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Resumo

Com o proposito de obter resultados que demonstrem maior repetibilidade na avaliagcdo da morfologia
tanto quanto na fungdo espermadtica, diversas técnicas laboratoriais tem sido desenvolvidas. Surgiram sistemas
que utilizam a analise computadorizada de imagens, métodos de “coloracdo” empregando corantes fluorescentes
(sondas fluorescentes) em microscopia de epifluorescéncia ou citometria de fluxo, que aumentaram a
possibilidade de uma analise mais criteriosa da integridade estrutural dos espermatozoéides. Os autores
descrevem experiéncias, por mais de uma década, com a utilizagdo destas biotécnicas, fazendo uma analise
critica, bem como apontando os desafios futuros, inclusive na area de biologia molecular espermatica.
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Abstract

In order to obtain results showing greater repeatability in morphology and sperm function assessment,
several laboratorial techniques have been developed continuously. Systems that utilize computerized image
analysis, staining methods using fluorescent dies (fluorescent probes) in epifluorescence microscopy or flow
cytometry, that allowed a more judicious evaluation of sperm structure integrity arose. Authors describe
experiences, over a decade, with the use of these biotechiques, critically analyzing and pointing out future
challenges, including the field of sperm molecular biology.
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Introducao

Nao restam duvidas que a monta natural ¢ o método mais seguro para mensurar a fertilidade do sémen,
por meio da taxa de prenhez ou taxa de ndo retorno ao estro, mas esse processo ¢ demorado e tem custo elevado
(Larsson e Rodriguez-Martinez, 2000; Arruda et. al., 2010b). Neste sentido, desde o inicio do século, cientistas
tém procurado intensamente desenvolver ensaios laboratoriais que predigam acuradamente a fertilidade do
sémen. No entanto, tais metas t€ém sido de dificil obtengdo, uma vez que a maior parte dos problemas reside nos
diferentes atributos que o espermatozoide deve possuir para fertilizar o ovocito, € em como a fertilizagdo ¢é
definida. Infelizmente, nenhum teste isolado é capaz de predizer a fertilidade de uma amostra de sémen, mas o
exame de varias caracteristicas pode determinar uma maior fertilidade potencial (Arruda, 2000; Arruda et al.,
2004, 2005, 20064, b).

No momento da monta, o macho deposita bilhdes de espermatozoides no fundo da vagina da fémea. Na
inseminagdo artificial (IA), o sémen ¢é depositado diretamente no tutero, ultrapassando a cérvix e permitindo o
uso de um numero reduzido de espermatozédides. Apds a IA, o sémen € exposto a uma série de ambientes
distintos que alteram significativamente o nimero e a fun¢do espermatica. Muitos espermatozoides sao perdidos
no trato genital pelo movimento retrogrado (Saake et al., 1995; Sartori, 2004). Espermatozoides depositados no
trato genital da fémea devem atravessar o utero, passar para o oviduto, pela jungio ttero-tubarica, interagir com
o epitélio do oviduto e fertilizar o ovocito (Berger, 1996; Sartori, 2004). Para que o espermatozdide seja
considerado qualitativamente viavel e potencialmente fértil ¢ necessario que possua morfologia, atividade
metabodlica ¢ membranas plasmaticas normais. A presenga de membranas integras é pré-requisito para que os
eventos relacionados ao processo de fertilizagdo, como a capacitagdo espermatica, penetracdo nos revestimentos
do ovodcito, ligagdo a zona pelucida e fusdo com o oolema possam ocorrer (Yanagimachi, 1994; Rodriguez-
Martinez et al., 1997; Arruda et al., 2004, 2006b).

