MARIA FERNANDA SVIZZERO REGHINI

PRINCIPAIS MARCADORES UTILIZADOS NA
AVALIACAO DA QUALIDADE DO SEMEN DE
ANIMAIS DOMESTICOS.

Trabalho de Concluséo de Curso de Graduacédo
apresentado a Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade “Julio de Mesquita
Filho”, Campus de Botucatu, SP, para obtencéao do
grau de médico veterinario

Area de concentracéo: Reproducdo Animal

Preceptora: Profe. Ass. Dr2. Regina Kiomi Takahira
Co-preceptora: Prof2. Ass. Dr. Fernanda da Cruz Landim-Alvarenga
Coordenador de Estagios: Prof. Ass. Dr. Francisco José Teixeira Neto

Botucatu
2009



INFORMAGAO
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: SELMA MARIA DE JESUS

Reghini, Maria Fernanda Svizzero.

Principais marcadores utilizados na avaliagiqublidade do sémen de
animais domésticos / Maria Fernanda Svizzero ReghiBotucatu : [s.n.],
2009.

Trabalho de conclusao (bacharelado — MediciegiNharia) —
Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Meali¢eterinaria e
Zootecnia, Botucatu, 2009

Preceptor: Regina Kiomi Takahira

Co-preceptora: Fernanda da Cruz Landim-Alvaaeng

1. Animais domésticos - Reproducgéo - Aspectrgticos 2. Inseminaf
¢ao artificial

Palavras-chave: Criopreservacao; Danos; EspermdmZ€éiuorescentes; Sé

Men; Sondas

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNIC/ADE AQUISIGAO E TRATAMENTO DA



Resumo

O processo de congelacdo do sémen proporciona alteracbes na
integridade e na funcionalidade das células espermaticas, tais como
danos a membrana plasmatica e acrossomal e alteracdes na funcgéo
mitocondrial, devido a desorganizacédo da bicamada lipidica que compde
a membrana espermatica. Para que ocorra a efetiva fertilizacdo do odcito
pelo espermatozoide, é necessario que a célula espermatica apresente
membranas funcionais e integras. Da mesma forma suas organelas, o
acrossomo e o DNA tém de permanecer intactos. Porém, muitos métodos
laboratoriais usados para avaliar a qualidade do sémen nao apresentam
alta correlagdo com a capacidade de fertilizacdo e a descoberta de
fluorocromos e compostos conjugados com sondas fluorescentes
possibilitaram um exame mais acurado da integridade, viabilidade e
funcdo do espermatozoéide. Dentre as sondas mais utilizadas para a
avaliacao dos varios compartimentos da célula espermética estéo listados
corantes impermeaveis a membrana plasmatica para demonstrar sua
integridade, bem como corantes que passam através da membrana
intacta e perdem um grupo acil passando a emitir fluorescéncia. Para
avaliacdo da integridade acrossomal € comum o uso das lecitinas
conjugadas com uma sonda fluorescente. A deteccdo da reagdo
acrossomal e da capacitacdo espermatica pode ser realizada através da
andlise de alteragBes na distribuicdo dos fosfolipidios da membrana. A
funcdo das mitocbndrias é determinada através do uso de sondas que
avaliam a funcionalidade destas organelas em condi¢cdes aerdbicas. A
estrutura do DNA espermaético tem sido determinada através do uso das
propriedades metacromaticas do Acridina Orange, e a fragmentacdo do
DNA é avaliada pela técnica do TUNEL, que identifica fragmentos de DNA
pela marcacdo de terminais 3'-OH livres. Finalmente, a condensacgéo do

DNA, importante por torna-lo estavel, é analisada através de um ensaio



com gel de eletroforese que determina o seu grau de compactacao. Este
trabalho visa relacionar as varias técnicas utilizadas para detectar danos
aos espermatozoides que sofreram processos de criopreservacao,
procurando assim aperfeicoar os valores prognosticos das analises do

sémen com o intuito de se obter sucesso na concepgao.

