enrolada e cabeca
corada), ou seja, aqueles que tém a membrana plasmatica lesada na regido da cabega, permitindo a entrada do
corante, mas integra na regido da cauda, que respondem ao choque hiposmotico.

A integridade da membrana plasmatica vem sendo estudada por diferentes técnicas, e a combinagio
delas tem ajudado a explicar as variagcdes encontradas. Tartaglione e Ritta (2004) explicaram 78% da variag@o na
taxa de fecundagdo quando combinaram os resultados do teste hiposmdtico com os da eosina/nigrosina, tendo
sido encontrados 69,8% de espermatozoides vivos na avaliagdo com o corante supravital e 58,8% de células com
cauda enrolada. Combinando-se os dois testes, foi possivel reduzir o nimero de falsos positivos e aumentar a
habilidade para detectar diferengas nas propriedades da membrana plasmatica, obtendo-se 51,2% de
espermatozoides vivos e com cauda enrolada (funcional).

Thundathil et al. (2002), partindo do pressuposto de que ejaculados com alta propor¢do de gametas com
defeito de acrossomo tém baixa fertilidade, submeteram o sémen congelado de touros ao teste hiposmotico e
compararam os grupos controle e com alta porcentagem de defeitos de acrossoma (K1 = 93% de acrossomo
achatado; K2 = 84% de acrossomo denteado). A resposta ao teste hiposmético foi maior (P < 0,05) no grupo
controle (68,8 + 2,4%) do que no K1 (36,1 + 4,6%) e no K2 (40,2 = 4,7%). A perda da integridade funcional da
membrana plasmatica predispde a capacitagdo prematura e a reagdo do acrossomo, logo o espermatozoide perde
a habilidade de se ligar ao ovocito e penetrar na zona pelucida, sugerindo que a explicagdo para a reducdo da
fertilidade est4 associada ao defeito de acrossoma.

Desta forma, o uso do teste hiposmoético como técnica complementar ¢ importante, pois tanto a
refrigeracdo quanto a congelagcdo podem causar efeitos deletérios sobre a membrana, e sua utilizagdo permite
uma avaliacdo mais acurada do potencial fecundante da populagdo de espermatozoides de uma dose de s€men
(Correa e Zavos, 1994; Rota et al., 2000).

Capacitacio espermatica e reacio acrossomal

Os espermatozoides passam pelo processo de maturagdo durante o transporte através do epididimo. Para
atingir a capacidade de fecundar, varias modificagdes sequenciais, parcialmente conhecidas, sdo necessarias e
incluem capacitagdo espermatica e reagdo acrossomal (Yanagimachi, 1994). Durante a ejaculagdo, o
espermatozoide entra em contato com as secrecdes das glandulas sexuais acessorias, as quais inibem ou
mascaram a habilidade do espermatozoide de fecundar o 6vulo (decapacitag@o), prevenindo a ocorréncia de
capacitacdo prematura (Sidhu e Guraya, 1989).

Capacitagdo ¢ um termo coletivo para as mudancas que um espermatozoide sofre quando entra em
contato com o trato reprodutivo feminino, e essas incluem a reorganizag¢do de proteinas de membrana, efluxo de
colesterol da bicamada lipidica com consequente aumento da fluidez da membrana, modula¢do da concentracdo
i0nica intracelular, aumento da atividade da tirosina quinase e desenvolvimento da motilidade hiperativada. Estas
mudancas, seguidas da reagdo do acrossomo, um evento exocitotico irreversivel, sdo essenciais para o
espermatozoide se ligar e penetrar na zona pelicida, para, entdo, fundir-se com a membrana plasmatica do
ovocito (Yanagimachi, 1994).

Embora a capacitacdo espermatica tenha sido descoberta ha mais de cinquenta anos por Austin e Chang,
pouco se sabe sobre as bases moleculares desse evento. Pesquisas tém buscado esclarecer como alguns
compostos atuam sobre a membrana, a transmembrana e o meio intracelular, sinalizando e desencadeando os
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eventos relacionados a capacitagdo (Visconti et al., 1998). O desenvolvimento de estudos in vitro permitiu o
melhor entendimento dos mecanismos basicos envolvidos. Desta forma, observou-se que algumas substancias
tém papel desencadeador deste processo, como o bicarbonato, a albumina, o célcio ¢ a heparina (Sidhu e Guraya,
1989; Flesch ¢ Gadella, 2000).

O principal composto considerado desencadeador da capacitacdo é o bicarbonato. Esta substiancia
encontra-se em baixa concentra¢do na cauda do epididimo (<1 mM), local onde ficam armazenados os
espermatozoides por periodos longos. Quando chegam ao trato genital feminino, os espermatozoides entram em
contato com concentra¢des superiores a 15 mM de bicarbonato. As concentragdes intracelulares de bicarbonato
também podem aumentar por meio dos canais idnicos presentes na membrana plasmatica. Provavelmente, o
bicarbonato se liga diretamente a adenilato ciclase, a qual aumenta as concentra¢des de cAMP, que, por sua vez,
ativam as proteinas quinases, como a fosfoquinase A, e induzem a fosforilacdo da tirosina da proteina
espermatica. Essa fosforilacdo tem relagdo com o aumento da afinidade pela zona pelucida e com o
desencadeamento da motilidade hiperativada e da reacdo do acrossomo (Flesch e Gadella, 2000).

A presenga da albumina sérica bovina (BSA) nos meios de capacitagdo in vitro esta relacionada a
extracdo do colesterol da membrana plasmatica do espermatozoide (Sidhu e Guraya, 1989; Cross, 1998), com
deslocamento dos fosfolipideos no plano lateral e transversal, levando a um desarranjo de sua arquitetura.
Bovinos e humanos sdo espécies que possuem alta concentragdo de colesterol na membrana plasmatica, o que
implica a necessidade de maior tempo para a capacitagdo (seis ¢ oito horas, respectivamente). Em suinos e
ovinos, sao necessarias apenas uma ou duas horas, pois possuem baixa concentragdo de colesterol (Flesch e
Gadella, 2000).

O célcio esta envolvido no processo de capacitagdo e acredita-se que este neutralize cargas negativas na
superficie externa da membrana acrossomal externa e na superficie interna da membrana plasmatica, permitindo
que estas se aproximem para a fusdo. O calcio também pode inibir a enzima magnésio-ATPase, envolvida em
bombear agua para fora do acrossomo. Um influxo de agua no acrossomo pode aproximar as membranas
acrossomal externa e plasmatica, facilitando a fusdo entre ambas (Sidhu e Guraya, 1989).

A heparina ¢ um glicosaminoglicano, que tem como fun¢@o estimular o aumento da concentragdo de
calcio intracelular, do pH e das concentragdes de cAMP, que parecem ser necessarias para iniciar a capacitacao
(Cormier e Bailey, 2003), além de remover as proteinas do plasma seminal adsorvidas a superficie da membrana
plasmatica, as quais sdo consideradas inibidoras da capacitagdo (Miller et al., 1990; Therien et al., 1995).

A ultima altera¢do ¢ a reacdo acrossomal, iniciada imediatamente apos sua ligagdo a zona pelucida,
quando ha a fusdo entre as membranas plasmatica e acrossomal externa. Durante a rea¢do acrossomal, enzimas
hidroliticas e proteoliticas sdo liberadas, dissolvendo a matriz acelular da zona pelucida, o que permite ao gameta
masculino penetrar no espago perivitelino e se fundir ao oolema (Flesch e Gadella, 2000).

