(b.a DOI: 10.21451/1809-3000.RBRA2023.027

- Anais do XXV Congresso Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA-2023), Belo Horizonte, MG, 24 a 26 de maio de
2023.

Relagdo entre a capacitacio espermatica e a fertilidade de sémen criopreservado
de bovinos
Relationship between sperm capacitation and fertility in bovine cryopreserved semen

Eneiva Carla Carvalho Celeghini'", Laura Nataly Garcia-Oliveros!, Rubens Paes de Arruda?,
Alexandre da Rocha Bozzi!, Gabriel de Miranda Teodoro Soares', Marina Port Lamellas!, Thais de
Oliveira Cardoso Silva!

"Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Patologia da Reprodugio Animal, Departamento de Reprodugdo Animal,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Pirassununga, SP, Brasil
2Laboratério de Biotecnologia do Sémen e Andrologia, Departamento de Reprodugdo Animal, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, SP, Brasil

Resumo

A qualidade do sémen criopreservado, utilizado na inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF)
em bovinos, ¢ um dos principais fatores que impactam sobre a fertilidade, e esta relacionada a capacidade
de producdo espermatica dos touros, a criotolerdncia dos espermatozoides e aos critérios técnicos do
processo de criopreservacdo adotados. Neste sentido, devemos destacar a importancia do controle de
qualidade das partidas de s€men antes de serem liberadas para uso na IATF. Nos ultimos anos varias
técnicas vém sendo desenvolvidas para avaliar com mais acuracia as partidas de sémen e evitar o uso
daquelas que possam resultar em prejuizos na fertilidade, mas mesmo assim, tem se notado alta
variabilidade na taxa de prenhez entre touros e entre partidas de s€émen. Esta divergéncia se deve ao fato da
habilidade fértil do espermatozoide ser multifatorial, ou seja, dependente de diversas caracteristicas
estruturais, morfofuncionais ¢ moleculares. Ademais, os eventos que permitem os espermatozoides
passarem por capacitacdo espermdtica, um pré-requisito para a fertilidade, tém intrigado os pesquisadores
em vista da complexidade dos processos envolvidos e dos efeitos deletérios da criopreservagao espermatica.
Esta revisdo tem por objetivo compilar estudos que mostrem a relag@o entre a capacitagdo espermatica e a
fertilidade do sémen bovino criopreservado, levando em consideracdo as técnicas de avaliagdo e os
resultados até o momento.

Palavras-chave: Touros, Espermatozoides, Criopreservagio, IATF, Taxa de Prenhez
Abstract

The quality of cryopreserved semen, used in fixed-time artificial insemination (FTAI) in cattle, is
one of the main factors that impact fertility and is related to the sperm production capacity of bulls, sperm
cryotolerance, and the technical criteria for cryopreservation. In this sense, we must highlight the
importance of quality control of semen batches before commercialization for the FTAI In recent years,
several techniques have progressed to more accurately evaluate semen batches and avoid using those that
may result in impaired fertility. However, we still notice a high variability in the pregnancy rate between
bulls and between semen batches. This divergence is due to the multifactorial sperm-fertilizing ability, i.e.,
it depends on several structural, morphofunctional, and molecular characteristics. In addition, the events
that allow sperm to undergo sperm capacitation, a prerequisite for fertility, have intrigued researchers due
to the complexity of the processes involved and the adverse effects of sperm cryopreservation. This review
aims to compile studies that show the relationship between sperm capacitation and fertility in
cryopreserved bovine semen, considering the evaluation techniques and results to date.

