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Resumo

A utilizagdo de técnicas avangadas para a analise de sémen de cachagos apesar de ainda ser restrita a
determinados setores do sistema de produgdo de suinos, tem se tornado aplicavel e de extrema importancia
dentro, tanto de centrais comerciais de sémen como nos centros de pesquisas ao redor do mundo. Dentre tais
tecnologias, pode-se citar as analises computadorizadas da motilidade associada a avaliagdo da morfometria
espermatica, além das avaliagdes por sondas fluorescentes averiguando-se as integridades dos mais diferentes
compartimentos celulares, podendo tais técnicas serem realizadas ndo apenas por microscopia de
epifluorescéncia, mas também por citometria de fluxo. Entretanto, deve-se destacar a nao individualizagdo das
técnicas abordadas, devido a inter-relacdo das estruturas espermaticas perante o processo de fertilizagdo. Assim,
as diversas avaliacdes devem ocorrer simultaneamente, tendo em vista a necessidade da perfeita integridade
deste conjunto de estruturas para a perfeita fisiologia da célula espermatica.
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Abstract

The use of advanced boar semen analysis although it is restricting to certain sectors of the swine
production system, it is becoming relevant and extremely important in both commercial Al and research centers
around the world. Of all technologies available, one may mention the computerized motility analysis (CASA)
combined with sperm morphology (ASMA), and the use of fluorescent probes to verify the integrity of the
different cellular compartments by means of epifluorescence microscopy or flow cytometry. However, it should
be emphasized the non-individualization of the techniques discussed, due to the necessity of the perfect integrity
of this set of structures for the perfect sperm cell physiology.
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Introducao

Considerado como um sistema de producdo animal de grande importancia a nivel mundial, a
suinocultura vem aplicando ao longo dos anos tecnologias que otimizam os aspectos reprodutivos dos rebanhos,
elevando a busca por animais geneticamente superiores através do alto desempenho reprodutivos dos cachagos, e
como consequéncia a aplicagdo em massa de inseminagdes artificiais.

De elevada especializacdo e complexidade, a célula espermatica € composta por uma arquitetura de
suma importancia para o desempenho de suas fungdes e consequente fertilizagdo do gameta feminino (Garner e
Hafez, 2004). Entretanto, os espermatozoides da espécie suina possuem uma série de particularidades,
especialmente aquelas relacionadas a composi¢do de sua membrana plasmatica (De Leeuw et al., 1990), sendo
tal estrutura o primeiro sitio de ag@o deletéria de uma série de fatores intrinsecos (como as espécies reativas de
oxigénio) e extrinsecos (como o choque térmico).

Diversas sdo as técnicas aplicadas para a avaliagdo funcional dos espermatozoides, objetivando-se a
identificagdo de danos estruturais e funcionais que possam comprometer as atividades metabolicas da célula
(Martinez-Pastor et al., 2010). Deste modo, a avaliagdo em especial da motilidade, concentragdo e morfologia
sdo consideradas avaliagcdes essenciais, porém, quando realizadas de forma subjetiva, especialmente o aspecto
motilidade, podem tornar-se imprecisos.

Com o objetivo de obter exames apurados e detalhados quanto a determinados pardmetros desejaveis do
sémen, o desenvolvimento de andlises computadorizadas que demostrem maior repetibilidade e acuracia tanto
para a motilidade como para a morfometria, foram de grande importancia para o avango da andrologia na espécie
suina e atualmente sdo amplamente aplicadas dentro do campo da pesquisa e em centrais de reprodugdo para tal
espécie.

Ja do ponto de vista fisioldgico, a compreensdo individual das estruturas que compde a célula
espermatica em si, bem como, a sua funcionalidade, é de grande valia, considerando a importancia intrinseca da
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integridade plena dos espermatozoides perante a sua funcionalidade no processo de fertilizagdo (Maxwell e
Johnson, 1997). Sendo assim, compostos denominados sondas fluorescentes sdo capazes de marcar de forma
especifica diversas estruturas celulares, apresentando a real situacdo dos danos causados, pela biotécnicas
aplicadas a andrologia (refrigeragdo, criopreservagdo, sexagem e descongelagao).