Palavras- chave: criopreservacdo, sémen, sondas fluorescentes,

danos, espermatozéide



Abstract

Methods of semen cryopreservation allow changes in spermatic
cells, such as damage in plasma and acrossomal membrane and
modifications in mitochondrial function due to a disorder in the lipidic
bilayer. For effective oocyte fertilization, spermatozoa require functional
competent membranes, and intact organelles, acrosome and DNA.
However, most laboratory methods used to evaluate semen quality are not
highly correlated with fertilizing capacity. The discovery of a variety of
fluorochromes and compounds conjugated to fluorescent probes has
enabled an accurate assessment of the viability, integrity and function of
spermatozoa. Among the most used probes that label the various
compartments of the sperm cell there are the membrane impermeable
fluorescent dyes to test the membrane integrity, as well as acylated dyes
that pass the intact membrane. For the acrossomal integrity the most
commonly used method is lectins labeled by a fluorescent probe. The
acrosome reaction and spermatic capacitation is detected by the
evaluation of membrane architecture and disorder of lipids in plasma
membrane. Mitochondrial function can be determined using markers for
their aerobic activity. The DNA status of spermatozoa has been
determined using the metachromatic properties of Acridine Orange, and
the DNA fragmentation can also be assessed by TUNEL assay. Finally,
DNA condensation is analyzed using a single cell DNA gel electrophoresis
assay that indicates DNA compactation. This monograph aims to con
the various tests used to detect damaged spermatozoa under
cryopreservation methods, searching for improve the predictive value of

semen analysis with the intention of a successful conception.

Keywords: cryopreservation; semen; fluorescent probes; damage;

spermatozoa
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1 INTRODUCAO

A criopreservacao do sémen equino adquiriu grande importancia na
equinocultura e vem se expandindo nas Ultimas décadas devido a
inUmeras vantagens que este método proporciona como o transporte e
armazenamento de material genético de garanhfes por periodos
variados, o controle de doencas, o melhor aproveitamento do garanhéo, o
melhoramento genético das racas, a elevacao da taxa de concepcgéo e a
reducao de injarias durante a cobertura (NASCIMENTO, 2006).

Porém, o uso da monta natural e inseminacao artificial com sémen
fresco e refrigerado apresentaram resultados superiores com relacdo a
prenhez se comparado a utilizagcdo de sémen congelado (COTTORELLO;
HENRY, 2002). Isso ocorre porque 0 processo de congelacdo do sémen
proporciona alteragbes na integridade e na funcionalidade das células
espermaticas, tais como danos a membrana plasmatica e acrossomal e
alteracdes na funcdo mitocondrial, devido a desorganizacdo da bicamada
lipidica que compbe a membrana espermatica. Além disso, ha outros
prejuizos as ceélulas, como auséncia de motilidade, modificacdo na
morfologia do espermatozéide, alteracdes na cromatina e na
permeabilidade das membranas devido a sua desorganizacdo e geracao
de espécies reativas de oxigénio (CELEGHINI et al.,2008;
WATSON,2000). As causas destes danos aos espermatozoéides sé&o
referentes aos estresses causados pelo procedimento de criopreservagao
do sémen, tais como a mudanca de temperatura a qual as células sdo
submetidas, o estresse osmotico e toxico causado pela adicdo do
crioprotetor e a formagcédo de gelo e posterior liquefacdo durante os
procedimentos de congelagéo e descongelagdo (WATSON, 2000).

Para a efetiva fertilizacdo do odcito pelo espermatozéide, é
necessario que ocorra uma série de modificagdes da célula espermatica,

tais como a obtencdo do estado de hiperativacdo, a habilidade de



capacitacdo e a ligacdo a zona pelacida do oodcito (GILLAN et al.,
2005).Para tanto, a célula deve apresentar membranas funcionais e
integras, e suas organelas, o acrossomo e o DNA tém de permanecer
intactos (SILVA & GADELLA, 2006).

Tradicionalmente, a andlise do sémen congelado envolve a
mensuracdo da motilidade dos espermatozoides (através de analise
subjetiva com o0 uso de um microscopio ou entdo andlise
computadorizada) incluindo movimentos progressivos, a velocidade do
movimento espermatico, a porcentagem de espermatozéides sem
alterac6es morfologicas e o calculo da concentracdo espermatica contida
na palheta (GILLAN et al., 2005; VARNER, 2008). Porém, apenas estes
ensaios ndo apresentam uma correlacéo satisfatéria com a capacidade de
fertilizacdo do espermatozéide. GRONDAHL et al, (1994) afirmam que a

integridade da membrana espermaética é crucial para a fertilizagéo.

