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AVALIACAO DA DESCOMPACTAQAO DA CROMATINA DE
ESPERMATOZOIDES BOVINOS POR TRES DIFERENTES METODOS
RESUMO-Reprodutores que possuem espermograma normal podem ser

classificados como subférteis ou passarem por periodos de subfertilidade, em
funcdo de seu baixo desempenho reprodutivo. As alteracdes na descompactacdo da
cromatina dos espermatozoides em bovinos sao possiveis explicacdes encontradas
para tais comportamentos. Diante disso, conduziu-se este trabalho, com o objetivo
de comparar trés diferentes métodos de analises cromatinicas de espermatozdides
gue possam ser usados em diagnosticos de fertilidade de touros. Sete amostras de
sémen de bovinos subférteis foram avaliadas utilizando-se os trés métodos, sendo
eles: coloracdo com alaranjado de acridina e analise por citometria de fuxo (Sperm
Chromatin Structure Assay - SCSA), coloracdo por azul de toluidina (AT) e
microscopia eletrbnica de transmissdo (MET). Nos esfregacos de sémen corados
com AT foram avaliadas a descompactacao e heterogeneidade da cromatina. Com o
SCSA avaliou-se a propor¢ao de cabecas de espermatozoides coradas em vermelho
(cabecas andmalas) e em verde (cabecas normais). Na MET avaliou-se as areas
das cabecas com descompactacdo da cromatina. Como andlise estatistica foi
utilizado o teste Kruskal-Wallis e como pés-teste, Wilcoxon. Também foi aplicado o
teste de correlacdo de Pearson. Obteve-se correlacdo positiva e significativa entre
SCSA e MET, além da correlacéo positiva e significativa entre AT e ME. Constatou-
se a correlagdo negativa e significativa entre descompactacéo e heterogeneidade
por AT, entretanto ndo houve correlacéo significativa entre SCSA e AT. Concluiu-se
gue a MET identifica alteragcdes semelhantes as identificadas por SCSA, além de ser

mais sensivel para identificacdo de alteracdes cromatinicas em espermatozoides de



touro do que o SCSA e que a andlise de imagem computacional de esfregacos

corados com AT néo identifica as mesmas alteracdes identificadas pelo SCSA.

Palavras chave: Azul de Toluidina, Cromatina, Espermatozéide, Microscopia

Eletronica de Transmissédo, Sperm Chromatin Structure Assay



EVALUATION OF CHROMATIN DESCOMPACTION OF CATTLE SPERM BY
THREE DIFERENT METHODS

ABSTRACT-Sires with a normal semen analysis can be classified as
subfertile or they can have periods of subfertility because of its low reproductive
performance. Changes in chromatin compaction of spermatozoa in cattle are found,
and they are possible explanations for this kind of behavior. Therefore, this study was
conducted with the objective to compare three different methods of analysis of sperm
chromatin that can be used in the diagnosis of fertility bulls.Seven semen samples of
subfertile cattle were evaluated using the three methods, which are them: flow
cytometry (SCSA), toluidine blue staining (TB) and transmission electron microscopy
(TEM). In samples stained with TB, semen samples were evaluated in case of
decompaction and heterogeneity of chromatin. The SCSA evaluated the proportion of
sperm heads stained in red (abnormal heads) and green (normal heads). In TEM
evaluated the areas of heads with unpacking chromatin. As statistics evaluations
were performed the Kruskal-Wallis test and as a post-test, Wilcoxon was also used.
The Pearson correlation test was also conducted. There was positive and significant
correlation between SCSA and TEM, besides the positive and significant correlation
between TB and TEM. It was found a negative correlation between unpacking of
chromatin and heterogeneity by TB, however there was no significant correlation
between SCSA and TB. It was concluded that TEM identifies similar changes as in
the SCSA test, and TEM is more sensitive for the identification of chromatin
alterations in bull sperm than SCSA, and the computational image analysis stained
with TB does not identify the same changes as in the SCSA.

Keywords: Toluidine blue, Chromatin, Sperm, Transmission Electron Microscopy,
Sperm Chromatin Structure Assay






IINTRODUCAO

A bovinocultura brasileira passa por uma fase onde vem ocorrendo o
reconhecimento da importancia da utilizacdo de tecnologias no setor
produtivo. A expectativa de retorno financeiro por meio da eficiéncia nos
sistemas de producdo pode ser intensificada com o uso de eficientes
técnicas de manejo e biotecnologias aplicadas a reproducdo animal.
(VISHWANATH, 2003).

Dentre os diversos fatores que influenciam o sucesso na situacao
atual da bovinocultura, destaca-se a importancia da reprodug¢ao animal, pois
sem a mesma ndo havera a geracdo de novos produtos. Dessa forma,
guanto mais eficiente for o desempenho reprodutivo dos machos, maior
retorno econdmico positivo surgira para a manutencdo de uma bovinocultura
de sucesso (RODRIGUES, 2009).

Elevados indices de producdo com associacdo a uma alta eficiéncia
reprodutiva, devem ser metas que norteiam alcancar uma maior
produtividade e custo-beneficio satisfatério na atividade. Neste sentido, a
manutencdo da eficiéncia reprodutiva € considerada um dos principais
fatores que contribuem para a melhoria do desempenho produtivo e da
lucratividade dos rebanhos comerciais (VASCONCELOS E MENEGHETTI,
2006)

Devido ao papel de alta responsabilidade que o macho reprodutor
possui na producdo animal, testes que analisam a capacidade reprodutiva
S840 necessarios para que seja possivel selecionar animais que possuam
caracteristicas econdmicas desejaveis a sua prole, como fertilidade, por
exemplo (FONSECA, 2009).

De acordo ainda com RODRIGUES (2009), a biotecnologia da
reproducdo composta por diferentes métodos de analise que tenham a
funcdo de avaliarem a fertilidade do macho vem possibilitando um
verdadeiro avanco qualitativo de carater positivo na criagdo bovina, em
especial por facilitar a selecdo e multiplicacdo de animais geneticamente

superiores. Diante disso, é de extrema importancia que se melhore os



métodos de avaliacdo espermatica possibilitando consequentementeum
aumento na capacidade de reproducao dos machos.