A motilidade, a concentragdo e a morfologia espermaticas sdo caracteristicas avaliadas classicamente
nas amostras de sémen. Usualmente, a motilidade espermatica ¢ estimada em analise do sémen entre ldmina e
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laminula, enquanto as anormalidades espermaticas sdo avaliadas em esfregacos corados. Ambas as técnicas sdo
realizadas sob uso de microscopia Optica. Entretanto, estudos reportam que este tipo de analise ¢ imprecisa,
mesmo quando executada por investigadores experientes, as analises sfo influenciadas por uma alta variagdo
entre observacdes e observadores. Esta imprecisdo deriva, em parte, da natureza subjetiva dos testes usados, da
variabilidade entre técnicos e das diferencas na implementacdo de padrdes para a avaliagdo (Arruda, 2000;
Arruda et al., 2004, 2005, 2006b, Celeghini, 2005).

Com o propdsito de obter técnicas que demonstre maior repetibilidade tanto para avaliar a morfologia
quanto a fung@o espermatica, diversos sistemas que utilizam a analise computadorizada de imagens tém sido
desenvolvidos e empregados nos ultimos anos (Arruda, 2000; Celeghini, 2005; Matos et al., 2008; Celeghini et
al., 2010a). Os programas computadorizados para a avalia¢do espermatica procuram ser mais objetivos e
imprimir maior repetibilidade as avaliagdes do que a habilidade humana em identificar padrdes de motilidade ou
de normalidade espermaticas (Arruda, 2000; Arruda et al., 2002; Matos et al., 2008). Por outro lado, para que a
inseminagdo artificial possa apresentar melhores resultados, ¢ necessario um estudo mais amplo sobre os vérios
aspectos relacionados a fisiologia da célula espermatica e a melhoria dos testes aplicados para analisar a
viabilidade dos espermatozéides submetidos a refrigeracdo, congelagdo e descongelagdo, uma vez que os danos
ocasionados pela criopreservacao causam prejuizos das fungdes celulares, resultando em redugdo da fertilidade.
Assim, técnicas de marcagdes especificas para os diversos compartimentos do espermatozoide tém sido
desenvolvidas (Andrade et al, 2007; Celeghini et al, 2007a, b, 2010a, b) Os métodos de “colora¢do”
empregando corantes fluorescentes (sondas fluorescentes ou fluorocromos) aumentaram a possibilidade de uma
analise mais criteriosa da integridade estrutural dos espermatozdides. As sondas fluorescentes vém sendo
utilizados isoladamente ou em combinagdo para determinar a integridade e a funcédo celular.

Embora o uso de sondas fluorescentes por meio de microscopia venha sendo um método para a
avaliagdo espermatica, o numero de espermatozodides normalmente examinados por analise ndo excede 200. A
citometria de fluxo surge como uma técnica vantajosa sobre as outras classicas para a avaliagdo da viabilidade e
integridade espermatica, uma vez que este sistema automatizado tem a capacidade de examinar em torno de
30.000 espermatozodides em menos de um minuto, permitindo maior exatiddo nos resultados e diminui¢ao no
tempo de preparacdo requerido em outras técnicas fluorescentes (Arruda, 2000).

Nos tltimos anos varias revisdes de literatura referentes as técnicas de avaliagcdes espermaticas foram
publicadas aqui no Brasil (Arruda, 2000; Arruda et al., 2004, 2005, 2006b, 2007, 2010b; Freitas-Dell’ Aqua et al.,
2009; Batista e Guerra, 2010). Nossos estudos e experiéncias, utilizando analises computadorizadas da
motilidade e da morfologia, bem como, com sondas fluorescentes por meio de microscopia de epifluorescéncia
ou citometria de fluxo, iniciaram-se no ano de 1998 na Universidade da California-Davis, USA. Entdo, desde o
ano de 2000, mais de uma década, no Laboratorio de Biotecnologia do Sémen e Andrologia, do Departamento de
Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP),
localizado em Pirassununga, SP, estamos procurando desenvolver técnicas que possam avaliar o potencial de
fertilidade do sémen.

Neste sentido, temos observado uma verdadeira “corrida” das universidades e dos centros de pesquisas,
no intuito de equipar seus laboratorios com técnicas que apresentam maior objetividade as analises. Outro
aspecto ¢ a necessidade de tais técnicas para que possa auxiliar em publicagdes de artigos cientificos em revistas
de elevada politica editorial, uma vez que, sem a utilizagdo destas “ferramentas” se torna quase que impossivel
suas publicagoes.

