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RESUMO

O espermatozoide € um dos constituintes seminal, sendo essencial para
a fertilidade dos individuos, uma vez que nele esta contido o material genético
do progenitor masculino, o qual é transportado através do trato reprodutivo
feminino até o encontro com o odécito. No que tange a célula espermatica suina,
existem poucos relatos acerca de suas as particularidades morfofuncionais,
principalmente elencando os fatores relacionados e capazes de interferir na
fertiidade desses animais. Devido a crescente relevancia da espécie como
modelo biolégico e sua importancia na producédo comercial, torna-se necessario
compreender a célula espermatica, no que diz respeito as caracteristicas
estruturais e funcionais, relacionadas ao processo de fertilizacdo. Assim, o
presente trabalho avaliou a morfofisiologia da célula espermatica, no que tange
a motilidade espermatica, integridade e fluidez de membrana plasmaética,
funcionalidade de mitocondria, reacdo acrossomal, espécies reativas de
oxigénio, peroxidacdo lipidica, oxidacdo de proteinas carbonil, integridade de
DNA, capacidade antioxidante total, balango idnico intracelular e teste de
penetracdo em od6citos homologos e relacionou essas caracteristicas com a
fertilidade in vivo (taxa de pari¢cdo). Foi encontrada um diferenca significativa na
fertilizacdo in vivo, podendo distinguir os animais em animais de alta fertilidade
(fertilidade = 70%) e animais de baixa fertilidade (fertilidade < 70%). Animais de
alta fertilidade apresentam uma maior funcionalidade mitocondrial (p<0,05),
menor fluidez de membrana plasmatica (p<0,01) e maior capacidade
antioxidante total (p<0,01). Sendo essas Ultimas correlacionadas de forma
positiva a fertilidade in vivo, r= 0,77; p= 0,0003 e r= 0,63; p= 0,0049,
respectivamente. Dentre as demais caracteristicas nao foi encontrada
nenhuma diferenca entre os grupos. Desta forma, este trabalho mostrou
algumas caracteristicas da célula espermatica suina e fatores capazes de
interferir na fertilidade dos animais. Possivelmente animais de alta fertilidade
possuem um maior metabolismo celular, devido a um maior funcionalidade de
mitocondria, sendo capazes de balancear a producdo excessiva de espécies

reativas de oxigénio devido a uma maior capacidade antioxidante, além disso,



essas ceélulas, provavelmente também possuam uma metabolismo celular mais
estavel e compativel com os eventos reprodutivos, o que é indicado pela menor
fluidez de membrana plasmatica. Assim, avaliacdes como a fluidez de
membrana plasmética, capacidade antioxidante total e funcionalidade
mitocondrial das células espermaticas destacam-se como marcadores

bioquimicos promissores para predizer a fertilidade in vivo em suinos.



|. INTRODUCAO GERAL

O espermatozoide é o principal constituinte seminal, sendo essencial
para a fertilidade dos individuos, uma vez que nele esta contido o material
genético do progenitor masculino, o qual € transportado através do trato
reprodutivo feminino até o encontro com o odcito (RUSSEL et al., 1990). E
considerado uma célula altamente especializada e particular, quando
comparada com células somaticas, principalmente por possuir uma membrana
plasmatica compartimentalizada, mobilidade e pouca substancia intracelular
(YANAGIMACHI, 1994; CHRISTOVAN et al., 2004, HU et al., 2009).

A espécie suina (Sus scropha domesticus) até entdo, era utilizada
basicamente para a producdo comercial, e desta forma a pesquisa cientifica
buscou apenas otimizar os processos reprodutivos relacionados com a
producdo, focando-se em encontrar marcadores proteicos reprodutivos
presentes no plasma seminal (MANASKOVA & JONAKOVA et al., 2007;
NOVAK et al., 2010; CORCINI et al, 2012). Contudo, quanto as peculiaridades
das estruturas e da fisiologia celular da sua célula espermatica ha poucos
relatos, principalmente no que diz respeito a eleicdo dos fatores capazes de
interferir na fertilidade desses animais.

A célula espermatica suina possui grandes particularidades quando
comparada com outras espécies. Sua membrana plasmatica possui uma menor
porcentagem de moléculas de colesterol (PAULENZ et al., 1999; JOHNSON et
al., 2000), além de uma grande concentracdo de acidos graxos poliinsaturados
nos fosfolipideos presentes na membrana plasmatica - 30% de
docosahexandico e 25% de docosapentaendico (CEROLINI et al., 2000),
tornando esta célula suscetivel & peroxidagdo lipidica, devido ao estresse
oxidativo produzido pelas espécies reativas de oxigénio (ERO), principalmente
durante seu processamento em condi¢cdes aerdbicas.

ERO tem efeito duplo sobre a funcdo dos espermatozoides, em
concentracbes baixas, induzem processos basicos, como a capacitacdo e
hiperativacdo (FORD, 2004, DE LAMIRANDE & GAGNON, 1993), contudo em

quantidades excessivas, diminuem a motilidade dos espermatozoides, inibem a
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fusdo espermatozoide-odcito e induzem danos ao DNA (AITKEN et al., 1989;
LOPES et al., 1998; GUTHRIE & WELCH, 2006). Isto demonstra que o controle
da qualidade dessas espécies deve acontecer de forma bastante rigida, para o
sucesso do processo de fertilizagdo e preservacdo de estruturas
membranosas, protéicas e lipidicas (RIBEIRO et al., 2005).

O balanco dos ions minerais nos fluidos corporais e no interior das
estruturas celulares é um dos responsaveis por regular o metabolismo de
diversas enzimas, manter o equilibrio &cido-basico e a pressdo osmatica, além
de facilitar a transferéncia pela membrana plasméatica de compostos essenciais
(GIOJALAS et al., 1998). Nos eventos reprodutivos, a regulacdo dos
transportadores de ions e canais, mantendo a concentracdo dos mesmos em
um balance ibnico estavel, é fundamental para assegurar que O
espermatozoide mantenha suas atividades necessarias e preparar-se para a
fertilizacdo, uma vez que o balanco i6nico auxilia nos eventos de capacitacao
espermaética e reacédo acrossomal (MARTINEZ-LOPEZ et al., 2009)

Cada espécie animal, possui particularidades quanto as caracteristicas
da célula espermatica, que acabam diferenciando sua funcionalidade das
demais. A falta de conhecimento fisioldgico associado aos eventos reprodutivos
para a espécie suina impede muitas vezes a transposicdo de protocolos ja
fixados para outras espécies em diversos procedimentos, explicando os maus
resultados obtidos até entdo ao redor do mundo em biotécnicas de producao in
vitro de embrides e criopreservacdo de sémen suino, quando comparado com
outras espécies (TRZCINSKA et al., 2011; MEN et al., 2013; TOMAS et al.,
2014).

