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Resumo

0 objetivo da revisdo é o de proporcionar um panorama geral das técnicas utilizadas correntemente na
avaliacdo da capacidade fecundante de espermatozoides equinos. No decurso dos tempos, a fertilidade
dos garanhdes firmou-se como um dos principais parametros de selecdo e utilizacido. Neste contexto fo-
ram desenvolvidos métodos laboratoriais para a avaliacdo do sémen. Tais métodos em conjunto podem
ajudar a predizer o potencial fecundante. O espermograma convencional tem-se caracterizado como o
principal método de diagndstico de fertilidade do macho. Dentre as varias caracteristicas espermaticas
a serem avaliadas no espermograma, a motilidade e a morfologia dos espermatozoides destacam-se
como as mais importantes. Contudo, isso por si s6, pode nio ser suficiente, uma vez que nio avaliam a
estrutura interna da célula espermatica, como a cromatina (DNA e proteinas especificas), indicativos
essenciais da funcionalidade dos espermatozoides, da habilidade de fecundacdo e do desenvolvimento
embrionario. As avaliagdes convencionais executadas pela analise visual do examinador carregam con-
sigo graus de subjetividade, ndo correspondendo muitas vezes a realidade. Visando reduzir as falhas
do examinador e melhorar a repetibilidade entre os examinadores, tem sido proposta a utilizacao de
analise de imagem por computador para a avaliacdo da motilidade e da morfologia dos espermatozoi-
des, além da composicdo do plasma seminal, integridade da membrana plasmatica e acrossomal, funcao
mitocondrial, desnaturagdo da cromatina e peroxidacido das membranas espermaticas dentre outras.
Porém o teste mais representativo de avaliacdo da capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides é a
propria fertilizacao seja “in vitro” ou “in vivo”.
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Abstract

The purpose of the present review is to overview of the techniques currently used to evaluate the fertiliza-
tion ability of equine spermatozoa. Many years ago, the fertility of stallions constituted one of the main param-
eters for selection and use. In this context, many methods were developed for laboratorial evaluation of semen.
These methods together can help to predict the fertilization potential of samples. The conventional semen analysis
has been characterized as the main diagnosis method of male fertility. Among several sperm characteristics to evalu-
ate the semen, motility and morphology stand out as the most important. However these characteristics alone may
not be enough, since they do not assess the internal structure of the cell, such as the sperm chromatin (specific DNA
and protein), which are essential indicators of sperm functionality, ability of fertilization and embryo development.
Evaluations performed by conventional visual analysis carry different levels of subjectivity and often do not corre-
spond with the reality. In order to reduce the shortcomings of the examiner and to improve the repeatability, it has
been proposed the use of computerized image analysis for assessing the motility and morphology of spermatozoq,
the composition of seminal plasma, plasma membrane and acrosome integrity, mitochondrial function, denatura-
tion of chromatin, peroxidation of sperm membranes and others. However, the most representative assessment for

the fertilization capacity of spermatozoa is the fertilization itself, either "in vitro"” or “in vivo".
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Introducao

0 Brasil possui o terceiro maior rebanho equino
do planeta, com plantel de 5,9 milhdes de animais,
atras apenas da China (8,2 milhdes) e do México
(6,2 milhdes) (CNA, 2003).

Técnicas como a inseminacao artificial (1A), co-
leta e transferéncia de embrides (TE) sdo bastante
utilizadas na equinocultura, porém técnicas como a
superovula¢do, congelamento de embrides, fertili-
zagdo in vitro (FIV), injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSI) (LANGE-CONSIGLIO et al,
2009; SMITS et al,, 2012a; ZANIBONI et al,, 2012),
transferéncia de oécitos (HINRICHS, 2010), transfe-
réncia intrafalopiana de gametas (GIFT) e congela-
mento de odcitos, sdo biotécnicas emergentes.

Apesar da maturagao “in vitro” (MIV) e a FIV se-
rem biotécnicas usuais na espécie humana e em al-
gumas espécies domésticas, reduzido sucesso tem
sido obtido na espécie equina (CARNEIRO, 2002).
A clonagem equina igualmente sofreu um processo
lento, nascendo, em 2003, o primeiro clone equino
(NICACIO, 2007).

As maiores barreiras para atingir o sucesso
na FIV em equinos sdo o pouco conhecimento so-
bre sistemas de maturagdo e cultivo embrionario
in vitro, assim como a padroniza¢do de uma téc-
nica eficiente de capacitacdo espermadtica in vitro