Avaliacio da motilidade espermatica por técnicas microscopicas ou computadorizadas

A motilidade espermatica ¢ estimada de forma subjetiva, sendo analisada sob microscopia optica, com
uma gota do s€men entre ldmina ¢ laminula, estimando-se sua porcentagem visualmente. No entanto, ¢ a técnica
mais utilizada na rotina laboratorial e continua tendo grande valor, principalmente para diferenciar sémen de
baixa e alta qualidade.

A avaliagdo automatizada da motilidade dos espermatozoides ¢ importante devido ao fato da cinética
espermatica ter relevincia na determinacdo do potencial de fertilidade dos espermatozodides (Arruda, 2000;
Verstegen et al., 2002, Matos et al., 2008).

Em 1992, surgiu 0 HTM-IVOS Sperm Analyzer®, um sistema integrado de computador e microscopio
que permitia a aquisicdo de imagens digitalizadas, fornecendo classificacdo automatica dos movimentos
espermaticos, informando porcentagem de méveis, média de velocidade e porcentagem de progressivos (Iguer-
Ouada e Verstegen, 2001). Diversos sistemas de andlises computadorizadas da motilidade espermatica
(Computer Assisted Sperm Analyses - CASA) tém sido propostos e aplicados na tentativa de minimizar os
efeitos da avaliag@o convencional do sémen, além de incrementar o estudo da andrologia humana e das espécies
animais (Malmgren, 1997; Tardif et al., 1997; Verstegen et al., 2002; Amann e Katz, 2004; Matos et al., 2008).
Segundo Amann e Katz (2004), CASA refere-se a um sistema automatizado (Hardware e Software) para
visualizar e digitalizar imagens sucessivas dos espermatozoides, processando, analisando e fornecendo
informag¢des acuradas, precisas e significativas da cinética individual das células, e também valores estatisticos
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médios sumarizados da populagdo global. Os espermatozoides moveis observados s3o posteriormente
identificados em imagens sucessivas, que permitem estabelecer suas trajetorias. Finalmente as trajetorias obtidas
sdo matematicamente processadas permitindo a defini¢do dessas trajetorias de forma numérica. Os resultados
desses processamentos sdo refletidos em uma série de parametros que definem precisamente o exato movimento
de cada espermatozoide.

Os equipamentos utilizados no sistema CASA variam largamente entre as maquinas, opticas e software
usados na identifica¢do espermatica e reconstrucdo de sua trajetoria (Verstegen et al., 2002). Atualmente varios
sistemas de analises computadorizadas das células espermaticas (CASA) estdo disponiveis comercialmente,
como: Hamilton Thorn (Hamilton Thorn Research, Bervely, USA); IMAGESP® (Vimas IMAGESP®,
Barcelona, Espanha); Hobson Sperm Tracker (Hobson Tracking Systems Ltda., Sheffield, Inglaterra) e Sperm
Class Analyzer® (Microptic SL, Barcelona, Espanha), SM-CMATM (MTM Medical Technologies, Montreaux,
Switzerland), QualiSpermTM, 1.3 (Biophos, Pfa“ffikon, Switzerland), entre outros. Os pardmetros gerados da
motilidade espermatica pelo sistema sdo: Motilidade Total (%), referente a populagdo de células que estdo se
movendo com uma velocidade minima determinada no sefup, sendo a proporcdo de células moveis do total;
Motilidade Progressiva (%), refere a porcentagem de células movendo-se progressivamente; Velocidade de
Trajeto (VAP, um/s), ¢ a velocidade média ininterrupta do trajeto da célula; Velocidade Progressiva (VSL,
pm/s), ¢ a velocidade média percorrida em linha reta entre os pontos inicial e final do trajeto; Velocidade
Curvilinear (VCL, um/s), que ¢ a velocidade média mensurada de ponto a ponto do trajeto percorrido pela
célula; Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabega (ALH, um), ¢ a largura média da oscilagdo da cabega
conforme a célula se move; Freqiiéncia de Batimentos (BCF, Hz), é a freqiiéncia com que a cabeca do
espermatozdide move-se para trds e para frente durante um trajeto percorrido; Retilinearidade (STR, %), ¢ o
valor médio da propor¢do entre VSL/VAP; Linearidade (LIN, %), ¢ o valor médio da proporgdo entre
VSL/VCL; e Velocidade Rapida (%; Arruda, 2000).