No entanto a aplicacdo de biotecnologias da reproducdo visando a
disseminacdo do material genético de animais com alto valor zootécnico,
como os bovinos, ainda possui falhas de informacdes especificas sobre a
taxa de fertilidade do macho. (FORTES et al., 2012). Um fato exemplar que
justifica essas duvidas em relacdo a fertilidade do macho é quando animais
consideradosférteiscomprovados através de resultados de espermogramas
normais de rotina, mas que por motivos desconhecidos enfrentam periodos
de subfertilidade inexplicaveis.

Recentemente, obteve-se um grande avanco relacionado ao
conhecimento de mecanismos que detectam um espermatozoide com maior
competéncia funcional (AITKEN, 2006).

Glendhill (1966) foi o precursor na identificagdo de espermatozoides
com ma compactacdo da cromatina em touros subférteis. De acordo com
Britto e Mello (1988), touros com espermograma normal podem ser
subférteis ou apresentar intervalos de subfertilidade inexplicaveis pelo
espermograma de rotina, sendo as alteragcdes na compactacao da cromatina
dos espermatozoides uma possivel explicacdo para tal fenémeno.

Os espermatozoides possuem cromatina altamente organizada e séo
condutores metabdlicos funcionais do genoma masculino, carreando RNAs
de diferentes tipos, 0s quais, tanto quanto os nucleossomos, séo importantes
sinalizadores epigenéticos paternos e, logo, influenciam o desenvolvimento
embrionario inicial(BELETTI, 2013).

Um dos componentes essenciais do espermatozoide, necessario para
formacdo de embrides normais, € a existéncia de um nucleo com cromatina
e matriz nuclear intacta (WARD et al.,, 1999). Alteracdes cromatinicas
esperméticas também podem alterar a forma da cabeca do espermatozoide
e influenciar na motilidade espermatica, dificultandoo processo de
fertilizacdo (BELETTI et al., 2005). Portanto, alteracdes cromatinicas podem
nao sointerferir no processo de fecundacédo, mas ainda gerar interferéncias
nodesenvolvimento embrionario, o que reforgca mais ainda a necessidade da

analise cromatinica na avaliacdo de reprodutores machos(BELETTI, 2013).



Acontecimentos como falhas na fertilizacdo e mortalidade embrionaria
tém sido reconhecidos como fontes potenciais de perda no processo
reprodutivo e numerosos estudos sobre o assunto tém sidorelatados
(GORDON, 1996). Um elevado nivel de instabilidade na cromatina nuclear
esperméticado sémen tambémja foi associado com a reducédo da eficiéncia
de reproducdo de touros (BALLACHEY et al., 1988; KARABINUS et al.,
1990; DOBRINSKI et al., 1994; . ANZAR et al., 2002. ; MADRID-BURY et al.,
2005).

A presenca de espermatozoides com instabilidade na cromatina
espermatica é considerado um defeito incompenséavel, que ndo pode ser
toleradoem niveis maiores do que em valores de 15 a 20 % destas células
(BARTH,OKO, 1989).

Dentre o0s varios métodos de identificacdo de alteracdes
cromatinicasespermaticasemsémen de touros, pode-se citar a analise por
citometria de fluxo utilizando o corante fluorescente alaranjado de
acridina(SCSA, Sperm Chromatin Structure Assay) (EVENSON et al. 1980) e
a analise de imagem computacional de esfregacos de sémen corados com
Azul de Toluidina (AT) (BELETTI et al., 2005), além da microscopia
eletronica de transmissdo(MET) (ARAUJO, 2013).

Atualmente o método mais utilizado € a analise da estrutura de
cromatina de espermatozoides (SCSA), baseada numa avaliacdo da
fluorescéncia porcitometria de fluxo de espermatozoides corados com o
corante alaranjado de acridina. Apesar disso, este método tem uma
desvantagem,ndo permitindo a analise morfométricaconcomitante com a
caracterizagdo da cromatina doespermatozoide.No entanto é um método
que tem sua utilizagdo aumentada, pois realiza uma analise com grandes
quantidades celulares.O SCSA tem sido utilizado em centenas de estudos
de fertilidade de touros e outras espécies e tem sido considerado como
técnica de referéncia (SPANO et al., 1998).

Outro método usado para a avaliacdo da cromatina foi desenvolvido
por Mello (1982). Este método utiliza o azul de toluidina, um corante
catibnico que exibe metacromasia, isto €, uma alteracéo de cor em situagdes

especificas, induzida por ressonéancia de elétrons entre varias moléculas de
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corante empilhadas. Esta propriedade € util para avaliacdo de
anormalidades na cromatina de espermatozoides com problemas de
condensacao (BELETTI et al., 2005).

Aanalise de imagem computacional de esfregacos de sémen corados
com AT ja foi utilizada em mais de uma dezena de trabalhos, principalmente
para avaliacdo de alteracdes cromatinicas de espermatozoides de touro,
como feito por Campos et al., (2010). No entanto, ainda ndo possui uma
referéncia de valores minimos que interfiram na fertilidade do animal.

A microscopia eletrénica de transmissao geralmente € utilizada para
avaliar a ultraestrutura de espermatozoides de vertebrados e eventualmente
correlacionando-se com a fertilidade (OLIVEIRA et al, 2011). Geralmente
nao se utiliza a microscopia eletrénica de transmissédo para avaliacdo de
alteracdes cromatinicas. No entanto, Aradjo (2013), utilizou com bons
resultados a microscopia eletronica de transmissdo para avaliar alteracdes
de cromatina em espermatozoides de peru.

Utilizando amostrasde sémen de touro avaliadas por analise de
imagem computacional de esfregacos corados com AT,analisadas por
SCSAe por microscopia eletronica de transmisséo, o presente trabalho teve
como objetivocomparartrés diferentes metodologia de avaliagdo de

cromatinaque possam ser utilizadas em diagndsticos de fertilidade de touros.