Tal como a andlise computadorizada da cinética espermdtica vem a ser para a analises subjetivas de
motilidade, a citometria de fluxo aparece como uma ferramenta de ponta para a investigagdo dos danos
estruturais espermaticos. Por se tratar de uma técnica acurada, as andlises por citometria de fluxo garantem uma
maior confianca dos resultados apresentados, além de uma reducdo no tempo de avaliagdo, quando comparada as
técnicas que utilizam a analise de sondas fluorescentes por microscopia (Rieseberg et al., 2001).

Com isso, o presente trabalho tem por objetivo apresentar as diversas técnicas disponiveis para a analise
do sémen suino. Demonstrando assim, o que é possivel realizar com essas ferramentas quanto a analises
espermatica na espécie suina.

Avaliacdo computadorizada da motilidade espermatica

A avaliagdo computadorizada da motilidade espermatica (CASA, em inglés) consiste em um sistema
automatico que avalia de forma precisa a cinética individual de cada espermatozoide, perante a apresentacio
detalhada de diferentes parametros, sendo de grande relevancia frente a determinacdo do potencial de fertilidade
de cachaco (Amann e Katz, 2004).

As variagdes dos equipamentos utilizados no sistema CASA podem diferenciar perante as maquinas, a
optica e o software utilizado na identificagdo espermatica e na constru¢do da trajetéria realizada pela célula
(Verstegen et al., 2002). Dentre os sistemas de analises computadorizadas utilizados atualmente no mercado
estio: Hamilton Thorn® (Hamilton Thorn Research, Bervely, USA); Sperm Class Analyzer® (Microptic SL,
Barcelona, Espanha); AndroVision® (Minitube, Tiefenbach, Germany); Hobson Sperm Tracker® (Hobson
Tracking Systems Ltda., Sheffield, Inglaterra); QualiSpermTM®, 1.3 (Biophos, Pfiffikon, Switzerland); além do
SQA-Vp" - Sperm Quality Analyser Version Pig - (Medical Eletronics Systems - A-Tech, Los Angeles USA),
sendo este ultimo especifico para a avaliagdo dos padrdes de motilidade e morfologia dos espermatozoides
suinos.

Os sistemas computadorizados de andlise espermatica além de possuirem a vantagem de retirar a
subjetividade da avalia¢do, também sdo capazes de caracterizar subpopulacdes de células, através da associacdo
de alguns dos diversos padrdes de cinética espermatica. Uma subpopulagdo passivel de ser analisada ¢ a de
espermatozoides hiperativados, a qual pode ser caracterizada, por exemplo, pelo aumento da velocidade
curvelinear (VCL, em inglés) e da amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH, em inglés), uma vez que,
apos o processo de hiperativagdo espermatica os espermatozoides adquirem uma movimentagdo ndo linear
(Yanagimachi et al., 1994). O padrdao de motilidade e consecutivamente de hiperativacdo é diferente entre as
distintas espécies domésticas.

No inicio dos anos 2000 foi descrito que os espermatozoides suinos hiperativados se caracterizam por
ALH > 3,5 um, VCL > 97 pm/s, linearidade (LIN) menor que 32% e wobble (WOB = VAP/VCL) menor que
71% (Schmidt e Kamp, 2004). Por outro lado, os padrdes de hiperativagdo dependem do software utilizado, uma
vez que alguns softwares realizam as afericdes dos pardmetros espermaticos de maneira diferente. Schmidt e
Kamp (2004) utilizaram o SM-CMA (GAMBIT Technologies AG, 6330 Cham, Sui¢a), que ¢ um software com
baixa distribuicdo atualmente, o que dificulta que esses resultados sejam utilizados para a sele¢do de
subpopulagio de espermatozoides suinos hiperativados. Utilizando o sistema SCA (Sperm Class Analyzer™)
Pavaneli et al (dados ndo publicados) descreveram que, com base nos parametros mensurados por esse sistema,
os espermatozoides suinos sfo considerados hiperativados quando possuem a seguinte caracterizacdo:
retilinearidade (STR) menor que 60%, LIN < 40%, WOB < 54% ¢ ALH > 10 um (Fig 1A ¢ B).

Avaliacido automatizada da morfometria espermatica

A andlise da morfologia espermatica ¢ considerada basica para a avaliagdo inicial da qualidade
espermatica, juntamente com a concentragdo e a motilidade e a morfologia (Gongalves et al. 2008). Do mesmo
modo, que foi desenvolvido e aplicado um sistema computadorizado para analise da motilidade, acima citado,
também foi desenvolvido um sistema computadorizado a fim de minimizar a subjetividade da avaliagdo
morfoldgica da estrutura espermatica.