Algumas técnicas laboratoriais ja foram descritas visando fornecer informagdes sobre a condigdo
acrossomal, dentre elas, a lecitina do amendoim conjugada ao isotiocianato de fluoresceina (FITC-PNA) e a
dupla coloracéo trypan blue/Giemsa.

FITC-PNA/IP

O teste ideal para verificar a porcentagem de espermatozoides que sofreram reacdo acrossomal deve ser
preciso, rapido, ndo deve comprometer a fungdo espermatica e deve ser capaz de distinguir a reacdo verdadeira
(RAV) da falsa (RAF; Cross e Meizel, 1989).

As lecitinas sdo aglutininas que, conjugadas ao isotiocianato de fluoresceina (FITC), uma sonda
fluorescente, sdo utilizadas para verificar a condig@o acrossomal (Suzuki et al., 2003). As lecitinas tém afinidade
especifica por determinadas moléculas sacaridicas (carboidratos) da matriz acrossomal ou da membrana
acrossomal externa (Magargee et al., 1988; Flesch et al., 1998; Sirivaidyapong et al., 2000; Chan et al., 2002) e
requerem permeabilidade celular (Cross e Meizel, 1989). Uma das lecitinas mais usadas é a Arachis hypogaea -
aglutinina do amendoim (PNA), que se liga @ membrana acrossomal externa (Chan et al., 2002; Kitiyanant et al.,
2002).

Assim, a aglutinina de Arachis hypogaea, conjugada ao isotiocianato de fluoresceina (FITC-PNA), tem
sido usada para avaliar a integridade do acrossomo em varias espécies, como humana (Cross e Meizel, 1989),
ovina (Magargee et al., 1988), suina (Fazeli et al., 1997), canina (Sirivaidyapong et al., 2000) e equina (Cheng et
al., 1996). O FITC-PNA foi usado pela primeira vez para verificar a condigdo acrossomal em espermatozoide
bovino por Cross ¢ Watson (1994). Mas s6 recentemente foi associado ao iodeto de propideo (IP), distinguindo,
assim, espermatozoides vivos e mortos, com reagdo acrossomal verdadeira e com reagdo acrossomal falsa (Nagy
et al., 2003).

Uma membrana plasmatica intacta ¢ funcional se torna impermeavel ao FITC-PNA, e nenhum sinal de
fluorescéncia ¢ observado. Quando o espermatozoide sofre reagdo acrossomal, ocorrem pontos de fusdo entre a
membrana plasmatica e a membrana acrossomal externa, resultando na formag@o de poros, que ddo acesso do
fluorocromo as membranas acrossomais ¢ a seu contetdo, ¢ 0 acrossomo apresenta-se corado em verde — reagdo
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acrossomal verdadeira. Quando ocorre a fusdo completa entre a membrana plasmatica e a membrana acrossomal
externa, isto resulta na completa perda do acrossomo, ¢ o espermatozoide apresenta fluorescéncia apenas no
segmento equatorial, ou simplesmente ndo exibe fluorescéncia (Cross e Meizel, 1989; Cheng et al., 1996;
Kitiyanant et al., 2002; Hollinshead et al., 2004). Dependendo da membrana acrossomal externa restante, o
FITC-PNA cora com varias intensidades de fluorescéncia e contraste ¢ ndo gera dividas na leitura com as
demais coloracdes (Cross e Meizel, 1989; Fazeli et al., 1997).

O FITC-PNA vem sendo comumente usado em combinagdo com o IP, que identifica em vermelho
cé¢lulas mortas. Espermatozoides com IP e PNA positivo, ou seja, morto com acrossomo reagido, sofreram
reacdo acrossomal falsa, pois podem ter perdido seu acrossomo com a morte celular (Fazeli et al., 1997;
Kitiyanant et al., 2002). Esta técnica necessita de alternancia entre microscopia de epifluorescéncia e campo
claro, ja que o espermatozoide vivo nio se cora com o FITC-PNA e IP.

As membranas acrossomais sdo especialmente propensas a danos causados pela criopreservacao
(Risopatron et al., 1996). Assim, a condi¢cdo acrossomal de uma populacdo espermatica ¢ de especial interesse,
porque o numero de espermatozoides que apresentam reagdo acrossomal, quando induzida com célcio iondforo
A23187, tem correlagdo positiva com a fertilidade (taxa de n@o retorno ao estro aos 90 dias) do sémen
criopreservado de touro (r = 0,86; P < 0,001), de acordo com estudo realizado por Whitfield e Parkinson (1995).
Porém, Assumpgao et al. (2002), avaliando reagdo acrossomal induzida com heparina e célcio iondforo A23187,
em bovinos, ndo observaram correlagdao com fertilidade in vivo.

Kitiyanant et al. (2002), usando FITC-PNA e ethidium homodimer-1 (EthD-1) para avaliar reagdo
acrossomal induzida com heparina e calcio ion6foro em sémen criopreservado de bufalo, obtiveram 78% de
espermatozoides vivos com acrossomo intacto € 9% de reacdo acrossomal verdadeira, enquanto usando FITC-
PNA/TBG, obtiveram 80% de vivos e 10% de reagdo acrossomal verdadeira, tanto pela heparina quanto pelo
calcio ionoforo. Além disso, alta correlagdo foi observada entre as duas técnicas de coloracdo (r > 0,90),
refor¢ando a capacidade do FITC-PNA em avaliar a ocorréncia de reagdo acrossomal. Em contrapartida,
Prathalingam et al. (2006), avaliando a integridade do acrossomo com FITC-PNA/IP, encontraram 1,16 + 0,9%
de reagdo acrossomal verdadeira em sémen de touro pds-descongelagdo.

Cheng et al. (1996), utilizando FITC-PNA para avaliar a condi¢do e a reacdo acrossomal durante a
interacdo do gameta equino no teste da hemizona, observaram que espermatozoides com acrossomo intacto,
reagindo ou reagido, podem iniciar a ligagdo a zona pelicida. Portanto, o FITC-PNA ¢ uma sonda fluorescente
confiavel para avaliar a condi¢@o acrossomal de espermatozoide de garanhao.

Gillan et al. (2008), avaliando a integridade acrossomal do sémen criopreservado de touros da raga
Holandesa, pos—descongelagdo e pds-swim up, pela técnica do FITC-PNA, observaram que o percentual de
espermatozoides com membrana acrossomal intacta ndo diferiu entre os momentos, sendo 80,2 + 1,3 ¢ 79,0 £
1,9, respectivamente. Nao foi observada correlagdo entre integridade da membrana acrossomal e fertilidade in
vivo.

Trypan blue/Giemsa

A primeira descri¢do do uso do trypan blue/Giemsa (TBG) para avaliar simultaneamente viabilidade
espermatica e condigdo acrossomal foi feita por Didion et al. (1989). Desde entdo, tem sido usado por ser uma
técnica acessivel, simples, eficiente e de baixo custo (Kitiyanant et al., 2002), podendo ser empregado para
estimar o potencial fecundante de amostras de sémen bovino destinadas a fecundag@o in vitro ou a inseminacéo
artificial (Tartaglione e Ritta, 2004).

