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Resumo

A mitocondria é a principal fonte de energia para a motilidade e a homeostase espermatica. Durante a
fosforilagdo oxidativa sdo produzidos metabdlitos, denominados espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais
desempenham papel fundamental nos processos fisiologicos. No entanto, disfungdes mitocondriais podem causar
desequilibrio entre a produ¢do de EROs e os mecanismos antioxidantes, provocando o estresse oxidativo, letal
para a célula espermatica. Assim, como essa organela estd envolvida tanto nos processos fisiolégicos quanto nos
patologicos dos espermatozoides, fica clara a importancia de se avaliar sua funcionalidade. Portanto, o objetivo
desta revisdo ¢ descrever as possiveis técnicas de avaliagdo da funcionalidade das mitocdndrias espermaticas por
meio da atividade e do potencial da membrana mitocondrial, da mensuragdo dos niveis de ATP e ADP e da
mensuragdo dos niveis de calcio.
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Abstract

Mitochondria are the major source of energy for sperm motility and to the homeostasis. During the
oxidative phosphorylation metabolites called Reactive Oxygen Species (ROS), are produced and play a key role
for the physiological processes. However, mitochondrial dysfunctions can cause an imbalance between ROS
production and antioxidant mechanisms cause oxidative stress, lethal for spermatozoa. Thus, as this organelle is
involved both in physiological or pathological processes of sperm, it is clear the importance of evaluating its
functionality. Therefore, the aim of this review is to describe the possible techniques for assessing functionality
of sperm mitochondria and these assessments of activity and mitochondrial membrane potential, measuring the
levels of ATP and ADP and measurement the levels of calcium.
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Introducao

A mitocondria possui papel central na viabilidade ¢ na morte celular, estando relacionada com a
funcionalidade da célula espermatica, principal fonte de energia para motilidade e homeostase celular (St. John,
2002). Os espermatozoides perfazem um interessante modelo celular para avaliagdo da fun¢do mitocondrial
devido ao fato de as mitocondrias espermaticas estarem dispostas de maneira helicoidal na pega intermediaria e
de o espermatozoide possuir o citoplasma extremamente reduzido, facilitando a visualizagdo na presenca de
marcadores fluorescentes (Reers et al., 1991; Halliwell e Gutteridge, 1999).

Na década de 80, Hrudka (1987) ja& havia desenvolvido a técnica citoquimica para avaliagdo da
atividade mitocondrial. Posteriormente, surgiram algumas ferramentas empregando marcadores fluorescentes
para estimar o potencial da membrana mitocondrial, destacando-se o uso de rodaminas e carbocianinas (Bryla e
Trzcinska, 2015; Castro et al., 2016; Nabi et al., 2016). Assim, as afericdes da atividade e do potencial da
membrana mitocondrial fornecem indices interessantes, entretanto ndo podem ser confundidas, ja que alguns
trabalhos demonstram que mitocondrias com baixo potencial da membrana mitocondrial devido a acdo de
desacopladores sdo capazes de manter ou aumentar sua atividade mediante o transporte de elétrons entre os
complexos enzimaticos e, consequentemente, nas reagdes de oxidagdo (Terada, 1990).

Independentemente de os dois pardmetros serem indicadores da fun¢do mitocondrial, estes ndo
quantificam a eficiéncia energética de um conjunto de células. Dessa forma, pesquisas surgiram com o objetivo
de avaliar o metabolismo energético do espermatozoide, como a mensuracdo dos niveis de ATP,
complementando a avaliacdo do status mitocondrial (Irvine e Aitken, 1985). Além disso, a concentragdo de
calcio intracelular pode ser aferida, j4 que esse mineral ¢ considerado um regulador central da fosforilagdo
oxidativa e pode estar associado a processos patologicos em concentragdes inadequadas (Berridge et al., 1998).