A descoberta de grande variedade de fluorocromos e compostos
conjugados com sondas fluorescentes possibilitaram uma analise mais
acurada da qualidade do sémen a nivel biogquimico e funcional. Muitas
andlises dos diferentes compartimentos dos espermatozéides tém sido
realizadas e para cada um deles s&o usados determinados tipos de
sondas com os fluorocromos especificos. As células podem ser
examinadas através de microscopios de fluorescéncia ou do citbmetro de
fluxo, que permite uma maior acuracia e rapidez na avaliacdo dos
atributos espermaticos em larga escala por analisar um elevado nimero

de células em poucos minutos. (GILLAN et al., 2005).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho de conclusdo de curso é
mostrar as novas técnicas desenvolvidas para o aperfeicoamento da
avaliacdo do sémen de espécies domeésticas através da avaliacdo da
integridade da membrana plasmatica e acrossomal, da cromatina e do

potencial de membrana mitocondrial. Estas técnicas tém se mostrado



essenciais para uma andlise completa e satisfatéria da qualidade do

sémen.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A célula espermatica

Os espermatozéides sao células alongadas, recobertas em toda sua
extensdo pela membrana plasmética. Apresentam uma cabeca achatada
contendo 0 nucleo que possui cromatina altamente condensada,
composta de acido desoxirribonucléico (DNA) unido a uma classe
especial de proteinas bésicas, as protaminas. O nimero de cromossomos
€ hapléide. A extremidade anterior do nucleo espermético é recoberta
pelo acrossomo, uma estrutura com parede dupla que envolve o nucleo,
situado entre a membrana plasmatica e a por¢cdo anterior da cabeca. O
acrossomo contém acrosina, hialuronidase e outras enzimas hidroliticas
envolvidas no processo de fertilizacdo. A regido equatorial, juntamente
com a porcdo anterior da regido poés-acrossémica tém importante
participacdo na fertilizacdo, pois se fundem com a membrana do odcito

durante a fertilizacao.

A cauda é responsavel pela motilidade celular. Ela € composta pelo
colo e pecas intermediéria, principal e terminal. O colo se insere em uma
depressdo na superficie posterior ao nucleo. A regido entre o colo e o
annulus € a peca intermediaria, cuja parte central junto com o
comprimento total da cauda, forma o axonema. Este é composto de nove
pares de microtubulos dispostos radialmente ao redor de dois filamentos
centrais, sendo que na peca intermediaria esses arranjos de microtubulos
estédo circundados por densas fibras que podem estar associadas com 0s
nove pares do axonema. Numerosas mitocondrias em forma de hélice
envolvem essas fibras, gerando a energia necesséria para a motilidade

espermatica.
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A peca principal continua posteriormente ao annulus e se estende
até a parte terminal da cauda. E composta pelo axonema e sua
associacdo de fibras. Uma camada fibrosa fornece estabilidade para os
elementos contrateis da cauda.

A peca terminal contém o axonema central recoberto pela
membrana plasmatica, sendo este o0 responsavel pela motilidade
espermatica (GARNER & HAFEZ, 2004).

2.2 Membrana plasmatica

A membrana plasmatica envolve todo o espermatozbide. E
constituida por lipidios, proteinas e carboidratos. Esta estrutura €
essencial para a regulacdo das fungbes espermaticas, tais como a
manutencdo do gradiente de ions, permissdo ou ndo da entrada de
moléculas para o citosol e organizacdo de varios eventos celulares
(VARNER, 2008). Se a membrana plasmatica ndo se encontra intacta, e,
portanto, ndo h& funcionalidade desta estrutura, o espermatozdide é
considerado morto, e ndo é capaz de fertilizar o odcito. Desta forma é
essencial a avaliacdo da integridade da membrana (SILVA& GADELLA,
2006). Uma vasta quantidade de corantes impermeaveis a membrana
esta disponivel comercialmente e podem ser usados para testar a sua
integridade. Como exemplos, podem ser citados os corantes de DNA
iodeto de propidio, bis-benzimide (Hoechst 33258), YO-PRO®-1, TOTO®-
1, Brometo de Etidio e ToPro®3 (VARNER, 2008; SILVA & GADELLA,
2006). Estes corantes s6 sao capazes de penetrar as membranas

lesadas, marcando, portanto, células consideradas mortas.