O trypan blue é um corante vital que detecta espermatozoides mortos, com membrana lesada, corando-
os em azul, enquanto espermatozoides intactos (vivos) ndo se coram (Talbot e Chacon, 1981; Suttiyotin e
Thwaites, 1994), enquanto o Giemsa indica auséncia ou presenca do acrossomo, corando em roXo ou rosa escuro
o0 acrossomo intacto (Way et al., 1995; Tartaglione e Ritta, 2004). Essa coloragfo ¢ util para estudar a ocorréncia
da reagdo acrossomal (Suttiyotin e Thwaites, 1991), pois permite a diferenciagdo de espermatozoides que
sofreram reagdo acrossomal verdadeira daqueles que sofreram reacao falsa e tem sido usada em varias espécies,
como bovino, suino, ovino e equino (Didion et al., 1989).

Quando o sémen ¢ corado com TBG, quatro categorias sdo consideradas: a) vivo com acrossomo
intacto; b) morto com acrossomo intacto; ¢) vivo sem acrossomo; ¢ d) morto sem acrossomo. O acrossomo de
espermatozoides mortos é corado mais intensamente que o acrossomo de vivos, € a regido sem acrossomo de
espermatozoides mortos também ¢ mais escura do que a mesma area nos vivos (Didion et al., 1989).

A porcentagem de espermatozoides corados com trypan blue se eleva com o aumento da concentragdo
do corante, o aumento da temperatura de incubagdo de 30 a 40°C, sendo 6tima entre 37 e 40° C, e tempo de
exposi¢ao ao corante, que deve ser o menor possivel, de até 15 minutos. A exposi¢do ao corante por mais de 60
minutos resultou no aumento de células coradas em 6,1% (P < 0,01). Entre um e 15 minutos, ndo houve
diferenca significativa, mas o nimero de espermatozoides corados com ftrypan blue foi maior aos 30 minutos do
que com um minuto (55,7 € 50,5%; P < 0,05) (Suttiyotin ¢ Thwaites, 1991). Da mesma forma, Talbot ¢ Chacon
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(1981), avaliando sémen humano a fresco, observaram que a incubagdo deve ser de, no minimo, 15 minutos
antes da lavagem e fixacdo.

Didion et al. (1989) observaram que a motilidade foi semelhante a porcentagem de espermatozoides
vivos, ndo corados com trypan blue, ¢ a associacdo com o Giemsa ndo modificou sua habilidade de diferenciar
vivos e mortos. Além disso, os resultados do TBG foram iguais ao contraste diferencial de interferéncia na
avaliagdo da ocorréncia da rea¢do acrossomal, confirmando a validade da técnica. Suttiyotin e Thwaites (1991),
avaliando sémen fresco de ovino, observaram correlagdo significativa entre a porcentagem conhecida de
espermatozoides mortos e células coradas com trypan blue (r = 0,95; P < 0,05).

Tartaglione e Ritta (2004) trabalharam com o TBG para avaliar a condigdo acrossomal de
espermatozoides criopreservados de touros e observaram que este apresentou alta correlacao (r = 0,62; P < 0,05)
com a fertilidade; portanto, sendo considerado apto em predizer a fertilidade in vitro.

Fernandes et al. (2008), avaliando as caracteristicas seminais de touros Nelore submetidos a insulagao
escrotal e respectivo desempenho na fecundacdo in vitro, verificaram que a variavel acrossomo intacto, analisada
pelo TBG, explicou as variagdes nas taxas de clivagem (R’ = 0,30) e de blastocisto (R* = 0,44).

Correa et al. (1997), verificando a correlagdo entre parametros espermaticos no sémen congelado e
fertilidade a campo, analisaram a integridade acrossomal de touros Holandeses com alta e baixa fertilidade, pela
associagdo dos corantes naftol amarelo S e eritrosina B. Estes autores observaram que os valores médios para
concentragdo e motilidade espermaticas foram semelhantes entre os grupos de fertilidade, mas touros de alta
fertilidade apresentaram maior porcentagem de acrossomos intactos (83,7 + 4,6%), quando comparados aqueles
de baixa fertilidade (78,2 = 5%).

Martins et al. (2007) avaliaram a fertilidade in vitro de espermatozoides epididimarios criopreservados,
obtidos de trés touros post-mortem. Os autores correlacionaram a integridade do acrossomo (Giemsa) com as
taxas de clivagem e blastocisto, obtidas nos dias dois e sete, respectivamente, do cultivo in vitro. Estes autores
concluiram que os touros Al e A2, com 66 e 68% de acrossomos intactos, respectivamente, tiveram taxas
semelhantes de blastocisto (33 e 54%), enquanto o touro A3, com 60% de espermatozoides com acrossomo
intacto, apresentou uma taxa menor (21,48%).

A técnica possui varias vantagens, pois os esfregagos sdo observados em microscopio de campo claro,
podem ser lidos em momento conveniente, fixados com rapida secagem sob coluna de ar quente de secador, ¢ as
lavagens nao influenciam a condigdo acrossomal. Uma desvantagem ¢é que ndo diferencia espermatozoide morto,
o qual perdeu o acrossomo apés a morte celular de espermatozoide que sofreu a reagdo acrossomal verdadeira e
morreu antes da fixagdo (Didion et al., 1989).

Avaliacio da integridade da cromatina espermatica

Durante o processo de espermiogénese, as espermatides arredondadas sdo transformadas em
espermatozoides, passando da forma esferoidal para achatada e alongada, devido a uma série de modificagdes
morfologicas, que incluem a condensagdo da cromatina nuclear, a formagdo da cauda do espermatozoide e o
desenvolvimento do capuchio do acrossomo (Barth e Oko, 1989; Hafez e Hafez, 2004).

E também durante a espermiogénese que as histonas, ricas em lisina, sdo substituidas pela protamina,
rica em arginina. As protaminas se tornam altamente alfa-helicoisadas e se ligam ao DNA, possibilitando que as
duplas hélices se compactem e, assim, confiram estabilidade ao nicleo do espermatozoide, para que o complexo
desoxirribonuclear-protéico (DNP) seja resistente a desnaturag@o. Portanto, a cromatina espermatica resulta da
associagdo entre 0 DNA e as protaminas (Unanian, 2000).

Beletti et al. (2005) explicam que, na maioria dos mamiferos, a cromatina espermatica possui dois tipos
de protamina (P1 e P2) e que alteragdes na proporgdo destas protaminas sdo importante causa de anormalidades
na cromatina. No entanto, as células espermaticas dos bovinos t€ém somente um tipo de protamina, o que sugere
que as alteragdes na cromatina desta espécie tenham outras causas.

As alteragdes na estrutura da cromatina aumentam a suscetibilidade do DNP em sofrer desnaturacao.
Desta forma, quando a condensacdo ¢ incompleta, tal fato resulta em um nucleo menos estavel, podendo haver a
quebra da dupla hélice do DNA em qualquer fase da maturagdo, o que provoca a formagao de espermatozoides
imaturos (Evenson et al., 1980).

A cromatina espermatica ¢ uma estrutura complexa e altamente organizada, que protege o DNA para
que ocorra a transmissdo precisa da informacdo genética as geragdes futuras. Tém-se observado, em humanos,
correlagdo negativa entre fertilidade, in vivo ou in vitro, ¢ a porcentagem de DNA danificado. Qualquer
anormalidade no DNA pode resultar em infertilidade do macho, tendo ja sido observado o decréscimo
progressivo na fertilidade quando mais de 30% das células espermaticas apresentam lesdes (Agarwal e Said,
2003).