II.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cromatina espermaética

Falando especificamente em uma classe de animais, nesse caso0s
mamiferos, nas fases finais da espermatogénese, as proteinas nucleares
bésicas, ricas em lisina, chamadas de histonas, sdo substituidas, total ou
parcialmente, por estruturas nomeadas de protaminas (BELETTI, 2013).

As protaminas sdo proteinas especificas dos espermatozoides, as
quais possuem um carater mais basico em razdo da riqueza em arginina
(BLOCH, 1969; HOFMANN, HILSCHER, 1991). Assim, forma-se uma
cromatina (complexo DNA-protamina), bem condensada, em funcéo da
neutralizacdo do esqueleto fosfodiéster do DNA ocorrida pela interacdo dos
grupos fosfatos provenientes da fita de DNA e amina vinda das proteinas
(BALHORN, 1982; BELETTI, MELLO, 1996).

Acreditava-se que em sua fase madura, 0s espermatozoides
possuiam uma cromatina ndo funcional, entretanto, elestém sido
reconhecidos como sendo bem organizados e ainda possuirem a conducao
metabdlica funcional do genoma masculino (BELETTI, 2013).

A unidade béasica da cromatina de espermatozoides em
mamiferos,denominada de toroide de protamina, teve sua primeira descricao
feita por Balhorn e colaboradores (1982), onde relataram que 50kb de DNA
aproximadamente é enrolado firmemente pelas protaminas, formando uma
estrutura em forma de “donut” ou (rosca). (ALLEN et al., 1992; HUD et al.,
1993). A organizagéao estrutural do DNA em dominios no formato de algas de
20 a 50kb comp®e outro arranjo da cromatina (RISLEYet al., 1986; WARDet
al., 1989; KRAMER, KRAWETZ, 1996).

O modelo“donut-al¢a” foi proposto recentemente para a estrutura da
cromatina espermatica, sugerindo que ambos 0s niveis organizacionais séao
relacionados (SOTOLONGOet al., 2003). De acordo com este modelo, cada

dominio em forma de alca do DNA é condensado em um Unico toroide de



protamina. Cada dominio em forma de ‘donut’ sdo fixados a matriz nuclear
proteica em locais chamados de regides de anexagdo da matriz
(MARs)(SHAMAN et. al., 2007).

Segundo Lemos (2013) a cromatinaé composta organizacionalmente
por DNA e uma rede proteica, a qual recebe o nome de matriz nuclear.
Quando se isola tal estrutura, a mesma assemelha-se a uma arquitetura
fibrosa do citoesqueleto. E vasta a lista de proteinas que compreendem a
matriz nuclear, e até certo grau € do tipo célula dependente.Também de
acordo com Lemos (2013) a matriz nuclear € importante para a replicacao do
DNA, sugerindo que essa matriz nuclear espermatica fornegca um pouco da
composicao do pro nucleo do zigoto recém- fertilizado.

Diante da falta de conhecimento em relacdo a formacdo da matriz
nuclear ha evidéncias de que alguns de seus componentes sejam
topoisomerases 1B (SHAMAN et al., 2006), actina, miosina, citoqueratinas e
spectrina (OCAMPO et al., 2005), possivelmente carbamoil sintetase fosfato
glutamino dependente, transcarbamilaseaspartato, dihidroorotase (CAD)
(CARREYet al., 2002; OCAMPOet al., 2005) e transcriptase reversa
(GIORDANCOEet al., 2000). Sabe-se que aporcaohipersensitiva anucleaseque
se liga auma estrutura tipica nucleossomal, conecta cada toroide e anexaas
alcas a matriz nuclear. Isso acontece, potencialmente através da TOP2B
(BELETTI, 2013).

Ha relatos que as regifes sensitivas a nuclease estao proximas as
regibes de matriz e ainda estéo associadas aos dominios das algas no DNA
espermatico humano, tornando-se similar a cromatina potencializada a
transcricdo nas células somaticas (BELETTI, 2013).

Além de protaminas e histonas espermaticas especificas, tem sido
demonstrado que a cromatina possui proteinas com potencial ativo incluindo
alguns fatores de transcricdo (PITTOGGI et al. 2001). A cromatina pode
possuirtambém uma organizacdo especifica; alguns teldmeros
(ZALENSKAYAet al., 2000) e centromeros (YARONet al. 1998) que parecem
estar localizados em areas especificas do nucleo espermatico.

Ha evidéncias de que o processo de condensacao do DNA pode estar
incompleto, diante disso, poderahaver menor estabilidade nuclear e ocorrer



aumento da susceptibilidade para desnaturacdo do complexo DNA-proteina.
Tais fatores tem sido associados com a infertilidade em varios animais e
também no homem. A instabilidade nuclear gerada poderia acarretar
problemas no DNA, onde os mesmos poderiam continuar se perpetuando
durante o desenvolvimento embrionario, causando uma indugdo a apoptose
e também a fragmentacdo do embrido que ndo se desenvolveria ( BELETTI,
2013).

Em relatos sobre humanos e equinos, nota-se uma correlacéo
negativa entre os fatores fertilidade e integridade de DNA (MORRELL et al.,
2008) . Dessa forma, a concepcao depende, dentre outros fatores, da
habilidade da cromatina espermatica previamente condensada em se
descondensar e formar o pro ndcleo masculino durante a interagdo com o
ovocito (MADRID-BURYet al., 2005).

Gledhill (1966) foi o pioneiro ao identificar pela primeira vez
espermatozoides com cromatina defeituosa ou anbmala, em touros
subférteis, utilizando reacdo de Feulgen. Inicialmente, a coloragcdo mais
intensa nas cabecas destes espermatozoides foi relacionada coma alta
densidade do DNA. Entretanto, com o uso do microscopio de luzultravioleta,
o qual despensa coloracdo para quantificagdo de DNA, ficou claro que as
variacfes de intensidade observadas na reacdo de Feulgen sédo de fato,
consequéncias da alteracdo da cinética hidroliticado DNA. Este fenémeno,
geralmente é causado por alteracbes no complexo DNA-protamina, que
fazem a cromatina ficar menos compactada e consequentemente mais
sensivel a hidrdlise.