Outro método que pode ser usado para analisar a integridade da
membrana é o uso de corantes que perdem um grupo acil ao penetrar a

célula. Essas sondas sdo anfipaticas e entdo passam através da
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membrana intacta corando as células viaveis. As sondas que entraram
nas ceélulas sdo imediatamente deaciladas por esterases intracelulares
deixando-as impermeéveis e tornando-as fluorescentes. Entdo, as células
vivas permanecerdo com as sondas em seu interior, enquanto que as
células deterioradas com membranas lesadas nao apresentardo a sonda.
Sao exemplos o diacetato de fluoresceina, carboxi(metil)fluoresceina e a
calceina, a qual forma complexos fluorescentes com o calcio e outros
metais. Recentemente, uma nova sonda foi adicionada a analise das
membranas, a SYBR-14. Ao entrar na célula, a perda do grupo acil da
SYBR-14 resulta em sua ligagdo com o DNA, tornando-se fluorescente. E
possivel corar células vivas com SYBR-14 (fluorescéncia verde) e células
deterioradas com Brometo de Etidio ou lodeto de Propidio (fluorescéncia
vermelha) simultaneamente. Esta combinacdo de corantes forma o kit de
viabilidade espermatica “LIVE/DEAD”, que é util ao se trabalhar com
sémen descongelado (SILVA & GADELLA, 2006). O uso deste kit
proporciona trés tipos de populacdo de espermatozoides: (1) com
membrana intacta, corados com SYBR-14 (verde); (2) com membrana
lesada, corados com lodeto de Propidio (vermelho) e (3) células
agonizantes (coradas em verde e vermelho). Em um estudo, a
porcentagem de espermatozoides de equinos méveis (através de andlise
computadorizada) foi altamente correlacionada com a porcentagem de
células com membrana plasmatica intacta, baseado em coloracdo com
SYBR-14 e lodeto de Propidio (VARNER, 2008).

2.3 Capacitacdo Espermatica e Reacao Acrossomal

O conjunto de mudancas fisiolégicas que possibilitam a fertilizacao
entre o espermatozoide e o odcito € chamado de “capacitacdo”. Esta

envolve uma série de eventos, tais como a remocao do colesterol da sua
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membrana proporcionando o aumento da sua fluidez, o transporte de ions
através da célula, sinalizacdes intracelulares através de segundos
mensageiros, migracdo das proteinas de membrana, producdo de
espécies reativas de oxigénio, exteriorizacdo de receptores e fosforilacdo
do aminoéacido tirosina (VISCONTI & KOPF, 1998). As alteracdes na
proporcao colesterol/ fosfolipidios na membrana espermética fazem com
que esta fique instavel, possibilitando que haja fusdo entre a membrana
acrossomal externa e a membrana plasmatica, culminando na reacao
acrossomal (LANDIM-ALVARENGA et al., 2001); este processo € calcio-
dependente e resulta na ativagdo das enzimas hidrolisantes (CHENG et
al., 1996), e exposicdo dos receptores de membrana, os quais sao
requeridos para a penetragdo do espermatozoide através da zona

pellcida e para a fusdo com o oolema (ESTEVES et al. 2007).

Segundo CHENG et al.(1996), como a capacitacdo e a reacdo
acrossomal sdo essenciais para a fertilizagdo e ocorrem antes da
penetracdo na zona pellcida, a incidéncia destas reagcfes proporciona
uma avaliacdo funcional do espermatozdide, bem como sua capacitacao.
A reacdo acrossomal precoce resulta em espermatozéides inférteis, o que
torna importante a avaliagdo da integridade acrossomal antes das
técnicas de reproducao assistida (SILVA & GADELLA, 2006).