Para a avaliag@o automatizada da morfometria espermatica (ASMA, em ingl€s) sdo necessarios alguns
passos apods a coleta da amostra: o preparo da amostra que inclui a diluigdo e/ou lavagem dos espermatozoides, a
realizagdo do esfregaco, a fixacdo ¢ a coloragdo das amostras; a aquisi¢do das imagens; € 0 processamento por
software especifico (Sancho et al., 1998). Atualmente, existem softwares que realizam a processamento simultaneo
a aquisicao das imagens, que facilitam ¢ agilizam as analises. Na literatura sdo descritos varios protocolos de
colorag@o de esfregagos espermaticos para a realizagdo de ASMA, entretanto a utilizagdo de Hematoxilina foi
descrita como a melhor colorag@o para espermatozoides suinos nessa técnica (Garcia-Herreros et al., 2006).

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.41, n.1, p.283-291, jan./mar. 2017. Disponivel em www.cbra.org.br 284



Qo

Andrade et al. Avaliagdo da qualidade do sémen de cachagos: o que ¢é possivel ser feito?

26.8 un 3q (hroa)
61.3 % (Elomgation) Pran
230 (rpm)

{
)
J
/
/
/
\
\ ’|
\/
/ soamasase L, P—
F‘J Munber |23 = [ 1)
| Vonrosm ~— Vs
=Y j - ——
Pt Fed
v T . [
A B s ]B @ e
C ¥
¥
-
& Ha3342+
g
&
22
Ex
- e "
10° ' 10°

Hoechst 33342

2

Dot plot from IP gate

JC-1 Orange

Representacdo

IPRAL

10
Propidium I

w*

odide

JC-1 Orange

DPIAH

UL

10

Dot plot from DP gate

DPRAH

e
- DPIA DPRAL
T T T

PSA - FITC

E PSA - FITC
grafica de algumas avaliagdes da qualidade dos espermatozoides suinos.

Figura 1.

Espermatozoide suino ndo hiperativado (A) e hiperativado (B) segundo Pavaneli et al. (dados ndo publicados);
(C) diferentes morfometrias de cabeca dos espermatozoides suinos; (D) técnica de coloragdo simultdnea para
determinag@o do potencial de membrana mitocondrial e integridade das membranas plasmatica e acrossomal
descrita por Andrade et al (2007); (E) técnica de coloragdo quadrupla dos espermatozoides suinos, descrita por

Torres et al. (2016a).
Fonte: Figuras A, B, C e D — NPS/FMVZ/USP;
Figura E — Reproduzido com autorizag@o de Torres et al. (2016a).

Os softwares de morfometria espermatica permitem a avaliagdo das estruturas espermaticas, variando de
acordo com cada software quais estruturas podem ser analisadas. Entretanto, no geral, ¢ possivel analisar a
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morfometria da cabeca, do nucleo, do acrossoma, da peca intermediaria e do flagelo (Yaniz et al., 2015). Apesar
de ser possivel analisar varias estruturas espermaticas, a grande maioria dos trabalhos com sémen suino que
utiliza ASMA realiza apenas a morfometria da cabega dos espermatozoides, como por exemplo, os trabalhos de
Peiia et al. (2005), Garcia-Herreros et al. (2006), Saravia et al. (2007) e Morales et al. (2012), entre outros.

Em rela¢do a morfometria da cabeca dos espermatozoides diferentes parametros tem sido utilizado para
descrever essa variavel (FiglC). A priori, os softwares realizam mensuragdes dos parametros primarios
(dimensdes) da cabega dos espermatozoides, essas dimensdes sdo as seguintes: comprimento (C), largura (L),
area (4), e perimetro (P). E a partir desses pardmetros primarios o formato da cabeca dos espermatozoides ¢
aproximado por pardmetros derivados através de formulas matematicas. Entre esses estdo a Elipticidade = C/L, a
Rugosidade = 414/P*, Elongagio = (C-L)/(C+L), Regularidade = nCL/44, entre outros (Y4aniz et al., 2015).

