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Resumo

A analise de sémen in vitro é importante para evitar prejuizos em programas de inseminagdo artificial e
auxiliar o técnico na escolha de reprodutores para estagdes de monta. Ainda que as técnicas mais avangadas de
avaliagdo de s€émen ovino estejam restritas a centros de pesquisa, avangos nessa area aumentam a acuracia ¢ a
repetibilidade das analises. Foram desenvolvidas tecnologias objetivas de avaliagdo do sémen que utilizam
sistemas computadorizados e softwares especificos para examinar imagens dos espermatozoides. A analise de
motilidade assistida por computador utiliza fotografias sequenciais em que € possivel desenhar o trajeto das
células espermaticas.Essa tecnologia tem sido aplicada na pesquisa de novos diluidores e crioprotetores
seminais. A morfometria computadorizada diminui a subjetividade da tradicional andlise de morfologia
espermatica realizada manualmente. A aplicacdo de sondas fluorescentes com leitura em microscopia de
fluorescéncia ou citometria de fluxo permite a avaliacdo estrutural e funcional dos espermatozoides de forma
mais ampla, criteriosa e rapida. A pesquisa da capacidade de degradacdo das espécies reativas de oxigénio
auxilia na preservacdo do sémen tanto congelado quanto descongelado, € vem sendo utilizada na melhoria de
meios para criopreservacdo. Os testes bioldgicos, ainda que onerosos na pesquisa em ovinos, geram informagdes
importantes sobre a sobrevida dos espermatozoides no trato reprodutivo feminino e sua capacidade fecundante.
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Abstract

In vitro semen analysis is important to prevent errors in artificial insemination programs and assist the
technician in choosing rams for breeding seasons. While the most advanced assessment techniques ram semen
are restricted to research centers, advances in this area increase the accuracy and repeatability of analyzes.
Objective semen evaluation technologies using specific computer systems and software to examine images of
sperm were developed. The analysis of computer-assisted motility uses sequential shots that can draw the path of
the sperm cells, this technology has been applied in search of new extenders and seminal cryoprotectants. The
computerized morphometry reduces the subjectivity of traditional sperm morphology analysis performed
manually. The use of fluorescent probes reading fluorescence microscopy or flow cytometry allows structural
and functional assessment of sperm in a more extensive and faster analysis. The research capacity of
degradation of reactive oxygen species assists in the preservation of frozen and thawed semen, and has been
used in improving the means for cryopreservation. The biological tests, albeit costly research in sheep generate
important information on the survival of spermatozoa in the female reproductive tract and their fertilizing
capacity.

Keywords: fluorescentprobes, objective analysis, semen, techniques.
Introducao

A monta natural é o método mais seguro para mensurar a fertilidade do reprodutor, por meio da taxa de
prenhez ou da taxa de ndo retorno ao estro.Todavia, trata-se de um processo demorado e com custo elevado
(Larsson e Rodriguez-Martinez, 2000). Diante disso, ha a necessidade de se adotarem métodos eficientes para
estimar in vitro a fertilidade de reprodutores doadores de sémen. A motilidade, a concentragdo e a morfologia
espermaticas sdo caracteristicas avaliadas classicamente nas amostras de sémen (Arruda et al., 2010).

A avaliagdo da motilidade no sémen fresco e diluido ¢ considerada fundamental na analise laboratorial
para predizer a capacidade fertilizante dos espermatozoides em um ejaculado (Varner et al., 2008). A motilidade
pode ser aferida de forma subjetiva ou objetiva. O modo subjetivo € feito por meio da pré-diluicdo do sémen e da
observagdo em microscopia Optica com a graduagdo em porcentagem das células em movimento. A analise
subjetiva da motilidade ¢é aceitavel quando feita por técnico experiente (Varner et al., 2008). A analise objetiva
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da motilidade é realizada por meio de equipamentos automatizados e softwares especializados,que avaliam a
trajetoria completa do espermatozoide por um periodo de tempo.

Ainda que os métodos subjetivos de andlises sejam de grande valia para tentar predizer a fertilidade de
um macho, a subjetividade das técnicas diminui a sua repetibilidade e acuracia. Com o propodsito de obter
técnicas que demonstrem maior repetibilidade para avaliar tanto a morfologia quanto a fun¢do espermatica,
diversos sistemas que utilizam a analise computadorizada de imagens tém sido desenvolvidos e empregados nos
ultimos anos (Verstegen et al., 2002; Arruda et al., 2010).