O citdmetro de fluxo vem sendo usado para avaliar motilidade, concentracdo total e morfologia
espermatica com o uso de sondas fluorescentes especificas, que se ligam aos diferentes compartimentos do
espermatozoide (Evenson et al., 1980; Ellington et al., 1998; Januskauskas et al., 2001, 2003; Christensen et al.,
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2005). Na avalia¢do da estrutura da cromatina espermatica (sperm chromatin structure assay - SCSA), o corante
usado ¢ o laranja de acridina, para determinar a suscetibilidade do DNA a desnaturacdo acida. De acordo com
Love (2005), por meio dos graficos gerados os resultados sdo interpretados como a populagéo principal, formada
por espermatozoides com cromatina integra, que fluorescem em verde, e graficamente sua distribuigdo tem
forma eliptica; ¢ a porcentagem de COMPat, representa as células fora da populagdo principal, que fluorescem
em vermelho e aparecem a direita da populacdo principal. Recentemente, passou a ser chamada de indice de
fragmentagdo do DNA (células vermelhas + [vermelhas/ vermelhas + verdes]).

Evenson e Jost (2000), em estudo com humanos, touros, garanhdes e cachagos, relataram que a
porcentagem de espermatozoides com DNA desnaturado, expressa pelo indice de fragmentacdo do DNA (DFI),
permitiu classificar o potencial de fertilidade em baixo £30%), moderado (16 — 29%) e alto (0 — 15%), e, em
casos de esterilidade, os valores foram de 80 — 90%. Os autores ressaltaram que, quando o sémen ¢ submetido a
técnicas de sele¢do, como o swim-up, ha aumento da porcentagem de células moveis e remogdo das mortas, e se
> 27% dos espermatozoides estiverem com DNA lesado, ndo resultard em gestacao.

Em trabalho de revisdo, Erenpreiss et al. (2006) relataram que a fragmenta¢do do DNA ¢ frequente em
homens subférteis, mas o efeito bioldogico de anormalidades na estrutura da cromatina espermatica depende
também da capacidade do ovocito em reparar alguns danos. Durante a espermatogénese, as quebras no DNA sdo
necessarias para a substituicdo das histonas por protaminas. No entanto, se essas quebras temporarias ndo forem
devidamente reparadas, os espermatozoides terdo DNA fragmentado. As causas mais frequentes de
anormalidades na estrutura da cromatina sdo: deficiéncia na recombinagdo durante a espermatogénese,
conduzindo a apoptose da célula; maturagdo anormal da espermatide; e estresse oxidativo (Agarwal e Said,
2003).

A baixa condensagdo da cromatina pode causar danos no DNA, como a presenca de fitas quebradigas,
que pode ser, em parte, devido ao estresse oxidativo. No entanto, alguns espermatozoides com anormalidades na
cromatina fecundam ovocitos in vitro e in vivo, porém, se o defeito no DNA persistir durante o periodo
embrionario, pode induzir & morte embrionaria e ao aborto (Ellington et al., 1998).

As espécies reativas ao oxigénio incluem os radicais livres, que s@o agentes oxidativos produzidos pelo
espermatozoide por um processo fisiologico, necessario para que ocorram a capacitagdo e a reagdo do
acrossomo. No entanto, Lopes et al. (1998) observaram que o s€émen de baixa qualidade tem maior produgédo de
espécies reativas ao oxigénio e ¢ mais suscetivel as lesdes no DNA em consequéncia do estresse oxidativo,
podendo afetar a fertilidade. Quando o sémen foi exposto por mais de uma hora a xantina/xantina oxidase,
observou-se aumento significativo (P = 0,0001) dos defeitos no DNA, mas o tratamento prévio com
antioxidantes os diminuiu significativamente (P < 0,04).

Madrid-Bury et al. (2005), trabalhando com touros, ndo encontraram correlagdo entre condensagdo da
cromatina, avaliada com iodeto de propideo, e fertilidade a campo, expressa pela taxa de ndo retorno ao estro aos
90 dias (60 — 80%). No entanto, utilizando agentes como o EDTA, que quela a protamina, e detergentes como
SDS, que rompem ligacdo n3o covalente, obtiveram correlagdo significativa (r = 0,66; P < 0,001) entre
fertilidade e estabilidade da cromatina. Isso mostra que a avaliagdo da cromatina pode ser uma ferramenta
complementar nos trabalhos de rotina e identificacdo de reprodutores com anormalidades espermaticas.

Técnicas laboratoriais para avalia¢do da cromatina espermdtica

As avaliagdes laboratoriais sdo importantes porque tém ajudado a identificar ¢ a eliminar da
inseminagdo artificial reprodutores com baixa qualidade espermatica (Amann ¢ Hammerstedt, 1993; Graham e
Mocé, 2005).

Testes laboratoriais com azul de toluidina (ATOL) e laranja de acridina foram concebidos para obter
informagoes sobre a estabilidade da cromatina em sémen humano e animal (Evenson et al., 1980; Tejada et al.,
1984; Unanian, 2000).

Na coloragdo com ATOL, os espermatozoides sdo submetidos a hidrélise acida antes de serem corados.
No espermatozoide anormal, a cromatina estd pouco condensada, e o complexo DNP, estando alterado, tera
maior niimero de grupos fosfato disponivel para a ligagdo com o corante, sendo, entdo, observada coloragio azul
escura a violeta. No entanto, se a cromatina estiver integra, a coloracdo produzida sera azul clara, porque, no
espermatozoide normal, ela mesma esta altamente compactada (Mello, 1982).

A propriedade metacromatica do ATOL ¢ interessante para avaliar alteragdes na cromatina espermatica.
As amostras de sémen sdo coradas em pH 4,0 para evitar que as moléculas do corante se liguem a outros sitios
que ndo os grupos fosfato do DNA. A hidrdlise acida, antes da coloragdo, tem por objetivo aumentar a
sensibilidade do processo, extraindo as proteinas nucleares da cromatina alterada, o que expde os grupos fosfato
do DNA para a ligagdo com o corante, pois, na célula normal, a cromatina altamente compactada ¢ pouco afetada
pela hidroélise e se cora em azul claro (Beletti et al., 2004).

Mello (1982) avaliou o sémen bovino com ATOL e observou que reprodutores de baixa fertilidade
apresentaram os nucleos espermaticos 12 vezes mais metacromaticos, quando comparados aos animais de alta
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fertilidade.

A estrutura da cromatina espermatica ¢ normalmente resistente a desnaturagdo do DNA, mas, quando
alterada, torna-se suscetivel. O corante fluorescente laranja de acridina, intercalado a fita dupla integra de DNA,
fluoresce em verde; no entanto, se lesada, emitira fluorescéncia vermelha-alaranjada, permitindo contar o
numero de células com DNA desnaturado (Evenson et al., 1980; Tejada et al., 1984).

Evenson et al. (1980) relataram que o nivel de desnaturagdo do DNA pode ser determinado dividindo-se
o numero de espermatozoides que fluorescem em vermelho pelo nmimero total (verdes + vermelhos), e o
resultado varia de 0,1 (integros) a 0,9 (altamente desnaturados). Os autores encontraram, para touros de alta
fertilidade, valores de 0,1 + 0,04 para o sémen nao tratado pelo calor, e de 0,16 £ 0,12 quando o sémen foi
tratado pelo calor.