Keywords: Bulls, Spermatozoa, Cryopreservation, FTAI, Pregnancy Rate

Introducao

O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo, mas ocupa a segunda colocag@o na
produgdo de carne bovina (ABIEC, 2022), fato que evidencia a margem para a expansao da produtividade
do rebanho. Essa expansdo pode ser alcangada por associar o melhoramento genético com o aumento da
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fertilidade do rebanho, ambos podem ser obtidos pela aplicagdo de biotécnicas reprodutivas. Segundo a
Associagdo Brasileira de Inseminagao Artificial (ASBIA, 2021), o pais apresentou nos ultimos anos um
aumento expressivo na aplicacdo da inseminagdo artificial (IA) em bovinos, evidenciado pelo aumento na
comercializagdo de doses de sémen criopreservado, principalmente das ragas de corte (ASBIA, 2021).
Merece destaque o fato de que, no ltimo ano, 93,3% das inseminagdes realizadas em territdrio nacional
fizeram uso da inseminagao artificial em tempo fixo (IATF) e geraram taxas médias de prenhez em torno
de 52% com o emprego do sémen criopreservado (Baruselli et al., 2022). Estes resultados s@o influenciados
por diversos fatores, que podem ser agrupados naqueles inerentes a fémea, a técnica e ao s€émen. Entre os
fatores inerentes ao s€émen, podemos afirmar que a qualidade do s€émen criopreservado utilizado na IATF
possui alto impacto sobre a fertilidade (Celeghini et al., 2017) e esta diretamente relacionada a capacidade
dos touros em produzirem espermatozoides “saudaveis” e resistentes aos processos de refrigeracdo,
congelacdo e descongelacdo, bem como aos critérios técnicos de criopreservacao.

Ha alguns anos ja se sabe que as caracteristicas das partidas de s€émen criopreservado bovino,
como motilidade, vigor, nimero de espermatozoides por palheta e morfologia espermatica servem como
critério inicial para a liberagdo antes da comercializagdo e uso na IA (CBRA, 2013), sendo seguidos por
alguns laboratorios comerciais como controle de qualidade, mas que estas caracteristicas nem sempre sao
suficientes para identificar todas as partidas de sémen com baixo potencial de fertilidade, o que fica
evidenciado na alta variabilidade da taxa de prenhez entre touros e entre partidas de sémen (Oliveira et al.,
2014; Celeghini et al., 2017; Longobardi et al., 2020). Em vista disso, as centrais de coleta e processamento
de sémen (CCPS) tém classificado os touros como de alta, intermediaria e baixa fertilidade, de acordo com
os resultados ap6s IATF, compilados numa ampla base de dados. Somente a partir dai, podem ser tomadas
decisdes de excluir os touros de baixa fertilidade do catalogo. Esta divergéncia nos resultados se deve ao
fato de que a habilidade fértil do espermatozoide é multifatorial, ou seja, depende de diversas caracteristicas
estruturais e morfofuncionais, além da motilidade e morfologia espermatica, também integridade e
funcionalidade das membranas e do DNA, equilibrio dos fatores antioxidante/pré-oxidante, habilidade em
passar pelo processo de capacitacdo espermatica, além das caracteristicas intrinsecas, nas quais sdo
considerados conteidos moleculares ¢ de organclas do espermatozoide, tais como proteinas, RNAs e
centriolos (Oliveira et al., 2014; Santos, 2016; Celeghini et al., 2017; Alves et al, 2020), as quais nem
sempre sdo incluidas nas analises das partidas de sémen antes do uso na [A.