(SQUIRES, 1996; CARNEIRO, 2002; HINRICHS et al,,
2002; SIEME etal., 2003; SQUIRES et al., 2003). Para
ocorrer a capacitacdo dos espermatozoides, o pri-
meiro passo é determinar se apresentam capacida-
de fecundante. Varios métodos laboratoriais para
avaliacdo do sémen vém sendo utilizados. Estes, em
conjunto, podem ajudar a predizer o potencial fe-
cundante das células espermaticas. O espermogra-
ma constitui o principal método de diagndstico de
fertilidade do macho utilizado na rotina (ARRUDA
et al., 2003a; BRITO et al,, 2011). Dentre varias ca-
racteristicas espermaticas avaliadas no espermo-
grama incluem-se a motilidade e a morfologia dos
espermatozoides (SIEME et al., 2003; EHLERS et al,,
2011; HOOGEWIJS et al., 2012). A obtenc¢do de sémen
equino é executada mediante vagina artificial. Na
avaliacdo ndo computadorizada do sémen este pas-
sa por avalia¢bes subjetivas de concentracao (deter-
minada com auxilio da cAmara de Neubauer), motili-
dade para verificar o percentual de espermatozoides
méveis e com movimentos retilineos e morfologia
baseada em exames microscépicos de contraste de
fase além de exames com coloragdes de Cerovski,
trypan-blue/Giemsa (CBRA, 1998). Essas andlises
podem nio ser suficientes, porque nio avaliam a es-
trutura interna da célula espermatica (ex. a croma-
tina, (DNA e as proteinas especificas), que pode in-
dicar a funcionalidade, a habilidade de fecundacio
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e o desenvolvimento embrionario) (KANAYAMA;
BELETTI, 2011).

As avaliagdes de rotina pela andlise visual do
examinador possuem certo grau de subjetivida-
de (BRITO et al, 2011), podendo ser tendenciosa.
Para reduzir as imperfeices do examinador e au-
mentar a repetibilidade entre os examinadores,
tem sido proposto o uso de andlise de imagem por
computador para a avaliagdo da motilidade, concen-
tracdo (LOVE, 2002; EHLERS et al,, 2011; HOOGEWIJS
etal, 2012) e morfologia dos espermatozoides (BRITO
etal, 2011), composicdo do plasma seminal, integri-
dade da membrana plasmatica e acrossomal, funcdo
mitocondrial, desnaturagdo da cromatina, peroxi-
dacdo das membranas espermaticas, dentre outras
(RODRIGUES; ROCHA; BELETTI, 2009; MORRELL;
DALIN; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2008). O teste mais
representativo de avaliacdo da capacidade fecun-
dante dos espermatozoides é a propria fertilizacdo
“in vitro” e “in vivo”, em que se verificard a capaci-
dade do sémen em promover a prenhez (MORRELL;
DALIN; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2008; HINRICHS,
2010; GOUDET, 2011; SMITS et al, 2012 a,b).

0 objetivo da revisdo foi abordar algumas novas
tecnologias utilizadas na avaliacdo da capacidade
fecundante de espermatozoides de equinos.

Enzimas, macro e microelementos no plas-
ma seminal como parametros de referén-
cia para a qualidade do sémen equino

0 plasma seminal equino é constituido por enzi-
mas, macro e microelementos, oriundos principal-
mente das secrecdes (fluidos) das glandulas acesso-
rias, rete testis e epididimo (EDWARDS; TOLLAKSEN;
ANDERSON, 1981).

Pesch, Bergmann e Bostedt (2006) estudaram eja-
culados de 72 garanhdes, medindo o volume do plas-
ma seminal centrifugado além de examinarem esper-
matozoides, visando a motilidade, a concentragdo, a
morfologia e o percentual de mortos. No plasma se-
minal foram mensuradas as atividades de aspartato-
-amino-transferase (AST), a gama-glutamyl-transfe-
rase (GGT), afosfatase alcalina (AIP), a fosfatase acida
(AcP), a lactato-desidrogenase (LDH) assim como
concentracdo de so6dio (Na), potassio (K), calcio to-
tal e idnico, magnésio, fosfato, cloretos, cobre, Ferro
e zinco. Significativas correlacoes foram observadas
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entre o volume de sémen com a concentracdo de
AST, GGT,AIP, AcP e LDH assim como com ferro e zin-
co. Alem disso foram verificadas correla¢des entre a
GGT e a motilidade sinalizando sua fun¢do na prote-
¢do celular contra radicais livres. A atividade da LDH
esteve altamente correlacionada com a motilidade
progressiva do sémen assim como a relacio esper-
matozoides vivos:mortos e a patologia espermatica.
No estudo, os autores propdem que a enzima LDH
seria o melhor pardmetro para se avaliar a qualida-
de do sémen equino. Zemanova et al. (2007) anali-
saram a concentracao de niquel no sémen de gara-
nhdes e a relagdo com a qualidade e encontraram
elevado nimero de garanhdes com patologia es-
permatica total, dentre os quais cauda enrolada e
cauda desprendida, quando tinham concentragdo
de 0,02 mg/kg. Giesecke et al. (2011) escolheram
a angiotensina conversora de enzima (ACE), a pro-
teina seminal autoantigénica 17 (SP17) e o hormo-
nio foliculo estimulante (FSHB) para determinar a
fertilidade de garanhdes associando o nucleotideo
polimorfismo intragénico simples (SNPs), flanking
microsatellites e o gen-ligado a haplotipos com a
taxa de prenhez por estro (PRO), em 179 garanhdes
da raga Hanoveriana. Ao término da andlise foi ob-
servado que haplotipos de todos os trés gens tive-
ram uma correlacdo significativa com a fertilidade
do garanhdo e a taxa embrionaria com a taxa de pre-
nhez por estro.