O laranja de acridina vem sendo usado para testar a integridade do DNA, no entanto Eggert-Kruse et al.
(1996), fazendo uso dessa coloragdo, avaliaram 103 amostras de sémen humano e encontraram baixo coeficiente
de correlagdo (r = 0,15; P < 0,05) da morfologia normal com a porcentagem de células que fluoresceram em
verde. Ndo havendo diferenga significativa entre o s€émen de pobre ou excelente qualidade, os autores ndo
recomendaram o uso desta coloracdo na avalia¢do da qualidade e capacidade funcional do espermatozoide.

Januskauskas et al. (2001) avaliaram, com laranja de acridina, a qualidade da cromatina dos
espermatozoides descongelados de touros ¢ sua relagdo com a fertilidade a campo, por meio da taxa de ndo
retorno ao estro aos 56 dias. Houve correlacdo negativa entre viabilidade espermatica e cromatina anormal (r = -
0,71; P <0,01), e correlag@o negativa (P < 0,05) entre fertilidade a campo e populacdo de espermatozoides que
fluoresceram em laranja, representada pelas células lesadas na avaliagdo pelo citdmetro de fluxo (r = -0,35 a -
0,53, respectivamente).

Khalifa et al. (2008) testaram alguns fatores que poderiam afetar a estabilidade da cromatina nuclear de
espermatozoides de touros. Os autores constataram efeito negativo da taxa de diluicdo do sémen e do processo
de criopreservacdo, o qual aumentou a vulnerabilidade do DNA a desnaturacdo. Consequentemente obtiveram
correlagdo negativa significativa entre taxa de fertilizagdo e desenvolvimento embrionario vs. frequéncia de
alteracdes na estabilidade da cromatina.

Utilizando a técnica do laranja de acridina para avaliar a preservacdo da estabilidade da cromatina
nuclear de touros sob diferentes condi¢des in vitro, Lymberopoulos ¢ Khalifa (2010) constataram a superioridade
do diluente Bioxcell® sobre o Andromed” (P < 0,05). Estes autores verificaram que agentes antioxidantes ou
estimulantes da motilidade ndo afetaram a estabilidade da cromatina. Mas, durante incubacdo in vitro por 240
minutos, houve efeito significativo (P < 0,001) da temperatura sobre o percentual de cromatina instavel,
passando de 3,47 £ 0,48% e 4,50 £ 0,41% pods-descongelacdo para 6,70 £ 0,36% e 9,71 £ 0,53% pds-incubacao,
nas temperaturas de 25 e 39°C, respectivamente. O fluido folicular, como agente capacitante, também promoveu
a desestabiliza¢@o da estrutura da cromatina (P < 0,001). Da mesma forma, a cromatina vulneravel teve impacto
negativo na fertilidade do sémen congelado. Frente aos resultados obtidos, os autores concluiram que a
manipulacdo in vitro pode ser um fator determinante de alteracdes na estabilidade da cromatina e que se deve
observar o efeito individual na escolha dos procedimentos laboratoriais adotados na criopreservagdo seminal.

Alguns estudos vém sendo realizados para comparar as avaliagdes da cromatina espermatica com
laranja de acridina e ATOL, abordando as vantagens e as desvantagens de cada uma. Machado et al. (2003),
trabalhando com 15 reprodutores suinos para avaliar a eficiéncia dos métodos no diagndstico das alteragdes de
compactacdo da cromatina, detectaram baixa correlagdo com as alteragdes morfologicas de cauda e cabeca. A
média de células com anomalia na compactagdo da cromatina detectada pelo método do ATOL foi de 11,68 +
4,18%, e pelo laranja de acridina de 2,82 + 2,25%. Essa diferenca foi significativa (P < 0,05) e mostra melhor
desempenho do método do ATOL. Quanto a repetibilidade observada em dez avaliagdes de uma mesma amostra,
os autores relataram como baixa, justificando que isto pode ser decorrente da utilizacdo de sémen de animais
férteis, o que resulta em baixas médias de espermatozoides com cromatina lesada, fato que talvez ndo
acontecesse se reprodutores subférteis tivessem sido avaliados.

Beletti et al. (2004) destacaram, como desvantagem da coloragdo pelo laranja de acridina, o fato de as
amostras precisarem ser lidas rapidamente, porque a emissao de fluorescéncia se da por curto periodo de tempo.
Em contrapartida, as amostras coradas com ATOL podem ser lidas em microscopio optico, sem risco de alterar a
coloracdo, e com redugdo dos custos.

Na avaliacdo das anomalias no complexo DNA-proteina, Naves et al. (2004), utilizando s€émen equino a
fresco, verificaram que as coloragdes diferiram (P < 0,05) na identificacdo dos espermatozoides com lesdo na
cromatina (3,27 e 6,18% para laranja de acridina e ATOL, respectivamente). A maior incidéncia de lesdes
detectadas pelo ATOL indica esta técnica como mais sensivel na avaliacdo das anomalias do complexo DNA-
proteina. Apesar dos baixos valores encontrados, estes autores sugerem o seu uso como técnicas complementares
na avaliagdo seminal.

A literatura tem indicado a maior utilizagdo da técnica do laranja de acridina nos estudos da estabilidade
da cromatina nuclear do espermatozoide de diferentes espécies como: ovino (Kasimanickam et al., 2006), suino
(Tsakmakidis et al., 2010) e humano (Yagci et al., 2010).
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Consideracoes finais