Ha dados onde Camposet al.(2013) demonstraram que a selecdo
espermatica por Percoll ou por “swimup” ndo consegue excluir a maioria dos
espermatozoides com alteragbes na cromatina. Ainda mais recentemente,
existem outros dados obtidos por D’Occhioet al.(2013) mostrando que a
insulagdo escrotal em touros induz a produgcdo de espermatozides com
alteracdes cromatinicas.Dessa forma, a avaliagcdo laboratorial do sémen
deve incluir testes que analisem a maioria dos atributos relevantes dos
espermatozoides como a avaliacdo da integridade gendomica, a favor da
fecundacao e do desenvolvimento embrionério (EVENSON, WIXON, 2006).



2.2 SCSA(Sperm Chromatin Structure Assay)

Atualmente h4 um grande numero de metodologias utilizadas para
identificacdo de alteracdes na estabilidade da cromatina espermética. Uma
das mais usadas é a andlise da estrutura da cromatina (SCSA)(Sperm
Chromatin Structure Assay), por ter sua eficiéncia comprovada. A técnica é
baseada na avaliagdo da fluorescéncia de espermatozoides corados com o
corante fluorescente, alaranjado de acridina (AA), através de analise em
citometro de fluxo.Com a utilizacdo de desnaturacdo acida ou térmica e
posterior coloracdo com (AA) realizando a andlise em citofotémetro de fluxo
com comprimento de onda de ultravioleta (UV), os espermatozoides com
cromatina normal coram-se em verde e 0s com possiveis alteracdes, coram-
se com a cor vermelha/alaranjada(EVENSON et al., 1980).

A citometria de fluxo € um método que possibilita a contagem,
classificacdo e isolamento da célula espermatica que, apds serem marcadas
com um corante fluorescente especifico, sdo individualmente movidas
através de um sistema com detector Optico em fluxo laminar e entdo, sao
contadas (EVENSON, 1999). Desse modo, pode-se diminuir a subjetividade
e aumentar a repetibilidade para uma maior precisdo nas andlises de sémen.
Assim, uma série de caracteristicas da célula espermatica como integridade
das membranas plasméatica e acrossomal, viabilidade e a funcéo celular
podem ser avaliadas utilizando-se a citometria de fluxo (GILLIAN et al.,
2005)

O uso de SCSA para avaliar a cromatina, ndo permite uma analise
concomitante entre a mesma e 0s aspectos morfolégicos do
espermatozoide, jA que a cromatina € avaliada por citbmetro de fluxo e a
morfologia deve ser avaliada pelo esfregaco de sémen.O SCSA apenas
quantifica os espermatozoides normais e aqueles com alteracdo de
cromatina, ndo permitindo dessa forma, perceber diferentes tipos de
alteracOes (BELETTI et al., 2005).
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Tejada et al. (1984), modificaram o método de Evenson et al. (1980)
usando a coloragdo com AA em esfregacos de sémen humano, obtendo
bons resultados na diferenciacéo de espermatozoides normais e andémalos.

No Brasil as alteragbes cromatinicas dos espermatozoides sao
geralmente negligenciadas nas avaliagbes de fertilidade de touros. Isso
porque o SCSA(Sperm Chromatin Structure Assay) que € o método mais
utilizado no mundo e que ja possui parametros bem definidos utiliza a
citometria de fluxo, com altissimo custo, inviabilizando seu uso rotineiro por
profissionais da area. Entretanto, sabe-se que o SCSA é um método capaz
de analisar uma quantidade de células imensamente maior que em outros

métodos.

2.3Método de coloracédo por Azul de toluidina

O método da "metacromasia induzida" desenvolvido por Mello
(1982)utiliza o corante catibnico Azul de Toluidina, (AT) em pH 4,0, ap6s
hidrolise &cida.

No método de coloracdo por AT, a ligacdo entre as moléculas do
corante usado (pH 4,0) aos grupos fosfatos ionizados do DNA é importante
para avaliacdo de alteracbes na cromatina espermatica. O pH 4,0 garante
que outros sitios (anions) ndo estejam ionizados e o AT se ligue de forma
inespecifica e ndo no DNA. Os espermatozoides normais se coram em
verde, mas aqueles com anomalias no complexo DNA-proteina se coram em
violeta. Isto se deve ao fato de que, em espermatozoides com cromatina
normal, a maioria dos grupos fosfatos estdo bloqueados por protaminas, e
consequentemente, poucas moléculas do corante se ligam ao DNA,
resultando em uma coloracdo de verde a azul claro. Ja para aquelas células
com cromatina pouco compactada, haveria mais ligacdes com as moléculas
do corante, obtendo-se uma coloracdo de azul escuro a magenta (BELETTI,
MELLO, 1996; BELETTI, 2013).

A sensibilidade deste processo pode ser aumentada pela hidrélise
antes da coloracdo, ou seja, tratamento acido (HCI 4 N a 25°C, 15 a 20 min.)
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seguido de coloracdo com azul de toluidina (pH 4,0). Dessa forma,
espermatozoides normais, que sdo caracterizados por possuirem cromatina
altamente compactada, sdo pouco afetados pela hidrélise e
consequentemente, coram-se em azul claro. Por outro lado, a cromatina
espermética com baixo grau de descompactacdo, identificados como
normais sem a hidrélise, tem as protaminas parcialmente extraidas,
promovendo assim ligacbes das moléculas do corante com 0S grupos
fosfatos do DNA, fazendo com que estes espermatozoides se corem como
andmalos. Mesmo com o tratamento acido prévio, a avaliagdo de alteracdes
da cromatina esperméatica ainda continua possuindo um carater subjetivo,
podendo ocorrer variacdes na interpretacdo entre diferentes examinadores
(BELETTI, MELLO, 1996).