Varios métodos podem ser usados para se analisar a integridade
acrossomal, mas o mais comum € o0 uso da lecitina encontrada nas
plantas marcada com uma sonda fluorescente. Este conjugado se liga as
glicoproteinas que estdo localizadas exclusivamente no acrossomo.
Dentre as mais utilizadas esta a lecitina proveniente da ervilha, Pisum
sativum agglutinin (PSA) que se liga a porcao a-mannose e a-galactose
da matriz acrossomal (GILLAN et al., 2005). Como o PSA nao penetra na
membrana acrossomal intacta, apenas 0 acrossoma reagido ou o
espermatozéide lesado vao se corar (CROSS et al., 1986).Outra lecitina

muito usada é a do amendoim, Arachis hypogaea agglutinin (PNA) que
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se liga a porcao B-galactose associada com a membrana acrossomal
externa do espermatozoéide. (MORTIMER et al., 1987). GRAHAM (2001)
acredita que o PNA tem menor propensao a se ligar a outras areas do
espermatozoéide que ndo seja a membrana acrossomal externa, sendo,

portanto, mais especifica.

As lecitinas especificas que se ligam ao acrossomo podem ser
conjugadas com uma série de fluorescéncias, dentre as quais PNA-FITC,
PNA-TRITC e o PNA-RPE estdo descritas na literatura. A deteccao é feita
em células vivas; a auséncia de fluorescéncia indica acrossoma intacto e
a fluorescéncia € indicativa de ruptura do acrossomo ou reacdo
acrossomal (SILVA & GADELLA, 2006). Quando a coloracao é feita com
FITC-PNA, trés principais padrbes sdo detectados no espermatozoéide
ligado a zona pelucida: 1) intenso, com fluorescéncia uniforme por toda a
capa acrossomal; 2) variando em graus de mosqueado ou padréao
irregular por toda a regido acrossomal ou fluorescéncia apenas na regido
equatorial; 3) sem fluorescéncia. Se o complexo espermatozoide-
hemizona for permeabilizado antes da fixacdo, esses padrbes sé&o
caracterizados como acrossomo intacto, acrossomo em reacgdo e
acrossomo reagido, respectivamente. Este mesmo complexo usado sem
prévia permeabilizacdo é designado acrossomo em reacdo, acrossoma
reagido e acrossomo intacto, respectivamente. Com esta técnica é
possivel mostrar o grau da reacéo acrossomal do espermatozoéide que se

ligou a zona pelacida em dado momento (FAZELI et al., 1997).

A natureza &cida do acrossomo intacto sugere que sondas
acidofilicas como a Lysotracker Green™ podem ser usadas para acessar
a integridade acrossomal, ja que esta é usada para organelas acidas
como o acrossomo. (THOMAS, 1997).

O estado de capacitacdo tem sido analisado via alteragOes

mediadas por calcio através do uso do antibidtico fluorescente
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Clortetraciclina (CTC), aumentando consideravelmente a sua
fluorescéncia ao se ligar a um cation bivalente em um meio apolar
(SALING & STOREY, 1979). A CTC atravessa a membrana celular do
espermatozéide e entra nos compartimentos intracelulares contendo
calcio livre. ApGs a entrada, a CTC apresenta-se com carga negativa e se
liga ao calcio, tornando-se mais fluorescente. O complexo CTC- Célcio se
liga preferencialmente a uma regido hidrofébica, como a membrana
celular, resultando em padrdes de coloracdo para espermatozoide ndo
capacitado (F-), capacitado (B-) e acrossomo reagido (padrdo AR)
(GILLAN et al., 2005). As observacdes dos padrdes de coloragcédo do CTC
podem ser feitas através do uso da microscopia de luz (SALING &
STOREY, 1979) ou adaptado ao citometro de fluxo (MAXWELL &
JOHNSON, 1997). Um espermatozoide intacto ndo-capacitado resulta em
membrana plasmatica padrdo F-, uma coloracdo por toda a cabeca
espermatica. Este padrdo muda para B- no caso de espermatozoides
capacitados, com uma coloragcdo mais proeminente na regido apical da
cabeca do espermatozéide e com menor intensidade em sua regido
posterior. Finalmente, o padrdo AR ocorre indicando que foi induzida a
reacdo acrossomal. Estas células apresentam perda da coloracéo
caracteristica do CTC na area apical da cabeca, provavelmente pela
remocdo das vesiculas da membrana plasméatica do acrossomo geradas
durante a reagdo acrossomal (SALING & STOREY, 1979). Atualmente, 0
CTC ¢é rotineiramente usado para se analisar simultaneamente a
incidéncia da capacitagdo espermatica e reacdo acrossomal (LEE et al.,
1987).