Ainda ndo estd bem claro qual das caracteristicas do movimento espermatico determinada pelo sistema
CASA ¢ capaz de predizer a fertilidade ou a taxa de fertilizacdo (Ferreira et al, 1997). Apesar da grande
controvérsia existente a respeito da correlagdo dos padroes de movimento espermatico com os indices de
fertilidade in vivo, sdo observadas diferengas significativas no padrio de movimento desempenhado por
espermatozdides que alcangam altas e baixas taxas de fertilizacdo (Verstegen et al., 2002). Nesse sentido,
algumas variaveis geradas pela técnica CASA, como a linearidade espermatica, parecem apresentar maior
correlagdo com fertilidade (Zhang et al., 1999; Matos et al., 2008). Ainda, a associagdo de multiplas variaveis de
movimento geradas pela técnica CASA mostra maior correlagdo com fertilidade in vivo em relagdo a utilizagdo
de apenas uma caracteristica de movimento (Farrel et al.,, 1996).

O grande desafio para se trabalhar com o sistema CASA sera padronizar os procedimentos laboratoriais
adotados para a analise objetiva do sémen. Manter a concentragio espermatica (25 a 50 x 10°
espermatozodides/ml), no momento da avaliag@o, se torna tarefa dificil, principalmente para algumas amostras do
sémen in natura. A diluigdo da amostra com meios que ndo interfiram nas avaliagdes causando diminuig¢do da
motilidade (tampao fosfato PBS ¢ meio Talp ¢ outros), por depressdo do sistema gerador de ATP da célula, ou
por formagdo de debris (por exemplo: diluentes contendo gema de ovo). Quando existem particulas no meio
(sémen), do tamanho da cabega dos espermatozoéides, o sistema reconhece como uma célula imével, alterando,
com isso, a motilidade. Com o uso da ferramenta IDENT contida em alguns aparelhos é possivel reduzir erros de
contagem do sistema para menos de 2%. O sistema IDENT baseia-se no uso de sonda fluorescente (Hoeschst
33342) para fazer a contagem dos espermatozoides, identificando somente os espermatozoides que estdo
emitindo uma quantidade previamente padronizada de absorbancia; esta quantidade emitida é obtida pelo uso de
uma sonda fluorescente especifica para o DNA, desta forma s6 sdo contadas as células com DNA corado.

Avaliacio da morfologia espermética por técnicas microscopicas ou computadorizadas

De forma geral, as caracteristicas morfoldgicas espermaticas sdo analisadas usualmente utilizando-se
esfregacos corados (corantes: Wright, Rosa de Bengala, Giemsa ¢ eosina-nigrosina, Karras e outros) ou a técnica
da camara umida. Como o espermatozoéide ¢ uma célula translicida sua visualizagdo sob microscopia optica
comum n3o é muito nitida para avaliagdo do contorno celular, por isso, quando se dispde somente de
microscopia 6ptica comum deve-se fazer uso da técnica de esfregaco corado. A técnica da camara umida, na qual
os espermatozodides ndo sdo corados, deve ser realizada utilizando-se microscopia capaz de destacar os contornos
celulares, como microscopia de contraste de fase ou microscopia de contraste de interferéncia diferencial, DIC
(Manual..., 1998; Johnson et al., 1997; Celeghini, 2005).