Neste contexto, torna-se necessaria a compreensdo da morfofisiologia
do espermatozoide suino, visto que essa espécie, recentemente se tornou
relevante como modelo animal, para investigacdo biomédica e para
xenotranplantagédo (KIRK, 2003). Essa relevancia no ambito da pesquisa se
deve ao seu recente mapeamento genético, o qual demonstrou a grande
similaridade de seu genoma com o da espécie humana, possuindo ambas as
espécies variantes genéticas relacionadas com as patologias de Alzheimer,
diabetes, dislexia, obesidade e Mal de Parkinson, além de sua semelhanca
anatdmica e fisiolégica com o homem (GROENEN et al. 2012).



Desta forma, compreender a célula espermatica, no que diz respeito as
suas caracteristicas estruturais e funcionais relacionadas ao processo de
fertilizagdo € crucial para agregar conhecimento que direcione estudos e
métodos, visando compreender e melhorar a reproducdo desses animais, além
de permitir o uso da espécie como modelo animal e a preservacdo de seu

germoplasma.



ll. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A célula espermatica

O espermatozoide é o principal estrutura dentre o0s constituintes
seminais, caracteriza-se por ser uma ceélula com mobilidade ativa, capaz de
migrar livremente até o encontro com o gameta feminino, sendo de suma
importancia para a fertilidade dos individuos, pois em sua cabeca esta contido
o material genético do progenitor masculino (seja ele portador do cromossomo
X ouY) (RUSSEL et al., 1990).

O espermatozoide de mamiferos € um exemplo de célula altamente
particularizada, possuindo uma membrana plasmatica compartimentada, além
de serem U(nicos quanto a sua forma. Possuem duas regides altamente
especializadas - cabeca, local onde esta contido o DNA e o acrossoma —
fundamental para interacdo o0cito-espermatozoide. Sua mobilidade é
determinada pelo flagelo, e na regido da peca intermediaria qual estdo contidas
as mitocondrias, organelas relacionadas com a producdo de energia para o
movimento celular (YANAGIMACHI, 1994; CHRISTOVAN et al., 2004).

A formacdo dos espermatozoides ocorre nos tubulos seminiferos
(epitélio seminifero) envolvidos pelas células de Sertoli (BARTH & OKO, 1989)
no testiculo dos mais diversos animais. Essas células quando maduras, sao
células em diferenciagdo terminal, ndo passando por outras divisdbes ou
diferenciagdes.

A espermatogénese, ou seja, processo de formacdo das células
espermaticas ocorre em trés etapas distintas (Fig. 1) (RUSSEL et al., 1990):

1. Fase proliferativa ou de multiplicacgdo - fase em que as
espermatogonias, ainda constituindo uma célula priméria diploide (2n),
comeca o processo de repetidas divisbes mitéticas;

2. Fase de crescimento — etapa em que ocorre um pequeno aumento de
volume citoplasmatico, convertendo as espermatogbnias em
espermatdécitos primarios, ainda diploides;

3. Fase de maturacédo — Etapa na qual ocorre a recombinacédo do material

genético do espermatécito | e a primeira divisdo meidtica, originando
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dois espermatocitos secundarios, haploides e com cromossomos
duplicados, para cada espermatdcito |I. Nesta fase também ocorre, a
segunda divisdo meidtica, e a segregacdo cromossémica, originando a
partir dos dois espermatécitos 1l, quatro células hapléide redondas,
chamadas de espermatides;

Fase de diferenciacdo — Fase em que a espermatide sofre a
diferenciacdo que dara origem a espermatides alongadas, de nucleo
condensado e flagelo espécie-especifico, conhecidos como

espermatozoides.

Espermatogénese
Célula germinativa @ 2n

@ o2
E spermatogdnias G) 2n @ 2 | 2E
S
/\ Mitose /\ &

L on n 2n &

Espermatoginias @ @ ® @

Cregcimento -
\ sem divisgo -
celular .E H
Espermaticita | @ an E g
(¥}

Meinsel/\
E zpermatacitos |1 @n @ n

Meioze |l

Espernstices ()" (@)" @) " ® |
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Espematozoides [ { f {

Figura 1: Etapas da espermatogénese. Imagem disponivel em

Periodo de
maturagao

—

M
Periodo de
diterenciagao

<http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Citologia2/nucleo15.php>

A grande maioria dos constituintes necessarios para o metabolismo

espermatico € sintetizada durante a espermatogénese (AMANN & GRAHAM,
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1992). Como por exemplo, durante a fase espermiogénica, ocorre a formacao
do complexo de Golgi, da cabeca e do acrossoma (KNOLBIL & NEIL, 2005).

Mas processos energéticos e algumas modificagcdes funcionais séo
realizados pelos espermatozoides ja maturados (BRINSKO, 1999). Desta forma
essas células sao capazes de efetuar trocas metabdlicas com o meio no qual
se encontram e essas trocas sao facilitadas pelo carater filiforme do
espermatozoide, o qual |he confere grande permeabilidade (MIES FILHO,
1987).

Assim, as estruturas formadas durante a espermatogénese
(NISHIMUNE & OKABE, 1993) e algumas modificacdes estruturais posteriores
(BANKS, 1992), preparam o0s espermatozoides para adquirir caracteristicas
morfofuncionais, como a motilidade progressiva, capacitacdo, reacao
acrossdmica- conferindo habilidade de encontro, ligagdo e penetragdo no
oocito resultando no desenvolvimento embrionario (JONES, 1998). Portando,
guaisquer alteracdes neste processo, que inviabilizem a modificacdo morfologia
e/ou fisiologica, ou que estas acontecam de forma erronia, leva a prejuizos na

capacidade de fertilizagcao.

Estruturas celulares e sua importancia

Membrana celular

Células procariontes e eucariontes possuem uma membrana plasmatica
(MP) que circunda e define sua delimitacdo celular. Esta separa seu ambiente
interno do ambiente externo, permitindo alteragbes em sua composicao
intracelular, de forma seletiva. E através dessas modificacdes € possivel que
estd desempenhe inumeros papéis fundamentais para os mais diversos
fendbmenos celulares (SINGER & NICOLSON, 1972; COOPER, 1996).

A membrana plasmatica do espermatozoide € similar as outras
membranas celulares, composta por uma dupla camada lipidica estruturada em
um modelo chamado de “mosaico fluido” (Fig. 2). O termo mosaico fluido foi
desenvolvido para caracterizar 0 mosaicismo de proteinas e lipidios,

acompanhados de moléculas de colesterol, que permitem que as moléculas
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lipidicas difundam-se rapidamente no plano da dupla camada, assim como as
proteinas, a menos que sejam ancoradas por interacdes especificas (STRYER,
1996; HEIDEMANN, 1999).