Acredita-se que o aumento intracelular de calcio livre é associado
com a capacitacdo, e este pode ser detectado através do uso de
moléculas que penetrem os compartimentos aquosos e mudam seu
espectro quando ligados ao célcio, por exemplo, o fluo-3-AM (LANDIM-
ALVARENGA et. al, 2004). O uso do fluo-3 detectado pelo citbmetro de
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fluxo mostrou que o espermatozoéide bovino refrigerado lentamente e
reaquecido posteriormente exibiu aumento no calcio intracelular que foi
similar aos espermatozéides capacitados. (GREEN & WATSON, 2001).

Um método alternativo para a avaliacdo da capacitacdo
espermatica é através do uso da sonda hidrofébica Merocyanina 540
(M540), responsavel por corar as membranas celulares mais
intensamente se seus componentes lipidicos estdo em grande desordem.
Acredita-se que esta sonda detecta um decréscimo na taxa de
fosfolipidios da porcéo externa da dupla camada lipidica da membrana
plasmética (WILLIAMSON et al., 1983), fato que parece ocorrer no
espermatozoéide capacitado. Estudos indicam que a alteracdo na fluidez
da membrana detectada pela M540 precede o influxo de calcio detectado
pelo CTC, o que a torna um melhor método para se avaliar os eventos
precoces da capacitagao (RATHI et al., 2001).

A Anexina V €& uma proteina ligante da fosfatidilserina calcio-
dependente. Quando conjugada a um fluorocromo como o FITC, a
Anexina V permite reconhecimento das células com exposi¢cdo da
fosfatidilserina (GADELLA et al., 1999). Igualmente, o marcador Ro-09-
0198 pode ser usado para detectar a exposicado da fosfatidiletanolamina
na superficie da célula. A exposicdo destes fosfolipidios na superficie é
considerada uma representacdo da capacitacdo espermatica, porque eles
geralmente se encontram na porgao citoplasmatica da bicamada lipidica
em espermatozoides ndo- capacitados. Foram usados o FITC-Anexina V
e 0 marcador R0-09-0198 para demonstrar que o bicarbonato induz a
exposicdo da fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina na superficie do
espermatozéide suino e humano (SILVA & GADELLA, 2006).

A peroxidacao lipidica pode ser quantificada e localizada depois de

se marcar 0 espermatozéide com uma sonda propria, a C;;BODIPY>8/5!

qgue € um andlogo fluorescente dos acidos graxos insaturados, o principal
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alvo das espécies reativas de oxigénio. Essencialmente, este corante
muda suas propriedades fluorescentes depois da peroxidacdo. A sonda
intacta apresenta fluorescéncia vermelha e se torna verde quando
peroxidada pelas espécies reativas de oxigénio e laranja quando
peroxidada por peroxinitrito (DRUMMEN et al., 2004). Esta alteracdo na
emissdo de coloracdo verde ou laranja indica a presenca de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio na porcdo hidrofébica da bicamada
lipidica das membranas dos espermatozdides. A propor¢cao de
fluorescéncia verde e laranja versus a fluorescéncia total (indicativo do
grau de peroxidagdo da sonda) se correlaciona bem com o grau da
peroxidacdo de fosfolipidios endogenos como mensurado com
espectrometria de massa (BROUWERS; GADELLA, 2003) . Esta taxa de
peroxidacdo pode ser realizada em subpopulacdes esperméaticas usando
o citbmetro de fluxo ou localizada em cada célula usando microscoépio “life

cell imaging”. Foi observado que o C;;BODIPY®% ¢

preferencialmente
peroxidado na peca intermediaria e nas gotas citoplasmaticas
(BROUWERS et al., 2005). Isto se deve principalmente a disfungdes na

respiracdo mitocondrial.