A alta freqiiéncia de espermatozodides morfologicamente anormais ou a alta incidéncia de um unico
defeito podem reduzir a fertilidade; em nossa opinido e, também, baseando-se em literatura, alteracdo
morfologica é uma das caracteristicas que mais se correlaciona com fertilidade. As anormalidades morfologicas
sdo classificadas de diversas formas, sendo que algumas classificacdes dividem as alteragdes de acordo com a
regido da célula onde a mesma ocorreu como: cabega, pega intermediaria ou cauda. Outras simplesmente
dividem os defeitos em primarios e secundarios, ou defeitos maiores ¢ menores (Howard e Pace, 1988;
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Manual..., 1998). Embora esta técnica apresente grande validade, ela ndo € capaz mensurar a funcionalidade na
célula espermatica.

As avaliagdes da morfometria espermatica pelo sistema computadorizado (Automated Sperm
Morphometry Analyses - ASMA) sdo realizadas, normalmente, por esfregacos corados, em aumento de 1.000
vezes. As imagens destinadas & avaliagdo da morfometria da cabeca dos espermatozoides sdo avaliadas pelo
software Metrix (Hamilton Thorne Research, Beverly, MA, USA), instalado no apareclho Hamilton Thorne
Research Motility Analyser (Arruda, 2000; Hirai et al., 2001; Arruda et al.; 2002). Esta analise tem sido aplicada
em varias espécies incluindo a bovina (Gravance et al., 1996), caprina (Gravance et al., 1995), ovina (Gravance
et al., 1998), humana (Davis e Katz, 1993) e eqiiina (Arruda et al., 2002).

Esses sistemas sdo programados para classificar objetos e diferenciar imagens das células espermaticas
do detrito seminal e/ou superposi¢do de células, medindo pardmetros como didmetro maximo, didmetro minimo,
area da cabeca, porcentagem de acrossomo (obtido dividindo area do acrossomo pela area da cabega) e fator de
elipse (obtido dividindo-se o diametro minimo da cabega pelo méaximo), que sdo utilizados para classificar as
células segundo sua forma em: normal (formato de cabega regular), afilada, redonda, macro, micro ou amorfo
(cabega irregular).

Mesmo sendo uma avaliagdo objetiva, o sistema ASMA apresenta variagdo nos resultados entre 11 e
23%, o que pode ser atribuida a fatores como preparagdo da amostra incluindo técnica de fixagdo e técnica de
coloragdo, bem como fatores como correta iluminagdo, foco, aumento, sistema de classificagdo, interpretagdo e
experiéncia do profissional (Hirai et al., 2001; Verstegen et al., 2002).

Avaliacio da funcio espermaitica pelo teste hiposmético

As membranas biologicas sdo as responsaveis pela homeostase celular, através de suas trocas com o
meio externo (Jeyedran et al., 1984; Vazquez et al., 1997; Dell’Aqua et al., 2002). Uma das propriedades da
membrana celular ¢ a habilidade de permitir o transporte seletivo de moléculas, principalmente aquelas com
baixo peso molecular (Takahashi et al., 1990, Revell e Mrode, 1994). Quando colocada em uma solucdo
hiposmotica, a dgua entra no espermatozoide na tentativa de se alcangar o equilibrio osmético (Jeyedran et al.,
1984) O influxo de dgua ird aumentar o volume espermatico ¢ a membrana plasmatica provocando uma turgidez,
diminuindo a razao volume/superficie. O flagelo do espermatozdide, por apresentar uma membrana mais fragil
do que a presente na regido da cabeca, parece ser suscetivel a estas condigdes de teste hiposmético (Jeyedran et
al., 1984; Vazquez et al., 1997). Esta capacidade do flagelo de se dobrar na presenga de uma solucdo
hiposmotica indica que o transporte de dgua através da membrana ocorre normalmente e que esta se encontra
integra ¢ com funcionalidade (Fuse et al., 1993). Em nossa opinido o hiposmético é um teste simples, pratico e
confiavel; nés utilizamos como rotina em nosso laboratério.