A técnica de morfometria de cabeca pode ser utilizada com sucesso tanto para a predi¢do da
congelabilidade dos ejaculados (Yaniz et al., 2015) quanto para comparar diferengas entre crioprotetores
penetrantes, uma vez que Nuiiez-Martinez et al. (2007) postularam que as variagdes no formato (incluindo os
pardmetros derivados), volume e area dos espermatozoides podem estar relacionadas a variagdes na velocidade
de troca de 4dgua entre o meio externo e o meio interno, durante os processos de congelacdo e descongelagdo dos
espermatozoides. Essas variagdes de velocidade de troca de agua geram variagdes de gradiente osmoticos nessas
diferentes populagdes celulares.

Uso de sondas fluorescentes e da citometria de fluxo na avaliacio espermatica

Com o objetivo de avaliar a capacidade fertilizante de um determinado individuo, a analise da
integridade total da célula espermatica passou a ser ainda mais detalhada, a partir de pesquisas baseadas em
compostos capazes de marcar de forma individual os diferentes compartimentos espermaticos. Sabendo das
fungdes de cada regido estrutural dos espermatozoides nos mais diferentes eventos fisiologicos, aos quais essa
célula se encontra envolvida, sabe-se que uma série de sondas fluorescentes podem ser aplicadas, baseando-se na
técnica de escolha para a avaliagdo sendo por microscopia ou citometria de fluxo.

Primeiramente, tanto a nivel de microscopia (epifluorescéncia ou confocal) quanto de citometria de
fluxo, é necessario utilizar um contra-corante, que seja capaz de identificar as células mesmo que nenhuma das
outras sondas interaja com os espermatozoides, para que os espermatozoides ‘ndo-corados’ também sejam
analisados. Em microscopia é necessaria a utilizagdo de um contra-corante, uma vez que, as amostras sdo
analisadas em campo escuro, ¢ caso os espermatozoides ndo reajam com nenhuma outra sonda o campo escuro
dificultara a sua visualizacdo e consecutivamente esse pode ndo ser analisado (Casey et al., 1993).

Ja em relagdo a citometria de fluxo, uma vez que, a técnica analisa as particulas selecionadas por
tamanho e complexidade interna, ¢ possivel que haja uma superestimagdo da amostra com particulas nao-
espermaticas de tamanho e complexidade interna semelhantes aos espermatozoides; portanto, faz-se necessario a
utilizacdo de uma sonda permeédvel & membrana plasmatica e que se ligue seletivamente ao DNA para exclusao
dessas particulas (Petrunkina et al., 2010) como as sondas SYBR-14, Hoechst 33342, a familia das sondas Syto,
sendo a sonda Syto 59 a mais especifica para espermatozoides (Boguen et al., dados ndo publicados), entre
outras.

Quanto a integridade da membrana plasmatica, uma das primeiras sondas utilizadas foi o brometo de
etidio (Halangk et al., 1984), um composto ao qual a membrana plasmatica possui baixa seletividade, portanto é
capaz de ingressar ao meio intracelular e se ligar ao DNA celular, porém, devido sua elevada toxicidade, caiu em
desuso dentro da pesquisa androldgica. Hoje, podemos citar o iodeto de propideo (PI) e o Hoechst 33258
(Cassey et al., 1993; Maxwell et al., 1997; Garner et al., 1999), como outras sondas que possibilitam a avaliagdo
da lesdo de membrana dos espermatozoides, entretanto, com variagdes perante sua forma de atuagdo na célula e
coloragdes.

No acrossoma, o carater glicoproteico da membrana acrossomal interna ¢ o parametro de escolha para a
aplicacdo das sondas mais utilizadas para avaliagdo da sua integridade. Algumas aglutininas, a saber: aglutinina
oriunda de Pisum sativum (PSA), aglutinina de Peanut (PNA) ou Concanavalin A (ConA) ligando-se as a e B-
manoses, agucares estes presentes na membrana interna do acrossoma (Cross et al., 1986) que quando associada
ao isotiocitato de fluorosceina (FITC), emitem uma coloracao verde (Mattioli et al., 1996; Arruda e Celeghini,
2003).

Ja o metabolismo mitocondrial, pode ser avaliado por uma sonda de elevada complexidade, denominada
como iodeto de 5,5°, 6,6’-tetracloro 1,1°, 3,3’- tetractilbenzimidazolocarbocianiana, comumente denominado
como JC-1. Reconhecida por ser uma sonda metacromatica, emitindo desta forma duas fluorescéncias, verde ou
vermelho alaranjada. Tal sonda necessita que na membrana mitocondrial, haja ions negativos suspensos, devido
a polarizacdo desta, ou seja, trata-se de um agente dependente de um gradiente quimico. Quando em elevadas
concentragdes no interior das mitocondrias, o JC-1 apresenta-se na forma de j-agregados que emitem
fluorescéncia vermelho alaranjada, representando desta forma o alto potencial mitocondrial, revelando organelas
significativamente funcionais. Em contrapartida, quando em baixas concentra¢des, ha a formacao dos entdo j-
monomeros, emitindo coloracdo verde, apresentando um baixo potencial mitocondrial celular (Reers et al., 1991;
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Smiley et al., 1991).

