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RESUMO

As alteracdes de cromatina, apesar de ndo serem avaliadas no espermograma de rotina,
sabidamente influenciam a fertilidade de touros. O método de avaliagdo cromatinica mais
utilizado ¢ o SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay), entretanto este € de alto custo. Como
alternativa a esta metodologia, a coloragdo com azul de toluidina (AT) apds hidrolise acida
associada a andlises computacionais se apresenta como uma ferramenta equivalente e
acessivel. Além de apresentar menor custo, esta metodologia mensura a intensidade de
descompactacgdo e heterogeneidade da cromatina. No entanto, ainda ndo se definiu que niveis
de descompactacdo e heterogeneidade interferem na fertilidade do touro. Este trabalho tem
como objetivos definir os niveis de descompactagdo e heterogeneidade cromatinicas
aceitaveis para que ndo prejudique a fertilidade do touro e o desenvolvimento embrionario,
propor uma classificagdo das alteragdes cromatinicas de espermatozoides bovinos de acordo
com sua localizagdo e verificar se cada tipo de alteragdo influencia no processo de fecundagdo
e de desenvolvimento embrionario inicial. Para tal, foram utilizadas amostras de sémen de
animais induzidos a subfertilidade, as quais foram utilizadas para produgdo in vitro de
embrides (PIVE). Estas amostras foram avaliadas pelo método de coloragio com AT e
posterior analise computacional. Para caracterizagdo da fertilidade das amostras de sémen,
foram avaliadas as taxas de clivagem no segundo dia e de blastocistos morfologicamente
normais no sétimo dia de cada rotina de PIVE. Utilizando anélise de imagem computacional,
foi possivel fazer a seguinte classificagdo das altera¢des cromatinicas: descompactagdo na
base da cabeca (DB), na metade basal (DMB), em areas dispersas (AD), no eixo central da
cabeca (DEC) e em toda a extensdo da cabeca (DT). Foi utilizado teste de correlagdo de
Pearson (p<0,05 e foi considerado uma tendéncia para 0,1>p>0,05) para correlacionar essas
alteragdes com a eficiéncia da PIVE. Em relagdo a clivagem, DEC e DT apresentaram
correlagdes negativas e significativas (p=0,03 e p=0,047, respectivamente), DB ¢ DMB
apresentaram uma tendéncia para uma correlagdio negativa (p=0,06 e p=0,07,
respectivamente). Em relagdo a formagdo de blastocisto, DB apresentou uma tendéncia para
correlacdo negativa (p=0,09). Além disso, foi testado dois niveis de anormalidade em relagio
a heterogeneidade (Het) e descompactacio (Des) da cromatina: acima de 5% e acima de 10%.
A Des apresentou correlagdo significativa em relagdo a clivagem quando utilizado niveis
acima de 5 e 10% de descompactagdo (p=0,03 e p=0,02, respectivamente). Ja para Het, ndo
houve correlagdes significativas tampouco tendéncias com a eficiéncia da PIVE. Assim, ficou
demonstrado que em PIVE, a descompactagdo no eixo central e total da cabeca do
espermatozoide interfere intensamente no processo de fecundacdo. Os demais tipos de
alteragdes também podem interferir na fecundacdo de forma menos intensa. A DB pode
interferir na formacgdo de blastocistos. Para a avalia¢do da descompactacgio, espermatozoides
acima de 5% de Des interferem no processo de fecundagdo. J4 a heterogeneidade,
independentemente do nivel considerado, ndo interfere em ambos os pardmetros avaliados.

Palavras-chave: Cromatina espermatica, analise computacional, produgdo in vitro de

embrides.



ABSTRACT

Chromatin alterations, despite not being evaluated in the spermogram routine affect the
fertility of bulls. The most used method of chromatin evaluation is the SCSA (Sperm
Chromatin Structure Assay). However it is a high method cost. An alternative method is the
toluidine blue (TB) after acid hydrolysis associated with computer analysis — this method is
presented as an equivalent and affordable tool. In addition to its lower cost, this methodology
measures the intensity of decondensation and heterogeneity chromatin. However, it has not
yet determined which decondensation and heterogeneity levels interfere with bull fertility.
This study aims to define which levels of decondensation and heterogeneity chromatin are
acceptable in order not to prejudice the bull fertility and the embryonic development. It also
aims to propose a classification of cattle sperm chromatin alteration according to their
location, and it also aims to verify if each type of alteration influences the process of
fertilization and the early embryonic development. To this, animals semen samples induced to
subfertile were used for in vitro production of embryos (IVP). These samples were evaluated
using the AT method, and computer analysis. To characterize the semen fertility samples,
cleavage ratio were evaluated on the second day and morphologically normal blastocysts in
the seventh day of each IVF. With the use of computer image analysis it was possible to make
the following classification of chromatin alterations: decondensation of the base of the head
(DB), in the basal half (DBH), in scattered areas (SA), in the central axis of the head (DCA)
and the entire length of the head (DT). It was used the estimation of Pearson (p<0,05 and it
was considered a tendency to 0,1>p>0,05) in order to relate these alterations with IVP
efficiency. In relation to cleavage, DCA and DT had a significant negative correlation (p=0,03
and p=0,047, respectively). DB and DBH showed a tendency to a negative correlation
(p=0,06 and p=0,07, respectively). In relation to the blastocyst formation, DB showed a
tendency to a negative correlation (p=0,09). In addition to this, two abnormality levels were
tested in relation to the Heterogeneity (Het) and Decondensation (Des) of chromatin: above
5%, and above 10%. Des presented a significant correlation related to cleavage when used
levels above 5% and 10% of decondensation (p=0,03 and p=0,02, respectively), while Het
had no significant correlations neither tendencies with the IVP. It was established that the
central axis decondensation of the sperm in IVP intensely affects the fertilization process.
Other types of alterations may also affects, but with less intensity. DB may affect in
blastocyst formation. To evaluate the decondensation, sperm above 5% Des affect the
fertilization process. Related to heterogeneity, regardless of the level considered, does not
interfere in both parameters evaluated.