A fecundag@o ¢ um processo multifatorial, ao qual se soma a complexidade estrutural ¢ funcional
individual dos gametas. No caso dos espermatozoides, busca-se avaliar varios de seus atributos visando obter
maior acurdcia na estimag@o da sua capacidade fecundante. No entanto, os testes laboratoriais t€ém tido grande
utilidade para excluir, dos programas reprodutivos, touros de baixo potencial fecundante, mas, at¢ o momento,
nao fornecem subsidios para apontar, dentre os férteis, quais os mais aptos a proporcionar as maiores taxas de
prenhez. Uma grande variedade de técnicas encontra-se disponivel para avaliagdo dos espermatozoides e elas
podem ser usadas separadamente ou em associa¢do, buscando-se sempre aquelas com alta correlagdo com a
fertilidade in vivo. O uso desses protocolos tem tido especial valor nas pesquisas que avaliam os melhores
procedimentos para refrigeragdo, congelacdo ou manipulagdo do sémen. Mas, sob o aspecto laboratorial, deve-se
considerar a inexisténcia de padroniza¢do dos procedimentos tanto de criopreservagdo, por parte das centrais de
coleta e processamento de sémen, quanto da aplicacdo dos testes de avaliagdo in vitro, por parte das institui¢des
de pesquisa que sdo geradoras e usuarias desses métodos. Portanto, a ampla varia¢dao observada entre resultados
se deve a inumeros fatores, e a aplicabilidade da selecdo in vitro das doses de sémen, como certificagdo de seu
bom desempenho em nivel de campo, permanece como um objetivo a ser atingido.
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	Está bem estabelecido que, para a ótima sobrevivência celular, a taxa de descongelação a ser aplicada deve levar em consideração a taxa de congelação escolhida (Watson, 1995). As temperaturas de aquecimento dependem diretamente da velocidade da curva ...
	Exames laboratoriais de rotina
	No Brasil, a avaliação da qualidade do sêmen congelado é realizada com testes laboratoriais preconizados pelo Ministério da Agricultura (Manual..., 1998), fixando-se na análise da motilidade e morfologia espermáticas assim como na concentração de espe...
	A avaliação subjetiva da motilidade pós-descongelação é um parâmetro usado para determinar a qualidade do sêmen de touros destinados a IA. Assim, Correa et al. (1997) observaram correlação (r = 0,53; P < 0,01) entre a motilidade pós-descongelação e a ...
	Na busca de maior objetividade na avaliação da motilidade espermática pós-descongelação, pode ser usada à análise computadorizada (CASA). No entanto, Januskauskas et al. (2001) compararam a avaliação subjetiva e computadorizada, e os resultados não di...
	No que se refere à avaliação da morfologia, as causas de defeitos espermáticos podem ser de origem ambiental, genética ou a combinação de ambas (Chenoweth, 2005). Considerando-se a importância econômica e biológica de se estimar o potencial fecundante...
	As anormalidades morfológicas, inicialmente, foram classificadas por Blom (1950), citado por Barth e Oko (1989), em primárias, as que têm origem nos testículos durante a espermatogênese, e secundárias, aquelas que se originam após a formação nos testí...
	Em trabalho de revisão, Chenoweth (2005) relata que a redução da fertilidade pode ocorrer por falhas dos espermatozoides em atingirem o local da fecundação, o que envolve motilidade e transporte no trato genital da fêmea, ou falhas na fecundação do ov...
	Com o objetivo de encontrar os limites de patologia espermática total, defeitos maiores e menores para sêmen congelado de touros, Casagrande et al. (1980b) trabalharam com 191 partidas de sêmen bovino em rebanhos de diferentes regiões do país e verifi...
	Dentre os fatores contribuintes para o sucesso da fecundação, está, também, o número necessário de espermatozoides por inseminação, visando obter resultados aceitáveis de fertilidade. Casagrande et al. (1980a), trabalhando com sêmen congelado distribu...

	Avaliação da integridade estrutural e funcional da membrana plasmática
	A criopreservação pode causar danos irreversíveis às membranas espermáticas, tais como: edema e ruptura, mudanças na fluidez e alterações no influxo de cálcio e na ação enzimática, comprometendo suas funções (Watson, 1995).
	Parâmetros seminais clássicos, como o número total de espermatozoides no ejaculado, a motilidade progressiva e a morfologia espermática, têm uma capacidade limitada para predizer o potencial fecundante dos gametas (Amann, 1989). Por serem de crucial i...

	Sondas fluorescentes
	O desenvolvimento de técnicas de coloração usando fluorocromos tem fornecido novas ferramentas para avaliar o sêmen pós-descongelação. Isolados ou em combinação, podem ser usados para determinar a integridade das membranas e ser visualizados simultâne...
	Os estudos iniciais para a avaliação da membrana plasmática dos espermatozoides de touros com diacetato de 6-carboxifluoresceína/iodeto de propídeo (CFDA/IP) foram realizados em citômetro de fluxo (Garner et al., 1986). Só em 1990, Harrison e Vickers ...
	A combinação do CFDA/IP permite determinar a viabilidade dos espermatozoides devido às suas características moleculares. A membrana plasmática intacta é permeável ao CFDA, e esterases intracelulares o convertem em composto fluorescente, a fluoresceína...
	Pintado et al. (2000) ratificaram o papel do IP como um bom indicador de células lesadas, pois observaram correlação positiva com o Hoechst 33258 (r = 0,80; P < 0,01) e com a eosina/nigrosina/giemsa (r = 0,69; P < 0,01).
	Garner et al. (1986), usando a associação CFDA/IP, observaram que, embora não significativa (P = 0,06), houve correlação negativa (r = −0,57) entre o aumento de células lesadas e a fertilidade (TNR aos 90 dias). Com o objetivo de verificar a existênci...
	Por outro lado, Brito et al. (2003) não verificaram correlação entre a taxa de clivagem e a integridade da membrana plasmática. Da mesma forma, Phillips et al. (2004), avaliando a integridade de membrana (SYBR-14/IP) de espermatozoides congelados de t...

	Eosina/Nigrosina
	A eosina é um corante supravital que não penetra em células com membrana plasmática intacta, mas, quando lesadas, estas são coradas em rosa. A nigrosina é responsável pelo contraste mais escuro de fundo da lâmina, o qual permite a visualização dos esp...
	A habilidade da eosina/nigrosina em diferenciar células mortas foi confirmada por Pintado et al. (2000), que, avaliando sêmen de touro pós-descongelação, observaram alta correlação entre eosina/negrosina e iodeto de propídeo (r = 0,83; P = 0,0009).
	Tartaglione e Ritta (2004), associando eosina ao teste hiposmótico para avaliar sêmen criopreservado de touros, observaram que estes testes laboratoriais foram melhores para predizer a fertilidade in vitro do que a avaliação de morfologia e motilidade...
	Tanghe et al. (2002), trabalhando com touros de alta (>60%) e baixa (20-35%) fertilidade in vitro, utilizaram o corante eosina/nigrosina após ter se submetido ao teste de seleção espermática por coloides para predizer a habilidade de formação do pró-n...
	Brito et al. (2003), utilizando sêmen bovino criopreservado para comparar diferentes métodos de avaliação da membrana espermática, relataram alta correlação (r = 0,89; P < 0,01) entre membrana plasmática intacta, de acordo com as colorações pela eosin...

	Teste hiposmótico
	O teste hiposmótico avalia a integridade funcional da membrana plasmática e, estando esta intacta, quando o espermatozoide é incubado em solução hiposmótica, ocorre o influxo de água até que seja atingido o equilíbrio osmótico. Como consequência desse...
	A motilidade espermática depende das trocas que ocorrem através da membrana plasmática, por isso sua integridade é importante. Correa e Zavos (1994) encontraram correlação significativa entre motilidade espermática e enrolamento da cauda (r = 0,73; P ...
	A divisão dos touros em reprodutores de alta e baixa fertilidade permitiu que Correa et al. (1997) classificassem o enrolamento de cauda espermática. Para touros de alta fertilidade, o aparecimento de células com cauda mais enrolada (tipo A) foi mais ...
	Anzar et al. (1997) trabalharam com sêmen congelado de touros para verificar a integridade da membrana plasmática de espermatozoides separados em coluna de Sephadex e a proteção conferida pelo glicerol durante a congelação. As porcentagens de acrossom...
	Os espermatozoides são desafiados, sob condições hiperosmóticas, durante o processo de congelação, quando a concentração intracelular de solutos aumenta muito, podendo afetar a integridade da membrana plasmática e a motilidade espermática de formas di...
	Rota et al. (2000) avaliaram o sêmen congelado de touros para verificar se os resultados do teste hiposmótico se correlacionavam com a habilidade fecundante in vitro. As análises foram realizadas pós-descongelação, pós-seleção em gradiente de Percoll ...
	A associação do corante supravital ao teste hiposmótico auxilia na avaliação do sêmen congelado de bovinos. A eosina/nigrosina detecta a integridade física da membrana plasmática, enquanto o teste hiposmótico avalia se ela está bioquimicamente ativa, ...
	Ducci et al. (2002), usando essa associação, avaliaram a integridade da membrana plasmática de espermatozoides de coelho em três momentos (zero, cinco e 30 minutos) pós-colheita. Houve aumento no percentual de caudas enroladas com o passar do tempo (T...
	A integridade da membrana plasmática vem sendo estudada por diferentes técnicas, e a combinação delas tem ajudado a explicar as variações encontradas. Tartaglione e Ritta (2004) explicaram 78% da variação na taxa de fecundação quando combinaram os res...
	Thundathil et al. (2002), partindo do pressuposto de que ejaculados com alta proporção de gametas com defeito de acrossomo têm baixa fertilidade, submeteram o sêmen congelado de touros ao teste hiposmótico e compararam os grupos controle e com alta po...
	Desta forma, o uso do teste hiposmótico como técnica complementar é importante, pois tanto a refrigeração quanto a congelação podem causar efeitos deletérios sobre a membrana, e sua utilização permite uma avaliação mais acurada do potencial fecundante...