No geral, essas sondas sdo utilizadas em coloragdes duplas ou triplas (uma ou duas sondas para a
avaliacdo da funcdo espermatica associadas & um contra-corante) que permite a avaliacdo simultanea de um ou
dois compartimentos espermaticos simultaneamente, como por exemplo a avaliagdo da integridade da membrana
plasmatica (Garner et al., 1994), ou da avaliagdo simultdnea das membranas plasmatica e acrossomal (Andrade
et al., 2011), ou da membrana plasmatica e do potencial mitocondrial (Andrade et al., 2011; Fraser et al., 2014).

Por outro lado, quando se avalia mais compartimentos espermaticos simultaneamente, como ¢ o caso da
avaliacdo simultdnea da integridade das membranas plasmatica e acrossomal e do potencial de membrana
mitocondrial descrito para suinos por microscopia de epifluorescéncia (FiglD) por Andrade et al (2007) e por
citometria de fluxo (FiglE) por Torres et al. (2016a), a populagdo alvo da andlise é restringida apenas aos
espermatozoides denominados potencialmente férteis. Torres et al. (2016a) compararam as coloragdes tripla e
quadrupla e observaram uma diferenca de 16% de células integras a mais na primeira que na segunda; essa
diferenca corresponde as células que possuem as membranas plasmatica e acrossomal integras, porém, com
baixo potencial mitocondrial, o que as torna potencialmente incapazes de fertilizar o o6cito. Ou seja, sempre que
possivel, analises de pardmetros espermaticos associados sempre trazem resultados mais completos do ponto de
vista de células potencialmente férteis.

Além das avaliagdes de integridade das membranas plasmatica e acrossomal que sdo as mais
amplamente realizadas, outras técnicas também sdo necessarias para avaliagdo global da funcionalidade
espermatica. Como por exemplo, a organizacdo dos lipidios da membrana plasmatica, que pode ser realizada
com o auxilio da sonda Merocianina 540® (Andrade et al., 2012; Torres et al., 2016b), sendo esta alteragdo uma
das que ocorre durante a capacitacdo espermatica.

Ainda em relag@o aos lipideos da membrana € possivel avaliar a peroxidagdo destes através da sonda
C11-Bodipy®*"**! (Andrade et al, 2012). Essa sonda é capaz de mensurar indiretamente o potencial de
peroxidagio dos lipidios de membrana, uma vez que, o Cl1-Bodipy’*"*' ¢ um analogo dos lipidios de
membrana e se incorpora a esta, peroxidando ou nao, dependendo da concentragdo de radicais livres presentes no
meio extracelular. Martins et al. (2015) utilizou essa técnica para verificar se a suplementagdo oral de cachagos
com selénio organico ou inorganico alteraria a peroxidacdo dos lipidios da membrana espermatica. Entretando,
esses pesquisadores ndo observaram diferencas entre seus tratamentos em relagdo a emissdo de fluorescéncia do
C11-Bodipy™*"*"".

O aminoacido tirosina estd presente no interior da membrana espermatica em uma célula ndo
capacitada, entretanto, durante o processo de capacitacdo espermatica, ou alteragdes semelhantes a capacitacao,
com o aumento da fluidez da membrana plasmatica e a translocacdo de alguns fosfolipidios do folheto interno
para o folheto externo da bicamada de fosfolipidios da membrana plasmatica, é possivel detectar residuos de
tirosina fosforilada na superficie da membrana plasmatica com o auxilio do anticorpo anti-fosfotirosina (Andrade
etal., 2012; Torres et al., 2016a).