2.4 Analise computacional de imagem

Nota-se que a avaliacao visual de esfregacos de sémen é de certa
forma subjetiva.Na tentativa de se excluir falhas entre os examinadores e
ainda aumentar a repetitividade entre os mesmos, tem sido proposto 0 uso
de analise de imagem por computador para avaliacdo de motilidade,
morfologia dos espermatozoides e compactacdo da cromatina. (BELETTI,
COSTA; GUARDIEIRO, 2005; BELETTI; COSTA; VIANA, 2005). A analise
computacional da morfologia espermatica considera usualmente
mensuracdes basicas como area, perimetro, comprimento, largura, bem
como fatores derivados destas medidas, tal como: raz&o largura:
comprimento, elipsidade, fator forma e outros (GARRETT; BAKER, 1995).

Para diminuir a subjetividade, Beletti et al. (2004 e 2005), utilizaram
analise de imagem computacional de esfregacos de sémen corado com azul
de toluidina, previamente tratados com HCI 4N. Desta forma, as cores sao
diferenciadas pelos seus valores de pixels, diminuindo a subjetividade e
permitindo a graduacdo e diferenciacdodas alteracbes.Além da
diminuicAdodessa subjetividade, a metodologia permite uma avaliacéo

simultanea da morfometria e da cromatina de cada espermatozoide,
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permitindo uma correlagdo entre estas duas caracteristicas (BELETTI et al,
2005; SILVA et al, 2008; KANAYAMA e BELETTI, 2011).

Com o0 uso desta metodologia, Beletti (2004) demonstraram a
existéncia de diversos tipos de alteracdes de cromatina, existindo variacdes
na localizacdo e na intensidade de descompactacdo na cromatina. Tais
pesquisadores sugeriram uma relacdo da localizacdo dessas alteracdes
cromatinicas com a matriz nuclear. Esses diferentes tipos de alteracdes
podem possuir diferentes etiologias e consequéncias sobre a fertilidade do
macho (BELETTI et al, 2004).

Apesar das vantagens desta metodologia, como baixo custo e
avaliacdo célula a célula, permitindo a correlacdo entre morfologia e
cromatina, ainda ndo existem parametros bem definidos que permitam
indicar os valores em que as alterac6es identificaveis por essa metodologia
comegam a interferir na fertilidade do touro.

2.5 Microscopia eletrénica de Transmissao (MET)

Quando os defeitos morfolégicosse expressam por alteracdes em
escalas nanométricas(nm), ocorrem falhas nos métodos tradicionais
deavaliacdo, havendo a necessidade do emprego damicroscopia eletrénica
(JOSHI et al., 2001).

Geralmente, o0s espermatozoides humanos sdo espécimes
analisados, fixados e corados pela microscopia oOptica, que fornece
informagbes valiosas sobre a morfologia e as correspondentes
caracteristicas patologicas destas células. Se as alteracdes sdo diferentes
no tamanho na fracdo de um micron, entdo,a aplicacdo deste meétodo é
adequada e util (WHO, 1992). No entanto, se os defeitos morfologicos
pertencem a ordem de alguns nanémetros (nm), o método de microscopia
Optica tem de ser substituido pela microscopia eletrbnica de transmissao ou
de varredura. Zamboni (1987) aplicou esta técnica para estudar a patologia
de espermatozoides e avaliar a sua qualidade.

A Microscopia de forga atomica tem sido utilizada para investigacao
de mudangas na membrana plasmética que recobre a regido da cabeca dos
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espermatozoides de mamiferos como (touro, javali, carneiro, cabra,
garanhdo, rato e macaco) durante o desenvolvimento pos-testicular, apos a
ejaculacdo, e depois de exocitose da vesicula acrossomal (ELLIS, 2002).
Ainda de acordo com Ellis (2002) em ejaculados de animais como carneiro,
touro, javali ou cabra,osespermatozoides possuem a membrana plasmatica
pds acrossomal com uma superficie mais irregular do que a que recobre o
acrossoma (ELLIS, 2002.A ultra-estrutura dos espermatozoides
devertebrados e invertebrados tem sido intensivamente estudada ao longo
de muitos anos, especialmente por microscopia eletrbnica de transmisséo
(MET), (ELLIS et al.,2002; JOSHI et al., 2001).

De acordo com Joshi (2000) a popularizacdo das técnicas deMET na
avaliacdo da infertiidade masculina humana eanimal proporcionam a
formagcdo de uma base sodlidapara o melhor entendimento dos
processosfisiopatoldgicos envolvidos e para uma melhor adequacdo das
condutas terapéuticas a seremseguidas. Para a aplicacdo da técnica de
microscopia eletrénica € necessario que o pesquisador conte com o aparato
de materiais de laboratério para a preparacdo das amostras que serao
posteriormente analisadas, e também da posse de um microscépio
eletrdnico de transmissao para analise.

Muitos aspectos relacionadosa infertilidade do macho continuam
obscuros até o presente, especialmente no que se refere a expressao
génicadiferencial da espermatogénese, base inicial dosdiversos quadros de
infertilidade (JOSHI, 2000). No entanto, com uso da técnica de microscopia
eletrbnica associada a outras metodologias eficazes podera ser possivel
analisar e encontrar possiveis respostas as perguntas relacionadas com
problemas de fertilidade do macho, incluindo alteracdes na ultraestrutura
cromatinica. Neste sentido, Aradjo (2013) utilizou com bons resultados a
microscopia eletrdnica de transmissdo para avaliar alteracdes de cromatina
em espermatozoides de peru, obtendo correlacdo negativa entre nimero de
alteracdes cromatinicas e a capacidade fecundante do espermatozoide, bem

como entre essas alteracdes e a evolucao embrionaria.
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lI.LMATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao das amostras de sémen

Foram utilizados sete ejaculados de touros subférteis pertencentes a
fazenda experimental da Universidade Federal de Uberlandia- Campus
Gléria, municipio de Uberlandia-MG. A coleta de sémen foi realizada por
meio de vagina artificial e ap6s a avaliagdo da concentracdo de
espermatozoides por contagem em camara de Neubauer, foi realizada
diluicho em meio de congelamento tris-gema para obter a concentracdo de
100 x 10° de espermatozoides por ml. Imediatamente ap6s a diluicdo o
sémen foi acondicionado em paletas de 0,5 ml e congelado no equipamento
TK200, utilizando-se a curva “padrao 1” (40 minutos da temperatura
ambiente até 5°C, permanecendo nesta temperatura por uma hora e rapida
diminuicdo de cinco para -120 °C em 10 minutos). As amostras congeladas
foram mantidas em container de nitrogénio liquido até sua preparacao para

andalise.

