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RESUMO

A qualidade do sémen é um fator determinante
para se obter bons resultados com a utilizagdo
de biotécnicas reprodutivas como a inseminacao
artificial (IA). Desta forma, torna-se essencial
a avaliagdo dos parametros espermaticos que
determinem afertilidade destes gametas. Técnicas
de avaliacdo que melhor predigam a fertilidade
in vitro dos espermatozoides, tém sido buscadas
incessantemente, a fim de garantir melhores
resultados ap6s |A. Entretanto, até o momento,
nenhuma metodologia de avaliagdo mostrou-
se eficiente para este fim, quando utilizada
isoladamente, sendo recomendado o emprego
conjunto destas técnicas para a melhor predicao
da capacidade fertilizante dos espermatozoides.
Nos Ultimos anos uma série de novas estratégias
foram desenvolvidas para avaliacdo de sémen,
dentre as quais se destaca 0 emprego das sondas
fluorescentes. Estas técnicas sdao utilizadas com
limitagOes em fungdo do desconhecimento de seu
emprego. Esta revisdo tem como objetivo abordar
0s avancos na avaliacdo do sémen e a predicdo de
sua capacidade fertilizante, com énfase nas que
se baseiam no uso de sondas fluorescentes.

PALAVRAS-CHAVE: avaliagdo espermatica,
sémen, sondas fluorescentes.

SUMMARY

The semen quality is a determining factor
for obtaining good results with reproductive

biotechnologies, such as artificial insemination
(Al). Thus, the evaluation of sperm parameters
is essential to determine the fertility of gametes.
Assessment techniques that best predict in vitro
fertility of sperm have been relentlessly pursued
with the purpose of ensuring better results
after Al. However, until now, no evaluation
methodology alone was efficient for this purpose.
Then it is recommended to associate the use of
these techniques to better predict the fertilizing
ability of spermatozoa. In recent years a great
number of new strategies were developed for
semen evaluation, with the highlighted use of
fluorescent probes. These techniques have limited
use due to unfamiliarity with their employment.
The aim of this paper is to review the advances
on semen evaluation and prediction of their
fertilising ability, with emphasis on those based
on fluorescent probes.
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INTRODUCAO

A meta primaria das analises de sémen é a
determinacéo in vitro da capacidade fertilizante
dos espermatozoides (LUZ et al, 2000;
GRAHAM, 2001; VALENCA e GUERRA,
2007) e, consequentemente, da fertilidade de um
reprodutor (ZINI e LIBMAN, 2006; BATISTA
e GUERRA, 2010). A realizacdo destas analises
é de fundamental importancia para amostras de
sémen submetidas a criopreservacdo (FOOTE,

!Programa de P6s-graduagdo em Biotecnologia. Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE. Rua Dom Manoel
de Medeiros, s/n, Bairro Dois Irmdos, CEP 52171-900, Recife, PE, Brasil. E-mail: silva.ecb@gmail.com. *Autora para

correnspondéncia.
2Departamento de Medicina Veterinaria, UFRPE.

162 Revista de Ciéncias Agroveterinarias. Lages, v.11, n.2, p. 162-169, 2012

ISSN 1676-9732



Silva e Guerra

2002).

Em contrapartida, as andlises rotineiras
como volume, motilidade espermatica, densidade
e morfologia, ndo fornecem um diagndstico
seguro, de modo que individuos podem
apresentar baixa fertilidade ou serem inférteis,
mesmo possuindo parametros seminais normais
(SIKKA, 1996). Desta forma ha um constante
empenho para desenvolver testes laboratoriais
que permitam a acurada predigcdo da fertilidade
dos espermatozoides (ARRUDA et al., 2011). No
entanto, esta ndo é uma tarefa de facil execucéo,
uma vez que, para a fertilizacdo do odcito, 0s
gametas masculinos devem apresentar uma série
de atributos (GRAHAM, 1999; ARRUDA et
al., 2007), tais como integridade de membrana
plasmatica e acrossoma (ESTEVES et al., 2000;
SILVA e GADELLA, 2006).

Até o momento nenhum teste laboratorial
isoladamente é capaz de determinar o potencial
de fertilidade dos espermatozoides (GRAHAM,
2001; KUISMA et al., 2006). A melhor forma
de predicdo da qualidade de uma amostra
seminal e do seu potencial fertilizante é a
realizacdo conjunta de técnicas de avaliacdo
para as diferentes caracteristicas espermaticas
(PERIS et al., 2004; ARRUDA et al., 2011). Por
conseguinte, foi objetivado nesta revisao abordar
0s avancos na avaliacdo do sémen e a predicdo de
sua capacidade fertilizante, com énfase nas que
se baseiam no uso de sondas fluorescentes.