	Capacitação espermática e reação acrossomal
	Os espermatozoides passam pelo processo de maturação durante o transporte através do epidídimo. Para atingir a capacidade de fecundar, várias modificações sequenciais, parcialmente conhecidas, são necessárias e incluem capacitação espermática e reação...
	Capacitação é um termo coletivo para as mudanças que um espermatozoide sofre quando entra em contato com o trato reprodutivo feminino, e essas incluem a reorganização de proteínas de membrana, efluxo de colesterol da bicamada lipídica com consequente ...
	Embora a capacitação espermática tenha sido descoberta há mais de cinquenta anos por Austin e Chang, pouco se sabe sobre as bases moleculares desse evento. Pesquisas têm buscado esclarecer como alguns compostos atuam sobre a membrana, a transmembrana ...
	O principal composto considerado desencadeador da capacitação é o bicarbonato. Esta substância encontra-se em baixa concentração na cauda do epidídimo (<1 mM), local onde ficam armazenados os espermatozoides por períodos longos. Quando chegam ao trato...
	A presença da albumina sérica bovina (BSA) nos meios de capacitação in vitro está relacionada à extração do colesterol da membrana plasmática do espermatozoide (Sidhu e Guraya, 1989; Cross, 1998), com deslocamento dos fosfolipídeos no plano lateral e ...
	O cálcio está envolvido no processo de capacitação e acredita-se que este neutralize cargas negativas na superfície externa da membrana acrossomal externa e na superfície interna da membrana plasmática, permitindo que estas se aproximem para a fusão. ...
	A heparina é um glicosaminoglicano, que tem como função estimular o aumento da concentração de cálcio intracelular, do pH e das concentrações de cAMP, que parecem ser necessárias para iniciar a capacitação (Cormier e Bailey, 2003), além de remover as ...
	A última alteração é a reação acrossomal, iniciada imediatamente após sua ligação à zona pelúcida, quando há a fusão entre as membranas plasmática e acrossomal externa. Durante a reação acrossomal, enzimas hidrolíticas e proteolíticas são liberadas, d...
	Algumas técnicas laboratoriais já foram descritas visando fornecer informações sobre a condição acrossomal, dentre elas, a lecitina do amendoim conjugada ao isotiocianato de fluoresceína (FITC-PNA) e a dupla coloração trypan blue/Giemsa.
	FITC-PNA/IP
	O teste ideal para verificar a porcentagem de espermatozoides que sofreram reação acrossomal deve ser preciso, rápido, não deve comprometer a função espermática e deve ser capaz de distinguir a reação verdadeira (RAV) da falsa (RAF; Cross e Meizel, 19...
	As lecitinas são aglutininas que, conjugadas ao isotiocianato de fluoresceína (FITC), uma sonda fluorescente, são utilizadas para verificar a condição acrossomal (Suzuki et al., 2003). As lecitinas têm afinidade específica por determinadas moléculas s...
	Assim, a aglutinina de Arachis hypogaea, conjugada ao isotiocianato de fluoresceína (FITC-PNA), tem sido usada para avaliar a integridade do acrossomo em várias espécies, como humana (Cross e Meizel, 1989), ovina (Magargee et al., 1988), suína (Fazeli...
	Uma membrana plasmática intacta e funcional se torna impermeável ao FITC-PNA, e nenhum sinal de fluorescência é observado. Quando o espermatozoide sofre reação acrossomal, ocorrem pontos de fusão entre a membrana plasmática e a membrana acrossomal ext...
	O FITC-PNA vem sendo comumente usado em combinação com o IP, que identifica em vermelho células mortas. Espermatozoides com IP e PNA positivo, ou seja, morto com acrossomo reagido, sofreram reação acrossomal falsa, pois podem ter perdido seu acrossomo...
	As membranas acrossomais são especialmente propensas a danos causados pela criopreservação (Risopatrón et al., 1996). Assim, a condição acrossomal de uma população espermática é de especial interesse, porque o número de espermatozoides que apresentam ...
	Kitiyanant et al. (2002), usando FITC-PNA e ethidium homodimer-1 (EthD-1) para avaliar reação acrossomal induzida com heparina e cálcio ionóforo em sêmen criopreservado de búfalo, obtiveram 78% de espermatozoides vivos com acrossomo intacto e 9% de re...
	Cheng et al. (1996), utilizando FITC-PNA para avaliar a condição e a reação acrossomal durante a interação do gameta equino no teste da hemizona, observaram que espermatozoides com acrossomo intacto, reagindo ou reagido, podem iniciar a ligação à zona...
	Gillan et al. (2008), avaliando a integridade acrossomal do sêmen criopreservado de touros da raça Holandesa, pós–descongelação e pós-swim up, pela técnica do FITC-PNA, observaram que o percentual de espermatozoides com membrana acrossomal intacta não...

	Trypan blue/Giemsa
	A primeira descrição do uso do trypan blue/Giemsa (TBG) para avaliar simultaneamente viabilidade espermática e condição acrossomal foi feita por Didion et al. (1989). Desde então, tem sido usado por ser uma técnica acessível, simples, eficiente e de b...
	O trypan blue é um corante vital que detecta espermatozoides mortos, com membrana lesada, corando-os em azul, enquanto espermatozoides intactos (vivos) não se coram (Talbot e Chacon, 1981; Suttiyotin e Thwaites, 1994), enquanto o Giemsa indica ausênci...
	Quando o sêmen é corado com TBG, quatro categorias são consideradas: a) vivo com acrossomo intacto; b) morto com acrossomo intacto; c) vivo sem acrossomo; e d) morto sem acrossomo. O acrossomo de espermatozoides mortos é corado mais intensamente que o...
	A porcentagem de espermatozoides corados com trypan blue se eleva com o aumento da concentração do corante, o aumento da temperatura de incubação de 30 a 40 C, sendo ótima entre 37 e 40º C, e tempo de exposição ao corante, que deve ser o menor possíve...
	Didion et al. (1989) observaram que a motilidade foi semelhante à porcentagem de espermatozoides vivos, não corados com trypan blue, e a associação com o Giemsa não modificou sua habilidade de diferenciar vivos e mortos. Além disso, os resultados do T...
	Tartaglione e Ritta (2004) trabalharam com o TBG para avaliar a condição acrossomal de espermatozoides criopreservados de touros e observaram que este apresentou alta correlação (r = 0,62; P < 0,05) com a fertilidade; portanto, sendo considerado apto ...
	Correa et al. (1997), verificando a correlação entre parâmetros espermáticos no sêmen congelado e fertilidade a campo, analisaram a integridade acrossomal de touros Holandeses com alta e baixa fertilidade, pela associação dos corantes naftol amarelo S...
	Martins et al. (2007) avaliaram a fertilidade in vitro de espermatozoides epididimários criopreservados, obtidos de três touros post-mortem. Os autores correlacionaram a integridade do acrossomo (Giemsa) com as taxas de clivagem e blastocisto, obtidas...
	A técnica possui várias vantagens, pois os esfregaços são observados em microscópio de campo claro, podem ser lidos em momento conveniente, fixados com rápida secagem sob coluna de ar quente de secador, e as lavagens não influenciam a condição acrosso...