Avaliacao automatizada da motilida-
de e da morfometria espermatica

A avaliacdo automatizada da motilidade dos es-
permatozoides desperta grande interesse gracas a
relevancia que a cinética espermatica possui na de-
terminacdo do potencial de fertilidade dos esper-
matozoides. Dentre os pardmetros, a velocidade
progressiva e os padrdoes de movimentagio celu-
lar tém sido correlacionados com a penetra¢do no
muco cervical, penetracdo em odcitos de hamster e
nos resultados de fertilizagao “in vitro” (CENTOLA,
1996; JANUSKAUSKAS et al,, 1999).

0 método da analise do sémen por computagao as-
sistida (computer-assisted semen analyses - CASA)
tem sido primariamente utilizado para a obtencio
da acuracia e medidas objetivas da movimentacio es-
permatica (EHLERS et al, 2011; BOLANOS et al., 2012).
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A motilidade espermatica é considerada um dos
pontos caracteristicos da avaliagdo do sémen, sen-
do frequentemente executada pelo método CASA.
Contudo a analise do sémen pelo CASA pode tornar-
-se inexato ao fornecer estimativas da concentracao
e pode indicar hiper-motilidade, ao se colocar o sé-
men em lamina-laminula. (HOOGEWIJS et al., 2012).
A qualidade do sémen tem uma fung¢do muito im-
portante na fertilidade. Em um estudo conduzido
por Love (2011) utilizou-se o CASA para avaliar a
motilidade do sémen e a microscopia de contraste
de fase diferencial para avaliar as caracteristicas de
morfologia espermatica de garanhdes. A fertilidade
foi mensurada utilizando-se trés parametros: a taxa
de prenhez da temporada reprodutiva (PR), a por-
centagem de prenhez por ciclo (PC) e a porcenta-
gem de prenhez no primeiro ciclo. Ele concluiu que
a porcentagem de prenhéz no primeiro ciclo foi a
Unica medida capaz de discriminar entre elevada,
média e baixa fertilidade, baseado na motilidade
progressiva espermatica.

Os parametros da motilidade computadorizada
dos espermatozoides de garanhdes foram estudados
apos duas colheitas consecutivas (FERREIRA et al,,
1997). Os resultados obtidos ndo apresentaram di-
ferenca significativa entre o primeiro e o segundo
ejaculado. Os autores concluiram que o método de
analise computadorizada mostrou-se pratico, rapi-
do e de facil execucdo. Contudo nao se sabe quais
dos parametros analisados podem contribuir na in-
terferéncia do potencial fecundante do sémen.

Para avaliar a integridade do acrossoma e da mo-
tilidade espermatica pelo sistema computadorizado,
Blach et al. (1989) congelaram sémen de garanhdes
com diluidor a base de EDTA-lactose-gema de ovo
(4% de glicerol). Apds a descongelacdo, a quantida-
de de acrossomos intactos foi de 75,8%; motilidade
progressiva 23,3%; velocidade curvilinea 62,6 pm/s;
velocidade progressiva 37,6 pm/s; linearidade 6,1;
amplitude lateral de cabe¢a 2,1 um e frequéncia de
batimentos 17,3 Hz. Nos parametros estudados, hou-
ve diferenca (P < 0,05) entre garanhdes e entre ejacu-
lados do mesmo garanhdo.

Sieme et al. (2003) pesquisaram diferentes téc-
nicas de resfriamento e congelamento de sémen
equino, utilizando sémen fresco e sémen congelado,
visando, dentre outros parametros analisar a mo-
tilidade progressiva e as anormalidades de cabeca.
Os pesquisadores utilizaram diferentes técnicas

paraaselecdo e a preparacio do sémen. Foi utilizado
a técnica do swim-up, Glass wool filtration (GW),
Glass wool Sephadex filtration (GWS) leucosorb e
o Percoll para testar diferengas entre as técnicas e
os procedimentos de diluicdo de rotina. A técnica
do swim-up, a GW e a GWS mostraram-se melhores
que as técnicas rotineiras de diluigdo, aumentando
o percentual de espermatozoides com motilidade
progressiva, assim como houve redugdo do percen-
tual de anormalidades de cabeca. Concluiu-se que a
técnica Glass wool sephadex e a filtracdo leucosorg
proporcionaram melhoria da qualidade do sémen.
Em outro estudo, Sieme, Harrison e Petrunkina
(2008) relatam que diferentes fatores afetam a
criopreservagdo de espermatozoides, ao detalha-
rem alguns fatores fundamentais da fun¢ao do es-
perma e os mecanismos de acdo que a crioinjuria
e a crioprotecdo acarretam, enfatizando que o pre-
juizo as funcdes das células espermaticas é resul-
tante do frio e do choque osmético no congelamen-
to convencional. Em outro estudo, Morrell, Dalin e
Rodriguez-Martinez (2008) compararam uma nova
e simples técnica de centrifugacao coloidal denomi-
nada de centrifugacdo de camada dnica (SLC) com
a técnica gradiente de densidade de espermato-
zoides de garanhdes. Em questdo de relevancia, as
duas técnicas mostraram-se equivalentes ao melho-
rar a qualidade dos espermatoides, mas o método
da SLC demonstrou ser mais pratico e conveniente
para o uso na rotina de campo. Anos mais tarde Lindahl
etal. (2012) confirmaram os relatos de Morell et al.
(2008) ao utilizarem a técnica de centrifugacio de
camada simples no ejaculado de garanhdes, ao veri-
ficarem a capacidade de fertilizacdo de espermato-
zoides de garanhdes estocados por até 96h, indican-
do o uso da técnica na pratica de campo.