Avaliacdo da funcio espermatica por sondas fluorescentes (microscopia ou citometria de fluxo)

Recentes avangos nas biotécnicas aplicadas a andrologia tém fornecido novos meios de se avaliar a
capacidade funcional de espermatozodides em varias espécies (Garner e Johnson, 1995). Dessa forma, a
funcionalidade de organelas dos espermatozdides ou seus compartimentos tém sido monitorados por
procedimentos especificos de coloragdo, tecnicamente conhecidos como sondas fluorescentes. Estas sondas
possuem a capacidade de se ligar a pontos especificos das células, diferindo assim dos corantes, permitindo um
diagndstico mais facil e direto, na dependéncia de suas caracteristicas fisicas. Atualmente uma variedade muito
grande de sondas fluorescentes tem sido usadas isoladamente ou em associagdes em andrologia; pois a
combinacdo de varias sondas fluorescentes possibilita a avaliagdo de diversos compartimentos espermaticos
simultaneamente. Portanto, com o uso de sondas fluorescentes em microscopia de epifluorescéncia, ou
citometria de fluxo, podemos avaliar: a integridade de membranas plasmatica e acrossomal, o potencial
mitocondrial, a translocagdo de fosfolipidios de membrana, o indice de caspase-ativada, o indice de
fragmentagdo de DNA, a integridade do flagelo, a peroxidacdo lipidica, fosforilizagdo da tirosina, reacdo
acrossomica, entre outros (Arruda et al., 2003, 2008, 2010a; Gardes et al., 2010).

Em nosso laboratdrio temos obtido resultados promissores na associagdo de sondas fluorescentes para
diferentes espécies (Andrade et al., 2007; Celeghini et al., 2007a, b, 2010a, b), nas quais foi possivel uma
visualizacgdo fécil das estruturas coradas e repetibilidade dos resultados, todavia, estas técnicas foram validadas
utilizando-se sémen fresco. Quando estas associagcdes foram realizadas com sémen criopreservado foram
necessarias alteragdes nos protocolos utilizados (Celeghini et al., 2008; Nascimento et al., 2008), mas nem
sempre estas alteracdes foram suficientes para manter o padrdo de emissao de fluorescéncia, sendo que algumas
vezes, dependendo da constitui¢do do diluidor utilizado, ndo foi possivel realizar a leitura das amostras.
Provavelmente, ocorre uma interagdo entre os componentes dos meios de diluicdo do sémen ¢ as sondas
fluorescentes, que mascara a emissdo da fluorescéncia de determinadas sondas e impede a leitura, seja por
microscopia de epifluorescéncia ou por citometria de fluxo. Podemos aferir, por testes laboratoriais realizados,
que se as amostras de sémen congelado, cujas analises apresentaram fluorescéncia fora do padrdo, quando
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submetidas a centrifugagdo para a remocdao do diluidor e entdo coradas com a associacdo de sondas
fluorescentes, a leitura se tornou possivel dentro do padrdo esperado. Contudo, a centrifugagdo do sémen pode
causar lesdes nas células, as quais podem gerar duvidas no resultado sobre o status real da amostra de s€émen.

Outras limitagcdes que devem ser consideradas para o uso de sondas fluorescentes ¢ a necessidade de
equipamentos de custo mais alto como um microscéopio de epifluorescéncia ou um citometro de fluxo. As sondas
fluorescentes ndo sdo produzidas aqui no Brasil, sendo assim, para seu uso ficamos na dependéncia de
importagdo, o que na maioria das vezes ¢ um tramite demorado. Caberia a reflexdo sobre a importincia de se
estudar a possibilidade de se produzir estas sondas em territério nacional, visto o grande potencial de nossos
pesquisadores e os beneficios que teriamos para sua utilizagdo tanto na pesquisa como de uso rotineiro.

Entretanto, deve-se destacar a praticidade de execucdo desta técnica ¢ a facilidade de treinamento de
pessoal para a leitura.

Tem-se, portanto, que os avangos nos testes laboratoriais tém tido grande utilidade para excluir
amostras de sémen de animais com baixo potencial fecundante, no entanto, fica como grande desafio apontar,
dentre os animais férteis, quais os mais aptos a proporcionar as maiores taxas de prenhez (Arruda et al., 2010b).