Quando aplicadas a avaliagdo de sémen suino, as sondas aqui apresentadas podem ser utilizadas tanto
em microscopia de epifluorescéncia e confocal (Cassey et al., 1993; Andrade et al., 2007), quanto em citometria
de fluxo (Thomas et al. 1998; Torres et al. 2016a). Contudo, deve ser observado se o equipamento possui 0s
lasers e detectores especificos para as sondas em questdo. A microscopia de epifluorescéncia permite apenas a
contagem de um baixo ntimero de células e possui o carater de subjetividade, j& a citometria de fluxo, além de
excluir o carater de subjetividade da andlise, realiza uma avaliagdo de 10000 eventos em aproximadamente 30
segundos, aumentando a acuracia e precisdo das andlises (Pefia et al., 1999; Rieseberg et al., 2001).

Varios outros parametros espermaticos podem ser avaliados com auxilio de sondas fluorescentes, seja
por microscopia (epifluorescéncia ou confocal) ou citometria de fluxo, com o cuidado de se compreender muito
bem como o fluorocromo ¢ os espermatozoides interagem, ¢ se os equipamentos disponiveis possuem os
requisitos necessario para a utilizagdo das sondas escolhidas.

Avaliacdo da estrutura do DNA espermatico

Considerando o aspecto morfologico diferenciado e especializado da célula espermatica, a integridade
estrutural especialmente do compartimento nuclear é de grande valia, uma vez que, esta associado de forma
direta a constitui¢cdo da unidade diploide formada apo6s a fertilizagdo (Gadea, 2005). Deste modo, a avaliagdo dos
diferentes graus aos quais a cromatina celular esta sujeita a desnaturagdo ¢ uma das analises de interesse para a
verificag@o da capacidade fecundante dos espermatozoides (Holt et al., 2007).

A cromatina dos espermatozoides suinos ¢ uma estrutura altamente condensada, cujas protaminas
encontram-se fortemente atuantes perante a protegdo do material genético em questdo, favorecendo assim a
expressao do potencial de fertilidade da célula (Spano et al., 2000; Rodriguez-Martinez et al., 1990). Neste caso,
quando se considera o armazenamento do espermatozoide, seja ele a partir de refrigeragdo ou até mesmo da
criopreservacgao. Considera-se os danos relacionados a deterioragdo do DNA nuclear, relacionados a queda no
potencial de fertilidade do sémen suino (Boe-Hansen et al., 2005; De Ambrogi et al., 2006; Peris et al., 2004).

Dentre a variedade de testes capazes de avaliar a estrutura da espermocromatina, o de maior
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conhecimento abordado dentro da espécie suina, devido a praticidade e simplicidade de sua técnica, trata-se
técnica de avaliacdo da estrutura da cromatina espermatica (SCSA — sperm chromatin structure assay) com o uso
da sonda fluorescente laranja de acridina, a qual é capaz de avaliar a estabilidade da cromatina com base na
elevagdo da suscetibilidade do DNA alterado, a desnaturag@o in situ, quando a célula ¢ exposta a um pH
reduzido. O laranja de acridina emite fluorescéncia verde quando o DNA estiver integro, e fluorescéncia
vermelha se o DNA estiver desnaturando, nos apresentando assim sua caracteristica metacromatica (Evenson et
al., 2006; Fraser, 2004).

Em 2007, Saravia et al, avaliaram a relacdo entre a estrutura das cromatinas de espermatozoides suinos
(por SCSA), com o formato das cabegas dos espermatozoides suinos (por ASMA). Entretanto, ndo foi
encontrada uma relacdo entre o tamanho e o formato das cabecas dos espermatozoides suinos com as diferencas
de integridade de cromatina.

Por outro lado, a fragmentacdo da cromatina espermatica gera resultados contraditorios, sendo que
muitas vezes ¢ dificil de se detectar a fragmentacdo do DNA. A fim de contornar as dificuldades e
inconsisténcias dessas analises, alguns pesquisadores tem optado por analisar alteragdes a nivel de protamina-1 e
histona H-1 nucleares, para detectar as possiveis alteragdes ocorridas no material genético espermatico (Flores et
al., 2008; Flores et al., 2011). As protaminas sdo as proteinas nucleares mais importantes para os mamiferos.
Essas proteinas nucleares sdo caracterizadas por formarem uma estrutura complexa com o DNA, induzindo a
uma forte compactacdo deste, ou seja, a manutengdo da estrutura DNA-protamina garante o potencial
fertilizante, uma vez que, garante a compactagdo do DNA (Wykes e Krawetz, 2003). Os espermatozoides suinos
possuem apenas um tipo de protamina, a protamina-1 (Biegeleisen, 2006).