	Avaliação da integridade da cromatina espermática
	Durante o processo de espermiogênese, as espermátides arredondadas são transformadas em espermatozoides, passando da forma esferoidal para achatada e alongada, devido a uma série de modificações morfológicas, que incluem a condensação da cromatina nuc...
	É também durante a espermiogênese que as histonas, ricas em lisina, são substituídas pela protamina, rica em arginina. As protaminas se tornam altamente alfa-helicoisadas e se ligam ao DNA, possibilitando que as duplas hélices se compactem e, assim, c...
	Beletti et al. (2005) explicam que, na maioria dos mamíferos, a cromatina espermática possui dois tipos de protamina (P1 e P2) e que alterações na proporção destas protaminas são importante causa de anormalidades na cromatina. No entanto, as células e...
	As alterações na estrutura da cromatina aumentam a suscetibilidade do DNP em sofrer desnaturação. Desta forma, quando a condensação é incompleta, tal fato resulta em um núcleo menos estável, podendo haver a quebra da dupla hélice do DNA em qualquer fa...
	A cromatina espermática é uma estrutura complexa e altamente organizada, que protege o DNA para que ocorra a transmissão precisa da informação genética às gerações futuras. Têm-se observado, em humanos, correlação negativa entre fertilidade, in vivo o...
	O citômetro de fluxo vem sendo usado para avaliar motilidade, concentração total e morfologia espermática com o uso de sondas fluorescentes específicas, que se ligam aos diferentes compartimentos do espermatozoide (Evenson et al., 1980; Ellington et a...
	Evenson e Jost (2000), em estudo com humanos, touros, garanhões e cachaços, relataram que a porcentagem de espermatozoides com DNA desnaturado, expressa pelo índice de fragmentação do DNA (DFI), permitiu classificar o potencial de fertilidade em baixo...
	Em trabalho de revisão, Erenpreiss et al. (2006) relataram que a fragmentação do DNA é frequente em homens subférteis, mas o efeito biológico de anormalidades na estrutura da cromatina espermática depende também da capacidade do ovócito em reparar alg...
	A baixa condensação da cromatina pode causar danos no DNA, como a presença de fitas quebradiças, que pode ser, em parte, devido ao estresse oxidativo. No entanto, alguns espermatozoides com anormalidades na cromatina fecundam ovócitos in vitro e in vi...
	As espécies reativas ao oxigênio incluem os radicais livres, que são agentes oxidativos produzidos pelo espermatozoide por um processo fisiológico, necessário para que ocorram a capacitação e a reação do acrossomo. No entanto, Lopes et al. (1998) obse...
	Madrid-Bury et al. (2005), trabalhando com touros, não encontraram correlação entre condensação da cromatina, avaliada com iodeto de propídeo, e fertilidade a campo, expressa pela taxa de não retorno ao estro aos 90 dias (60 – 80%). No entanto, utiliz...

	Técnicas laboratoriais para avaliação da cromatina espermática
	As avaliações laboratoriais são importantes porque têm ajudado a identificar e a eliminar da inseminação artificial reprodutores com baixa qualidade espermática (Amann e Hammerstedt, 1993; Graham e Mocé, 2005).
	Testes laboratoriais com azul de toluidina (ATOL) e laranja de acridina foram concebidos para obter informações sobre a estabilidade da cromatina em sêmen humano e animal (Evenson et al., 1980; Tejada et al., 1984; Unanian, 2000).
	Na coloração com ATOL, os espermatozoides são submetidos à hidrólise ácida antes de serem corados. No espermatozoide anormal, a cromatina está pouco condensada, e o complexo DNP, estando alterado, terá maior número de grupos fosfato disponível para a ...
	A propriedade metacromática do ATOL é interessante para avaliar alterações na cromatina espermática. As amostras de sêmen são coradas em pH 4,0 para evitar que as moléculas do corante se liguem a outros sítios que não os grupos fosfato do DNA. A hidró...
	Mello (1982) avaliou o sêmen bovino com ATOL e observou que reprodutores de baixa fertilidade apresentaram os núcleos espermáticos 12 vezes mais metacromáticos, quando comparados aos animais de alta fertilidade.
	A estrutura da cromatina espermática é normalmente resistente à desnaturação do DNA, mas, quando alterada, torna-se suscetível. O corante fluorescente laranja de acridina, intercalado à fita dupla íntegra de DNA, fluoresce em verde; no entanto, se les...
	Evenson et al. (1980) relataram que o nível de desnaturação do DNA pode ser determinado dividindo-se o número de espermatozoides que fluorescem em vermelho pelo número total (verdes + vermelhos), e o resultado varia de 0,1 (íntegros) a 0,9 (altamente ...
	O laranja de acridina vem sendo usado para testar a integridade do DNA, no entanto Eggert-Kruse et al. (1996), fazendo uso dessa coloração, avaliaram 103 amostras de sêmen humano e encontraram baixo coeficiente de correlação (r = 0,15; P < 0,05) da mo...
	Januskauskas et al. (2001) avaliaram, com laranja de acridina, a qualidade da cromatina dos espermatozoides descongelados de touros e sua relação com a fertilidade a campo, por meio da taxa de não retorno ao estro aos 56 dias. Houve correlação negativ...
	Alguns estudos vêm sendo realizados para comparar as avaliações da cromatina espermática com laranja de acridina e ATOL, abordando as vantagens e as desvantagens de cada uma. Machado et al. (2003), trabalhando com 15 reprodutores suínos para avaliar a...
	Beletti et al. (2004) destacaram, como desvantagem da coloração pelo laranja de acridina, o fato de as amostras precisarem ser lidas rapidamente, porque a emissão de fluorescência se dá por curto período de tempo. Em contrapartida, as amostras coradas...
	Na avaliação das anomalias no complexo DNA-proteína, Naves et al. (2004), utilizando sêmen equino a fresco, verificaram que as colorações diferiram (P < 0,05) na identificação dos espermatozoides com lesão na cromatina (3,27 e 6,18% para laranja de ac...
	A literatura tem indicado a maior utilização da técnica do laranja de acridina nos estudos da estabilidade da cromatina nuclear do espermatozoide de diferentes espécies como: ovino (Kasimanickam et al., 2006), suíno (Tsakmakidis et al., 2010) e humano...

	Considerações finais

	A fecundação é um processo multifatorial, ao qual se soma a complexidade estrutural e funcional individual dos gametas. No caso dos espermatozoides, busca-se avaliar vários de seus atributos visando obter maior acurácia na estimação da sua capacidade ...
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