Para se evitar prejuizos aos produtores e as CCPS, varias pesquisas vém sendo desenvolvidas
nos ultimos anos com o objetivo de buscar técnicas acuradas para predizer o potencial de fertilidade de
partidas de s€émen antes de serem utilizadas na IA (Celeghini et al., 2007; Gillan et al., 2008; Arruda et al.,
2011; Oliveira et al., 2014; Santos, 2016; Alves et al., 2019; Okano et al., 2019; Celeghini et al., 2019;
Alves et al., 2020; Uehara Berton et al., 2022). Muitas destas técnicas tem apresentado resultados
promissores no diagnéstico de alteracdes que refletem no potencial de fertilidade, mas devido ao carater
multifatorial da célula espermatica, nem sempre esse diagnostico é facil, podendo culminar com falhas
algumas vezes (Santos, 2016; Okano et al., 2019; Alves et al., 2020; Uehara Berton et al., 2022), o que
justifica a busca intensa e continua por mais ferramentas com maior poder preditor e que seja de aplicagdo
pratica na rotina laboratorial das CCPS. Dentro desta busca, énfase tem sido dada aos eventos envolvidos
no processo da capacitagdo espermatica (Leahy e Gadella, 2015; Rahman et al., 2017; Bernecic etal., 2019),
considerando a importancia para a fertilidade e o crescimento nos conhecimentos que envolve este
processo. Neste contexto, ¢ importante considerar que a criopreservagdo do sémen, durante os processos de
congelacdo e descongelacdo, induz a varios danos espermaticos, que podem provocar alteragdes,
principalmente nas membranas, que podem levar a perda de moléculas associadas ao processo de
capacitacao espermatica (Celeghini et al., 2008; Ugur et al., 2019; Longobardi et al., 2020).

Esta revisdao tem por objetivo compilar estudos que mostrem a relagdo entre a capacitagdo
espermatica e a fertilidade do sémen bovino que passou pelo processo de criopreservacao, levando em
consideracdo as técnicas de avaliagdo e os resultados até o momento. Para isso, serdo abordados
primeiramente alguns aspectos relacionados aos eventos da capacitagdo espermatica, seguidos das
alteragdes que os espermatozoides sofrem durante o processo de criopreservacdo e finalmente serdo
apontados os resultados de estudos que relacionam as técnicas de analise espermadtica aos eventos da
capacitagdo espermatica e fertilidade.

Capacitacao espermatica: eventos até a fertilizacao

A capacitacdo espermatica € um pré-requisito para a fertilidade e pode ser definida como uma
combinagdo de eventos bioquimicos e moleculares que ocorrem de forma sequencial e paralela, tanto na
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cabeca quanto no flagelo, conferindo aos espermatozoides a capacidade de hiperativa¢do da motilidade,
intera¢do com a zona pelicida do o6cito, reagdo acrossomal e fusdo com a membrana plasmatica do odcito
na fecundag@o (Yanagimachi, 1994; Visconti, 2009; Signorelli et al., 2012). Para alcancgar a capacitago
espermatica, logo apos a espermiacdo, os espermatozoides passam por modifica¢des durante o transito no
epididimo, o contato com o plasma seminal e o transporte através do trato reprodutivo da fémea (Belleanée
et al., 2011). A necessidade da exposi¢do dos espermatozoides a estes microambientes dindmicos para
alteragdes de suas fungdes, se deve ao fato dessas células apresentarem alta condensagdo do DNA, sendo
inertes aos processos de transcri¢do e traducdo (Park et al., 2013) e incapazes de produzirem novas
proteinas. Desta forma, para controlar suas fungdes, os espermatozoides dependem de modificagdes de
proteinas por processos de fosforilagdo, que ocorrem principalmente nos residuos de tirosina (Bernecic et
al., 2019); bem como dos transcritos adquiridos durante a espermatogénese e o transito pos-testicular, que
podem regular a tradugdo de proteinas pos-transcricionalmente (Kim, 2005; Alves et al., 2020).