Assim, a utilizagdo de ferramentas para avaliar a funcionalidade mitocondrial do espermatozoide
associadas a outras andlises espermaticas, pode aproximar as pesquisas da predicdo da capacidade mitocondrial
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de determinada amostra seminal. Portanto, o objetivo desta revisdo ¢ descrever a importancia de se avaliar a
mitocondria espermatica e diferentes técnicas de avaliagdo mitocondrial, utilizadas em associagdo ou ndo, que
podem indicar possiveis disfungdes mitocondriais e mensurar a capacidade energética de uma amostra seminal.

O paradoxo mitocondrial

A necessidade de organismos aerdbicos respirarem € consequéncia da demanda de oxigénio para a
mitocondria, que, por meio da fosforilagdo oxidativa, produz aproximadamente 90% da energia celular, na forma
da molécula de ATP (adenosina trifosfato), na qual a energia ¢ armazenada para posterior utilizagdo (Chen,
1988). Tal energia armazenada ¢ fundamental para a funcionalidade do espermatozoide, atuando diretamente na
motilidade e na homeostase celular (St. John, 2002).

Apesar desse papel fundamental da mitocondria no metabolismo celular, durante a fosforilagao
oxidativa, sdo produzidos metabolitos denominados espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais possuem
papel fundamental em diversos processos fisioldgicos, tais como a hiperativacdo espermatica (De Lamirande et
al., 1993), a capacitacdo (Aitken et al., 2004), a reacao acrossomal (De Lamirande et al., 1998) e a interacdo
entre o espermatozoide e a zona pelucida (Aitken et al., 1995). A mitocondria parece ser a principal fonte de
EROs, e cerca de 2% do oxigénio consumido € convertido em anion superoxido, considerado a primeira etapa da
formagdo das EROs (Koppers et al., 2008). No entanto, eventuais desequilibrios entre a produ¢do de EROs e os
mecanismos antioxidantes caracterizam o estresse oxidativo, que pode ser letal para as células espermaticas
(Halliwell e Gutteridge, 1999). Estudos vém demonstrando correlagdes negativas tanto entre o estresse oxidativo
e a integridade de DNA quanto com a alta atividade mitocondrial, o que indica que tais variaveis estdo
interligadas, formando possivelmente um mecanismo patogénico Unico (Blumer et al., 2012). Como a
mitocondria é a principal fonte liberadora de fatores pré-oxidativos, sugere-se que tal organela possui papel
central no desequilibrio oxidativo. Estudos relacionam as disfungdes mitocondriais causadas pela
criopreservacdo espermatica ao estresse oxidativo e a diminui¢do da atividade mitocondrial (O'Connell et al.,
2002). Fica claro que essa organela pode impactar tanto positivamente quanto negativamente nos processos de
fecundagéo. De fato, Kasai et al. (2002) comprovaram que maiores taxas de fecundagdo in vitro sdo obtidas de
amostras espermaticas com alto potencial da membrana mitocondrial. Ainda, Troiano et al. (1998) detectaram
alta porcentagem de espermatozoides com baixo potencial da membrana mitocondrial em amostras espermaticas
provenientes de pacientes inférteis.

Avaliacdo do potencial da membrana mitocondrial

Alguns marcadores fluorescentes conseguem avaliar o potencial da membrana mitocondrial, que esta
relacionado a capacidade da mitocondria em bombear prétons da matriz mitocondrial para o espago
intermembranas, por meio da energia livre gerada pelo transporte de elétrons, produzindo um gradiente
eletroquimico (Chen, 1988). O mecanismo de incorpora¢do das sondas fluorescentes ocorre quando esta se
difunde livremente pela membrana plasmatica até o citosol da célula e se acumula eletroforeticamente na matriz
da mitocondria metabolicamente ativa, guiada por for¢a motriz de proton gerado por transferéncia de cadeia de
elétron localizada na membrana mitocondrial interna (Celeghini et al., 2007). Para tal, destacam-se a Rodamina
123, o Mito Tracker Green FM ¢ o JC-1 (iodeto de 5,5",6,6 -tetracloro-1,1,3,3 'tetraetilbenzimidazolilcarbocianina).