DESENVOLVIMENTO

Buscando atender aos principios basicos
das analises laboratoriais como objetividade,
repetitividade, rapidez na execucdo e baixo
custo (GRAHAM, 2001), vérias metodologias
tém sido desenvolvidas, dentre as quais se
destacam as andlises fluorescentes e as analises
computadorizadas (ARRUDA et al., 2007).
A utilizacdo de sondas fluorescentes para a
avaliacdo dos espermatozoides reflete o real
estado das estruturas celulares apresentando
alta repetibilidade (CELEGHINI et al., 2007a)
e a possibilidade de utilizagcdo isoladamente
ou em combinacdo, para a determinacdo da

integridade e da viabilidade celular (GRAHAM,
1999; ASSUMPCAO et al., 2003). Por sua vez,
os sistemas de analises computadorizadas de
imagens determinam alta repetibilidade das
avaliacOes e sdo mais precisos, acurados, rapidos
e objetivos, com destaque para a citometria
de fluxo, que permite a avaliagdo de milhares
de células por segundo e pode ser usada em
associacdo aos fluorocromos (ARRUDA et al.,
2007).

Integridade da membrana plasméatica

Para a analise da integridade da membrana
plasmatica podem ser utilizadas as sondas
fluorescentes ndo penetrantes nas membranas
integras (AURICH, 2005; SILVA e GADELLA,
2006). Dentre estes agentes destacam-se 0 Hoechst
33258 (HINSCH et al., 1997; ESTEVES et al.,
2000), TOTO (ZULIANI et al., 2003), YoPro-1
(MARTIN et al., 2004) e iodeto de propideo (IP)
(AURICH, 2005; SINGH, 2006), os quais somente
penetram nas células com membrana plasmatica
danificada e, por possuirem afinidade ao DNA,
ligam-se a este com emissdo das fluorescéncias
azul, verde e vermelho, respectivamente (SILVA
et al., 2009).

Aanélise realizada com o YoPro-1 ¢ barata,
rapidaedefacil execucdo, fornecendo informacGes
a cerca das modificacoes de membrana em
funcdo da apoptose, uma vez que este corante,
apesar de ndo penetrar a célula integra, atravessa
a membrana da célula apoptética, em virtude da
modificacdo na sua permeabilidade (MARTIN
et al.,, 2004). Para a identificacdo de apoptose,
0 YoPro-1 pode ser associado ao IP (MARTIN
et al., 2004), o que permite a diferenciacdo dos
graus de alteracdo da membrana (ORTEGA
FERRUSOLA et al., 2009), visto que as células
apoptdticas sao permeaveis ao YoPro-1, mas ndo
ao IP (MARTIN et al., 2007).

Um caminho alternativo para a avaliagédo da
membrana plasmatica sdo os corantes penetrantes,
taiscomo odiacetato de carboxifluoresceina(DCF)
e 0 SYBR-14®, os quais podem ser empregados
isolados ou em associacdo aos corantes ndo
penetrantes (SILVA e GADELLA, 2006). O
DCF ¢ um éster ndo polar, ndo fluorescente e
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penetrante @ membrana plasmatica intacta, que
sofre hidrolise por esterases inespecificas no
interior da célula e, a partir disto, é convertido
em carboxifluoresceina, que fluoresce em verde e
é ndo penetrante a membrana plasmatica integra
(MEDINA et al., 2000; AURICH, 2005; SILVA e
GADELLA, 2006). Em contrapartida, o SYBR-
14® ¢ uma sonda penetrante especifica de DNA,
corando as cé€lulas integras em verde fluorescente
(AURICH, 2005; SINGH, 2006).

Dentre as associacbes de sondas
fluorescentes penetrantes € ndo penetrantes,
utilizadas para a avaliagdo da integridade da
membrana plasmatica, pode-se destacar asde DCF
com IP (GARNER et al., 1986; ASSUMPCAO et
al., 2003) e de SYBR-14®com IP (GRAVANCE et
al., 2001; NAGY et al., 2003). Tais metodologias
sdo efetivas para a determinacdo da viabilidade
espermatica  (GRAVANCE et al., 2001) e
permitem a diferenciacdo entre as celulas com
membrana plasmatica lesada e intacta (AURICH,
2005), fato que tem disseminado seu emprego.