Por sua vez, as avaliagdes da morfometria esper-
matica pelo sistema computadorizado sdo realiza-
das por esfregacos corados em aumento de 1.000
vezes. As imagens destinadas a avaliagdo da morfo-
metria da cabeca dos espermatozoides podem ser
avaliadas pelo software Metrix instalado no apare-
lho Hamilton Thorne Research Motility Analyser
(GOOVAERTS et al., 2006). A morfometria esperma-
tica de algumas espécies animais tem sido estudada
com auxilio de instrumentos automatizados. Davis,
Gravance e Casey (1993) desenvolveram o método
padrio para a andlise automatizada da morfome-
tria espermatica em equinos. Segundo os autores,
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o sémen pode ser analisado a fresco ou centrifugado
e ressuspendido a concentragido de 200 x 10° esper-
matozoides/mL sem que haja danos a analise mor-
fométrica. Nao houve variaces expressivas na mor-
fometria espermatica de cada garanhao (variacdo de
1,1 a 3,7%; P > 0,001), porém foi detectada uma di-
ferenca altamente significativa nas mensuracoes en-
tre os garanhdes (variagio de 4,6 a 6,9%; P < 0,01).
A frequéncia de erros de digitalizacao de imagens foi
de apenas 1,7% e os padrdes morfométricos médios
obtidos para as cabecas espermaticas de equinos fo-
ram de 5,85 pm de comprimento, 2,97 um de largura,
13,15 pm? de area, 14,85 pm de perimetro e 0,51 pm
para o coeficiente largura/comprimento.

Ball e Mohammed (1995) estudaram a morfo-
metria de células espermaticas, comparando dados
de avaliacdo de células vivas ndo fixadas com dados
de células fixadas e coradas pelo corante de Feulgen.
Os valores de comprimento e largura dos esperma-
tozoides vivos ndo fixados foram maiores (P < 0,01)
do que os de espermatozoides fixados e corados por
Feulgen (comprimento=6,3+0,4vs 5,08 + 0,44 um; lar-
gura= 3,08+ 0,34 vs 2,71 + 0,28 um, respectivamente).

A relagdo entre largura/comprimento (alonga-
mento) originados de espermatozoides corados com
Feuglen foi significativamente maior (P < 0,01) do
que para os vivos nao fixados (0,53 £ 0,07 vs 0,43
+ 0,07, respectivamente). O resultado da frequén-
cia de erros de digitalizacdo de espermatozoides
corados com Feulgen foi de 5,4% (variacdo de 1,7 a
9%). O erro mais comum de digitalizacdo apresen-
tou-se como sobreposicdo de espermatozoides que
sdo medidos e identificados como um unico esper-
matozoide. O comprimento e a largura das cabecas
dos espermatozoides vivos nio fixados tiveram bai-
xa correlacdo com as medidas correspondentes na
técnica de lamina corada (r = 0,03 e 0,08, respec-
tivamente), sendo que tanto comprimento quan-
to largura foram significativamente maiores para as
células ndo fixadas (P < 0,01). A redugdo no tama-
nho celular também foi relatada em células huma-
nas e é atribuida ao processo de fixacdo e colora-
¢do, que envolve etapas de hidrélise e desidratacio.
A relacao largura/comprimento derivada de am-
bos os métodos apresentou correlagio moderada
(r = 0,66). Apesar de que nenhuma associagdo com
a fertilidade tenha sido feita neste estudo, os auto-
res concluiram que a técnica pode ter aplicacdo fu-
tura como método de avaliacdo da fertilidade de
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garanhoes, baseados na diferenca de tamanho da
cabeca espermatica entre reprodutores ou no coefi-
ciente de variacdo do tamanho da cabega espermati-
ca derivado de um mesmo animal.

A morfometria da cabeca dos espermatozoides
em garanhdes vem sendo padronizada, possibilitan-
do relacionar clinicamente as diferencas morfomé-
tricas entre animais férteis ou subférteis. Com este
objetivo, estudaram-se os parametros morfométri-
cos da cabega dos espermatozoides de garanhoes fér-
teis e subférteis, usando o sistema automatizado de
andlises espermadticas por computador. Gravance et
al. (1996) utilizaram dez garanhdes férteis (= 60%
taxa de concepgdo) e dez subférteis (< 40% taxa
de concepg¢do). A média das mensuragdes das ca-
becas dos espermatozoides entre o grupo de gara-
nhoes férteis e subférteis foi respectivamente de
5,35 e 5,81 um de comprimento; 2,79 e 2,90 um de
largura; 11,43 e 12,66 pym*de area e 13,76 e 14,68
um de perimetro. Os valores foram significativamen-
te maiores (P < 0,01) para o grupo subfértil. As va-
riacdes dos valores das medidas da cabeca esper-
matica do maior agrupamento de garanhdes férteis
foram para comprimento 4,9-5,7 pm, largura 2,5-3,0
um, area 10,3-12,1 pm? e perimetro 12,9-14,2 pm.
O resultado médio da morfometria da cabega dos es-
permatozoides de garanhdes subférteis foi signifi-
cativamente maior para comprimento, largura, area
e perimetro, mas ndo para a relacdo largura/com-
primento, indicando uma tendéncia dos esperma-
tozoides serem mais delgados no grupo subfértil.
Ocorreram diferencas morfométricas notaveis entre
duas populagdes de células estudadas, de forma que
os autores consideraram o método bastante objeti-
vo e auxiliar nas variagdes clinicas para a detecgao
da subfertilidade. Ressalte-se que esta técnica ainda
¢ valida e muito empregada.