Marcadores proteicos de fertilidade

As analises seminais in vitro, de um modo geral, ndo sdo capazes de fornecer a real fertilidade dos
espermatozoides (Braundmeier e Miller, 2001). Com isso, a procura por marcadores de fertilidade seminais tem
se tornado uma busca intensa, inclusive para a espécie suina.

A procura por marcadores proteicos de fertilidade na suinocultura ¢ uma éarea ainda muito recente,
sendo que seu comeco foi no final dos anos 1990 com Flowers, (1998 - revisado por Strzezek et al., 2005), e até
hoje poucas proteinas seminais sdo associadas a fertilidade in vivo. Flowers, em seu trabalho, descreve duas
proteinas de importancia biologica para a reprodugdo de suinos, a 26 kDa, pl 6,2 e a 55 kDa, pl 4,8, ambas
quando em altas concentragdes no ejaculado correspondem a altas taxas de partos e nimero de leitdes nascidos
Vivos.

A Lipooxigenase-15 (15-LOX) ¢ uma proteina presente na gota citoplasmatica de espermatozoides
suinos e esta envolvida na peroxidagdo dos lipideos de membrana (Fischer et al., 2005). Essa proteina foi
descrita como um possivel marcador proteico de fertilidade suina (Lovercamp et al., 2007), sendo que, os baixos
niveis da 15-LOX no ejaculado suino foram correlacionados com os altos indices de total de leitdes nascidos
vivos (r=-0.32, P <0.05).

Outra proteina descrita como descrita como marcador molecular de fertilidade suina é a Ubiquitina
(UBI) que ¢ correlacionada negativamente (» = -0.27, P < 0.05) com o total de leitdes nascidos (Lovercamp et
al., 2007).

A proteina PSP-I (pertencente ao grupo ndo ligantes a heparina da familia das esparmodesinas) ¢ uma
proteina que atua na prevencdo da capacitagdo precoce e reagdo acrossomal (Kwok et al. 1993). Por outro lado,
foi descrito que essa proteina possui uma correlagdo negativa (» =-0.77, P = 0.01) com o niimero total de leitdes
nascidos (Novak et al., 2010).

Recentemente, Kwon et al. (2015) descreveram valores preditivos para algumas proteinas que podem
ser consideradas biomarcadores de tamanho de leitegada para os espermatozoides suinos. Onze proteinas foram
diferencialmente expressas, dentre elas TPI (Triosefosfato isomerase; » = -0.797, P < 0.01) e CALM
(Calmodulina; r = 0.665, P < 0.01), sendo que a CALM possui os maiores valores de acuracia, especificidade e
valor preditivo positivo dentre as proteinas avaliadas (85%, 88,89%, 90%, respectivamente).

A Triosefosfato isomerase (TPI) atua na via de degradagdo da glicose, atuando assim, na contribuicao
de ATP para o inicio das vias de capacitacdo e reagdo acrossomal (Fraser e Quinn, 1981). A Calmodulina
(CALM) ¢ localizada na regido acrossomal e pega intermediaria dos espermatozoides, sendo essencial para a
reagcdo acrossomal e motilidade espermatica (Bendahmane et al., 2001), uma vez que, ¢ responsavel por
modificar a interag@o de algumas proteinas alvo pela adigdo de moléculas de calcio (Chin e Means, 2000).

Ainda hoje, depois de quase duas décadas de pesquisa acerca de marcadores proteicos de fertilidade
suina, poucas sdo as proteinas descritas com alta correlagdo com os pardmetros de fertilidade suina, sendo esta
uma area com grande potencial cientifico e comercial dentro da industria suinicola.

Consideracdes finais

A partir das informagdes discutidas no presente trabalho, pode-se afirmar que as técnicas voltadas para
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as analises do sémen suino, estdo amadurecendo a medida que tal sistema produtivo cresce. A aplicagdo & campo
de muitas destas, sdo de elevada dificuldade, tendo em vista a necessidade de recursos financeiros elevados.
Entretanto, a utilizagdo destas em centrais de coleta de sémen, tanto no que diz respeito a genética liquida,
quanto em relagdo ao sémen criopreservado ndo ¢ uma realidade distante. Além do mais, quando se analisa sob o
ponto de vista cientifico, tais técnicas podem ser assim aplicadas, conferindo um melhor conhecimento sobre a
fisiologia dos espermatozoides suinos.
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