3.2 Avaliacdo do Sémen por coloracéo de azul de toluidina (A.T)

As andlises por coloragéo de azul de toluidina (A.T) foram realizadas
no laboratorio de Biologia da Reproducéo- Instituto de Ciéncias Biomédicas-
UFU. As amostras foram descongeladas em banho-maria 37° C por um
minuto. Os esfregacos foram fixados com etanol-acido acético (3:1, V/V) por
um minuto e posterior imersos em etanol a 70% por trés minutos. Apos esta
etapa, foi realizada a hidrélise acida em HCI 4N a 25°C por 15 minutos,
seguido de lavagem em agua destilada. Apés a secagem da lamina em
temperatura ambiente foi colocado uma gota de azul de toluidina 0,025% em
tampao McllvainepH 4 (citrato-fosfato sédio) sobre a lamina e coberta com
laminula (BELETTI, MELLO, 2004). Apos trés minutos foram obtidas 100

imagens digitais de cada esfregaco, por meio de microscopio 6ptico Leica
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DM500 acoplado a camera Leica ICC50, utilizando-se objetiva de 100x
(imersdo) (BELETTI, COSTA, 2003).As imagens foram capturadas
digitalmente em tons de cinza.

Utilizando-se algoritmo desenvolvido em ambiente de programacéo
matematica Scilab foram segmentadas de forma semiautomatica 100
cabecas de cada amostra.

Para a avaliacdo da cromatina, apds a segmentacdo das cabecas,
estas foram processadas por algoritmos também desenvolvidos em
ambiente SCILAB para se obter a média dos valores de pixel que compdem
cada uma das cabecas (Silva et al., 2008). Para se ter uma referéncia da
coloracdo normal da cabeca do espermatozoide, o programa selecionou
automaticamente dentre as cabecas de cada esfregaco, as seis mais claras
e com coloracdo mais homogénea. A média dos valores de pixel destas
cabecas foi considerada como o valor de referéncia da coloragcdo normal dos
espermatozoides (cabecas padrdes) no respectivo esfregaco. Depois, as
diferencas entre os valores das cabecas padrdes e a média dos valores dos
pixel de cada cabeca analisada foram determinadas. Esta diferenca foi
transformada em porcentagem do valor das cabecas padrdes do esfregaco
da qual a cabeca foi segmentada. Esta variavel quantifica a descompactacao
da cromatina.

O coeficiente de variacdo dos niveis de cinza (valores dos pixels) de
cada cabeca também foi calculado (SILVAet al., 2008), sendo que esta

variavel quantifica a heterogeneidade da cromatina no interior da cabeca.
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3.3 Andlise de citometria de fluxo

Para tal analise foi utilizada uma aliquota de 0,20 mL de amostra
diluida foi misturada a 0,40 ml de solucdo &cida detergente (0,08 M de HCI,
0,15 M NaCl, 0,1% de Triton X-100, pH 1,2). Ap6s 30 segundos, foi
adicionado 1,2 mL de solucdo corante de alaranjado de acridina (AA)
contendo 6 pg de AO por ml de solucdo tampéao (0,037 M &cido citrico ,
0,126 M de Na:HPO4, 0,0011 M de EDTA di-sddico, 0,15 M de NaCl, pH
6,0) (LEITE et al., 2010).

Apos isso, as amostras diluidas em TNE, quando da realizacdo dos
esfregacos de sémen, foram analisadas em citometro de fluxo BD FACS
Canto Il, com modelo de software FACSDIVA.

Apods 3 minutos do procedimento de coloracgéo, foi realizada a leitura
no citbmetro de fluxo, avaliando-se a fluorescéncia de 10.000 estruturas por
amostra (EVENSON et al.,, 1999).0s dados foram exportados para o
programa FlowJo, o qual gerou gréafico bidimensional com a intensidade de
fluorescéncias verdeno eixo Y e fluorescéncia vermelhano eixo X. Cada
estrutura analisada foi identificada no grafico como um ponto, geralmente
sendo possivel visualizar trés populagdes: espermatozoides vermelhos
(células anormais), espermatozoides verdes (células normais) e debris
celulares (fragmentos de espermatozoides, caudas isoladas, etc). De forma
interativa, foram desenhados “gates” (poligonos circundando os pontos),
separando cada populacdo e o programa calculou automaticamente a
porcentagem de estruturas existente em cada um. Para avaliacdo da
fertilidade foi recalculado a porcentagem de espermatozoides vermelhos

dentro do total dos espermatozoides, excluindo-se os debris celulares.

3.4 Microscopia eletronica de transmisséao
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Parte de todas as amostras coletadas foram fixadas por imerséo em
glutaraldeido a 3%, em tampao fosfato a 0,1 M pH 7,4. Posteriormente, para
a retirada do fixador, o material foi lavado em tampao fosfato pH 7,4,
utilizando-se trés ciclos de centrifugacdo por 5 min a 70 x g, em microtubos
de 2 mL, com descarte do sobrenadante e recomposi¢ao do volume com a
solucéo tampé&o. Apos a terceira centrifugagéo, o volume foi recomposto com
tetroxido de 6smio 1%. O material permaneceu nesta solu¢caopor 30 minutos
e mais 30 minutos emtetréoxido de 6smio 1% e ferrocianeto de potassio
1,25%.Novamente foi realizada centrifugacdo e o sobrenadante descartado.
Em seguida, foi acrescentado aos microtubos, sobre os pellets, agar 3%a 50
°C, e foram levados a geladeira (4° C) por no minimo um dia.