Mais recentemente, Severa et al. (2010) reporta-
ram estudo sobre a quantifica¢do e a variacao de ca-
beca de espermatozoides de garanhdes. Eles estuda-
ram as caracteristicas de cabeca, incluindo a relacdo
do comprimento com a largura, inser¢do no centro
de gravidade, curvatura e o grau esférico. As ima-
gens foram analisadas mediante a descricdo elipti-
ca de Fourier e a transformacgdo inversa de Fournir.
0 estudo confirmou quantitativamente que a relacdo
comprimento da cabeg¢a com a largura foram os pa-
rametros que mais contribuiram na variagio entre
espermatozoides normais e defeituosos.
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Avaliacao espermatica com a
utilizacao de sondas fluorescentes

Todos os testes laboratoriais de andlise de sé-
men buscam a capacidade fertilizante do esperma-
tozoide. Dentre estes, a técnica que utiliza sondas
fluorescentes vem ganhando importancia por sua
caracteristica de marcar estruturas especificas das
células e de detectar a integridade estrutural ou
funcionalidade de forma clara (CELEGHINI et al,,
2005). Varias sondas fluorescentes podem ser utili-
zadas para a avaliacao da integridade da membrana
plasmatica espermatica, como o brometo de etidio
(HALANGK; FRANK; BOHNENSACK, 1984), corantes
supravitais Hoechst 33258 (H258), 33342 (H342)
(CASEY et al., 1993; MAXWELL; WELCH; JOHNSON,
1997), SYBR-14 (GARNER; THOMAS; GRAVANCE,
1999; THOMAS et al., 1998) e diacetato de carboxi-
fluoresceina (CFDA) (SOUZA, 2001). Todavia, o io-
deto de propidio tem-se destacando em pesquisas
pela facilidade de preparacdo e aplicagdo da técnica,
estabilidade e eficiéncia na avaliacdo da integridade
da membrana plasmatica. Essa sonda possui afini-
dade ao DNA e cora em vermelho o nucleo de células
com membrana plasmatica lesada (ARRUDA, 2000;
ARRUDA et al,, 2003b; CELEGHINI et al., 2005).

Ja a aglutinina de Pisum sativum (PSA), quando
conjugada a isotiocionato de fluoresceina (FITC),
marca com Sucesso O acrossomo espermatico na
cor verde-amarelo, o que facilita a visualizagio e
a identificacdo dos acrossomos lesados, sendo uti-
lizado em espermatozoides humanos (CROSS et al,,
1986; MENDOZA et al,, 1992; TESARIK et al., 1993),
bovinos (GRAHAM; KUNZE; HAMMERSTEDT, 1990;
ARRUDA; CELEGHINI, 2003), equinos (ARRUDA,
2000; ARRUDA, 2003b, CASEY et al, 1993;
FARLIN et al.,, 1992; CELEGHINI et al., 2004) e
suinos (MATTIOLI et al., 1996).

O uso da FITC-PSA para avaliar a integridade do
acrossomo de células espermaticas equinas in na-
tura ou submetidas a criopreservacdo foi investi-
gado (FARLIN et al. 1992; ARRUDA et al,, 2003a).
Para tanto, misturas de diferentes proporc¢des de
espermatozoides com cromossomo intacto (sémen
fresco) e espermatozoides com acrossomo danifica-
do (sémen criopreservado) foram avaliadas. Houve
correlagdo positiva entre a porcentagem de esper-
matozoides ligados a TITC-PSA e a proporgao de
espermatozoides com acrossomo danificado nas

amostras (r = 0,98; P < 0,05), comprovando a eficién-
cia de seu uso na determinac¢do da integridade do
acrossomo (FARLIN et al., 1992).

Para comprovar a eficiéncia e especificidade do
FITC-PSA na avaliagdo da integridade de membrana
acrossomal, Souza (2001) comparou quatro técni-
cas: cimara umida por microscopia de contraste de
fase, interferéncia diferencial, coloracdo por Trypan
Blue/Giemsa e microscopia de epifluorescéncia, uti-
lizando como marcador o FITC-PSA nas amostras de
sémen equino pds-descongelagio.