Keywords: Sperm chromatin, computational analysis, in vitro production of embryos.



LISTA DE ILUSTRACAO

Figura 1 - Esquema da duracgdo da espermatogénese. ..................ccoocooioiiiiiiiiieieee 17
Figura 2 — Modelo de “donut-al¢ga” da cromatina espermatica.. .................ccoocoeeeeeeioneo. 18
Figura 3 — Segmentacgdo das cabegas de espermatozoides pelo Octave................................ 34
Figura 4— Delineamento das alteragdes cromatinicas. ................occocooioiiiiiiiiineeie 35
Figura 5- Transformag@o das cabecas de espermatozoides em tons de cinza.. ..................... 36
Figura 6 - Espermatozoides com artefato de técnica apos sele¢do por Percoll..................... 42

Figura 7 - Cabegas de espermatozoides bovinos com alteragdes cromatinicas identificados

por andlises de imagem computacional. ......................o..cooiiiiiii 43



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Dados representativos da eficiéncia da PIVE e alteracdes da cromatina antes da

selecdo dos espermatozoides pela técnica de Percoll. ... 44

Tabela 2: Dados representativos da eficiéncia da PIVE e alteragdes da cromatina apds a

selecdo dos espermatozoides pela técnica de Percoll. ... 44

Tabela 3: Correlagdo entre as alteragdes na cromatina e a eficiéncia da PIVE antes e apos a

selecdo dos espermatozoides pela técnica de Percoll. ... 45

Tabela 4: Dados demonstrativos da classificagdo da heterogeneidade e descompactacdo da

CLOMALINIA. e 46

Tabela 5: Correlagdo entre a descompactagdo da cromatina e a eficiéncia da PIVE antes e

apos a selecdo dos espermatozoides pela técnica de Percoll. ... 46

Tabela 6: Correlagdo entre as referéncias propostas da heterogeneidade cromatinica e a

eficiéncia da PIVE antes e ap0s a selecdo dos espermatozoides pela técnica de Percoll. ........ 47



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AA Alaranjado de acridina

AKAP-4 Proteina de ancoramento quinase A

AMPc Adenosina monofosfato ciclico

AT Azul de toluidina

BRL Buffalo rat liver

BSA Albumina sérica bovina

CASA Computer Assisted Sperm Analysis

Cv Coeficiente de variagdo

COC Complexo cumulus-ovocito

DO Dia da fertilizagdo

D1 Um dia apos a fertilizacdio

D2 Dois dias apos a fertilizagcdio

D3 Tres dias apos a fertilizagdo

D7 Sete dias apos a fertilizagdo

DB Descompactagdo na base

DEC Descompactagdo no eixo central

DES Descompactagdo

DMB Descompactagdo na metade basal

DT Descompactagdo total

FIV Fertilizagdo in vitro

FOXG1B Forck head box G1B

FSH Hormonio foliculo estimulante

GDF9 Growth differentiation factor-9

HECM-6 Hamster embryo culture medium

HET Heretogeneidade

LH Hormonio luteinizante

MPF Maturation promoting factor

MzZp Transigdo materno-zigotica

PIVE Producdo in vitro de embrides

PLC- Fosfolipase C-C

PVP Polivinilpirrolidona

SCSA Andlise da cromatina espermdtica

SFB Soro fetal bovino

SOF Fluido sintetico do oviduto

TALP Tyrode albumin lactated pyruvate

TCM Tissue culture medium

TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
labeling assay

WNTSA Wingless-type MMV integration SA
VA 4 Zona pelucida



1 - INTRODUGAOD ....oeiueirutrineeisreeiisessensssessssssssessssesssessssssnsessssessssssssssnnessssesssessnssssessssesssessnnssnes 12
2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA........coceiiirteirintensesresessesssessstessessessessesassnessssnssssessessessessesasssesssensenes 15
2.1 — ESPEIMAtOGENESE .. .uvveieeeieeeiiiiiieieeeeeeeietttteeeeeeseesteraeteaeeesesstessstasesssissssssassessasssssssssseseseanasnssrens 15
2.2 - Cromating @SPEIMMALICA ....cccoieiviiiie e e e ettt ie e e e e et te e ee e e eesstebaeteaeaeeesesserasseaeessesssssssseseesssnssnens 17
2.3 - INSUIAGCE0 @SCIOTAL....uuiiiiiiiie ettt e e e e e ettt re e ee e e e sesttraeaeaeaeeenseserasaeeeensenssnens 19
2.4 - Técnicas de analises da cromatina eSpermatiCa........cccceeeeeeviiiiiie e 20
2.5 - Analise COMPULACIONAL .......cueiiiiiiie it e ettt te e e e e e eettraeaeaeessenseteraseesesssenssnens 22
2.6 - Produc3o in Vitro de @MBIIBES . ...ccciiiecciiiieieie ettt te e e e ettt ar e eeee e eetaraeaeeeeesneennns 22
ST R\ = U] - Tor- To 10 IR 1 1 o TSN 23
2.6.2 - FErtiliZag@0 iN VItrO ......ueueeiii ettt te e e e ettt te e ae s e eesstaaeaeaeaesnessenanaeees 25
2.6.3 - CUILIVO J11 VIEFO ettt et ettt et et st et saeeesabe e e sb e et e snmaeesabeenn 27