Com a solidificacdo do agar, o material foi retirado dos microtubos
obtendo-se uma da peca de &gar contendo os espermatozoides, a qual sua
extremidade foi dividida em fragmentos de aproximadamente 1 mm3.Estes
fragmentos foram desidratados por 5 minutos em banhos de solu¢cbes com
concentracdes crescentes de acetona (50%, 70%, 80%,90%, 95%) e depois
em banhos de 10 minutos cada de 6xido de propileno 100%.

Posteriormente, os fragmentos desidratados foram incluidos em
resina Epon 812. Para tal, o material foi colocado emmicrotubo contendo
mistura 1:1 de resina e 6xido de propilenoe os mesmos foram deixados
lacrados “overnight’em temperatura ambiente. Em seguida, os microtubos
foram abertos e colocados em estufa de 37°C por quatro horas,
posteriormente a mistura de Oxido de propileno e resina foidescartada e
acrescentada resinaEpon812 nova e pura, deixada por mais duas a quatro
horas na estufa 37°C. ApOs esse periodo, os fragmentosforam separados
para serem incluidos em formas proprias de inclusdo. As formas contendo
os fragmentos foram deixadas em estufa a 60°C por mais trés dias, até que
a resina polimerizasse totalmente.A partir dos blocos de resina foram obtidos
emultramicrotomo cortes ultrafinos (60 a 90 nm), os quais foram
contrastados emacetado de uranila e citrato de chumboconforme descrito
por Bozzola e Russel (1998).

As avaliacdes dos cortes foram realizadas em microscopio eletrénico
de transmissédo Zeiss EM 109 do laboratério de histologia do ICBIM-UFU,
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sendo realizada documentagcdo por imagens digitais obtidas pelo
equipamento Megaview5.Foram obtidas de 50 a 100 imagens de cabecas de
espermatozoides que foram classificadas como contendo cromatina normal,

com alteracOes leves de cromatina e com alteracdes intensas de cromatina.
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3.5 Andalise Estatistica

Todas as avaliacdes estatisticas foram realizadas com o programa S-plus
(MathSoft, Inc., 2000), utilizando-se o nivel de significancia de 5%.

Inicialmente, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se 0os
dados possuiam distribuicdo normal. Como ndo se obteve distribuicdo normal, foi
utilizado o teste Kruskal-Wallis e como p6s-teste, Wilcoxon. Também foi realizado

o teste de correlacdo de Pearson.
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IV.RESULTADO E DISCUSSAO

Foram consideradas como cabecas normais aquelas com cromatina

homogeneamente eletrodensa (negra) (figuras 1.0 e 1.1).

Figuras 1.0 e 1.1:As setas nas fotos indicam as cabecas de espermatozoides bovinos normais com
cromatina homogeneamente eletrodensa.

Aquelas cabecas contendo pequenas manchas eletrollcidas (claras) foram

consideradas com alteracgdes leves (figuras 2.0 e 2.1)

»
rator| Horizontal Field Width
41um

Figuras 2.0 e 2.1: As setas nas fotos indicam cabecas de espermatozoides com manchas
eletrolicidas na cromatina consideradas alteragdesleves.
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J& aquelas com grandes manchas eletrolicidas por toda a cabeca, foram
consideradas com altera¢des cromatinicas graves (figuras 3.0 e 3.1).

Figuras 3.0 e 3.1: As setas nas fotos indicam cabecas de espermatozoides com eletrodensidade
heterogénea da cromatina consideradas alteragdes graves.

As médias e desvios padréodas avaliagbes das amostras de sémen por
analise de imagem computacional de esfregacos corados com AT, por SCSA e por
microscopia eletronica de transmissdoestdo demonstrados na Tabela 1.

*Letras diferentes na mesma linha significam diferenca estatistica entre as médias

Descompactacdo Heterogeneidade ME fraca ME intensa  ME total

SCSA
por AT (%) por AT (%) (%) (%) (%)
Média 10,092 4,195 6,072 30,24%9 44,7799 75,01¢
Desvio
Padrio 5,89 1,70 2,43 13,24 21,99 25,63

Tabela 1: Média e desvio padrdo das avaliagbes das amostras de sémen por andlise de imagem

computacional de esfregagos corados com AT, por SCSA e por microscopia eletronica de transmisséo.

De acordo com a tabela 1 é possivel afirmar que as quantidades de
alteracdes cromatinicas identificadas por microscopia eletrbnica de transmissédo é
maior do que as identificadas SCSA. No entanto, ndo se pode afirmar o mesmo em

relagdo a avaliagdo por AT, visto que a microscopia eletrbnica verifica a

porcentagem de espermatozoides com alteracfes cromatinicas e as avaliagbes com
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AT tem como resultado a descompactacdo e a heterogeneidade médias dos
espermatozoides que compdem a amostra.

Os coeficientes de correlacdoentre as alteracdes cromatinicas identificadas
por andlise de imagem computacional de esfregacos corados com AT, por SCSA e

por microscopia eletronica de transmissaoestaoapresentados na Tabela 2.

Os valores marcados com * sdo estatisticamente significativos

SCSA Descompactac Heterogeneidade ME fraca ME intensa
(adimensional) &o por AT (%) por AT (%) (%) (%)
SCSA 1,00
Descompactacédo por AT
P Gaop 0,13 1,00
(%)
Heterogeneidade por AT
-0,09 -0,78* 1,00
(%)
ME fraca 0,59* 0,43* 0,02 1,00
ME intensa 0,57* -0,12 -0,35 -0,01 1,00
ME total 0,79* 0,13 -0,29 0,51* 0,86*

Tabela 2: Correlagdo entre as alteragdes cromatinicas identificadas por andlise de imagem

computacional de esfregacos corados com AT, por SCSA e por microscopia eletronica de transmisséo

A figura 4 demonstra os dados gerados por citometria de fluxo avaliados pelo
software FlowJo, conforme a avaliacéo realizada pelo SCSA para uma das amostras
de sémen avaliada.