2.4 Integridade mitocondrial do espermatozoide

As mitocbndrias dos espermatozoides estdo localizadas na peca
intermediaria e produzem ATP por fosforilacdo oxidativa. Estas organelas
fornecem ao espermatozéide o ATP necessario para manter suas
funcdes. Dentre estas, a manutencdo do gradiente de sédio/potassio na
membrana plasmatica € uma das mais importantes. A sédio/potassio
ATPase estd envolvida indiretamente na conducdo de outros
transportadores e também regula o gradiente quimico e elétrico da

membrana plasmatica. A integridade funcional da mitocondria também é
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importante para a sobrevivéncia do espermatozéide no trato genital
feminino (SILVA; GADELLA, 2006).

A mitocbndria pode ser corada com corantes especificos. O
Rhodamine 123 (R123) é usado para corar seletivamente as mitocéndrias
funcionais. O principio desta sonda € que ela soO fluoresce em vermelho
guando o gradiente de protons da membrana mitocondrial interna esta
ativo. Este gradiente de prétons é resultado de uma cadeia de
carreadores de elétrons ativos e € ligado a fosforilacdo oxidativa: os
prétons fluindo através da ATP sintetase para a matriz mitocondrial estéo
conduzindo a producédo de ATP. Na mitocondria ndo corada, o gradiente
de prétons estara diminuido e conseqientemente a producédo aerdbia de
ATP, interrompida. Entdo, espermatozéides ndo corados ndo contém
mitocdndrias ativas, enquanto que as células coradas sdo aerobicamente
funcionais (GARNER et al., 1997).

Também sdo usadas as sondas Mitotracker Deep Red™,
Mitotracker Red™, Mitotracker Orange™ e Mitotracker Green™ que s&o
marcadores seletivos de mitocondrias em processo de produgédo de
oxigénio. A Mitotracker Orange CM-H,TMROS e a Mitotracker X-
Rosamine CM-H,XROS se tornam fluorescentes apds a oxidagdo em um
processo que s6 ocorre ap0s a respiracdo oxidativa. Como este processo
€ relevante apenas em mitocondrias funcionais, essas sondas sdo
apropriadas para diferenciar espermatozéide com mitocéndrias
deterioradas de espermatozodides aptos aerobicamente (GILLAN et al.,

2005).

O corante mitocondrial “5,5",6,6-tetrachloro-1,1’,3,3"-
tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide” (JC-1) permite uma
distincao entre espermatozdides que apresentam mitocondrias deficientes
ou altamente funcionais. O JC-1 é um corante de carbocianina catiénico

7

fluorescente lipofilico que é internalizado por todas as mitocondrias
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funcionais, que fluoresce em verde. Em uma mitocondria altamente
funcional, a concentragdo de JC-1 no seu interior aumenta e o corante

forma agregados que fluorescem em laranja (GARNER et al., 1997).

2.5 Integridade do DNA espermatico

A integridade do DNA paterno € de crucial importancia para o
desenvolvimento do embrido. O grau de dano ao DNA é claramente
correlacionado com o prejuizo do desenvolvimento do embrido e um dano
severo ao DNA causa a infertilidade do macho (SELI, 2004). Entretanto,
alguns experimentos mostraram que espermatozoides com severos
prejuizos no DNA apresentaram funcionalidade nas membranas e
organelas, bem como nos parametros de motilidade. De fato, as células
espermaticas com DNA lesado mostraram ligacao normal a zona pellcida
e os indices de fertilizagcéo e clivagem foram satisfatorios. Entretanto, nos
estagios de quatro a oito células é iniciada a apoptose (FATEHI et al.,

2006) no momento da ativacdo do genoma embrionario.