Quanto a peca intermediaria do espermatozoi-
de, existem sondas fluorescentes préprias para ava-
liacdo da funcionalidade mitocondrial, dentre os
quais se destaca a carbocianina cationica lipofilica,
JC-1 (iodeto de 5,5, 6,6’-tetracloro 1,1’ 3,3'-tetra-
etilbenzimidazolocarbocianina). Essa sonda possui
baixa toxicidade, boa solubilidade e caracteristicas
fluorescentes apropriadas para detecgdo por siste-
ma de filtros, comumente usada em microscopia de
epifluorescéncia (SMILEY et al., 1991). Tal corante
necessita de potencial de membrana mitocondrial
altamente negativo para penetrar na organela e
emitir fluorescéncia nos comprimentos de onda de
luz vermelha ou verde, de acordo com sua concen-
tracdo interna final. Em altas concentragdes, o co-
rante apresenta-se na forma de j-agregado (JC-1) e
emite coloragdo vermelha, enquanto que em baixas
concentracdes encontra-se na forma de mon6éme-
ro e emite coloracdo verde. Entdo, em mitocéndrias
funcionais, que apresentam potencial de membrana
mitocondrial altamente negativo (-180 mV), o JC-1
penetra e acumula-se no interior desta organela e
emite coloracdo vermelha (REERS; SMITH; CHEN,
1991). Assim, a formacdo e manutengdo de j-agre-
gados no interior da mitocondria sdo dependentes
do gradiente eletroquimico (SMILEY et al.,, 1991).
0 JC-1 possui absorbancia maxima de 510 e 585 nm
e uma fluorescéncia maxima de 520 e 585 nm para
mondmeros e j-agregados, respectivamente.

Para avaliar a eficiéncia do JC-1 e a funcionalida-
de da mitocOndria, ou seja, a capacidade desta or-
ganela em produzir ATP, Bradbury et al. (2000) co-
raram células leucémicas humanas com fluocromo
e encontraram alta correlacdo positiva (r = 0,87; P <
0,01) entre a quantidade de ATP intracelular e a per-
centagem de células com alto potencial de membra-
na mitocondrial e alta correlagdo negativa (r=-0,88;
P <0,01) entre ATP e células com baixo potencial de
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membrana mitocondrial. Este corante fluorescen-
te também vem sendo utilizado com sucesso para
estimar o potencial de membrana mitocondrial, em
diferentes espécies, como a bovina (GARNER et al,,
1997; THOMAS et al., 1998; CELEGHINI et al., 2005),
equina (GRAVANCE etal., 2000; NASCIMENTO et al,,
2008), ovina (MARTINEZ-PASTOR et al., 2004) e hu-
mana (TROIANO et al., 1998).

Assim, as associa¢des de sondas fluorescentes
permitem avaliar concomitantemente mais do que
um compartimento da célula espermadtica. Dentre
as técnicas validadas, a associa¢do PI, FITC-PSA E
JC-1 é a melhor, ja que esta permite separar as po-
pulacdes de células com alto e baixo potencial de
membrana mitocondrial de maneira mais clara
(CELEGHINI et al., 2004; CELEGHINI et al., 2005).

Avaliacao das proteinas do plasma
seminal e membranas espermaticas

0 sucesso da reproducdo animal depende
de uma cascata de eventos, baseando-se na es-
permatogénese e na maturagio espermatica.
Posteriormente durante a ejaculagdo, diferentes
secre¢des provenientes das glandulas acessdrias
dos machos promoverdo mudanc¢as importantes
na composicdo da membrana espermatica e das
proteinas de superficie. Na sequéncia, os esperma-
tozoides deverdo ser capacitados durante a passa-
gem pelo trato genital feminino, para sofrerem a
reacdo do acrossomo, até que um deles seja capaz
de penetrar a zona peldcida e finalmente se fundir
com o odcito. Cada um destes passos é medi-ado por
um numero de proteinas e consequentemente por
genes (LEEB; SIEME; TOPFER-PETERSEN, 2005).

Proteinas especificas ja sao utilizadas como
marcadores de fertilidade para humanos e bovi-
nos. Nos equinos algumas também ja foram iden-
tificadas, como a familia de proteinas ricas em cis-
teina (CRISPs), a familia das espermadesinas e a
familia de proteinas com nimero variavel de do-
minios de fibronectina do tipo II (Fn-2) (LEEB;
SIEME; TOPFER-PETERSEN, 2005).

As proteinas CRISPs estdo implicadas com varias
fungdes relacionadas a fusdo espermatozoide-oécito
e sdo expressas sob controle androgénico. Em equi-
nos, o gene da CRISP1, também chamada de AEG1
(glicoproteina acidifera epididimaria 1), é expresso

Avanco na avaliacao espermatica de equinos

ao longo do epididimo, enquanto que o gene da
CRISP2 (ou TPX1 - proteina equina especifica
do testiculo 1) é expresso no testiculo, epididi-
mo e glandulas vesiculares (GIESE et al., 2002).
A CRISP 2 pode ter funcdo na interagdo entre as
células de Sertoli e os espermatdcitos no testi-
culo. A CRISP3 é expressa em grande quantida-
de no plasma seminal de garanhdes, come¢cando
a ser expressa a partir do epididimo até o resto
do trato genital, com alta expressdo na ampola
(SCHAMBONY et al., 1998). As CRISPs se ligardo
principalmente na regido equatorial, pds-acros-
somal e na pe¢a intermediaria dos espermatozoi-
des (TOPFER-PETERSEN et al., 2005). Segundo
Topfer-Petersen et al. (2005), também ja foi ob-
servada a completa perda da expressdo de CRISP2
no testiculo e no epididimo de um garanhao crip-
torquidico. O segundo grupo de proteinas impor-
tantes em equinos, sdo as espermadesinas, que
possuem de 110 a 113 aminoacidos e compreen-
dem um Unico dominio CUB estabilizado por duas
pontes dissulfidicas. Sdo proteinas multifuncio-
nais que exibem habilidade para se ligar a hepa-
rina, a inibidores de proteinase, fosfolipideos e a
carboidratos (TOPFER-PETERSEN et al, 2005).
No equino,a HSP-7 é a representante, sendo que
ela se liga a zona peldcida intacta, mostrando sua
func¢do na interacao espermatozoide-zona peldci-
da (REINERT et al.,, 1996). A HSP-7 é secretada no
trajeto do espermatozoide pelo epididimo e se liga
ao espermatozoide formando uma banda proemi-
nente na regido equatorial (TOPFER-PETERSEN
etal.,, 2005).