Figura 4. Ensaio da estrutura da cromatina espermética (SCSA) da amostra 2: Citograma, onde os pontos
representam cada estrutura avaliada quanto a cor e intensidade da fluorescéncia e os poligonos
(“gates”) demonstram as regides de espermatozoides verdes (DNA normal), vermelhos (DNA

descompactado), e no canto inferior esquerdo restos celulares. Fluorescéncia com AO, 10.000 estruturas
avaliadas.

Ja a alta correlacdo positiva e significativa entre o0 SCSA e as avaliagdes por
ME, mostram que essas técnicas identificam alteracdes semelhantes. Contudo, o
MET é mais sensivel, pois identifica maior nimero de espermatozoides alterados,
apesar do SCSA fazer a leitura de um namero maior de células.

A alta correlacéo positiva e significativa entre a descompactacao identificada
por AT e as alteracOes fracas identificadas por MET, mostram que essas técnicas
identificam alteragdes semelhantes. Contudo, ndo se pode afirmar que o MET seja
mais sensivel, pois o valor da descompactacdo por AT € a média da
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descompactacdo das cabecas da amostra e a do SCSA é o numero de cabecgas
alteradas.

Ja a alta correlacdo negativa e significativa entre a descompactacao e a
heterogeneidade identificadas por AT, demonstra que provavelmente as cabecas
sdo geralmente descompactadas de forma homogénea e que as cabecas com
cromatina heterogénea geralmente nao coexistem com alteracbes de
descompactacdo homogénea, sugerindo que ambas possuam etiologias diferentes.

A inexisténcia de correlacdo significativa entre o SCSA e a analise de
imagem computacional de esfregacos corados com AT, demonstra que as
alteracdes identificadas por estes métodos ndo sdo semelhantes.

Como citado por Darrenet al., (2002) a ultraestrutura deespermatozoides em
vertebrados e invertebrados tem sido investigada extensivamente ao longo de
muitos anos, principalmente por MET. O presente trabalho mostra que, apesar de
seu alto custo e complexidade de execucdo, o0 uso me microscopia eletrénica de
transmissdo pode ser muito Util na avaliacdo de alteracbes cromatinicas em
espermatozoides bovinos.

Apesar dos valores da descompactacéo identificada por AT serem menores
do que por SCSA, néo se deve afirmar que possuam diferentes sensibilidades, pois
o valor da descompactacdo por AT € a média da descompactacdo das cabecas
analisadas, ressaltando que a avaliacdo computacional de esfregacos corados com
AT, necessita de etapas metodolégicas mais trabalhosas, com maior demanda de
tempo e sdo avaliadas apenas 100 cabecas de espermatozoides por amostra,
diminuindo comparativamente sua acuracia.

A analise de imagem, como técnica de avaliacdo de sémen, tem sido usada
inclusive, em diferentes espécies por diferentes pesquisadores, como Gravanceet
al.,, (1999) que avaliou também sémen bovino,Sancho et al., (1998) em ovinos,
Kondrachi et al., (2005) em suinos, Arruda et al., (2002) em equinos, Gravance e
Davis (1995) em coelhos e Higuchi et al., (2001) em ratos. No entanto, essas
avaliacbes foram apenas morfolégicas e ndo foram relacionadas as alteractes
cromatinicas. Ja Beletti et al. (2004), Beletti et al (2005), Silva et al. (2008) avaliando
sémen de touros e Kanayama e Beletti (2011) avaliando sémen de coelhos,
avaliaram alteragbes cromatinicas utilizando técnica semelhante a utilizada a do

presente trabalho.
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Este método dispensa o uso de equipamentos de alto custo, viabilizando seu
uso como meétodo de rotina na medicina veterinaria. Antes da possibilidade da
avaliacdo computacional, o uso do AT também tinha como desvantagem sua
subjetividade, porém com o desenvolvimento de algoritmos em Scilabpor Beletti et
al. (2005), hoje esta avaliagédo possui tanta objetividade quanto o SCSA.

O método do SCSA fornece o resultado do nimero de cabecas alteradas em
milhares de cabecas analisadas, realiza uma avaliacdo rapida,com um diagnéstico
facilmente obtido e uma medida de qualidade do sémen.Como relatado por
Evensonet al., (2002)em estudos preliminares em humanos, a integridade da
cromatina dos espermatozoides medida pelo método é definida pela susceptibilidade
a desnaturacao do DNA in situ.

J4 a técnica de microscopia eletrbnica de transmissdo € um método
trabalhoso e que requer um protocolocomplexo e caro. No entanto, a mesma €
capaz de fornecer informacdes relativas a descompactacdo da cromatina nos
espermatozoides,pela visualizacdo de areas de coloracdo mais claras que ocorrem
devido as falhas na compactacdo da cromatina espermatica.

Apesar deste trabalho nao ter avaliado a real influéncia destas alteragdes
cromatinicas identificadas por microscopia eletrbnica de transmissao na fertilidade
do macho, baseado nos bons resultados obtidos por Araujo (2013), o qual avaliando
sémen de peru encontrou correlacdo negativa com a capacidade fecundante dos
espermatozoides e com o desenvolvimento embrionario, e baseado na alta
correlacdo entre SCSA e ME obtida no presente trabalho, pode-se inferir que
provavelmente a microscopia eletronica de transmissao seja eficaz na identificacéo

de anomalias de cromatina que interfiram na fertilidade de touros.
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técnica mais eficiente em detectar
alteracdes cromatinicas € a MET.

A MET identifica alteracdes semelhantes as identificadas por SCSA. Além
disso,a microscopia eletrbnica de transmissdo é mais sensivel para identificacdo de
alteracdes cromatinicas em espermatozoides de touro do que o SCSA.

As cabecas com cromatina heterogénea ndo coexistem com alteracbes de
descompactacdo homogénea, sugerindo que ambas possuam etiologias diferentes.

A andlise de imagem computacional de esfregacos corados com AT nao

identifica as mesmas alteracfes identificadas pelo SCSA.
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