A condicdo do DNA do espermatozoide pode ser determinada
através do uso das propriedades metacromaticas do Acridina Orange
(AO) no ensaio da estrutura da cromatina espermatica — “Sperm
Chromatin Structure Assay” (SCSA®). A estrutura da cromatina do DNA é
muito  resistente a denaturagdo em  espermatozdides com
desenvolvimento normal. Entretanto, o DNA da célula espermética com
estrutura anormal da cromatina € suscetivel a denaturagéo e o grau dessa
anormalidade pode ser detectado através do uso do SCSA®. O Acridina
Orange se intercala nos filamentos duplos de DNA fluorescendo em
verde, enquanto que os filamentos simples de DNA (denaturado)
fluorescem em vermelho. A proporgéo do vermelho sobre a fluorescéncia

total pode ser determinada pela citometria de fluxo para prover um indice
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de normalidade/anormalidade. O SCSA® mostrou boa correlagdo com a
fertilidade em varias espécies (bovino, humano e roedor) (EVENSON,
1980).

Outro método para a deteccdo de dano ao DNA é possibilitar a
incorporacdo enzimatica de analogos de nucleotideos fluorescentes
através da sua ligacdo em areas terminais de filamentos simples de DNA.
Este ensaio € o TUNEL, no qual células espermaticas fluorescentes
contém filamentos simples de DNA marcado por dUTP (“terminal
deoxynucleotidyl transferase- mediated deoxyuridine triphosphae in situ
DNA Nick-end labeling”). (SELI, 2004). A proporcao de células marcadas
com TUNEL aparenta ter alta correlagdo com os baixos indices de
prenhez ao se utilizar as técnicas de reproducao assistida (BENCHAIB,
2003).

A condensacdo do DNA é importante porque o torna estavel e
também menos vulneravel a danos oxidativos. Através do uso de um
ensaio com gel de eletroforese para se analisar o DNA, o COMET, pode-
se fazer uma distingdo entre o DNA de um nucleo de espermatozoide
condensado normalmente marcado por fluorescéncia (minima migragéo) e
DNA menos condensado (residuo de DNA) depois da migracao pelo gel
de agarose devido a um estimulo elétrico (CHO et al., 2003). No
espermatozéide com DNA menos condensado ocorre migracdo desigual
dos fragmentos de DNA, formando no gel uma estrutura semelhante a um

cometa.

As protaminas sdo as proteinas mais importantes envolvidas na
condensagcdo final do DNA espermatico (BREWER, 2003). A
Chromomicina A3 pode ser usada para acompanhar as Ultimas etapas da
compactacdo do DNA com as protaminas. Esta sonda fluorescente se liga
ao DNA desassociado das protaminas nas regibes especificas de

Guanina-Citosina, mas falha ao fazé-lo ap6s a combinacdo do DNA com a
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molécula de protamina (BIANCHI, 1993). Esta sonda é usada para
detectar defeitos de protaminacdo do espermatozoéide, o que ocorre

durante a espermiogénese (SAKKAS et al., 1995).
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3 CONCLUSAO

Nas técnicas de reproducdo assistida, como a inseminacao
artificial, o sémen néo é introduzido diretamente no trato reprodutivo da
fémea no momento da ejaculacdo, mas passa por uma série de etapas,
as quais podem causar danos ao DNA espermatico, bem como em suas
membranas e organelas. Para se obter melhores resultados de
fertilizacdo, € necessario analisar a qualidade do sémen antes de usa-lo
nas técnicas de reproducao assistida (SILVA & GADELLA, 2006).

Porém, as andlises do sémen realizadas rotineiramente tém valor
prognostico limitado no que diz respeito ao potencial de fertilizacdo do
espermatozéide. Os parametros funcionais dos o06citos e dos
espermatozéides sao importantes na fertilizagdo. Os odécitos devem estar
no estagio ideal de maturidade. Os fatores relacionados a célula
espermatica incluem motilidade, integridade de membrana, habilidade
para se ligar a zona pellcida, atividade da acrosina, habilidade de fuséo
da membrana, além da reacdo acrossomal, que € de essencial
importancia (ESTEVES et al., 2007).

Assim, analises mais amplas das populacfes de espermatozoéides
das espécies domésticas tém aperfeicoado o valor prognéstico dos
processos de avaliagdes. De fato, testes adicionais que parecem ser de
valor diagnéstico estdo atualmente sendo incorporados aos
procedimentos de exames do sémen em alguns laboratoérios de referéncia
(VARNER, 2008).
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