Em equinos, as proteinas Fn-2 sido caracteriza-
das por dois médulos de fibronectina tipo II, sen-
do denominadas de EQ-12. Elas sdo produzidas no
corpo e na cauda do epididimo e exercem funcoes
sobre a membrana plasmatica, o que pode ajudar a
explicar altera¢des nas propriedades de membrana,
principalmente sobre o mecanismo da capacitacdo
e que podem preceder o processo de capacitagdo
induzido por heparina (MANJUNATH; THERIEN,
2002). Outras proteinas também estdo envolvidas
com a funcdo flagelar, e, portanto, com a motilidade
espermatica. Recentemente, o gene AKAP4 (protei-
na 4 ligada a quinase A) foi parcialmente clonado e
caracterizado no equino (TURNER et al,, 2005), es-
tando envolvido na compartimentaliza¢do da pro-
teina quinase A no flagelo.
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Avaliacao da cromatina espermatica

O plasma seminal é uma complexa mistura de
substancias orgdnicas e inorganicas com muitas
propriedades que melhoram a qualidade esperma-
tica, incluindo a ativagdo da motilidade espermati-
ca e a protecdo dos espermatozoides das espécies
oxigénio reativas (EROS), mas pode alterar a inte-
gridade do DNA espermatico. Em um estudo con-
duzido por Love et al. (2005), ficou demonstrado
que o aumento da quantidade de plasma seminal
em garanhoes altamente férteis pode levar a um de-
clinio na integridade do DNA, sem, contudo serem
observadas queda na motilidade. Estudos tém de-
monstrado que a qualidade do DNA espermatico de
alguns garanhdes de menor fertilidade pode decli-
nar a uma taxa maior do que a observada em gara-
nhoes férteis com condi¢cdes de estocagem similares
(LOVE, 2005). A desnaturacio da cromatina é mais
alta no sémen de garanhdes subférteis em compa-
racdo a garanhoes férteis (32% versus 16%) e o es-
core de desnaturacdo é negativamente correlacio-
nado com a taxa de prenhez (KENNEY et al., 1995).
A andlise da estrutura da cromatina do esperma-
tozoide (SCSA) é um método para se determinar a
susceptibilidade do DNA espermatico a desnatu-
racdo, a qual é relacionada a fertilidade. Esse teste
usa uma sonda metacromatica, laranja de acridina,
para avaliar a relacdo do DNA simples (anormal) e
duplo-filamento (nativo) presente em um esperma-
tozoide, por meio da fluorescéncia verde ou laran-
ja emitida por cada espermatozoide. A SCSA pode
ser utilizada para avaliar a integridade do DNA no
sémen fresco, resfriado ou congelado (LOVE, 2005).
Normalmente, alguns garanhdes que exibem eleva-
¢do do nimero de DNA comprometido em sémen
fresco, também tém uma taxa acelerada na queda
da qualidade do DNA quando o sémen é resfriado
ou estocado por longo tempo (LOVE et al., 2002).

Avaliacao espermatica por citometria de fluxo

A integridade da membrana plasmaética é es-
sencial para o funcionamento do espermatozoi-
de. Diferentes métodos de avaliacdo da integrida-
de das membranas plasmatica e acrossomal tém
sido testados. Entre esses testes podemos citar os
que usam fluorocromos (citados anteriormente).

As avaliagdes, quando analisadas por microscopia
de fluorescéncia, apenas avaliam de 100 a 200 célu-
las. Entretanto ha um ganho consideravel quando o
uso de sondas fluorescentes para a andlise das orga-
nelas é combinada com o uso da citometria de fluxo
ja que a citometria permite a andlise de milhares de
células por segundo (PENA; JOHANNISSON; LINDE-
FORSBERG, 1999). Diferentes sondas fluorescentes
tém sido utilizadas em conjunto a citometria de flu-
X0 para mensurar a viabilidade espermatica de dife-
rentes espécies (GRAHAM; KUNZE; HAMMERSTEDT,
1990; GARNER; JOHNSON, 1995; PAPAIOANNOU et
al, 1997). Em garanhdes, a citometria de fluxo tem
sido aplicada para avaliar a integridade da membra-
na plasmatica (BOLANOS et al,, 2012) e o iodeto de
propideo (PI) para verificar o estado do acrossoma
(PAPAIOANNOU etal, 1997), Pl e SYBR-14 (MERKIES
et al, 2000; BOE-HANSEN et al, 2001; LANDIM-
ALVARENGA et al,, 2001; KIRK et al.,, 2001), PI e FITC-
PNA (RATHI et al, 2001), PI e PE-PSA (WILHELM;
GRAHAM; SQUIRES, 1996), P e FITC-PSA (ANDRADE
etal, 2006).