Rodamina 123

A Rodamina 123 (R123) ¢ uma sonda fluorescente especifica para mitocondrias em células vivas
(Garner et al., 1997) e ¢ constituida de molécula lipofilica, catidnica, com excitagdo a 488nm e emissdo de
fluorescéncia verde a 515-575nm (Gravance et al., 2000). Tem sido amplamente utilizada para avaliagdo do
potencial da membrana mitocondrial de espermatozoides em diversas espécies, como humanos (Lim et al.,
2010), equinos (Gravance et al., 2000) e bovinos (Yoon et al., 2015).

A ligacao dessa sonda na mitocondria ¢ dificil de ser calculada, devido a heterogeneidade dessas
organelas nas células, como, por exemplo, o niimero de mitocondrias maduras e imaturas. Ademais, as
mitocondrias de uma unica célula podem ter diferentes sitios de ligagdo a R123, com consequente emissdo de
diferentes intensidades de fluorescéncia (Cossarizza et al., 1993), ndo sendo possivel, assim, diferenciar alto
potencial mitocondrial de baixo (Celeghini et al., 2007).

Apesar de o uso da R123 ser vantajoso por ser altamente especifico para células vivas e por ndo causar
toxicidade celular (Celeghini et al., 2007), tem-se a desvantagem da ocorréncia de ligagdes ndo especificas em
outros compartimentos celulares do espermatozoide, como cabeca e/ou cauda (Garner et al., 1997), uma vez que
sua absor¢do pode ser afetada pelo potencial da membrana plasmatica, que pode concentrar R123 no citoplasma
em relagdo ao meio por sua carga interior também ser negativa (Chen, 1988).
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Mito Tracker Green FM (MITO)

O Mito Tracker Green FM (MITO) ¢ capaz de avaliar o potencial da membrana mitocondrial ligando-se
a membrana mitocondrial interna e promovendo fluorescéncia de coloragdo verde em células vivas (Gillan et al.,
2005). Apresenta excitagdo em comprimento de onda de 490nm e emissdo a 516nm (Celeghini et al., 2007). O
MITO ¢ prontamente sequestrado pela mitocondria com potencial da membrana (Garner et al., 1997). A peca
intermediaria do espermatozoide com mitocondria funcional apresenta fluorescéncia verde intensa, enquanto a
peca intermediaria do espermatozoide com mitocondria afuncional ndo emite fluorescéncia ou emite
fluorescéncia verde opaca (Celeghini et al., 2007). Além de ndo diferenciar potenciais de membrana alto e baixo
(Gillan et al., 2005), o MITO possui a desvantagem de se ligar inespecificamente a outras por¢des do
espermatozoide, que ndo as mitocondrias, produzindo fluorescéncia de menor intensidade na membrana da
cabeca ou da cauda (Celeghini et al., 2010).

Dessa maneira, a utilizagdo de novas sondas que ndo produzem ligagdo inespecifica e que detectam
diferencas entre alto e baixo potencial da membrana mitocondrial, como o JC-1, torna-se mais interessante,
fazendo com que marcadores como a R123 e o MITO sejam menos utilizados (Celeghini et al., 2007).

JC-1

O iodeto de 5,5, 6,6’ tetracloro 1,1,3,3” tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) é um tipo especial
de carbocianina, capaz de identificar a diferenga de potencial mitocondrial. Essa sonda fluorescente é
metacromatica: mitocondrias com baixo potencial da membrana mitocondrial emitem fluorescéncia verde devido
a formagdo de mondmeros de carbocianinas, enquanto em alto potencial, esses mondmeros se agregam,
formando multimeros, também chamados de J-agregados, que emitem fluorescéncia vermelha (Reers et al.,
1991).

O JC-1 vem sendo amplamente utilizado, para detectar casos de infertilidade masculina (Hu et al.,
2009), avaliar o efeito da fun¢do mitocondrial nas taxas de fecundagéo in vitro (Kasai et al., 2002) e do potencial
mitocondrial de espermatozoides equinos (Pukazhenthi et al., 2014), murinos (Zobeiri et al., 2013) e bovinos
(Castro et al., 2016), além de atuar como ferramenta para avaliar o efeito da criopreservagdo espermatica ante
diferentes crioprotetores (Celeghini et al., 2008).