Potencial de membrana mitocondrial

A mensuracdo do potencial de membrana
mitocondrial é realizada, especialmente, com a
finalidade de predizer o risco dos espermatozoides
sofrerem apoptose, uma vez que a interrupcao
deste parametro é considerada como o primeiro
sinal de estresse, induzido pelo aumento da
concentracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (MARCHESIeFENG, 2007). Dessemodo,
corantes como o Rhodamine 123 (GRAHAM,
2001; AURICH, 2005), MITO (SILVA et
al., 2009) e o 5,5’6,6’-tetracloro-1,1’,3,3’-
tetraetilbenzimidazolil-carbocianine iodide
(JC-1) séo utilizados para 0 monitoramento do
potencial de membrana mitocondrial (AURICH,
2005; YAO et al., 2008).

O Rhodamine 123 e o MITO séo usados
para avaliagdo da fungdo mitocondrial dos
espermatozoides, pelo fato de serem sondas
seletivas de membranas funcionais, cujo principio
de atuacdo esta baseado na formacéo do gradiente
de préton na membrana mitocondrial interna
(SILVA e GADELLA, 2006). Neste contexto,
as sondas fluorescentes sdo transportadas e

acumuladas no interior das mitocondrias com
respiragdo ativa (mitocondrias funcionais),
emitindo fluorescéncia verde (GRAHAM, 2001;
SILVA et al. 2009) apds sua ligagdo a membrana
mitocondrial interna (HOLT, 2000), né&o
permitindo, porém, distinguir mitocondrias com
diferentes taxas respiratérias (GRAHAM, 2001;
GRAVANCE et al., 2001).

O JC-1 ¢é uma sonda fluorescente utilizada
para avaliagdo da funcionalidade mitocondrial
(ARRUDA et al.,, 2007), cujo principio de
atuacdo se baseia nas mudancas de polarizacéo
da membrana mitocondrial interna (SILVA
e GADELLA, 2006). Por ser dependente do
gradiente eletroquimico, este corante necessita
de potencial de membrana mitocondrial
altamente negativa para penetrar na organela e
emitir fluorescéncia nos comprimentos de onda
de luz vermelha ou verde, de acordo com sua
concentracdo interna final (ARRUDA et al,
2007). Em concentragdes elevadas, o corante
apresenta-se na forma de J-conjugado e emite
coloracdo vermelha caracterizando mitocondrias
funcionais, enquanto que em concentracGes
baixas encontra-se na forma de mondmero e
emite coloragdo verde, inerente a mitocondrias
afuncionais (ARRUDA et al., 2007).

Pelo fato das mitocondrias representarem
a principal fonte de ATP dos espermatozoides,
0 monitoramento de sua funcdo é de suma
importancia, visto que a reducdo de sua atividade
estadiretamente relacionadaao comprometimento
do metabolismo celular normal (GRAHAM
e MOCE, 2005). Em decorréncia disto, as
técnicas de avaliacdo da atividade mitocondrial
tém sido utilizadas em associacdo a biotécnicas
reprodutivas como a criopreservacao de sémen, a
qual determina consideravel reducéo da atividade
mitocondrial e, consequentemente, da capacidade
fertilizante dos espermatozoides (MARCO-
JIMENEZ et al., 2006).

Integridade do acrossoma

A integridade do acrossoma é comumente
avaliada por meio das lectinas conjugadas a
sondas fluorescentes, as quais interagem com
glicoconjugados exclusivamente localizados no
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acrossoma ou com a matriz acrossomal (HOLT,
2000; SILVA e GADELLA, 2006; ARRUDA et
al., 2007). Dentre as lectinas conjugadas estdo
a Pisum sativum agglutinin (PSA) e a Arachis
hypogaea agglutinin (PNA), sendo normalmente
utilizados para este tipo de andlise 0 FITC-PNA,
TRITC-PNA e RPE-PNA (SILVA e GADELLA,
2006).

Quando o FITC-PSA é usado para a
avaliacdo do acrossoma, 0s espermatozoides que
possuem integridade acrossomal ndo séo corados,
uma vez que, neste caso, 0 contato da sonda
fluorescente com o contetido acrossomal, ao qual
se liga, ndo ¢ efetivado pelo fato desta ndo entrar
na membrana acrossomal integra (GRAHAM,
2001). Por outro lado, em células que apresentam
acrossomas danificados, o FITIC-PSA entra em
contato com o conteldo acrossomal e se liga a
a-manose € a a-galactose da matriz acrossomal,
corando esta regido (GRAHAM, 2001) em verde
amarelado fluorescente (ARRUDA et al., 2007;
CELEGHINI et al., 2007a).