A capacitagdo espermatica propriamente dita deve ocorrer somente no trato reprodutivo da fémea,
quando os espermatozoides entram em contato com o microambiente uterino e da tuba uterina, que
disparam uma série complexa de eventos bioquimicos, que culminam com modificagdes celulares e
moleculares (Rahman et al., 2017). Resumidamente, a concentragdo de Bicarbonato (HCOs’) aumenta
substancialmente no trato reprodutivo feminino, principalmente no microambiente da tuba uterina proximo
do momento da ovulagdo. O HCOj5 entra nos espermatozoides através de cotransportadores Na'/ HCOs',
presentes na membrana plasmatica e aumenta o pH intracelular. Ambos HCO3- e elevagdo do pH
intracelular ativam uma enzima conhecida como adenilato ciclase soluvel (sACY), que é responsavel pela
producdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc). O AMPc ¢ um segundo mensageiro com efeito direto
na atividade da proteina quinase A (PKA). A PKA desempenha um papel crucial na fosforilagdo de
proteinas com residuos de tirosina, mas também em menor propor¢do nos residuos serina/treonina. Ao
mesmo tempo, a ativacdo da PKA modula os canais catidnicos especificos dos espermatozoides (CatSper),
estimulando a entrada de ions de célcio (Ca,"), que por sua vez produz alteragdes no potencial de membrana
e também ativam a sACY (Visconti, 2009; Signorelli et al., 2012; Bernecic et al., 2019). Em associagdo, o
HCOs™ produz uma assimetria da membrana plasmatica por ativagdo de enzimas que translocam
fosfolipidios de membrana, como fosfatidilserina ¢ fosfatidiletanolamina; esta translocagdo dos
fosfolipideos aumenta a disponibilidade das moléculas de colesterol para aceitadores externos (Visconti,
2009; Visconti et al., 2011). A soro albumina bovina (BSA), um aceitador de colesterol, que esta em
concentragdo elevada no trato reprodutivo das fémeas, promove o efluxo de colesterol da membrana
plasmatica, tornando-a mais instavel, permitindo a reorganiza¢do e a formac¢do de microdominios lipidicos
(balsas lipidicas) para permitir a ligagdo com a proteina da zona pelucida 3 (ZP3), um receptor de
membrana, € inicia os processos de hiperativagdo da motilidade e reagao acrossomal (Gadella et al., 2008).

A hiperativacdo da motilidade é caracterizada por batimento flagelar vigoroso e assimétrico e ¢
dependente da entrada de Ca," através dos CatSper, presentes na pega principal do flagelo. O propdsito
biologico deste movimento propulsivo ¢ a liberag@o de espermatozoides das células da regido do istmo da
tuba uterina, a travessia pelas células do cumulus até a zona pelucida e, apos a rea¢do acrossomal, da zona
pelucida até o espago perivitelino (Singh e Rajender, 2015; Bernecic et al., 2019).

A reagdo acrossomal é dependente de Ca," e inicia com a ligagdo entre o espermatozoide e a
ZP3, que promove a formacdo de poros de fusdo entre a membrana plasmatica ¢ a membrana acrossomal
externa. Essa fusdo ¢é regulada pela formacdo de complexos soliveis de N-etilmaleimida sensivel ao fator
de ativagao do receptor de proteina (SNARE), envolvendo fosfolipase C (PLC) e despolimerizagdo da
actina (Breitbart et al., 2010; Sosa et al., 2015; Mejia-Flores et al., 2017). Subsequentemente a formagao
dos poros de fusdo, as membranas comecgam a formar vesiculas hibridas (membrana plasméatica e membrana
acrossomal externa) e liberam o conteudo de enzimas liticas, contidas no acrossomo, que irdo auxiliar na
degradacao da zona peltcida (Breitbart et al., 2010; Sosa et al., 2015).

A perda da membrana acrossomal externa e uma grande regido da membrana plasmatica expde
a membrana acrossomal interna para o meio e permite a ocorréncia de modificagdes na membrana
plasmatica na regido equatorial, principalmente com a realocagdo da equatorina e da izumol, para tornar
esta regido da membrana apta para interagir e sofrer fusdo com a membrana plasmatica do oocito - oolema
(Toshimori, 2011). Apds a fusdo entre as membranas plasmatica espermatica e do oocito, ocorre a entrada
do espermatozoide dentro do citoplasma do odcito - ooplasma. Esta entrada, ativa o término da meiose 11
do odcito, ocorrendo a extrusdo do segundo corpusculo polar, dando origem ao 6vulo e a formagao do
pronucleo feminino. Enquanto isso, o nucleo do espermatozoide sofre desfragmentacdo formando o
prontcleo masculino. Ocorre entdo, a fusdo dos pronucleos masculino e feminino, formando o zigoto
(Yanagimachi, 1994; Toshimori, 2011; Alves et al., 2020).
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Avaliacdes das caracteristicas espermaticas das partidas de sémen poés-criopreservacio