2.7- Influéncias dos RNAs e epigenética eSpermatiCo. .......cccccoeeeciviiiiiieie i e e eeriree e e e e eeenens 28
Tl 0 1= 1 1 31
3.1 - ObjJEtiVOS BEIAIS ccciiciiiiiiiiie it e e ettt ie e e et re e e e ee ettt reaeeeeeeatetbbaeaeeeeeenbetbraeaeeeeeenrerbraeaeeeenaes 31
3.2 - Objetivos @SPECIICOS....uiiiiiiiii ittt ee e e e et reee e e eesnberbraeaeseeesnseraeaeaeeeenes 31

4 - MATERIAL E METODOS .....ccueveiuirieiuerntensessessessessssesassnssssessessessessessssesssensessessessessessessssssssens 31
. ] — REABENEES .. ittt et e ee et e e e eetete e ee e e aeaeae e eeeeteae e aeeeaeaeaenaannes 31
4.2 - Inducgdo das alteragGes cromatinicas em espermatozoides bovinos..........ccccovvvveeeieicecnnnnennnn. 32
4.3 - Obtencdo das amostras de SEMeN bOVINO............ouiiiiiiiiiiiiieie e et 32
4.4 — Andlises da cromating eSPerMAtICa .......cociieeiiiiiiiie ettt ee e e e e eerrraeae s 33
4.4.1 — Segmentacdo das cabecas dos espermatozoides. ........ccceeeviiiiiieiiiiiieie e 34
4.4.2 — Classificagdo quanto a localizagdo da compactagdo da cromatina..........ccceevvvieeeeiinecnnnnes 34
4.4.3 — Classificagdo quanto a descompactacdo e heterogeneidade da cromatina..................... 36

4.5- Producdo in vitro de embrites (PIVE) .........coooiiiiiiiiiieeecciie ettt eette e etae e e et ae e e eavaeae e 37
4.5.1 - ObteNGCE0 OS OVANIOS . .uvviiiiiiieeieciiiiiiie e e e e ettt ieeeeeeeetetaeteaeasessssseraesesesesesssssssssesesnssnsesens 37
4.5.2- Aspiracdo folicular e rastreamento dos OVOCITOS........cccvvvviieiiiiiiiciiiie e, 37
4.5.3 - Maturagao dOS OVOCITOS . ...uuuiiiiiiecciiiiiieie e e ceectit e ee e e eeetitte e aeeeeeseeteraeaesesesesesssaesesesnssnssnens 37
4.5.4 - Selecdo espermatica e fertilizagdo in Vitro...........ceoeeieeecniiiieii it 38
4.5.5 - Cultivo dOS @mMDBIiBeS i VItrO .....ccocueeeiieeeiiiiiiiiie ettt et ettt et eeeesaree e 39
4.5.6 - Avaliacdo da clivagem e desenvolvimento de blastocisto.........cccccvvvieiiiiiiiiiiiiiee e, 39

4.6 - ANAlise ESTatiStiCa....coueiiiiiiiiie ettt et sttt e sabe e e 39

5 = RESULTADOS......ccciitimrttutnuiiiiiniireiietmeiiinisiireirersessiiernettsessssseisermsmmessssisiseieemmerssssssssieemsenses 41

5.1- Classificacdo da descompactacdo da cromatina espermatica conforme sua localizagdo ......... 42



5.2- Andlise quantitativa da descompactacdo (Des) e da heterogeneidade (Het) da cromatina

(o oT=] g 1A T 1 £ Lor= VU U RSO TUUURUUUPUPPPUN 45

6 = DISCUSSAD ...couviieeeurererieesreissesssessensesssessesssessessesssesesssesssesssessesssessesssesssesssessesssesesssasssesans 48
7 — CONCLUSAD ... ceicteeureirerieesrernsessteseessesssessesssnsssessesssessesssesssessessssssessesssesssesssessesssesesssasssesans 54
REFERENCIAS......coeiueitirueiserieieistessentessessessessessssesasensessesseseesessesssssesssenssssensessessessessessesassnsessenses 55
ANEXO A .ooveveireeieiutietessestessesses e sses s eses st e sesteseseesasasesssenssstensessensessesssanesasensestessessessesnesnenenstens 65
66

L | (0 PP



12

1- INTRODUCAO

Touros que apresentam sémen com parametros andrologicos normais, como
morfologia e motilidade esperméatica, podem se comportar como subférteis. Uma das
possiveis causas encontradas para esse comportamento pode ser a ocorréncia de altera¢des na
compactacdo da cromatina esperméatica (BELETTI, MELLO, 1996).

A condensagdo da cromatina dos espermatozoides € uma etapa importante da
diferenciag@o nuclear que ocorre durante a espermatogénese. Nessa etapa, ha a substitui¢do
das histonas somaticas do DNA pelas protaminas (BLOCH,1969), configurando-se em uma
estrutura altamente compactada. Essa estrutura ¢ chamada de toroide ou donut (rosca), no
qual cerca de 50.000 pares de bases sdo enrolados firmemente pelas protaminas (HUD et al,
1993). Essa constituigdo € importante para prote¢do e manutencdo da estabilidade do DNA
(BALHORN, 1982), assim a informag¢do genética pode ser entregue de forma segura para o
gameta feminino.