~" Bicamada
lipidica

\ cauda

'\ | hidrofébica
@)

Molécula de
fosfolipido

cabega polar
Membrana Celular

Figura 2: llustragdo da membrana plasmética. Adaptado do site
<http://www.rikenresearch.riken.jp/images/figures/hi_3784.jpg>

As propriedades biologicas e biofisicas das membranas celulares,
incluindo a membrana espermética, sdo determinadas pela sua composicéo
molecular. Essa composicdo é especialmente interessante em procedimentos
laboratoriais que visam a reproducédo animal, pois exerce influéncia na fusdo da
membrana espermatica com o oocito durante a fertilizacdo e nas mudancas
fisicas que ocorrem na mesma durante a capacitacdo espermatica, por
exemplo (PARKS & GRAHAM, 1992).

Os fosfolipidios, lipidios que contém acido fosférico como mono ou
diéster, constituem cerca de 50% da massa das membranas plasmaticas
(WATSON, 1981). Os glicolipidios sdo encontrados exclusivamente no folheto

externo da MP, constituindo aproximadamente 2% dos lipidios totais da
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membrana (COOPER, 1996). J4 o colesterol, entretanto, esta presente em
grande quantidade na membrana, em quantidade molar similares aos
fosfolipidios, na maioria dos casos (COOPER, 1996).

A quantidade de colesterol encontrada na membrana espermatica varia
entre seus dominios, entre as espécies animais e entre individuos da mesma
espécie. O colesterol tem importante papel na regulacdo da estabilidade e da
permeabilidade da MP, sendo que o efluxo de colesterol da MP dos
espermatozoides € o primeiro passo para o inicio do processo de capacitacdo
(SEKI et al., 1992).

A MP representa importante papel na capacidade fertilizante dos
espermatozoides, sendo capaz de se modificar ao longo do processo de
espermatogénese, transito e armazenagem no epididimo, ejaculacdo, depdsito
no trato genital feminino e, finalmente, capacitacdo e penetracdo do odcito
(LENZI et al., 1996).

Durante o processo de capacitacdo ocorre a remocao e/ou importantes
alteracdes de substancias que estabilizam a membrana plasmatica do
espermatozoide. Um exemplo dessas modificagcbes, pode-se destacar
modificacées da fluidez da MP, de concentracdo de Ca**, do pH, da adenosina-
monofosfato ciclica (CAMP) e fosforilacdo da proteina tirosina (PONS-REJRAJI
et al., 2009).

A capacitacdo, portanto, inicia o processo de desestabilizacdo da MP
(TRAVIS & KOPF, 2002), levando a uma maior desordem de seus
componentes (translocacao dos fosfolipideos na bicamada lipidica), tornando o
espermatozoide apto a se ligar a zona pellcida do odcito.

O espermatozoide suino possui particularidades quanto a sua
membrana plasmatica, devido a grande concentracdo de &cidos graxos
poliinsaturados nos fosfolipidios - 30% de docosahexanoico e 25% de
docosapentaenoico (CEROLINI et al., 2000), com poucas ligagbes duplas do
tipo cis. Além disso, possui uma maior quantidade de colesterol na
monocamada interna em relacdo a monocamada externa, e uma quantidade
menor de fosfatidilcolina e uma quantidade maior de fosfatidiletanolamina e
esfingomielina quando comparada com a composicdo de MP de outras
espécies (CEROLINI et al., 2000; JOHNSON et al., 2000), fato que faz com que

durante alguns bioprocessos, como producdo in vitro de embribes e
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criopreservacado espermatica, aumente significativamente sua sensibilidade a
acdo de ERO.

Um dos componentes presentes nessa estrutura e de suma importancia
€ 0 colesterol. Em espermatozoides suinos, a MP ja possui uma menor
porcentagem de moléculas de colesterol com relacdo aos fosfolipidios em
comparacao com outras espécies animais, distribuidas de forma assimétrica, e
com maior disposicdo na monocamada interna (PAULENZ et al.,, 1999;
JOHNSON et al., 2000). Durante o processo de capacitacdo, dada uma série
de eventos moleculares, ainda ocorre um efluxo de colesterol, capaz de
aumentar a desordem da porcdo dos fosfolipideos, resultando em um
acréscimo da permeabilidade da bicamada lipidica (BUFFONE et al., 2005;
BREIBART et al., 2005; THOMAS et al., 2006).

Acrossoma

O acrossoma pode ser caracterizado com uma dupla membrana —
interna e externa, localizado sobre o nucleo, na porcdo anterior da célula
espermética de vérias espécies (BARTH & OKO, 1989). Contém um
diversificado grupo de proteinas que serdo fundamentais para a interacao entre
0 espermatozoide e a zona pelucida do odécito e posterior fertilizacao.

Quando o espermatozoide encontra o odcito, este se liga a proteinas
especificas chamadas de ZP3 presentes no gameta feminino. Esta ligagéo ira
desencadear eventos para que ocorra a reagdo acrossomal (Fig. 3), na qual a
membrana externa do acrossoma funde-se com a membrana plasmatica, dado
um aumento das concentracbes de Ca*, do pH e da producdo de substancias
fusogénicas (SILVA, 1998).

A membrana acrossomal interna e o segmento equatorial persistem até
a fusdo do espermatozoide com o odcito (FLESCH & GADELLA, 2000).
Somente 0 espermatozoide que passa corretamente pelo processo de
capacitacao e reacdo do acrossoma, sofrendo todas as alteragdes funcionais e
estruturais, torna-se apto a fecundar o odcito (GADELLA et al., 2001;
AREEKIJSEREE & VEERAPRADITSIN, 2007).
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Durante a reacZo acrossomal, inicia-se o processo (ADOS_ a reagéo, as vesiculas s&o
[Antes do inicio da reacéo dc] de fus&o da membrana plasmatica com a membrana perdidas, expondo a membrana

acrossomo., todas as | | acrossomal externa. A fuséo das duas membranas || acrosssomal interna. O segmento
membranas estao intactas. resulta em vesiculagdes com formac&o de poros, por || equatorial e a membrana nuclear
meio dos quais enzimas acrossomais sao liberadas. kpermanecem intactos.

Figura 3. Modelo ilustrativo da reagdo acrossomica (Adaptado de SENGER,
2003).

Mitocondria

A mitocéndria € uma organela presente em todos as células eucariontes
e constitui um exemplo de interacdo morfofuncional, uma vez que localizada
nas regibes celulares onde a demanda energética € maior, participando nas
reacoes que transferem energia, depositada nas fontes caldricas para a
molécula de adenosina trifosfato (ATP) (DE ROBERTIS & HIB, 2001). No caso
dos espermatozoides, elas estdo localizadas em sua peca intermediaria,
fornecendo energia para a motilidade espermatica, hiperativacdo e penetracao
do espermatozoide ao oocito (ALBERTS et al.,1999).

A energia proveniente das ligacfes quimicas dos substratos energeéticos
contidos no meio é transferida para as coenzimas nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD") e a flavina adenina dinucleotideo (FAD) através de um
conjunto de processos, como a glicélise e o Ciclo de Krebs (CONNELL et al.,
2002; SILVA e GADELLA, 2006). Através dessas coenzimas na forma reduzida
a mitocondria obtém elétrons, sendo capaz de transferir a uma molécula de
adenosina difosfato (ADP) um fosfato inorganico, levando a formac&o do ATP —
moeda energética, pelo processo de fosforilacdo oxidativa.