O objetivo deste trabalho é descrever as técnicas para analise de sémen, bem como suas aplicagdes na
avaliagdo da fertilidade de machos ena avaliagdo de partidas de sémen criopreservado, além da pesquisa de
novos diluidores e crioprotetores,

Analise da motilidade assistida por computador

O CASA (Computer-assisted Sperm Analysis) ¢ um sistema computadorizado e automatico de captura e
analise de sucessivas fotos dos espermatozoides, as quais, quando unidas, formam um filme com o trajeto de
cada célula. Por esse sistema ¢ possivel obter informac¢des mais precisas e acuradas do movimento de cada célula
espermatica (Amann e Kartz, 2004).

As imagens sdo capturadas por um sistema estroboscopico acoplado a um computador, que digitaliza as
imagens,e um software, que as junta, formando o video. O trajeto é obtido por meio de marcagdes de pontos
onde a cabega do espermatozoide estd em cada foto. Embora seja o flagelo a parte do espermatozoide que
propulsiona o movimento, os sistemas automaticos avaliam o movimento da cabeca porque € tecnicamente mais
facil acompanhar esse movimento do que o do flagelo (Amann e Katz, 2004).

Para cada espécie animal, o computador ¢ programado com uma micrometragem minima e outra
maxima; objetos que tiverem tamanhos dentro dessa faixa sdo considerados espermatozoides. Particulas
presentes na imagem com tamanho abaixo do minimo sdo consideradas parte do fundo (Mortimer e Maxwell,
1999).

Depois de identificado o espermatozoide, o software une as imagens, tragando, assim, a trajetoria de
cada célula. As células espermaticas sdo classificadas quanto ao seu movimento em padrdes definidos: movel
ndo progressivo, linear lento, linear rapido e imével (Mortimer e Maxwell, 1999). Para determinar esses padrdes,
sao mensurados os seguintes parametros(Sousa, 2002):

e VAP -velocidade de trajeto (um/s); velocidade curvilinea sobre um trajeto uniforme desprezando-se o
deslocamento lateral da célula espermatica. E a velocidade da trajetoria média do espermatozoide.

e VSL —velocidade progressiva (um/s). E a distdncia considerando-se uma linha reta entre o ponto inicial e o
final da trajetoria dividida pelo tempo decorrido.

e VCL —velocidade curvilinear (um/s). E a distancia total entre cada posigdo do centro da célula durante a
captura da imagem. E a velocidade da trajetoria real do espermatozoide.

e ALH —amplitude de deslocamento lateral de cabega (um). Corresponde & largura média da oscilagdo da
cabeca do espermatozoide durante seu deslocamento. A mensuragao desse pardmetro esta relacionada com a
capacidade de penetrag@o na zona pelucida do 6vulo, assim a ALH é um dos pardmetros que tem efeito sobre
a fertilizagao.

e BCF —frequéncia de batimentos do flagelo (Hz).E determinada pela medida da frequéncia com que a linha da
cabeca espermatica atravessa a trajetoria celular em qualquer diregéo.

e STR -retilinearida de (%). E a medida do afastamento médio da trajetéria da célula espermética
considerando-se uma linha reta. E calculada pela relagio entre (VSL/VAP)*100. Estima a proximidade do
percurso da célula a uma linha reta.

e LIN — linearidade (%). E a medida do afastamento da célula espermatica considerando-se a trajetoria em uma
linha reta. E a razio entre (VSL/VCL)*100.

Morfometria

Por meio de fotografias de alta resolugdo e softwares especificos, é possivel analisar ultraestruturas do
citoesqueleto do espermatozoide. As avaliagdes da morfometria espermatica pelo sistema computadorizado
(Automated Sperm Morphometry Analysis - ASMA) sdo realizadas, normalmente, por esfregagos corados, em
aumento de 1.000x. Esses sistemas sdo programados para classificar objetos e diferenciar imagens das células
espermaticas do detrito seminal e/ou superposi¢do de células (Arruda et al., 2011).

Os parametros comumente aferidos em estudos que aplicam a técnica de morfometria espermatica sdo a
area que consiste na soma de todos os pixels contidos dentro das bordas da foto, o perimetro, ou seja, a soma dos
pixels externos, o comprimento da cabega, a largura da cabeca, a porcentagem de acrossomo (area do acrossomo/
area da cabega), a elipticidade (comprimento/largura), a elongagdo (comprimento - largura/comprimento+
largura), a rugosidade (4xarea/perimetro”) e a regularidade (comprimento x largura/4xarea (Arruda et al., 2011;
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Marti et al., 2011; Paz et al., 2012;Yaniz et al., 2012).