A criopreservagao do sémen bovino ¢ fundamental para a ampla aplicagdo da IATF. Embora novos
protocolos estejam sendo desenvolvidos e agentes crioprotetores testados para melhorar a crio-
sobrevivéncia dos espermatozoides, ainda ha uma alta porcentagem de espermatozoides que sofrem danos
durante os processos de congelagdo e descongelacdo, tornando-os inviaveis para fertilizar o odcito
(Celeghini et al., 2008). O processo de criopreservagdo promove desafios fisioldgicos e estruturais aos
espermatozoides, provocados pelas mudangas no equilibrio osmético, no estresse oxidativo e na formagao
de cristais de gelo intracelulares (Ugur et al., 2019). Assim, as técnicas para avaliar as partidas de s€émen
pos-criopreservacdo antes de libera-las para o uso na IATF s3o cruciais e devem levar em consideragao
estes desafios sofridos pelas células espermaticas.

Durante o processo de refrigeracdo, as células sdo expostas a muitos efeitos nocivos, incluindo
desacoplamento metabolico, desequilibrio i0nico, ativagdo de proteases, acidose celular, privacdo de
energia, transi¢do de fase da membrana, desestabilizacao do citoesqueleto e produgéo de radicais livres ou
espécies reativas ao oxigénio (ROS), ja durante o processo de congelacdo, os espermatozoides estdo
predispostos aos efeitos prejudiciais da formacdo de cristais de gelo, hiperosmolaridade, alteragdes no
volume celular e desnaturagdo de proteinas (Baust et al., 2009). Assim, o sucesso da criopreservagéo
depende da capacidade das células espermaticas em manterem a habilidade de fertilizar o odcito depois de
passarem por todos estes desafios.

A habilidade fértil do espermatozoide advém de diversas caracteristicas estruturais,
morfofuncionais e moleculares, sendo que cada conjunto de caracteristicas, possui uma correlacao diferente
com o potencial de fertilidade dos espermatozoides. Avaliagdes espermaticas que incluem caracteristicas
como motilidade, vigor, concentracdo e morfologia espermatica, tém sido previamente definidas como
técnicas classicas/convencionais ou primeiro estidgio da avaliagdo (Arruda et al., 2011). Isso se deve ao fato
que estas caracteristicas apresentaram alta correlagdo com a fertilidade em alguns estudos (Gillan et al.,
2008; Arruda et al., 2011; Seidel, 2012; Morrell et al., 2018); no entanto, em outros estudos revelaram
resultados divergentes para o potencial de fertilidade (Oliveira et al., 2014; Santos, 2016). Em adigao, outras
caracteristicas relacionadas a funcionalidade da estrutura espermatica sdo utilizadas como complemento as
analises convencionais, sendo consideradas como o segundo estagio da avaliagdo espermatica (Arruda et
al., 2011), ja que nestas analises sdo consideradas a integridade da membrana plasmatica e acrossomal,
potencial de membrana mitocondrial, integridade do DNA, producdo de espécies reativas ao oxigénio
(ROS), peroxidagdo lipidica e outras, trazendo respostas e correlagdes importantes entre a qualidade
espermatica e a fertilidade (Waterhouse et al., 2006; Celeghini et al., 2008; Oliveira et al., 2014; Gliozzi et
al., 2017; Silva et al., 2019; Narud et al., 2020). Mesmo assim, resultados divergentes continuam sendo
evidenciados entre diferentes touros ou mesmo entre diferentes partidas provenientes do mesmo touro, o
que faz questionar sobre os mecanismos moleculares e bioquimicos que os espermatozoides passam,
incluindo aqueles envolvidos na habilidade em passar pelo processo de capacitacdo espermatica, além das
caracteristicas intrinsecas, nas quais sdo considerados contetdos moleculares e de organelas do
espermatozoide (Alves et al, 2020), entrando no que tem sido definido como o terceiro estagio da analise
espermatica (Arruda et al., 2011).