Esse marcador fluorescente também pode ser associado a outros, como o Hoechst 33342, o iodeto de
propideo e a aglutinina do Pisum sativum conjugada ao isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA), para avaliar a
integridade das membranas plasmatica ¢ acrossomal simultaneamente a avaliagdo do potencial da membrana
mitocondrial, por ndo competir com o comprimento de onda dessas outras sondas ¢ ndao possuir ligagdes
inespecificas (Celeghini et al., 2007). Além disso, Garner et al. (1997) verificaram que o JC-1 apresentou maior
sensibilidade para avaliar o potencial da membrana mitocondrial quando comparado as sondas Mito Tracker
Green e Rodamina 123 em amostras de sémen bovino criopreservadas.

Avaliacao da atividade mitocondrial

A avaliagdo da atividade mitocondrial visa observar a eficiéncia do transporte de elétrons entre os
complexos enzimaticos, estando envolvidos, por exemplo, nas rea¢des de oxidacdo desempenhadas durante a
fosforilagdo oxidativa (Terada, 1990).

H2-CMXros e CMXros

As sondas fluorescentes H2-CMXros e CMXros, conhecidas comercialmente como Mito Tracker Red®,
foram desenvolvidas com o intuito de avaliar a atividade mitocondrial. A CMXros € catidnica e se liga
livremente a mitocondria, ao contrario da H2-CMXros, que emite fluorescéncia apenas quando ocorre oxidagdo
(Wojcik et al., 2000). Segundo Poot et al. (1996), o CMXros emite fluorescéncia na cor vermelha, com emissao
maxima de 594nm, excitagdo maxima em torno de 608nm, e permite leitura posterior a fixacdo em lamina com
formaldeido. Celeghini et al. (2007) avaliaram diversas sondas fluorescentes em espermatozoides bovinos e
notaram que o0 CMXros s6 emitia fluorescéncia em mitocondrias com alta atividade mitocondrial, ndo havendo
fluorescéncia em mitocondrias com baixa ou média atividade, o que revelava a desvantagem desta sonda, por
ndo permitir a classificacdo da atividade mitocondrial.

3’3 diaminobenzidina (DAB)
Ainda com o intuito de avaliar a atividade mitocondrial, Hudkha (1987) desenvolveu um ensaio
citoquimico baseado na oxidagdo da 3’3 diaminobenzidina (DAB) pelo citocromo-C, enzima envolvida no

transporte de elétrons entre os complexos enzimaticos, que produz a colora¢do marrom nas mitocondrias, quando
visualizada por meio de microscopia de contraste de fase. O DAB pode ser classificado em quatro classes (I, II,
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III e 1IV), de acordo com a atividade mitocondrial, variando de alta (classe I), intermediaria (classe II), baixa
(classe III) a inexistente (classe IV; Losano et al., 2015).

Mensuracao dos niveis de calcio intramitocondrial

Durante os processos da respiragdo celular desempenhados pela mitocondria espermatica, o calcio
(Ca*") exerce papel-chave como regulador central dos eventos ocorridos na fosforilagdo oxidativa, como, por
exemplo, na taxa de produgdo de NADH, atuando nos complexos enzimaticos do piruvato-desidrogenase,
isocitrato-desidrogenase e o-cetoglutarato desidrogenase (McCormack et al., 1990). O Ca*" também esta
envolvido em processos de producdo de ATP, atuando na proteina ATPsintase, responsavel por formar
moléculas de ATP (Territo et al., 2001). Ademais, diversos estudos demonstram que o Ca*" pode estar
diretamente envolvido em eventos de apoptose celular (Berridge et al., 1998; Gunter et al., 2004). Portanto, a
dosagem dos niveis de calcio intramitocondrial pode contribuir ndo sé para a avaliagdo do funcionamento
mitocondrial, mas também como indicativo de apoptose celular.