O uso da CASMA (Computer-assisted Sperm Morphometry Analysis) possibilitou diminuir a
subjetividade na analise da morfologia espermatica usada habitualmente. Estudos apontam a correlagdo entre as
medig¢des aferidas no CASMA e a fertilidade em varias espécies, incluindo os ovinos (Varner et al., 2008; Yaniz
etal., 2012).

Segundo Yaniz et al. (2012),porém, outros fatores podem influenciar na analise do sémen quando se
utiliza o CASMA. Esses fatores sdo: preparagdo da amostra, tipo de coloragdo e fixagdo dos espermatozoides,
programagdes dos softwares utilizados na andlise, entre outros. Ainda de acordo com esses autores, o0 método
ideal para analise morfométrica do espermatozoide deve ser automatizado, acurado, consistente e aplicavel em
diferentes tipos de preparagdo do esperma (preparacdo umida e seca) e, ainda, barato.

Paz et al. (2012) compararam trés metodologias para morfometria e tentaram correlacionar os resultados
obtidos em cada um dos métodos com a fertilidade. Os métodos analisados foram o CASMA, o software NIS-
Elements para analise da imagem capturada em microscopia optica (MO-NIS) e, por fim, o mesmo software que
analisa imagens capturadas em microscopia eletronica (SEM-NIS). Houve diferenca significativa nos dados
encontrados entre as trés metodologias. Somente os parametros avaliados pelo MO-NIS e SEM-NIS tiveram
correlagdo com a fertilidade e, ainda assim,apenas as medigdes de area (MO-NIS) e elongagdo (SEM-NIS).

Utilizacio de sondas fluorescentes

Os corantes fluorescentes sdo sondas usadas na identificagdo de condigdes subcelulares, sendo possivel
a identificacdo de alterac¢des estruturais ou metabodlicas no interior da célula (Sousa et al.,2013).

A leitura das amostras coradas com sondas fluorescentes pode ser feita em microscopio de fluorescéncia
ou em citometro de fluxo. Com a citometria de fluxo, € possivel contar, examinar e classificar células em uma
solucdo aquosa. Essa solugfo ¢ direcionada a um fluxo linear, onde as células passam individualmente através de
um feixe de luz ou laser. Esse feixe excita as sondas fluorescentes, ou fluorocromos, associadas as células e
capta a frequéncia da luz. O equipamento converte essa frequéncia em sinais elétricos, que sdo quantificados por
softwares especificos. Por meio da citometria de fluxo, é possivel medir a quantidade de uma ou mais sondas
fluorescentes associadas as células,de forma imparcial, com inigualavel precisdo, sensibilidade, rapidez, em um
namero estatisticamente relevante de células (Cordelli et al., 2005).

Principais sondas fluorescentes utilizadas na analise do sémen ovino

A Tab. 1 discrimina as principais sondas fluorescentes, assim como as estruturas analisadas, usadas na
avaliagdo de espermatozoides de carneiros. Essas sondas podem ser utilizadas tanto na citometria de fluxo
quanto na leitura manual em microscopio de fluorescéncia.

Tabela 1. Principais sondas fluorescentes usadas na avaliacdo espermatica de ovinos, estrutura analisada, sitio de
ligagdo, cor da fluorescéncia, referéncias. CFDA, 6-carboxifluoresceina; IP, iodeto de propidio; FIT-PSA,
isotiocianato de fluoresceina associado a aglutinina do Pisumsativum; JC-1, iodeto de 5,5°,6,6’-tetracloro-
1,10,3,30-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina; R123, rodamina 123.