Existem varios métodos para analisar as altera¢des da cromatina espermatica, sendo o
mais conhecido a andlise da estrutura da cromatina espermatica (SCSA). Essa metodologia
apresenta a vantagem de analisar um grande numero de espermatozoides de forma
extremamente rapida, porém devido ao uso do citdmetro de fluxo, essa técnica apresenta um
alto custo, além disso, n3o analisa a morfologia e a morfometria do espermatozoide
(EVENSON et al., 1980). Uma técnica de analise das alteragdes cromatinicas mais simples e
de menor custo foi desenvolvida por Mello (1982). Essa técnica, chamada de metacromasia
induzida, consiste no uso de esfregacos de s€émen que ap6s hidrolise acida sdo corados com
Azul de Toluidina (AT), possibilita também a analise concomitante das alteragdes da
cromatina espermatica e da morfologia da cabeca dos espermatozoides. Moléculas do corante
de AT sdo capazes de se ligar aos fosfatos do DNA. Espermatozoides normais exibem
coloragdo que varia de verde a azul claro. Ja os que possuem alteragdo de cromatina se coram
em azul intenso a magenta, o que ¢ denominado de metacromasia (o corante marca estruturas
em cores diferentes da cor apresentada pelo corante originalmente). Porém, a coloragdo por
AT por si s0, identifica apenas aqueles espermatozoides com alto grau de altera¢des na
cromatina. A metacromasia “induzida” € o aumento da sensibilidade da ligagdo do AT a
cromatina, provocado pela hidrédlise acida. Assim, os espermatozoides que apresentam
pequenas alteragdes na cromatina tém as protaminas parcialmente extraidas, expondo mais

fosfatos ao AT, fazendo com que esses espermatozoides que antes ndo se apresentavam
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metacromaticos, passem a ser identificados como portador de altera¢des cromatinicas. Os
espermatozoides normais, mesmo com a hidrolise 4cida, permanecem sem apresentar
metacromasia e, portanto, continuam sendo assim identificados (BELETTI, 2013).

Ainda que habitual, hd uma desvantagem em métodos que necessitam da analise
visual do pesquisador ao microscépio, principalmente quanto a avaliagdo da coloragdo e sua
intensidade (BELETTI, MELLO, 1996). Assim, pela andlise de imagem computacional ¢
possivel avaliar diferengas na colora¢do pelos valores dos pixels de cada imagem e dessa
forma, a analise da intensidade da coloragdo pode ser realizada de forma mais objetiva
(BELETTI, 2013). Além disso, essa metodologia pode proporcionar uma maior repetibilidade
as analises e um estudo detalhado do objeto de interesse. Beletti et al (2004a), utilizando
analises computacionais, demonstraram a existéncia de varios tipos de alteragdes na
cromatina de acordo com a localizag¢do, além de encontrarem variagdes na intensidade da
descompactagdo na cromatina.

Altera¢des na cromatina podem interferir na fertilidade do touro causando impactos
negativos para todo o rebanho e consequentemente, na lucratividade da criagdo. Por se tratar
de uma técnica para analise da fertilidade, a produgado in vifro de embrides (PIVE) bovinos
se apresenta como uma otima ferramenta em analises laboratoriais. Estabelecido os meios e
as condig¢des de cultivo, é possivel analisar a capacidade fecundante do espermatozoide (taxa
de clivagem) e o desenvolvimento embrionario inicial (formagdo de blastocistos
morfologicamente normais) (SILVA et al., 2008).

Nos procedimentos de PIVE, a qualidade do espermatozoide € um dos pontos cruciais
para o sucesso da fertilizag@o in vifro (FIV) (HANSEN, 2006). Assim, com essa ferramenta ¢
possivel analisar as interferéncias das alteragdes cromatinicas dos espermatozoides com sua
capacidade fecundante e a capacidade do embrido, gerado por esses espermatozoides, de se
desenvolver até o estagio de blastocisto.

Além disso, a maioria dos protocolos de PIVE utiliza a técnica de gradiente de Percoll
para a selecdo espermatica. A selecdo consiste em obter células viaveis, com motilidade,
remover o plasma seminal, o crioprotetor e debris celulares (HENKEL; SCHILL, 2003).
Estudos vém sendo realizados a fim de comparar a estrutura cromatinica antes e apds a
selecdo por Percoll (OLIVEIRA et al,, 2011; CAMPOS et al., 2012). Essa analise € realizada
pelo grau de descompactacdo (Des) e heterogeneidade (Het) da cromatina dos
espermatozoides. Todavia, ndo se sabe até que ponto a Des e a Het da cromatina sdo

prejudiciais nos processos de clivagem e desenvolvimento embrionario.
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Assim, com intuito de contribuir para o conhecimento cientifico acerca das
anormalidades encontradas na cromatina de espermatozoides bovinos, o presente trabalho
propde uma classificagdo das alteragdes cromatinicas de espermatozoides bovinos corados
com AT de acordo com sua localizagdo. Cada classificacdo foi correlacionada com a
eficiéncia da PIVE, possibilitando ter-se uma nog¢do da influéncia dessas alteragdes na
capacidade fecundante do espermatozoide e no desenvolvimento embrionario subsequente.
Ademais, o trabalho testou dois niveis de anormalidades para a Des e para Het da cromatina
em relacdo a eficiéncia da PIVE. Esses niveis de anormalidades foram testados na tentativa
de se encontrar o ponto em que a Des e a Het interferem no processo de fecundagdo do

espermatozoide e na formacdo de blastocistos.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Espermatogénese

A espermatogénese ¢ um processo complexo pelo qual células germinativas ddo
origem a populagdes de espermatozoides (ROOSEN-RUNGE, 1977). Esse processo ocorre
nos tubulos seminiferos localizados no testiculo dos animais.