Entretanto, diferencas na funcionalidade mitocondrial é relacionada com

Y

alguns problemas referentes a reprodugdo. Em humanos ha evidencias da
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correlacdo entra a baixa funcionalidade mitocondrial, com a diminuicdo da
motilidade espermatica e consequentemente com reducdo da fertilidade
(GRAHAM, 2001; MARCHETTI et al., 2004).

Outro problema relacionado a funcionalidade de mitocondria seria o
estresse oxidativo e a formacdo das ERO, ndo balanceado pelos mecanismos
de defesa do organismo (ONG et al., 2002). O estresse oxidativo é considerado
como uma das causas mais frequentes da disfuncéo espermatica (AITKEN et
al., 1998), principalmente relacionado a manipulacdo seminal em biotécnicas.
Os radicais livres sdo produzidos tanto por espermatozoides normais guanto
por anormais, entretanto os normais possuem mecanismos de defesa que
previnem parte do dano celular (SULEIMAN et al., 1996), como uma aumento
da capacidade antioxidante total.

Estresse oxidativo e a oxidacdo de moléculas bioldgicas: Lipideos,
proteinas e DNA

No contexto do estresse oxidativo, devido as caracteristicas da
membrana, como a de conter grande quantidade de &cidos graxos
poliinsaturados e menor quantidade de colesterol, além de eventos como a
alteracdo da fluidez de membrana, para a capacitacdo, fazem com que o
espermatozoide seja mais propenso ao ataque de ERO (PAULENZ et al., 1999;
JOHNSON et al., 2000; CEROLINI et al., 2000; TRAVIS & KOPF, 2002).

A producéo e o ataque de ERO ocorre em forma de cascata, sendo um
pequeno evento capaz de desencadear outros, de proporcdo crescente
(SHAMI & MOREIRA, 2004). Uma vez que a presenc¢a de um ou mais elétrons
desemparelhados, nos orbitais externos, determina as moléculas um campo
magnético altamente reativo, passando a reagir com qualquer composto
situado proximo a sua orbita e determinando uma funcao oxidante (YU, 1994).

ERO tem efeito duplo sobre a funcdo dos espermatozoides, em
concentracbes baixas, induz processos basicos como a capacitacdo e
hiperativagdo (FORD, 2004; DE LAMIRANDE & GAGNON, 1993), contudo em
quantidades excessivas, diminui a motilidade dos espermatozoides (GUTHRIE
& WELCH, 2006) e inibe a fusdo espermatozoide-odcito (AITKEN et al., 1989).
Quando formadas em excesso, essas espécies reativas tem o potencial de
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oxidar moléculas biolégicas de grande importancia, como lipideos, proteinas e
DNA.

Um dos efeitos prejudiciais a essas estruturas é a promocdo da
lipoperoxidacdo, ou seja, peroxidacdo dos constituintes da bicamada lipidica
das membranas. Este evento € capaz de alterar a fluidez de membrana,
prejudicando os eventos pés-maturacao, além da liberacdo de subprodutos
toxicos (KARADAS & SURAI, 2004).

Num segundo momento, os ERO irdo causar a oxidacéo de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL-c) (STEINBRECHER et al.,, 1990), levando a
inativacdo funcional das mesmas, além de modificar o transporte idnico e
alterar a atividade de diversas enzimas (KARADAS & SURAI, 2004). E por fim,
num estagio de dano oxidativo critico, ocorre-la também a interacdo com
moléculas de DNA e RNA, desencadeando mutacdes somaticas e problemas
de transcricdo (FIRMO et al. 2004).

Desta forma, fica demonstrado que a concentracdo de ERO deve ser
controlada de forma rigida de acordo com o estado fisioldgico da célula, para
que ocorra um equilibrio entre a producdo de ERO excessiva, capaz de
prejudicar as estruturas e a fisiologia da célula espermética, e a concentracao
necessaria para as ERO atuarem positivamente nos eventos reprodutivos
agindo, por exemplo, como sinalizadores. Assim o sistema antioxidante age na

neutralizacéo do excesso de ERO para o0 sucesso do processo da fertilizagao.

Balanco de ions

O balanco dos ions minerais nos fluidos corporais e nas células regula o
metabolismo de diversas enzimas, mantém o equilibrio acido-basico e a
pressdo osmotica, além de facilitar a transferéncia de compostos essenciais
pela membrana plasmatica (GIOJALAS et al., 1998). Nos eventos reprodutivos,
a regulacdo dos transportadores de ions e canais, mantendo a concentragdo
dos mesmos em um balanco iénico estavel, € fundamental para segurar que o
espermatozoide mantenha suas atividades necessarias e para preparar essa
célula para fertilizacdo (MARTINEZ-LOPEZ et al., 2009).

A concentragdo ibnica intracelular, muda ao longo da migracdo do

espermatozoide no trato reprodutivo feminino, dada uma proporgéo distinta das
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concentragdes, principalmente de sodio (Na') e potassio (K*) durante o
processo de migracdo. Essas modificacdes ibnicas possibilitam a ativacdo de
canais ibnicos especificos, que sdo despolarizados e culminam na
hiperpolarizagéo do espermatozoide (MARTINEZ-LOPEZ et al., 2009).

A mudanca da concentracdo de K*, determina mudancas no potencial de
membrana dos espermatozoides (NAVARRO et al., 2007) e em resposta €
aumentada a forca motriz para a permeabilidade de célcio (Ca®") via canais
especificos para este fon. Um aumento de Ca?* intracelular, principalmente na
peca intermediaria da célula espermatica (KIRICHOK et al., 2006), induz
processos dependentes desse ions (KIRICHOK et al., 2006; QI et al., 2007),
como a capacitacdo espermatica e motilidade.

Além disso, também ocorre a participacdo dos ions magnésio, que
também contribuem significativamente na composicdo idnica do plasma
seminal e da célula espermatica, e suas concentracdes, assim como a dos ions
acima citados, variam entre ejaculados e espécies (CIERESZKO et al., 2000).

Estes conjuntos de ions sdo, portanto, muito importantes na regulagéo
de diversos eventos celulares como motilidade espermatica e ativacao
espermatica. Além disso, esse balanco idnico da a essa célula a capacidade de
manter seu volume celular através de um mecanismo especial, conhecido
como: diminuicdo do volume de regulacdo (RVD) (ZENG et al., 2011),
principalmente pelos canais Slo3.

Desta forma, a relacdo entre os ions e a composicdo idnica celular
podem influenciar em diversos eventos, como na fertilidade, sendo esta relacao
na maioria dos casos espécie-especifica e animal-especifico, devido a fatores
como o0 meio ambiente e época de reproducéo.
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OBJETIVO

Objetivo geral

Identificar o perfil morfofuncional de espermatozoides suinos e relacionar com

a fertilidade in vivo.