Atualmente sabe-se que o espermatozoide, durante a fertilizagao do odcito, entrega, além do DNA,
outros fatores importantes ao embrido, tais como os centriolos, RNAs ¢ proteinas (Alves et al., 2017; Alves
et al., 2020). Dentre esses fatores, incluem-se os microRNAs (miRNA), que podem regular a traducdo de
proteinas pos-transcricionalmente (Kim, 2005). Os miRNAs, por serem moléculas estaveis e conservadas
entre as espécies, assim como adquiridas via vesiculas extracelulares, podem ser potenciais reguladoras da
fertilidade e usadas como biomarcadores (Alves et al., 2020) e seu papel tém sido descrito em diferentes
fases da espermatogénese (Kotaja, 2014; Yadav; Kotaja, 2014), maturagdo espermatica (Belleanée et al.,
2011) e desenvolvimento embrionario inicial (Yuan et al., 2016; Alves et al., 2019), além do seu perfil estar
associado com diferentes fenotipos de fertilidade (Fagerlind et al., 2015; Alves et al., 2019).

Com o avango tecnolégico, as estratégias “Omicas” como a gendmica, transcriptomica,
protedmica, lipidomica e metabolomica tém sido utilizadas para melhorar a compreensdo dos eventos
moleculares, bem como da determinag@o de marcadores moleculares da fertilidade de touros (Velho et al.,
2018). O proteoma do sémen bovino ¢ composto por varias proteinas, ¢ a grande maioria destas estdo
envolvidas no processo de fecundagdo do espermatozoide ao odcito, e a auséncia, presenga e/ou
subexpressdo de proteinas especificas podem alterar as fungdes espermaticas e, portanto, diminuir a
fertilidade do sémen (Maciel Junior et al., 2018; Kasimanickam et al., 2019). Em adi¢@o, a metabolomica
¢ o estudo global do metaboloma que compreende uma gama de pequenas moléculas (<1500 Da),
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denominadas metabdlitos, e seus componentes pertencem as diversas classes moleculares como
carboidratos, lipidios, aminoacidos, acidos orgéanicos, acidos nucleicos, vitaminas, polifendis, alcaloides e
outras espécies inorganicas, motivo pelo qual ¢ considerada a “6mica” mais proxima ao fenotipo; com isso,
os metabolitos podem mais facilmente serem correlacionados com o fendtipo das células e/ou dos
individuos; além do fato de ndo serem alterados por modifica¢des funcionais como regula¢des epigenéticas
nos genes, ¢ modificacdes pds-traducionais das proteinas (D’Occhio et al., 2019), essa ¢ uma técnica que
tem se mostrado promissora na identificagdo de potenciais biomarcadores da fertilidade masculina (Kumar
et al., 2015; Bieniek et al., 2016).