A afericdo dos niveis de célcio em espermatozoides j& foi relatada por microscopia de fluorescéncia,
tendo como sondas utilizadas a Quin 2-AM (Irvine e Aitken, 1986), a fluo-3/AM (Giojalas, 1998) e a indo-1AM
(Brewis et al., 2000). Entretanto, ainda se objetiva criar indices de referéncia para a dosagem de Ca’" e relacionar
os valores encontrados com as variaveis de potencial e atividade mitocondrial (Amaral et al., 2013).

Mensuracao dos niveis de ATP e ADP

A mensuragdo dos niveis de ATP visa detectar o produto final da fosforilagdo oxidativa, enquanto a
dosagem dos niveis de ADP avalia a a¢do da enzima ATPase, que transforma uma molécula de ATP em ADP,
fosfato e liberag@o de energia (Stock et al., 2000). Entre os métodos utilizados para a detecgdo dos niveis de ATP
e ADP, podem ser utilizada a cromatografia liquida de alta performance (Samizo et al., 2001) ou a dosagem por
kits comercias (Perchec et al., 1995). Varios autores ja relataram a utilizagdo das mensura¢des de ATP ¢ ADP em
diversas espécies, como camundongos (Mukai e Okuno, 2004), passeriformes (Rowe et al., 2013) e suinos
(Martins et al., 2014), contudo indices que calculem a produgido com o gasto de ATP, e a relagdo da produgéo
com o funcionamento mitocondrial ainda devem ser mais estudados.

Novas perspectivas para a avaliacdo mitocondrial

A avaliagdo da atividade e do potencial mitocondrial contribui para melhor compreensdao do
funcionamento fisiologico da mitocondria espermatica, assim como a dosagem de Ca®* e a mensuracdo dos
niveis de ATP e ADP. Entretanto, outras op¢des de ferramentas podem surgir como alternativa para a avaliagdo
mitocondrial. Dentre essas ferramentas, destaca-se a imunocitoquimica, na qual podem ser detectadas proteinas
de interesse, na regido mitocondrial da célula (Sciacco e Bonilla, 1996). Essa técnica foi relatada em
espermatozoides de mamiferos, com a deteccdo de cisteina mitocondrial, possivelmente relacionada com
astenozoospermia em camundongos (Nayernia et al., 2002). A microscopia eletronica de transmissao (MET) ¢
outra técnica que explora possiveis alteracdes mitocondriais, seja por eletrodensidade, vacuolizacdo, seja pela
disposi¢cdo das mitocondrias na pega intermediaria dos espermatozoides. Em homens, ja foram descritas que
alteragdes estruturais nas mitocondrias, observadas pela MET, podem acarretar quadros de astenozoospermia
(Visco et al., 2010; Pelliccione et al., 2011). Ademais, foi possivel observar vacuolizagdo, enrolamento e
desorganizagdo de mitocOndrias apds processos de criopreservacdo (Shi et al., 2014). Ainda, vale ressaltar a
aplicagdo da técnica de microscopia de for¢a atomica, utilizada até entdo com mitocdndrias teciduais, mas que
pode trazer informagdes pertinentes sobre o funcionamento da organela, como dinidmica de abertura e
fechamento de poros presentes na membrana mitocondrial (Layton e Boyd, 2011).

Consideracoes finais

O funcionamento mitocondrial de maneira ordenada e aprimorada ¢ crucial para os espermatozoides de
mamiferos, sendo altamente relacionado com altas taxas de funcionalidade e fertilidade da célula espermatica.
Dessa forma, a avaliagdo criteriosa da atividade, do potencial e do metabolismo mitocondrial surge como
ferramenta para o sucesso na sele¢do de animais de interesse reprodutivo. Para tal, a escolha da técnica deve
ocorrer considerando-se a localidade, os equipamentos disponiveis ¢ o objetivo determinado, para, assim,
otimizar a mao de obra e os esfor¢os despendidos.
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