Objetivos especificos

1.
2.

Identificar o perfil estrutural e funcional das células espermaticas suinas;
Analisar modificacbes morfofuncionais na integridade de membrana
plasmatica, fluidez de membrana plasmatica, reacdo de acrossoma,
quantidade de espécies reativas de oxigénio, motilidade espermética,
funcionalidade mitocondrial, capacidade antioxidante total em
espermatozoides de alta e baixa fertilidade;

Analisar possiveis danos oxidativos, através da avaliacdo da integridade
de DNA, carboxilagdo de proteinas, e lipoperoxidacdo em
espermatozoide de alta e baixa fertilidade.

Analisar a concentracdo dos ions potéassio, calcio, sédio e magnésio em
células de animais de alta e baixa fertilidade

Analisar a sensibilidade do teste de penetragdo in vitro e niumero de
espermatozoides por oocitos com a fertilidade in vivo dos animais.
Identificar possiveis marcadores morfofuncionais para determinar o

potencial fertilizante de amostras seminais suinas.
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IV. DESENHO EXPERIMENTAL

Foi realizada uma analise retrospectiva de no minimo 76 fémeas/macho,
através de um banco de dados contendo as taxas de pari¢cdo, da capacidade
fertilizante de diferentes machos de fertilidade comprovada. A partir desse
resultado, um total de 20 animais foi dividido em dois grupos: animais de alta
fertilidade (70% ou acima) e animais de baixa fertilidade (abaixo de 70%).
Amostra de sémen, referentes a esses animais, foram analisadas quanto aos
aspectos morfofisioldgico e relaciona-los a fertilidade in vivo e in vitro (através
do teste de penetracdo em odcitos homdlogos), como pode ser visualizada na
Figura 4.
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Animais com fertilidade > 70%

POPULACAO COMERCIAL DE SUINOS LANDRACE

18 O’x minimo de 76 2 aleatérias

l

Analise da taxa de paricdo

N

Animais com fertilidade < 70%

_—

Andlises Morfofuncionais:

e Motilidade espermaética
Integridade de Membrana
Fluidez de Membrana
Reacdo de Acrossoma
Funcionalidade de Mitocéndria

Figura 4: Desenho experimental

I —
Dados oxidativos: Concentragéo idnica: Analises in vitro
e Espécies Reativas de Oxigénio e Sadio e Teste de penetracéo in vitro
e Capacidade Antioxidante Total e Magnésio e Numero de Spmtz/oocitos
e Integridade de DNA e Potassio
e Carboxilacéo de proteinas e Célcio
e Lipoperoxidacéo
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ABSTRACT
The spermatozoa is one of the seminal constituents, being essential to

the fertility of individuals, since it is contained genetic material from the male
parent, carrying it through the female reproductive tract to find the oocyte.
Regarding the swine sperm cell, there are few reports about its peculiarities,
mainly listing the factors that can interfere in the fertility of these animals. Due to
the increasing importance of specie such as biological model and its
significance in the commercial production, it is necessary to understand the
spermatozoa with respect it is the structure and function, related to the
fertilization process characteristics. Thus, the present study evaluated the
morphophysiology of swine spermatozoa of high and low fertility in vivo.
Animals with high fertility has mitochondrial functionality greater (p<0.05),
fluidity plasma membrane lower (p<0.01) and total antioxidant capacity greater
(p<0.01). These last being positively correlated with fertility in vivo, r = 0.77, p =
0.0003 and r = 0.63, p = 0.0049, respectively. Thus, this study showed some
characteristics of porcine sperm cells and factors that can affect the fertility of
animals, such as the fluidity of plasma membrane, total antioxidant capacity and
mitochondrial functionality of spermatozoids that can be used as biochemical

markers to predict the in vivo fertility in swine.

INTRODUCTION
The spermatozoa is main of the seminal constituents, being essential for
fertility of individuals, since it contains the genetic material from the male parent,

carrying through the female reproductive tract until the encounter with the
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oocyte (Russell et al., 1990). The swine sperm cell is very particular about its
structure and physiology, and there are few reports describing these factors,
especially listing them and relating them with the ability to interfere with the
fertility of these animals.

Until now, the fertility of an animal was determined through a traditional
semen analysis, considering parameters such as motility, sperm concentration
and morphology (Melo et al., 2005). However, the fertility is a complex and
multifactorial phenomenon, especially when it involves animals of fertility and
prolificacy proven, whose physiological differences are poorly understood (Xu et
al., 1998).

The characteristics required a spermatozoa to obtain success in the
interaction with the female reproductive tract, sperm-oocyte binding and
fertilization, involves the oxidative state, the concentration of ions and cell
parameters, such as integrity and fluidity of cell membrane, and acrossomal
reaction (Rodriguez-Martinez et al.,, 1998; Gadella et al., 2001; Birck et al.,
2010). In addition, these factors are good indicators about the physiological
state of the spermatozoa and they can provide valuable information as to the
fertilizing power of a male.

The basal physiological knowledge of swine spermatozoa still features
numerous gaps, which becomes a major obstacle to improving of scientific
techniques for the multiplication of these animals. Especially animals of high
genetic, and with use as biological resource (Antunes, 2007), as pointed out by
several studies with results far less expressive than when it is compared to

other species (Watson, 2000; De Ambrogi et al., 2006).
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Then, it is crucial to aggregate knowledge, understand the structural and
functional characteristics of the swine spermatozoa and relates them to the
fertilization process. These studies could be directed to optimize methods
improving the reproduction of these animals, and, also it can allow the use of
swine specie as animal model and the preservation its germplasm. Therefore,
this study aimed to identify the profile morphofunctional of swine spermatozoa

and relate it with fertility in vivo.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Design

A retrospective analysis of at least 76 female per male was performed
through a database containing given birth rate, determining thus the fertilizing
ability of different swine males with proven fertility. From the distribution of
fertility, were formed two groups: animals of high fertility (70% or above) and
animals of low fertility (below 70%). Were analyzed the semen sample, referring
to these animals, for morphophysiological and related the aspects as fertility in
vivo and in vitro (through penetration testing in homologous oocytes). All
chemical reagents used in this experiment were purchased from Sigma Aldrich

(Saint Louis, MO).

Collecting material

This study sent a notification of the use of biological material from
vertebrate to the Ethics Committee for Animal Use (CEUA) of the Federal
University Rio Grande.

Landrace males swine of proven fertility in collection routine in a

commercial artificial insemination center (longitude 51 ° 57'59 "and latitude 29 °
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30 '07") were collected. All animals were handled under the same
environmental and sanitary conditions, being fed twice daily. The samples were

collected by the gloved hand method.