Os tubulos seminiferos s3o formados pelo epitélio germinativo e pelo tecido
peritubular (DAVIDOFF et al., 1990). O epitélio germinativo consiste em populacdes de
células germinativas em diferentes estagios de desenvolvimento. Essas células germinativas
sdo chamadas de espermatogdnias, espermatdcitos primario, secundario e espermatides
(BANKS, 1992).

Ainda no epitélio germinativo, ha as células de Sertoli. Essas células sdo conectadas
por firmes jun¢des de membrana, formando uma barreira hemato-testicular. Essa barreira
separa o epitélio germinativo em um compartimento basal e um apical. Durante a
espermatogénese, as células germinativas devem transpor essa barreira para finalizar a
formacgdo do espermatozoide no compartimento apical. Assim, no compartimento apical, 0s
espermatozoides em formagdo n3o entram em contato com outras substancias oriundas da
difusdo do sangue (HOLSTEIN, 2003).

Trés fases podem ser distinguidas: 1- fase proliferativa, de multiplicagdo ou mitdtica,
2- a meidtica ou espermatocitogénica e 3- a metamorfica, de diferenciagdo ou espermiogénica
(RUSSEL et al.; 1990; BANKS, 1992).

A fase proliferativa se caracteriza pela multiplicacdo das espermatogonias. Podemos
distinguir trés tipos de espermatogoOnias: espermatogdnias tipo A, intermediarias e tipo B.
Estas podem apresentar outras denominagdes dependendo do autor e a espécie (RUSSEL et
al.; 1990; BANKS, 1992).

Espermatogonias tipo A s@o as células fontes, a partir delas vdo ocorrer as mitoses.
Uma das células permanecerd como célula fonte, enquanto as outras se diferenciam em
espermatogonias intermediarias. As divisOes posteriores das espermatogonias intermediarias
originam as espermatogonias tipo B. Essas representam o inicio do desenvolvimento das
células germinativas (BANKS, 1992).

Apoés as divisGes mitdticas, espermatogonias tipo B iniciam a divisdo meidtica. A

meiose ocorre com mudangas na configuragdo da cromatina no nucleo. Esses processos estdo



16

relacionados com a condensagdo dos cromossomos, crossing over, redugdo do numero de
cromossomos e empacotamento do DNA espermatico. Células em meiose sdo chamadas de
espermatocitos. As que estdo na primeira divisdo meidtica sdo chamadas de espermatocitos
primarios, enquanto as que estdo na segunda divisdo sdo chamados espermatocitos
secundarios (HOLSTEIN, 2003).

Os espermatocitos primarios iniciam o estagio de profase I no compartimento basal do
epitélio germinativo. Apds passar a barreira hemato-testicular, os espermatocitos primarios
finalizam a meiose I resultando em duas células haploides. A meiose II se inicia e agora essas
células sfo chamadas de espermatdcitos secundarios. A divisdo dos espermatocitos
secundarios vdo dar origem a células haploides denominadas espermatides (HOLSTEIN,
2003).

As espermatides formadas precisam se diferenciar em espermatides maduras,
culminando na Ultima etapa da espermatogénese: a fase de diferenciacdo ou espermiogénese.
Trés processos de diferenciacdo estdo envolvidos nessa fase: compactagdo da cromatina
nuclear, formagdo de enzimas do acrossoma pelo complexo de Golgi e desenvolvimento do
flagelo com sua implanta¢do no nucleo (HOLSTEIN, 2003). Na fase de diferenciagdo, ocorre
uma importante etapa, o0 DNA dos espermatozoides ¢ compactado pela substitui¢do das
histonas somaticas (proteinas nucleares basicas) por nucleoproteinas, denominadas
protaminas (BLOCH,1969). Estas serdo abordadas posteriormente.

Completando a fase de diferenciagdo, as espermatides sdo capazes de deixar o epitélio
germinativo e migrar para o lumen dos tibulos seminiferos; esse processo de migracdo ¢
chamado de espermiagdo. Normalmente, um grande numero de espermatides apresentam
malformag@o, afetando o acrossoma, o nucleo ou o flagelo. (HOLSTEIN, 2003).

A produgio didria de espermatozoides em um touro adulto € de 12 a 14 bilhdes
(HAFEZ; HAFEZ, 2000). A espermatogénese de touros ocorre em aproximadamente 61 dias
seguido de maturagdo no epididimo (RAHMAN et al., 2011), como demonstrado na figura

abaixo:
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Figura 1 - Esquema da duragdo da espermatogénese. O processo completo da espermatogénese dura cerca de 68
dias contando com a maturagio dos espermatozoides no epididimo. Fonte: Adaptado de RAHMAN et al (2011).

2.2 - Cromatina espermatica

A integridade do DNA dos espermatozoides em mamiferos tem importancia vital na
contribui¢cdo paterna. Por ser responsavel pela condug¢do do genoma masculino, o DNA
espermatico, juntamente com o DNA materno, € responsavel pela formagdo de uma prole
normal.

Espermatozoides apresentam duas regides: a cabega e a cauda (flagelo). A cabega ¢
composta pelo acrossoma e o nucleo, sendo que a maior parte da cabega é composta pelo
nucleo. A organizagdo normal do DNA do espermatozoide é a que apresenta cromatina
altamente compactada e estavel, além disso, seu arranjo e composi¢do apresentam
caracteristicas unicas. Possui ainda, em pequena quantidade estruturas citoesqueléticas e
citoplasma (EDDY, 2006).