Em contrapartida, quando é wusado o
FITC-PNA para a avaliacdo da integridade do
acrossoma, este agente se liga a [-galactose
associada a pequena porcdo da membrana

acrossomal externa (GRAHAM, 2001) de
espermatozoides portadores de acrossoma
intacto, corando-os com uma fluorescéncia

verde brilhante (ROTH et al., 1998). Por outro
lado, em acrossomas reagidos e onde existem
areas lesionadas na membrana acrossomal, o
corante ndo consegue se ligar a [-galactose
nas areas comprometidas, apresentando-se 0s
espermatozoides corados em verde fluorescentes
apenas na regido equatorial da cabe¢a ou nao
corados em toda a extensdo da cabeca (ROTH et
al., 1998).

No caso do TRITC-PNA
(Tetramethylrhodamine isothiocyanate-
labeled peanut agglutinin), os espermatozoides
portadores de acrossomas integros sdo permeados
por esta sonda com manifestagdo de fluorescéncia
vermelha na cabeca espermatica, enquanto que
nos portadores de acrossomas reagidos apenas a
regido equatorial fluoresce (LIM et al., 2008). Por
outro lado, o RPE-PNA (R-phycoerythrin peanut

agglutinin) possibilita uma avaliagdo precisa
da integridade acrossomal, caracterizada pela
emissdo de fluorescéncia vermelha alaranjada
pelas células com acrossomas reagidos e pela
nao fluorescéncia nas células com acrossomas
integros (NAGY et al., 2004; GARCIA et al.,
2007).

Peroxidacao lipidica

Os métodos comumente utilizados para
a mensuracdo das ROS sdo baseados no uso
dos complexos Nitroblue Tetrazolium (NBT)
ou citocromo C-Fe** e do corante fluorescente
luminol (SIKKA, 1996; SIKKA, 2004,
MANEESH e JAYALEKSHMI, 2006), que
consistem em testes de mensuracdo direta
(GUERRA et al., 2004). Por outro lado, para a
mensuracgdo indireta, sdo utilizados testes para
determinacéo das concentracgdes de antioxidantes
e da lipoperoxidacdo (GUERRA et al., 2004), que
pode ser obtida através da dosagem dos produtos
da peroxidagdo, tal como o malonaldeido
(MDA) (FERREIRA e MATSUBARA, 1997;
CHI et al., 2008) e por corantes fluorescentes
como o C11 BODIPY581/591 (AITKEN et al.,
2007; ARRUDA et al., 2007).

O nitroblue tetrazolium (NBT) é usado
para determinar a quantidade de ROS produzida
pela celula, particularmente na superficie das
membranas celulares (SIKKA, 1996; SIKKA,
2004; MANEESH e JAYALEKSHMI, 2006).
Esta técnica se baseia na reducédo da estrutura do
NBT na presenga de ROS com a ocorréncia de
deposito de formazanas, compostos insollveis em
agua de cor preta azulada (SALEH e AGARWAL,
2002).

@) luminol (5-amino-2,3-dihidro-
1,4-phthalazinedione) é um corante
quimioluminescente fluorescente (SANOCKA
e KURPISZ, 2004) que reage com uma
variedade de ROS (H,0,, 02, OH’, 'O)
(AITKEN e CLARKSON, 1987) em pH neutro,
produzindo, a partir desta reacdo, um sinal
luminoso que é observado no luminémetro
(SALEH e AGARWAL, 2002). Tal sinal se
traduz na quantificagdo das ROS produzidas
(SIKKA, 1996), tanto no interior quanto no
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exterior da célula (SIKKA, 1996; SIKKA, 2004;
MANEESH e JAYALEKSHMI, 2006). Por outro
lado, embora esta metodologia seja utilizada
para quantificacao das taxas de geracao de ROS,
ela pode ndo refletir precisamente o status de
danos espermaticos provocados pelos oxidantes
(SIKKA, 2004; MANEESH e JAYALEKSHMI,
2006).

A lipoperoxidagdo de membranas é
habitualmente monitorada pelo método de
dosagem do MDA (FERREIRAe MATSUBARA,
1997), cuja concentracdo pode ser determinada a
partir da utilizagdo de testes comerciais como o
MDA-586 (CHI et al., 2008). Neste caso, apos
processamento, as amostras sdo submetidas
a espectrofotometria para a determinacdo da
concentragdo de MDA produzido (CHI et al.,
2008).