Processing of ejaculate

Immediately after collection, the semen was diluted in isothermal
conditions (1:1 v/v) in the diluent Beltsville Thawing Solution (BTS), as Pursel &
Johnson (1975). Subsequently, the samples were forwarded, under controlled
temperature for Laboratory of Animal reproduction - School of Veterinary
Medicine, Federal University of Pelotas (Capdo do Ledo, Rio Grande do Sul,
Brazil), for further processing . The fresh semen was evaluated for sperm
motility, and only samples that showed motility with more than 70 % were
evaluated in relation to other parameters: plasma membrane integrity, fluidity of
plasma membrane, acrosome reaction, mitochondrial functionality, integrity
DNA, reactive oxygen species , and performed the in vitro penetration test. For
other evaluations (total antioxidant capacity, intracellular ionic balance, lipid
peroxidation and protein carboxylation), an aliquot of each sample for further

analysis were stored at -20 ° C.

Sperm motility

For analysis of sperm motility, an aliquot of 20ul semen was evaluated
with visual optical microscopy with heated 400x magnification by a single
trained examiner, under slide and coverslip, both previously heated to 37 °C

(CBRA 1998).
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Analysis in the flow cytometer

DNA Integrity
The DNA integrity of spermatozoa was determined using the properties
of probe metachromatic acridine orange in assay sperm chromatin structure

(SCSAL1) (Evenson et al. 1994).

Membrane Integrity

The integrity of plasma membrane was analyzed by permeabilization
process by combination of PI (propidium iodide — 7.3 pM/L) and DCF
(carboxyfluorescein diacetate - 20 uM/L). The working solution used for staining
of semen contained phosphate buffered saline (PBS), Hoechst 33342 (16.2
UM/L), CFDA and IP. Sperm cells were classified as normal / not damaged
(DCF+/-IP), and nonviable/dead (DCF+/+IP; DCF-/IP+; DCF-/IP-) (Gillan et al,

2005; Ferndndez-Gago et al., 2013).

Fluidity of plasma membrane

For this evaluation was used the hydrophobic fluorescent dye,
merocyanine 540 (M540) which binds preferentially with lipid membranes
loosely bound due to increased permeability of the plasma membrane. The
samples were prepared in PBS with M540 (2.7 mM/L) and Hoechst 33342 (16.2
uM/L). Cells were sorted for high fluorescence and low fluorescence (Muratori

et al, 2004; Fernandez-Gago et al., 2013).

Acrosome reaction
The acrosome reaction was estimated using agglutinin lectin Arachis
hypogaea (PNA) coupled with fluorescein isothiocyanate (FITC). The samples

were prepared in PBS with 0.04 M/L of PNA - FITC and Hoechst 33342 (16.2
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uM/L) (Petrunkina et al., 2005). Sperm were classified as cells with unreacted
acrosome (PNA-/IP-) and cell with acrosome reacted (PNA+/IP- ; PNA-/IP+ and

PNA+/IP+).

Mitochondrial functionality

Was evaluated the mitochondrial functionality of spermatozoa using
Rhodamine 123. This dye is easily sequestered in mitochondria and emits
intense green fluorescence in active mitochondria (mitochondrial membrane
with potential higher). The samples were prepared in PBS with 13 puM/L

Rhodamine 123 and Hoechst 33342 (16.2 uM/L) (Gillan et al. 2005).

Concentration of Intracellular Reactive Oxygen Species (ROS)

This assessment occurred through 2'7 ‘dichlorofluorescein diacetate
(H.DCFDA), which is used for the detection of intracellular ROS. H,DCFDA is
oxidized to dichlorofluorescein (DCF), which emits fluorescence at 530 nm in
response to excitation of 488 - nm. The samples were prepared in PBS with 1
mM/L H,DCFDA and Hoechst 33342 (16.2 uM/L) (Dominguez-Rebolledo et al.,

2011). The median fluorescence intensity of green was used for the analysis.

Configuration for Flow Cytometry

The flow cytometry analyzes were performed on an Attune Acoustic
Focusing ® (Life Technologies) whith blue (488 nm) and violet (405 nm) lasers.
For detection of cell populations in all analysis, cells were stained with Hoechst
33342 and the population was detected by the photomultiplier tube (PMT) VL1
(450/40 nm) (Nagy et al., 2003). The green fluorescence of FITC, H,DCFDA,
Rhodamine 123, carboxyfluorescein and metachromatic probe acridine orange

was read with BL1 photodetector (filter 530/30). The orange fluorescence from
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the merocyanine 549 metachromatic probe acridine orange was read with the
photodetector BL2 Filter (574/26). The red fluorescence of Pl was read with
photodetector BL3 (640LP filter). Fluorescence data were in log scale. Attune ®
Cytometer software version 2.1.0 (Life Technologies) for the interpretation of
the data was used. Ten thousand events were collected per sample at a flow
rate of 200 cells/second using forward and side light scatter to exclude debris
and aggregates and analysis. Non- spermatozoa events (debris) were

eliminated based on scatter plots (Petrunkina et al, 2005; Piehler et al., 2005)

Oocyte penetration test

For analysis of in vitro fertility were used oocytes from ovaries of
prepubertal nuts collected in a local refrigerator. Ovaries were placed in an
isothermal bottle and transported to the laboratory, being punctured with the aid
of a vacuum device (Aspire Max). The material was frozen at -20 °C. Were
visualized, subsequently in epifluorescence microscope in violet light. The
number of spermatozoa per oocyte and the number of penetrated oocytes

(penetration rate in vitro) was assessed second Corcini et al. (2012).

Total antioxidant capacity

The total antioxidant capacity against peroxide radicals generated by
thermal decomposition at 36 °C, 2,2- azobis (2- metilpropionamidina)
dihydrochloride (ABAP) was measured second Amado et al. (2009). Was
measured the fluorescence using excitation wavelengths of 488 nm and an

emission wavelength of 529 nm.
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Lipid peroxidation

The extent of lipid peroxidation was measured by quantification of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) according to the protocol
described Oakes and Van Der Kraak, 2003. The content of TBARS was
expressed as equivalents of malondialdehyde (MDA) in the sample to a cell
concentration of 3.10° sperm/mL. Was measured the fluorescence with

emission at 553 nm after excitation at 515nm.

Peroxidation of protein carbonyl

This assessment measures the oxidative damage to proteins, through
the carbonyl compounds. Samples were diluted to a concentration of 1.10’
cells/ml and the protocol was developed according to Levine et al. (1990). The
extent of damage was done by absorbance reading at 370 nm. Were expressed

results as nmol cabonil/10’ cell.

Intracellular ionic concentration

The concentrations of ions of calcium, magnesium, potassium and
sodium were measured by Atomic Absorption Spectroscopy Flame (AAS 932
Plus, GBC, Hampshire, IL, USA) as described previously (Bianchini et al , 2003;

Pinho et al., 2007; Paganini & Bianchini, 2009; Lopes et al, 2011a,b).

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the Shapiro-Wilk test for
analysis of normality and homogeneity of variance for all dependent variables.
After, for the dependent variables with normal distribution, it was performed
analysis of variance by ANOVA with subsequent comparison between means

using Tukey's test. It were analyzed the variables that were not normally
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distributed by Wilcoxon variance averages. Correlation analysis for parametric
variables were analyzed using Pearson's correlation test and the nonparametric
was correlation using Spearman test. All analyzes were performed Statistix 9.0

software.