Como citado anteriormente, um importante evento na fase de diferenciagdo ¢ a
substitui¢do das histonas somaticas (proteinas nucleares bdasicas) pelas protaminas.
Denominadas também de proteinas queratinosas, as protaminas possuem carater basico, sdo
ricas em arginina e cisteina oxidada (BLOCH, 1969; BALHORN, 2007). Em ratos, cerca de
98% das histonas s3o substituidas pelas protaminas (BENCH et al., 1996), j& em humanos
essa porcentagem chega a 90-95% (OLIVA, 2006).

A protamina tem a capacidade de compactar o material genético do espermatozoide 6
vezes mais que o DNA das células somaticas (MCLAY; CLARKE, 2003). Segundo a revisdo

de Oliva (2006), muitas fungdes foram propostas para as protaminas, tais quais: condensar o
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material genético, tornando-o mais compacto e hidrodindmico para que o espermatozoide se
torne mais veloz; protecdo do material genético contra a a¢do de nucleases ou agentes
mutagénicos; permite a reprogramacao do material genético pelo ovocito através da exclusdo
de fatores transcriptores e outras proteinas durante a espermatogénese; envolvimento no
imprinting paterno durante a espermatogénese; e podem ainda, ser pontos de checagem
durante a espermatogénese.

A unidade basica da cromatina de espermatozoides € o toroide de protamina (HUD et
al.; 1993), essa estrutura € formada por cerca de 50.000 pares de base de DNA firmemente
enrolados pelas protaminas, formando uma estrutura em forma de donut (rosca) ou toroide.
Essa constitui¢do provavelmente ¢ importante para a prote¢do e manutencdo da estabilidade
do DNA (BALHORN, 1982).

Outro aspecto da organizagdo estrutural da cromatina espermatica sdo os dominios
em formato de alcas (WARD, 1989). Sotolongo (2003) propos entdo, o modelo “donut-al¢a”
(Figura 2) que sugere que tanto os toroides de protamina quanto as algas estariam
relacionados. Nesse modelo os dominios em forma de al¢a sdo condensados em um Gnico
toroide de protamina. As al¢as estariam fixadas a matriz nuclear em locais denominados de
regides de anexacdo da matriz (MARs). Este modelo propde ainda que ha regides DNase-
sensitive toroid-linker entre cada toroide. Estas regides provavelmente seriam os locais de
ligacdo das al¢as do DNA a matriz nuclear, além de ter a possivel fungdo de fragmentagdo do
DNA prevenindo a transmissdo do DNA danificado para o embrido durante a fertilizagio

(SOTOLONGO, 2003).

Protamine-DNA

Toroid/\ %3

Salt '

extraction
/

DN ase Sensitive

AR Sperm Nuclear Toroid Linker Region

Matrix

Figura 2 — Modelo de “donut-al¢a” da cromatina espermatica. Neste modelo o DNA espermatico ¢ formado por
toroides de protamina ¢ que em cada toroide, um dominio da alga ¢ condensada em sua estrutura. Cada alga ¢
fixada nas regides de anexacio da matriz (MARs) (SOTOLONGO, 2003).
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Outra estrutura encontrada na cabeca do espermatozoide proposta por Ward e Coffey
(1989) ¢ o anulo nuclear. Este ¢ um componente da matriz nuclear com estrutura proteica de
forma circular, no qual o DNA permanece ancorado mesmo apos a descompactagdo. O anulo
encaixa-se na base da cabega do espermatozoide e todos os cromossomos se ligam nele em
algum ponto (WARD; COFFEY, 1989).

Danos no DNA do espermatozoide podem causar impactos negativos para o
desenvolvimento fetal (EVENSON; JOST, 2000). Espermatozoides que apresentam graves
alteracdes cromatinicas podem apresentar alteragdes na forma da cabeca e,
consequentemente, na sua hidrodindmica, isso acaba por interferir na motilidade e no
processo de fecundacdo. Alteragdes menos graves podem até ndo interferir na motilidade,
porém os danos no DNA impossibilitariam a unido dos pro-nucleos masculinos e femininos,
inviabilizando o zigoto. Aqueles com alteragdes mais leves podem ndo interferir no processo
de fecundacdo e no desenvolvimento embrionario inicial, entretanto, as etapas posteriores do
desenvolvimento embriondrio podem se apresentar comprometidas. Menos frequente, a
gestacdo pode até chegar a termo, porém os neonatos apresentariam alteracdes genéticas de

diversos tipos (BELETTI, 2013).

2.3 - Insulacao escrotal

A insulagdo escrotal ¢ um método que mimetiza os efeitos do estresse térmico
ambiental sobre as células da espermatogénese em condigdes controladas. Ha um aumento de
2 a 3°C no escroto dos animais insulados (SETCHELL, 1998). Tem sido freqiientemente
usada para estudar a dindmica de defeitos de espermatozoides no espermograma de touros,
tendo como base a gravidade e duracdo da lesdo térmica, além do intervalo entre isolamento e
coleta de sémen (FERNANDES et al ; 2008).

Essa técnica vem sendo utilizada convenientemente em ovinos (BYERS; GLOVER,
1984; MIEUSSET et al.; 1992; ARMAN et al.; 2006), bovinos (KARABINUS et al, 1997,
FERNANDES et al.; 2008) e equinos (FRIEDMAN et al.; 1991; MAWYER et al.; 2012).
Touros submetidos a insulagdo escrotal por trés ou quatro dias apresentam diferentes
quantidades e alteragdes espermaticas conforme evolui a degeneragao e regeneragao testicular
(DUARTE, 2010).