Nossa equipe vem trabalhando com o intuito de relacionar a avaliagdo do sémen por sondas
fluorescentes com a fertilidade a campo. Em nosso tltimo experimento foram comparadas as taxas de prenhez de
fémeas bovinas submetidas a inseminagdo artificial com trés partidas de sémen de um mesmo touro, as quais
foram avaliadas e apresentaram percentuais diferentes de células com membrana plasmatica integra, acrossoma
intacto ¢ com potencial mitocondrial (PIAIC) por associagdes de sondas fluorescentes, apesar de estarem dentro
dos padrdes preconizados para comercializag@o. A taxa de prenhez foi mais baixa (P < 0,05) no grupo de vacas
inseminadas com o sémen apresentando 8,5% de espermatozodides PIAIC do que as inseminadas com partidas
apresentando 23,0 e 44,5% de espermatozo6ides PIAIC (dados ndo publicados). Ainda faltam mais pesquisas para
confirmar os resultados ¢ para uma provavel definicdo do que seria o “ponto de corte” de percentual destas
células numa palheta de s€émen para garantir uma prenhez.

Arruda et al. Métodos de avaliagdo da morfologia ¢ fung@o espermatica: momento atual e desafios futures.

Momento atual e perspectivas futuras no estudo da biologia molecular da célula espermatica

Grandes avangos nas técnicas biomoleculares, bem como na sensibilidade e na precisdo dos
espectrometros de massa, estdo transformando a paisagem cientifica através dos progressos que estdo sendo
obtidos no campo da bioquimica analitica — a chamada revolugdo “6mica”. Esta revolugdo nos remete para o
estudo dos genes (gendmica), das transcricdes (transcriptomica), das proteinas (protedmica) e dos seus
metabolitos (metabolomica). Desta forma, atualmente ¢ possivel analisar os estoques de lipidios, proteinas,
metabolitos e de espécies de RNA em populagdes de células purificadas e ainda, determinar a relagdo destes
componentes com a fungdo celular (Aitken e Henkel, 2011; Baker, 2011).

O inventario da lista de proteinas que estd sendo gerado tem revelado proteinas transmembranas,
proteinas quinases e carreadores protéicos nunca antes reconhecidos. A observagdo de que o espermatozdide
produz novas proteinas através dos ribossomos mitocondriais tem sido demonstrado em diversas espécies
(Premkumar e Bhargava, 1972; Gur e Breitbart, 2006). Assim, no presente momento, ndo se questiona mais se a
mitocondria espermatica produz novas proteinas, mas sim quais novas proteinas estdo sendo produzidas ¢ como
essas novas proteinas sdo utilizadas pelas células. Portanto, embora a criagdo de listas protedmicas nos fornega
um “inventario” de proteinas presentes dentro da célula espermatica, funcionalmente ainda ¢ dificil determinar
quais destas proteinas sdo, por exemplo, modificadas durante o trinsito epididimario para permitir a ligacdo
espermatozodide-ovocito, ou iniciar a motilidade espermatica (Baker, 2011).

Dentre as intimeras informagdes que estdo surgindo nessas areas referentes a biologia molecular
espermatica, a vantagem de uma perspectiva global da protedmica quantitativa, ¢ que o método ¢ imparcial e
capaz de gerar grandes quantidades de dados significativos em um periodo de tempo relativamente curto. A
integragdo dos perfis das “Omicas” de espermatozoides pode ser a chave para a compreensdo dos mecanismos
moleculares que regulam a sua biologia. O desenvolvimento destas novas e poderosas ferramentas analiticas que
incluem o seqiienciamento de DNA, os microarranjos de DNA, a espectrometria de massa e o estudo de matrizes
de proteina nos permite acreditar que nos proximos anos iremos aprender mais sobre a biologia das células
espermaticas do que temos aprendido nos ultimos 50 anos (Aitken e Henkel, 2011; Baker, 2011)
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