Pesquisas recentes demonstraram que o plasma seminal de bovinos possui diferentes classes de
metabdlitos, sendo alguns mais predominantes (Velho et al., 2018). Além disso, diferencas na composi¢ao
metabdlica do plasma seminal foram reportadas em estudos comparativos entre touros de alta e baixa
fertilidade (Kumar et al., 2015; Velho et al., 2018; Menezes et al., 2019; Memili et al., 2020). A maioria
dos estudos tem focado na metabolémica do plasma seminal, Velho et al. (2018) demonstraram que as
classes de metabolitos predominantes no plasma seminal de bovinos sdo os aminoacidos, peptideos e
analogos; além disso, a frutose, acido citrico ¢ acido latico sdo os metabdlitos mais abundantes. Esses
autores ainda identificaram que o acido 2-oxoglutarico, acido fosférico, D-manitol e dulcitol estdo em
menor abundancia no plasma seminal de touros de alta fertilidade; enquanto, frutose, 4-ketoglucose e acido
eritrnico estdo em maior abundancia em touros de baixa fertilidade. Kumar et al. (2015) demonstraram
que touros de alta fertilidade apresentam, no plasma seminal, baixas concentragdes de citrato e isoleucina
e mais alta concentragdo de triptamina/taurina e leucina. Mais recentemente, Longobardi et al. (2020)
descreveram que as diferengas de fertilidade em touros estdo relacionadas as altas concentracdes de glicina-
betaina, butirilcarnitina e L-carnitina e baixas concentragdes de glicerofosfocolina no plasma seminal de
touros baixa fertilidade. J4 em relacdo ao estudo da metabolomica nos espermatozoides de touros com
distinto potencial fértil sdo mais recentes. Menezes et al. (2019) descreveram que touros de alta fertilidade
possuem menores concentracdes de acido palmitico e maior abundancia de GABA, carbamato, acido
benzoico e acido latico. Os altos niveis de glicina-betaina nos espermatozoides caracterizam touros de baixa
fertilidade (Longobardi et al., 2020). Ainda, Saraf et al. (2020) relataram que altas concentragdes de
hipotaurina, Tg180/180/180, 4acido L-malico, decoxiuridine triofosfato, selenocistenina, DITP ¢ metacrilil-
CoA sao correspondentes com o fenotipo de touros de alta fertilidade. Esses trabalhos focam no estudo do
metaboloma global das amostras, associando as diferengas com a fertilidade das partidas e/ou touros.

Capacitacio espermatica e fertilidade do sémen pos-criopreservaciao

Considerando que a maioria das IATF no Brasil utilizam o sémen criopreservado, cabe ressaltar
que os processos de congelagdo e descongelacdo podem induzir alteragdes na arquitetura da membrana
plasmatica e distirbios na distribuicdo do colesterol, eventos também relacionados com a capacitagdo
espermatica. Estas crioinjurias sdo também chamadas “mudancas semelhantes a capacitagdo” ou por alguns
autores como “criocapacitacdo” (Thomas et al., 2006; Kadirvel et al., 2009; Talukdar et al., 2015), podendo
gerar confundimento em relagdo a analise do espermatozoide criopreservado e capacitado. Por este motivo,
cabe ressaltar a importancia em identificar diferengas entre os eventos da capacitagdo espermatica que
ocorre no sémen in natura e pos-criopreservacao e as lesdes espermaticas que ocorrem durante o processo
de criopreservagdo durante a analise de uma amostra capacitada.

Como mencionado anteriormente, os eventos bioquimicos que os espermatozoides sofrem
durante o transito através do trato reprodutivo da fémea, a fim de se tornarem capazes de fertilizar o odcito
e que culminam com modifica¢des que caracterizam a capacitagcdo espermatica, provocam instabilidade da
membrana plasmatica. A sonda fluorescente Merocianina 540 tem sido utilizada amplamente para detectar
a instabilidade da membrana plasmatica, sendo utilizada para indicar a populagdo espermatica da amostra
que esta capacitada; no entanto, as lesdes das membranas plasmaticas provocadas durante o processo de
criopreservagao também provocam instabilidade na membrana plasmatica que sdo também detectadas pela
Merocianina 540, causando um confundimento entre as populagdes espermaticas capacitadas (fisiologico)
e aquelas com danos causados pela criopreservagdo (crioinjuria), erroneamente chamada de criocapacitagéo
(Leahy e Gadella, 2015). Embora, hajam varias técnicas para avaliar os diferentes eventos que ocorrem na
cascata da capacitag@o espermatica (Bernecic et al., 2019), a grande maioria tem sua aplicagdo somente em
grandes centros de pesquisa, considerando o custo, a estrutura e o tempo necessarios para sua realizagao,
estando distantes de serem aplicadas de forma rotineira na triagem de partidas de s€émen criopreservado que
serdo liberadas para o uso em inseminagdo artificial. Em vista da importincia destes eventos para a
fertilizacdo do odcito, e do fato que estas modificagcdes podem ser confundidas com as alteragdes que
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ocorrem durante o processo de criopreservacdo, surge a necessidade de novas formas de avaliagdo
espermatica que permitam detectar estes eventos e relaciona-los com o potencial de fertilidade do sémen
criopreservado. Uma das etapas da capacitagdo ¢ a deplecdo do colesterol da membrana plasmatica ¢ a
redistribui¢do do colesterol remanescente da regido equatorial para a apical de forma organizada, formando
as chamadas “balsas lipidicas”; induzindo a fosforilagdo dos residuos de tirosina das proteinas da membrana
plasmatica e provocando a hiperativagdo da motilidade, bem como indugéo da reagdo acrossomal (Leemans
et al., 2019). A Filipina ¢ um antibidtico macrolideo polieno fluorescente que se liga especificamente ao
colesterol (Flesch et al., 2001), sendo capaz de marcar a distribuicdo das moléculas do colesterol sobre a
cabeca do espermatozoide (Zerbinati et al., 2017), o que pode refletir em diferentes padrdes e permitir
diferenciar os espermatozoides capacitados daqueles com crioinjurias.