Sonda Estrutura analisada  Sitio de ligagdo Cor Referéncias

CFDA Membrana Citoplasma Verde Harrison e Vickers, 1990;
plasmatica Goularte et al., 2014

1P Membrana DNA Vermelho Harrison e Vickers, 1990;
plasmatica Celeghini et al., 2007

Hoecht Marcador celular DNA Azul Hallap et al., 2006

33342

FIT-PSA Reagdo acrossomal ~ Membrana Verde Celeghini et al., 2007

acrossomal externa

SYBR-14 Membrana DNA Verde Mata-Campuzano et al.,
plasmatica 2014

YO-PRO-1 Membrana DNA Verde Hallap et al., 2006; Mata-
plasmatica Campuzano et al., 2014

JC-1 Potencial Membrana Verde e Laranja- Varner et al., 2008
mitocondrial mitocondrial avermelhado

R123 Potencial Membrana Verde Tsakmakidis et al., 2010
mitocondrial mitocondrial

Laranja de Desnaturagdo de DNA Verde e Vermelho Martinez-Pastor et al.,

acridina DNA 2004; Garcia-Macias et

al., 2006
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Membrana plasmatica

As membranas espermaticas sdo estruturas especializadas e exercem fungdes fundamentais na
fecundag¢do. Os lipideos das membranas celulares desempenham fungdes bioldgicas, como moléculas
alimentares, depdsitos de energia altamente concentrados, e promovem a sua integridade estrutural (Arruda et
al., 2011). A integridade da membrana espermatica ¢ essencial na viabilidade seminal, pois garante a sua
homeostase celular e, consequentemente, mantém as suas caracteristicas de motilidade, sendo esses requisitos
essenciais para manter a capacidade de fecundagéo da célula espermatica.

O diacetado de 6-carboxifluoresceina (DIC) é um corante penetravel a membrana plasmatica do
espermatozoide. Enzimas presentes no citoplasma espermatico convertem a molécula de DIC em
fluoresceina,que emite uma fluorescéncia verde. Havera a conversdo do DIC em fluoresceina somente se a
membrana plasmatica da célula espermatica estiver integra, pois a membrana plasmatica lesada ndo possibilita a
permeabilidade a esse corante. O iodeto de propidio (IP) tem afinidade com receptores localizados no DNA. O
IP ¢ um corante impenetravel a membrana plasmatica, porém, quando esta apresenta alguma falha de
continuidade, a molécula de IP consegue penetrar na célula e se ligar ao DNA. Quando isso ocorre, ¢ emitida
uma fluorescéncia vermelha (Harrison e Vickers, 1990; Arruda et al., 2011).

Ao se associar o DIC com o IP, é possivel identificar trés populagdes de espermatozoides. Os corados
em verde ndo possuem a membrana plasmatica lesada, por isso sdo considerados integros; os corados em
vermelho sdo identificados como lesados, pois foi possivel a penetracdo da sonda no DNA; e os lesados com
acrossoma intacto sdao corados em verde com o nucleo vermelho (Harrison e Vickers, 1990; Arruda et al., 2011).

Harrison e Vickers (1990) adaptaram a metodologia de Garner et al. (1986) para avaliagdo da
integridade da membrana plasmatica com o uso do DIC e do IP. Os primeiros autores adicionaram pequenas
quantidades de formaldeido a solugcdo com as sondas e as amostras de sémen com o intuito de imobilizar os
espermatozoides. Como resultado, essa metodologia tornou-se mais sensivel na avaliagdo da integridade da
membrana plasmatica.

O SYBR-14 tem afinidade pelo DNA, bem como a capacidade penetrante a membrana plasmatica
integra. O YO-PRO-1 também possui afinidade pelo DNA, mas a membrana plasmatica do espermatozoide ¢
impermeavel ao corante. Essas duas sondas fluorescem em verde; por esse motivo, nunca sdo usadas juntas.
Quando a membrana plasmatica estd integra, ela fluoresce em amostras coradas com o SYBR-14 e ndo
fluorescem em experimentos que utilizem o YO-PRO-1 (Alvarez et al., 2012; Martinez-Rodriguez et al., 2012).

O Hoechst 33342 ¢ usado como marcador de células e cora espermatozoides com a membrana intacta.
Pode ser usado como marcador celular ou ainda na coloragdo para exames de morfometria espermatica (Yaniz et
al., 2012).

Reacdo acrossomal e capacitacdo espermatica

Capacitagdo ¢ um termo coletivo para as mudancas que um espermatozoide sofre quando entra em
contato com o trato reprodutivo feminino, e essas incluem a reorganizacdo de proteinas de membrana, o efluxo
de colesterol da bicamada lipidica com consequente aumento da fluidez da membrana, a modulacdo da
concentragdo idnica intracelular, o aumento da atividade da tirosina quinase e o desenvolvimento da motilidade
hiperativada. A ultima alteragdo sofrida pelo espermatozoide no processo de capacitagdo ¢ a reagdo acrossomal,
iniciada imediatamente apos a ligagdo do espermatozoide a zona pelucida, quando ha a fusdo entre membrana
plasmatica e acrossomal externa com posterior liberagdo de enzimas hidroliticas e proteoliticas (Arruda et al.,
2010).