Em contrapartida, a peroxidacao lipidica
pode ser observada, quantificada e localizada
de forma mais precisa ap6s marcacdo pelo
corante C11 BODIPY581/591, que consiste
em um analogo fluorescente dos acidos graxos
insaturados, principais alvos das ROS (SILVA
e GADELLA, 2006; ARRUDA et al., 2007).
Deste modo, ap6s sofrer peroxidacdo, o C11
BODIPY muda suas propriedades fluorescentes,
passando da cor vermelha, original da sonda
intacta, para a cor verde quando peroxidada
pelas ROS e para laranja quando peroxidada por
RNS (espécies reativas de nitrogénio) (SILVA e
GADELLA, 2006). Esta técnica ¢ muito eficaz
para 0 monitoramento da peroxidacdo lipidica em
populagdes de espermatozoides de mamiferos,
visto que detecta niveis de lipoperoxidacdo com
grau elevado de correlagdo da producéo de ROS
nos espermatozoides (AITKEN et al., 2007).

Capacitacao

O estado de capacitacdo espermatica pode
ser avaliado por meio do antibiotico fluorescente
clortetraciclina (CTC), que se liga a membrana
plasmaética na dependéncia dos ions Ca* e Mg?,
embora possa ser utilizado, alternativamente,
0 corante hidrofébico Merocyanine 540
(M540), que age independentemente do Ca*
(SILVA e GADELLA, 2006). A Merocyanine

540 é uma sonda com tropismo elevado para
lipideos de membranas com alta desorganizacao
(RAMALHO-SANTOS et al., 2007), processo
que € observado durante a capacitacdo
(GADELLA e HARRISON, 2000). A realizacdo
desse tipo de teste € de suma importancia,
especialmente, para a avaliagdo de amostras de
sémen criopreservadas, em virtude do processo
de criocapacitacdo espermatica (HOLT, 2000), a
qual ¢ caracterizada, particularmente, pelo influxo
de Ca** na célula (BAILEY e BUH, 1994).

Associacao de sondas

Um aspecto relevante a ser considerado
é que, apesar da importancia das técnicas de
avaliacao espermética em isolado, a incapacidade
de fertilizacdo dos espermatozoides pode ser
proveniente de diversos fatores (GRAHAM,
2001). Assim, ¢ justificavel a mensuragdo
de  mdltiplos  pardmetros  espermaticos
simultaneamente, visto que permite a predicdo
mais eficaz da capacidade fecundante
dos espermatozoides (GRAHAM, 2001,
ASSUMPCAO et al., 2003). Neste contexto,
as associacoes de sondas fluorescentes
permitem avaliar, concomitantemente, Vvarios
compartimentos da mesma celula espermatica,
aumentando a precisdo das analises de sémen
(ARRUDAZetal.,2007; CELEGHINI etal., 2010),
fato que setornapossivel em virtude da capacidade
das sondas de se ligarem a compartimentos
especificos das células (CELEGHINI et al.,,
2007b; ARRUDA et al., 2011).

Em geral a associagdo de sondas
fluorescentes ¢ realizada com precisdo para a
andlise das estruturas de membrana plasmatica,
acrossomal e do potencial da membrana
mitocondrial (ANDRADE et al., 2007; ARRUDA
etal., 2007; CELEGHINI et al., 2007a). Contudo,
¢ indispensavel realizar testes para identificar a
melhor associacdo de sondas, visto que algumas
destas podem manifestar resultados contraditorios
e alteracao de suas caracteristicas e fluorescéncia
padréo, quando associadas a outras (CELEGHINI
et al.,, 2010). Tais interferéncias podem ser
resultantes da competicao entre as fluorescéncias
emitidas pelos flor6foros, possivelmente em
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virtude da similaridade entre os comprimentos de
onda dos mesmos (CELEGHINI et al., 2007b),
0 que compromete a precisdo dos resultados
obtidos ao final destas analises.

CONCLUSOES

A partir do exposto, pode-se constatar
avangos significativos nas pesquisas relacionadas
ao aperfeicoamento das biotécnicas laboratoriais
de avaliacdo espermaética, a partir de sondas
fluorescentes. Fica evidente a extrema importancia
de uma acurada predicdo da integridade
estrutural e funcional dos espermatozoides, o que
é determinante para a observacdo de adequada
fertilidade apds a fertilizagdo. Embora muitos
avancos ainda sejam necessarios para que 0S
objetivos sejam alcancados, ja estd disponivel
uma gama de avaliacdes que podem melhor
prever a fertilidade dos espermatozoides, das
quais sdo particularmente importantes as sondas
fluorescentes.
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