Segundo Setchell (1998) ha uma gama de efeitos causados pela insulagdo escrotal,
podendo ser citados: altera¢des no peso do testiculo, mudangas histolégicas (degeneragio do

epitélio germinativo), fisiologicas, bioquimicas e enddcrinas. Além disso, a elevagdo da



20

temperatura pode resultar em redugdo da motilidade e concentragdo dos espermatozoides,
aumento de patologias espermaticas e alteragdes do plasma seminal.

As células germinativas dos testiculos apresentam graus de sensibilidade diferentes a
elevagdo da temperatura escrotal. Espermatodcitos e espermdtides s@o mais sensiveis,
enquanto que as espermatogonias sdo mais resistentes. Sobre o mecanismo pelo qual esse
método leva a formacdo de espermatozoides anormais, o autor sugere que o aumento do
metabolismo na auséncia do acréscimo do fluxo sanguineo testicular pode levar a hipoxia e a
formacdo de oxigénio reativo. Consequentemente, ocorre a formac¢do de anormalidades

espermaticas (SETCHELL, 1998)

2.4 - Técnicas de analises da cromatina espermatica

Hoje existem muitas técnicas com a finalidade de identificar alteragdOes na cromatina
espermatica. Gledhill (1966) foi o primeiro a diferenciar espermatozoides normais daqueles
com complexo DNA-proteina andmalo (cromatina andmala). Isso foi possivel gragas a
técnica de Feulgen. Nessa técnica, espermatozoides com alteracdes no DNA apresentam
respostas mais intensas a reagdo e se coram de forma mais acentuada. Apds essa descoberta,
varias técnicas surgiram para identificar alteragdes na cromatina dos espermatozoides.

Atualmente, uma das técnicas mais utilizadas para a identificagdo de alteragdes na
cromatina espermatica ¢ a Analise da Estrutura da Cromatina Espermatica (SCSA). Esse
método se baseia na avaliagdo da suscetibilidade do DNA a desnaturagio pelo acido ou calor
(EVENSON et al., 1980). Com espermatozoides corados com alaranjado de acridina (AA) e
com o auxilio do citdmetro de fluxo, € possivel quantificar os espermatozoides de acordo
com a fluorescéncia emitida pela reagdo do corante com o DNA. Assim espermatozoides com
cromatina normal emitem fluorescéncia verde e aqueles com cromatina anormal,

fluorescéncia vermelha.

Outras técnicas também sdo utilizadas para identificacdo de altera¢cdes na cromatina
em esfregacos de espermatozoides, como: a coloragdo por AA sem o uso do citdmetro de
fluxo (TEJADA et al.; 1984), coloragdo com azul de toluidina (AT) (MELLO, 1982;
BELETTI, MELLO, 1996), coloragdo com azul de anilina (HAMMADEH et al.; 2001,
ERENPREISS et al.; 2001), técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nick end labeling assay) (MARTINS et al., 2007), teste de dispersdo de
cromatina espermatica e Esperma-Sus-Halomax (ALKIMN et al., 2013).
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O citdmetro de fluxo, além de apresentar um alto custo, ndo permite uma avaliagdo
concomitante da cromatina e da morfologia do espermatozoide, uma vez que a cromatina ¢
avaliada pelo citometro e a morfologia em esfregaco de s€émen. Assim, a andlise de imagem
computacional por microscopia de luz de esfregacos de espermatozoides corados com AT
vem sendo usada para suprir esses atributos (BELETTI et al ; 2005).

As moléculas do corante do AT se ligam aos fosfatos de DNA. Desse modo, quando
essa reagdo ¢ realizada em espermatozoides, os que apresentam a cromatina extremamente
compactada, sdo corados com tonalidades que variam de verde a azul claro, ja que a maioria
dos fosfatos estdo bloqueados pelas protaminas. Nos espermatozoides com cromatina pouco
compactada, as moléculas do corante se ligam facilmente ao DNA. Entretanto, a técnica de
coloragdo com AT identifica apenas cromatina com alto grau de alteragdo. Assim, Mello
(1982) propos a metacromasia induzida, que nada mais € que o aumento da sensibilidade da
reacdo por hidrolise acida antes da coloragdo. Dessa forma os espermatozoides sdo
hidrolisados e as proteinas nucleares sdo parcialmente extraidas, resultando na exposi¢do dos
fosfatos de DNA. Aqueles com a cromatina normal, ou seja, altamente compactada, sdo
pouco afetados pela hidrélise e continuam apresentando uma coloragdo azul claro. Os que
apresentam alteragcdes na cromatina sdo mais susceptiveis a hidrolise e consequentemente
permite que o AT se ligue aos fosfatos de DNA de forma mais intensa, resultando em um
azul escuro para magenta.

Estudos relacionados a técnica de AT foram desenvolvidos a fim de demonstrar sua
capacidade de deteccdo de alteragcdes na cromatina. Naves et al (2004) avaliaram a cromatina
espermatica em equinos com AT e AA. Foram analisados 20 garanhdes considerados férteis.
Mil espermatozoides de cada garanhdo foram analisados por AT e igual numero foi analisado
por AA. A incidéncia das altera¢cdes da cromatina foi maior nas amostras coradas com AT,
demonstrando que para equinos, a técnica de AT € mais eficiente que a AA na detecgdo das
alteracdes na cromatina. Beletti e Mello (2004b) compararam as técnicas de Feulgen e AT em
espermatozoides de coelho. Neste estudo, foi utilizado 700 ejaculados de coelho e avaliado
1.000 espermatozoides por ejaculado. A propor¢do de espermatozoides com alteracdo na
cromatina identificado por AT foi semelhante a encontrada na reagdo de Feulgen. Assim
ambas as técnicas apresentam eficacia similar na identificagdo de alteragdes na cromatina.