RESULTS

In vivo fertility rates of animals showed a curve with the formation of two
distinct groups (fig. 1). The animals have been divided into two groups based in
this curve. The animals were divided into animals with high fertility and low
fertility rate animals, taking into account the rate of 70%. With regard to fertility
in vivo groups formed, it was demonstrated a statistically significant difference
(P<0.01) (tab. 1).

The sperm penetration test in homologous oocytes has not been
sensitive in identifying males of high and low fertility, since between the groups

did not differ statistically (tab. 1)

Table 1. Data of in vivo fertility, in vitro penetration rate (PR), minimum
and maximum values (MeM) and number of spermatozoa per oocyte (SPE) of

Landrace pigs.

In vivo fertility MeM PR MeM SPE

High fertility 81.6 +1.9% 74.0/91.9 635+83 285/888 1.9%0.5
(n=9)

Low 30.6+4.9%°  4.1/488 63.1+9.3 28.7/1000 1.6+0.4
fertility (n=9)

Are expressed the results as % mean = standard error to In vivo fertility, MeM and PR.
Moreover, are expressed the results as mean + standard error to SPE. Different letters in the

same column differ significantly by Wilcoxon test. (P<0.01).
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Animals with high fertility rate showed samples with less fluidity plasma
membrane (P<0.01) (tab. 2). In addition, these animals showed greater
mitochondrial functionality when compared with low fertility animals (P<0.05)
(tab. 2). Among other parameters, any significant difference was found to
sperm motility, cell membrane integrity and acrossomal reaction between the

groups (tab. 2).

Table 2: Data of sperm motility (MOT), plasma membrane integrity (PMI), less
fluidity of plasma membrane (LFPM), acrosome reaction (ACR) and
mitochondrial function (MIF) of the sperm cells of Landrace pigs of high and low

Fertility (% Mean = SEM)

MOT PMI LFPM ACR MIF

High 72.2+32 66.8+9.2 37.4+65" 205+36 46.7+9.7"
fertility

Low 73.3+23 50.6 +10.9 21.0+26° 252+37 183+4.1°
fertility

Are expressed the results as mean percentage + standard error of the number of cell.
Different letters in the same column differ significantly by Wilcoxon test. LFPM (P<0.01); MIF

(P<0.05).

Regarding evaluations related to oxidative stress: reactive oxygen
species and their damages generated to lipids, proteins (Carbonyl groups) and
DNA there was no difference between groups of high and low fertility (tab. 3).
About the total antioxidant capacity against peroxyl radicals, high fertility
animals showed a greater ability to neutralize these compounds (P < 0.01) (tab.

3).
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Table 3: Data relating to the production of intracellular reactive species oxygen
(ROS), total antioxidant capacity (ACAP), lipid peroxidation (LipPero),
carboxylation of proteins (CarProt) and DNA integrity (DNAI) of sperm from the

swine Landrace with high and low fertility.

ROS ACAP LipPero CarProt  DNAI

High 45.6+54 55x10"°+2.8x10"”°" 1.1x102+1.8x10° 15+0.4 84.6+4.2
fertility

Low 41.9+43 4.6x10™°+1.8x10™8 1.2x10%2+1.6x10° 1.2+05 82.4+3.4
fertility

Are expressed the results as mean + SEM percentage for the IDNA number of cells for
DNAI, mean + SEM of median fluorescence for ROS, expressed as fluorescence per unit area
for ACAP, mean + SEM of nMol/10" CarProt cells and mean + SEM of nanomol equivalents
cells TMP/3.10° to LipPero. Different letters in the same column differ significantly by ANOVA.

(P<0.01)

lon concentrations already present in the cytosol of spermatozoa, did not

show distinction about ionic balance between the groups (tab. 4).

Table 4: Data of ionic concentration, related to sodium (Na*), magnesium
(Mg?"), potassium (K*) and calcium (Ca?"), the sperm cells of Landrace pigs of

high and low fertility.

Na+ Mgz+ K+ Ca2+
High fertility 1506+26.5 1.6+0.3 22+0.3 36.4+7.9
Low fertility 149.7+285 15+0.2 29+05 39.8+8.7

Are expressed the results as mean + SEM of ion concentration per ug/ml
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A positive correlation was found between total antioxidant capacity (r =
0.63; p= 0.0049) and the number of cells with less fluidly plasma membrane (r =
0.77; p= 0.0003) with fertility in vivo in animals, as seen in the figures 2A and

2B.

DISCUSSION

In vivo fertility rates animal belonging to commercial plantel presented
the formation of two distinct groups, which demonstrated a statistically
significant difference (P< 0.01) among themselves (tab. 1). High fertility animals
showed a fertility rate of 74 to 91%. Thus, the fertility rate of 70% can be
considered as a minimum value for selection of these animals, allowing to
distinguish them when their fertilization more precisely.

The penetration sperm test into homologous oocytes, which can be used
to prediction of fertility of males, did not demonstrate sensitivity in identifying
males with different fertility rates. So in vitro penetration rates and number of
sperm per oocyte using cooled semen 17 ° C for a maximum of 6h, were not
able to predict fertility in vivo of swine in this study

Usually, analyses such as sperm motility are used for the different animal
species, in order to obtain information about the status of the spermatogenesis
and fertilization potential (CBRA, 1998). However, these tests are often
insufficient and cannot assess the real ability of the spermatozoa fertilization
(Correa et al., 1997; Melo et al., 2005), as demonstrated in table 2.

Recently, structural and functional assessments, in microscope have

been employed to mark specific structures of cells, and many correlations with
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fertility has been identified, although with many differences and a few related to
swine (Rajender et al., 2010; Novak et al., 2010; Ménézo et al., 2012).

In this study, animals with high fertility rate showed less fluidity plasma
membrane (P<0.001) (tab. 2), possibly demonstrating that, ejaculates of low
fertility animals feature plasma membrane shows greater fluidity, although with
integrity. This is a characteristic related to the process of sperm capacitation
before the entry of the female reproductive tract (Senger, 2003). The increase in
membrane fluidity due to the efflux of cholesterol from the plasma membrane is
a physiological phenomenon that must occur in order chronologically and
spatially controlled (Hurtado et al., 2013). A dyssynchrony between this event
and the fertilization, could interfered in selective permeability and other cellular
events of the sperm, and can negatively affect the fertilising capacity and in
the metabolism, as pointed out in this study through the low fertility rates in vivo
for animals with greater membrane fluidity.