As aglutininas (amendoim —Arachis hypogaea — PNA, ou da ervilha — Pisum sativum—PSA) possuem
afinidade por carboidratos presentes na membrana acrossomal externa, entdo elas sdo usadas para identificar
espermatozoides que ja iniciaram a reagdo acrossomal, ou seja, estdo capacitados. O isotiocianato de fluoresceina
(FIT) € um fluorocromo verde que ¢ conjugado a aglutinina para possibilitar a visualizagdo da reagdo (Arruda et
al., 2010).

Quando o FIT-PSA ¢ associado ao IP, ¢ possivel a identificacdo de quatro categorias: categoria 1 (FIT-
PSA-/IP+), com membrana plasmatica lesada e membrana acrossomal nio reagida; categoria 2 (FIT-PSA+/IP-),
com membrana plasmatica integra e membrana acrossomal reagida; categoria 3 (FIT-PSA-/IP+), com membrana
plasmatica integra e membrana acrossomal ndo reagida; categoria 4 (FIT-PSA+/IP+), com membrana plasmatica
lesada e membrana acrossomal reagida (Celeghini et al., 2007).

Potencial mitocondrial
Ainda que ndo se saiba ao certo a relagdo do potencial mitocondrial e da fertilidade, a utilizagdo de
sondas fluorescentes na identificagdo do potencial de mitocondria ¢ considerada uma técnica boa de avaliagao do

sémen ovino (Tsakmakidis et al., 2010). O potencial mitocondrial tem uma forte correlagio com o potencial
energético da célula e com a motilidade (Martinez-Pastor, 2004; Tsakmakidis et al., 2010), logo esta
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correlacionado com a fertilidade (Tsakmakidis et al., 2010).

O iodeto de 5,5°,6,6’-tetrachloro-1,10,3,30-tetractilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) é usado para
identificar o potencial mitocondrial do espermatozoide. Essa sonda produz uma mudanca de membrana sensivel
ao padrdo de cor, ou seja, a cor muda de verde para laranja-avermelhada conforme o aumento da polarizacio da
membrana. Assim, quando o potencial de membrana ¢ alto, existe a emissdo de fluorescéncia laranja-
avermelhada, em compara¢do com a formag¢do monocromatica verde de JC-1 em um estado de médio a baixo
potencial de membrana mitocondrial (Varner et al., 2008; Martinez-Pastor et al., 2004). A rodamina 123 (R123)
se difunde na membrana mitocondrial e o seu acimulo em mitocondrias funcionais causa uma fluorescéncia
verde na regido da pega intermediaria (Tsakmakidis et al., 2010).

Estabilidade da cromatina

Espermatozoides afetados por danos no DNA podem ser considerados normais nos testes de motilidade
e integridade de membrana comumente realizados nos laboratdrios, porém podem induzir uma falha no
desenvolvimento embriondrio poés-fertilizagdo (Varner et al., 2008; Tsakmakidis et al., 2010). Ainda que os
testes de motilidade e integridade de membrana sejam importantes, esses testes podem ndo revelar lesdes
relevantes nos espermatozoides. Examinar o DNA da célula é valioso para identificar espermatozoides
seriamente lesados (Lopez-Fernandes et al., 2008).

No teste de SCSA (teste da estrutura da cromatina no espermatozoide) é usada a sonda fluorescente
laranja de acridina. Essa ¢ uma sonda penetrante & membrana plasmatica que fluoresce em verde quando
combinada com um DNA intacto com dupla hélice e fluoresce em laranja quando combinada a um DNA
desnaturado (Martinez-Pastor et al., 2004; Garcia-Macias et al., 2006).

Consideracoes finais

A predicao da fertilidade ¢ dificil por ter diversos aspectos envolvidos, porém, ao se associarem varias
técnicas de avaliacdo do ejaculado, pode-se aproximar-se desse objetivo. Ainda que existam dificuldades na
aplicagdo, as técnicas mais avangadas de avaliagdo do sémen trazem mais repetibilidade e confiabilidade na
pesquisa na area de ovinos.
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