Além daandlise daintegridade das membranas plas-
matica e acrossomal, a citometria de fluxo (BOLANOS
etal, 2012; GARNER; EVANS; SEIDEL, 2013) combina-
da ao uso de fluoréforos permite a avaliagdo do poten-
cial de membrana mitocondrial, integridade do DNA,
peroxidacdo lipidica, capacitagdo e reagdo acrossomi-
ca, apoptose dentre outros. A peroxidagado lipidica da
membrana plasmatica é uma das causas que preju-
dicam a fung¢do espermatica no sémen, tanto a fresco
como poés-criopreservagao. A sonda lipofilica fluores-
cente C11-BODIPY581/591 pode ser usada para ava-
liar as mudangas causadas pela peroxidacdo lipidica
no espermatozoide equino. Essa sonda é um analogo
de Acidos graxos polissaturados, que se incorpora na
membrana celular. Enquanto este fluoréforo esta in-
tacto, é observada uma fluorescéncia vermelha e com
a sua peroxidagdo ha uma mudanca de fluorescéncia
para verde, que pode ser detectada pelo citometro de
fluxo (BALL; VO, 2002; NEILD et al,, 2005).

Mais recentemente, a citometria de fluxo tem
sido preconizada na sexagem de espermatozoides
de mamiferos incluindo bovinos, suinos, equinos,
pequenos ruminantes, caninos e felinos e até em hu-
manos visando a separacdo de espermatoides X e Y.
0 método é baseado na precisa coloragdo do DNA
do espermatozoide com o especifico fluoréfono aci-
do nucleico (Hoechst 33342), visando diferenciar as
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subpopulag¢oes de espermatides X e Y. Os espermato-
zoides coloridos por fluorescéncia sdo entdo separa-
dos, utilizando-se uma especial e elevada velocidade
de separagio, recolhidos em meio bioldgico antes de
reconcentrar e criopreservar em quantidade necessa-
ria ao uso da inseminacdo artificial para algumas es-
pécies ou para a fertilizacdo in vitro. Isso ja foi usa-
do em espermatozoides em escala comercial tendo a
acuracia de 90 % (GARNER; EVANS; SEIDEL, 2013).

Fecundacao in vitro (FIV) como
parametro de avaliacao da capacidade
de fecundacao dos espermatozoides

Somente espermatozoides capacitados e com re-
acdo acrossomica (RA) estdo aptos a penetrar na
zona pelucida e fecundar o oécito. Entretanto na fe-
cundacdo in vitro outros fatores sdo importantes,
como a concentragio de espermatozoides a ser utili-
zada e o periodo em que esses espermatozoides vao
permanecer em contato com os odcitos. O excesso
de espermatozoides pode gerar um ambiente hostil
aos odcitos e aos zigotos recém-formados durante o
cultivo para fecundagdo, provocado principalmente
pela presenca de maior quantidade de enzimas hi-
droliticas e radicais livres, liberados no meio de cul-
tivo pelos espermatozoides (REHMAN et al,, 1994).
Um periodo de cultivo excessivo também pode ter
acdo semelhante por proporcionar maior tempo de
contato dos o6citos com essas substancias toxicas.

Ramos et al. (2000), trabalhando com sémen de
bovinos, avaliaram duas concentragdes espermati-
cas (2 e 4 x 10° espermatozoides/mL) e dois perio-
dos de incubacdo (12 e 18h) ndo observando porém
diferenca na taxa de penetracdo espermatica, fecun-
dagdo monoespermatica, polispermia e clivagem.
Entretanto a utilizacdo de concentracdes menores
(1 x 10° espermatozoides/mL) pode reduzir a taxa
de polispermia, quando comparada com a concen-
tracdo de 4 x 10° espermatozoides/mL, sem afetar a
taxa de fecundagdo (CAMARGO et al,, 2001).

Conclusoes
Diversos pontos desafiadores ainda persistem

dentro da reproducdo equina, principalmente em
relacdo aos avancos das biotécnicas da reproducio.

Avanco na avaliacao espermatica de equinos

Comparativamente as dificuldades a serem suplan-
tadas em relacdo a espécie bovina, hd um longo ca-
minho a percorrer. Varios grupos de pesquisadores
tém se dedicado a reproducdo equina mais apro-
fundada, atuando nas dificuldades inerentes ao ndo
convencional. Pesquisadores tém procurado inten-
samente desenvolver ensaios laboratoriais que ve-
nham a alavancar a fertilidade do sémen. No entan-
to tais metas tém sido de dificil obten¢do, uma vez
que a maior parte dos problemas reside nos dife-
rentes atributos que o espermatozoide deve possuir
para fertilizar o o6cito. O odcito por si s6, apds ser
liberado do ovario ou ser retirado, deve passar por
uma série de eventos complexos nos ovidutos ou
nos meios enriquecidos (FIV). Somando-se a isso o
espermatozoide deve estar capacitado, pronto para
se fusionar ao o6cito e levar adiante as sucessivas
clivagens dos blastomeros. Infelizmente, isolados
testes laboratoriais ndo conseguem estimar o po-
tencial de fertilidade do sémen, apesar do empenho
de pesquisadores e de laboratérios bem equipados.
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