In addition, high fertility animals showed greater mitochondrial
functionality when compared with low fertility animals (P< 0.05) (tab. 2). Some
studies, have correlated the low mitochondrial function and the reduction of
fertility (Graham, 2001; Marchetti et al., 2004), since a reduction in
mitochondrial function is related to a decrease in the metabolic state of the cell
(Ly et al., 2003), and this reduction is usually accompanied by the production of
ROS, contributing to cell death (Kroemer et al., 1997). However, in our study, it
was not demonstrated an increased amount of ROS by cells of low fertility, thus,
possibly the physiological difference responsible for increased rates of
fertilization is provided by the increase in mitochondrial function associated with

an increased cellular metabolism necessary for fertilization events.
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Regarding evaluations related to oxidative stress, reactive oxygen
species and its damage generated to lipids, proteins (Carbonyl groups) and
DNA there was no difference between fertility groups (tab. 3). These results
contradict some studies (Lanzafame et al., 2009; Benedetti et al., 2012;
Agarwal et al., 2014) that make inference with infertility animals, and oxidative
stress in these cases one of the most frequently mentioned causes. However,
for animals of proven fertility, such as those used in this work, and with
associated genetic selection, these factors were not related, demonstrating that,
in a first moment, the reactive oxygen species and their related damage are not
responsible for the decline of fertility.

About the total antioxidant capacity against peroxyl radicals, high fertility
animals showed a greater power in neutralizing these compounds (P<0.01)
(tab. 3). This result corroborates with the hypothesis that the cells of high fertility
have increased cellular metabolism, since they also have a higher mitochondrial
activity. In this sense those gametes are achieving balance the ROS generated
(Ferreira & Matsubara, 1997; Nordberg & Arnér, 2001).

Naturally, spermatozoa have a low antioxidant capacity, when compared
to other cellular types, whereas during the process of spermatogenesis, these
cells lose most of the cytoplasm during the terminal phase, and together they
lose many antioxidant compounds (Hu et al., 2009). So the cells with higher
power fertilizer, possibly, maintained during the process, greater quantity of
cytoplasmic component that can significantly reduce the adverse effects of ROS
produced by the rapid metabolism.

lon concentrations presents in the cytosol of sperm, it did not show a

distinct lonic balance between groups (tab. 4). lonic concentrations found in this
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study are consistent with the literature, when compared with other species,
especially the calcium and magnesium ions (Alberts et al., 2004; Valsa et al.,
2012).

About sodium and potassium ions, their concentrations are controlled
primarily through the Na*/K*-ATPase (Jimenez et al., 2011) and there are some
distinct results regarding the different species (Quinn et al., 1965). However, our
results are similar to other mammalian spermatozoa, including humans, having
a higher intracellular concentration of sodium when compared to potassium
(Quinn et al., 1965; Akpa et al., 2012).

This intracellular lonic balance, possibly, it is related to the degree of
sperm motility and migration time, requiring a plasma membrane excitability,
enabled by the entry of Na* and K* out of the cytosol. This increase of the
frequency of the action potential is justified by the need to shift the cells of local
of semen deposition, considering the anatomical characteristics of cervix and
the uterine horns of the female swine, to the place of fertilization (Behan &
Watson, 2006; Alavi et al., 2004; Martinez-Lopez et al., 2009).

In addition, in this work was found a positive correlation between the total
antioxidant capacity (r=0.63; p=0.0049) and the number of cells with less fluidity
plasma membrane (r=0.77; p=0.0003) with fertility in vivo, as can be seen in
Figure 1A and 1B. These correlations should be associated with a greater
mobilization of compounds responsible for the neutralization ROS by cells of
higher metabolism (indicated by the greatest mitochondrial functionality) to
prevent the establishment of a framework of oxidative stress. In addition,
associated with more stable cellular metabolism, represented by cells with lower

membrane fluidity. These cells possibly were able to undergo cellular changes
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synchronized manner, i.e., greater fluidity obtained only in dealing with female
and not early, making them suitable for fertilization. Until now, any work showed
this relationship between fertility in swine and those characteristics. This
becomes interesting, regarding the use of these laboratory tests to predict
fertility.

In this way, the spermatozoa swine have morphophysiological
differences related to its fertilising power in vivo. Evaluations before
recommended, as sperm motility, for differentiation of proven fertility animal are
no longer enough. Possibly animals high fertility have greater cellular
metabolism due to higher mitochondrial functionality, being able to balance the
excessive production of reactive oxygen species due to increased antioxidant
capacity. In addition, these cells probably also have a cell metabolism stable
and compatible with reproductive events, as indicated by the lower fluidity of the
plasma membrane.

This work is the first to relate variables such as greater functionality
mitochondrial, less fluidity of membrane and greater total antioxidant capacity
on swine spermatozoa of high fertility. These analyzes can be used as

biochemical markers to predict fertility in the swine.
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Figure 1: Graph of normality in vivo fertility of Landraces swine.
Figure 2: Graph of correlation with in vivo fertility. A) Correlation between fluidity

of the plasma membrane. B) Correlation between total antioxidant capacity.
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VI.CONCLUSAO GERAL

Os espermatozoides, embora possuam a mesma finalidade - de levar o
material genético do progenitor masculino e fecundar o odécito, possibilitando o
desenvolvimento de um novo individuo, podem divergir quanto as suas
caracteristicas funcionais e estruturais entre as espécies. A compreensao
dessas diferencas é fundamental para proporcionar no¢cdes acerca da fisiologia
basica do gameta e dos mecanismos celulares que possibilitam que um
espermatozoide fecunde o gameta feminino.

Os resultados do presente estudo mostraram que espermatozoides
suinos de alta fertilidade, divergem daqueles de animais de baixa fertilidade por
apresentarem uma menor fluidez de membrana plasmatica, maior atividade
mitocondrial e maior atividade antioxidante total.

Esses resultados sugerem que a célula espermatica de maior potencial
de fertilizagcdo possui um metabolismo celular acelerado, devido a maior
funcionalidade da mitocondria, acompanhado de uma maior habilidade de
controle dos radicais livres produzidos por essas, devido a uma maior
capacidade antioxidante total. Ainda, essas células demonstraram a
necessidade de passar por modificacdes pds-maturacdo de forma sincronizada
com os eventos reprodutivos, ndo sofrendo processos de capacitacao precoce,
representado pela fluidez de membrana antes do ingresso no trato reprodutivo
feminino.

Este estudo é o primeiro a relacionar essas avaliagbes com o poder
fertilizante in vivo de suinos. A compreensdao da fisiologia da célula espermética
suina, bem como o conhecimento das estruturas que de fato estéo interferindo
nos eventos reprodutivos é essencial para agregar conhecimento da fisiologia
basal desta celular, além de direcionar estudos e otimizar métodos capazes de
permitir num futuro préximo a ampliacdo do uso da espécie suina como modelo
biomédico. Ainda, pesquisas desse tipo trazem a possibilidade de determinar
0s marcadores bioquimicos para a fertilidade, estimando de forma rapida a
fertilidade animal. Aléem de auxiliar no direcionamento de estudos e métodos
para melhorar a reproducdo desses animais, permitindo assim, seu uso como

modelo animal e a preservagao de seu germoplasma.
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