Recentemente, identificou-se alteracdo do perfil de miRNAs de espermatozoides relacionados a
capacitagao espermatica, sendo estes envolvidos na fosforilagdo da tirosina, nas vias de sinalizagdo PIK3-
AKt, MAPK, CAMP-PKA e Ca™ (Li et al., 2018), outros associados aos CatSper (Chavez et al., 2013;
Singh e Rajender, 2015). Ainda assim, sdo escassos os estudos que evidenciem a a¢do dos miRNAs nas
vias de sinalizagdo associadas ao processo de capacitagdo em bovinos. De fato, durante este processo chave
para a fecundagdo, ocorrem alteragdes moleculares desses transcritos importantes nos espermatozoides
(Rahman et al., 2014).

A fim de estudar os eventos metabolicos pos-ejaculatorios, Baker et al. (2013) demonstraram
aumento da concentragdo de frutose-6-fosfato e diminui¢do dos niveis de colesterol, demosterol, frutose,
glucose 1 Mox, 5-TMS, L-Tirosina, beta-Sitosterol, mio-inositol, manose, octadecanamide, acido latico,
glucose-6-fosfato, ribose-6-fosfato e galactose em espermatozoides murinos capacitados. O fato da maioria
dos metabdlitos encontrados estarem em baixas concentragdes em amostras que passaram pelo processo de
capacitacao ¢ condizente com o fato de que os espermatozoides sdo células em catabolismo e incapazes de
sintetizarem muitos metabdlitos por conta propria (O’Shea e Voglmayr, 1970). Norteando futuros estudos
do metaboloma espermatico relacionado aos eventos da capacitacdo espermatica.

Esses conhecimentos possuem enorme importancia no que diz respeito a melhor compreensao
dos fatores envolvidos na capacitagdo espermatica e, possivelmente, esses componentes moleculares podem
estar envolvidos na diferencia¢do do potencial fértil dos espermatozoides. Entretanto, existe uma lacuna
literaria em relagdo ao envolvimento dos eventos ligados a cascata da capacitagdo espermatica na
diferenciacdo da fertilidade de ejaculados bovinos.

Consideracoes finais

O potencial de fertilidade do sémen criopreservado de touros tem sido objeto de intensos e
profundos estudos e ainda ndo h4 a compreensao de todos os eventos que estdo envolvidos no sucesso da
fecundagdo. Estudar o processo de capacitacao espermatica em touros de fertilidade conhecida, bem como
os fatores envolvidos na diferenca de fertilidade, parece ser o passo seguinte para identificar as falhas que
expliquem as diferencas de fertilidade entre touros, para em seguida contribuir com o desenvolvimento de
ferramentas técnicas para o diagnostico acurado de partidas de sémen com alto potencial de fertilidade,
evitando-se prejuizos aos produtores.
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