Ainda que habitual, hd uma desvantagem em métodos que necessitam da analise
visual do pesquisador ao microscépio, principalmente quanto a avaliagdo da coloragdo e sua

intensidade (BELETTI, MELLO, 1996). Podem ocorrer influéncias externas e internas na
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interpretacdo dos resultados, que podem caracterizar em um alto grau de subjetividade,

levando a conclusdes duvidosas.

2.5 - Analise computacional

O uso da analise de imagens computacionais se tornou uma importante ferramenta no
ambito das pesquisas. Algumas vantagens que surgiram a partir dessa ferramenta foram:
aumento da objetividade, capacidade de reprodugdo da imagem e deteccdo de mudancgas ndo
aparentes pelo método convencional (HAMILTON; ALLEN, 1995).

Na area da reprodugdo, muitos sistemas que utilizam analises de imagens
computadorizada com a finalidade de avaliar a fungio espermatica vem sendo desenvolvidas
(ARRUDA, 2000; MATOS et al., 2008; CELEGHINI et al., 2010). As pesquisas apontam
para o desenvolvimento de técnicas com intuito de avaliar o potencial de fertilidade do
sémen, dessa forma, as Universidades e Centro de Pesquisas equipam seus laboratérios com
técnicas e sistemas que oferecem maior objetividade as analises (ARRUDA et al., 2011).
Contudo, a maioria desses programas estdo relacionados a andlises da motilidade e
morfologia espermatica, como por exemplo o sistema automatizado CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis).

As analises computacionais permitem avaliar os espermatozoides um por um no
esfregaco de sémen. Isso possibilita uma andlise detalhada do estudo das altera¢des da
cromatina espermatica. Varios estudos utilizando anélises computacionais de imagens vém
sendo realizado no laboratorio de Biologia da Reprodug¢do da UFU a fim de analisar a
cromatina espermatica (BELETTI et al., 2004, NAVES et al., 2004, BELETTI et al., 2005,
SILVA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009;: OLIVEIRA et al., 2011; KANAYAMA:
BELETTL 2011; CAMPOS et al., 2012;).

2.6 - Producio in vitro de embrides

A Produgdo in vitro de embrides (PIVE) de mamiferos ¢ uma biotécnica muito
utilizada como alternativa para acelerar a multiplicacdo de animais com alto potencial
genético. Além de ser uma ferramenta de pesquisa sobre fisiologia e biologia do
desenvolvimento, a PIVE possui alto potencial na produg@o de clones e animais transgénicos

(BERNARDI, 2005).
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A primeira observacdo de uma fertilizagdo in vitro (FIV) foi em ovécito de estrela do
mar com a formagdo da primeira célula embrionaria no final dos anos de 1870 (HERMANN,
1879). A partir disso, muitos estudos relacionados a reprodugdo comegaram a ser
desenvolvidos a fim de estabelecer metodologias para manipular e potencializar a produgdo
de embrides.

Em meados dos anos de 1900, os experimentos envolvendo a PIVE comegaram a ser
desenvolvidos em coelhos (LEWIS; GREGORY, 1929; PINCUS;, ENZMANN, 1935). E
nessa época, o conhecimento sobre os seus processos e a produgdo dos meios eram escassas.
Com o passar dos anos, foi-se aprimorando os meios de cultivo e a técnica de PIVE até que
em 1959, Chang relatou o primeiro animal (coelho) gerado a partir dessa técnica. A partir
desse marco, foram estabelecidas metodologias para camundongos (WHITTEN, 1968), ratos
(TOYODA; CHANG, 1974) e inclusive para humanos. Louise Brown foi o primeiro bebé
nascido de PIVE em 1978 (STEPTOE; EDWARDS, 1978).

Em 1982, Bracket e colaboradores anunciaram o nascimento do primeiro bezerro
produzido por PIVE. A partir de entdo, a PIVE comega a ter grande impulso nas pesquisas.
Ha o interesse tanto cientifico, para as ciéncias basicas e aplicadas, como ha o interesse
econdmico para a pecuaria nacional (GONCALVES, 2008).

Os conhecimentos das etapas da PIVE sdo essenciais para o seu sucesso. Cada
laboratorio possui sua forma de conduzir suas rotinas, produzem seus proprios meios de
cultivo e estabelecem formas e tempos diferentes para cada etapa. Mesmo com o
desenvolvimento da técnica e o grande nimero de pesquisas, os indices de blastocistos
variam entre 30-45% do total de ovdcitos submetidos a essa técnica. E desses blastocistos
inovulados, os indices de prenhez variam de 40-60% (KANE et al, 2003; RUBIN 2006).

Muitos fatores podem comprometer o sucesso da produgdo in vitro de embrides. O
processo como um todo consiste em etapas interdependentes como a maturagdo in vitro,
fertilizacdo in vitro e o cultivo in vitro. O pH, a osmolaridade do meio, temperatura e a tensao
de O2 podem afetar o sucesso de uma ou mais etapas da PIVE (NAGALI 2001). Além disso, a
qualidade dos ovocitos (LONERGAN,; FAIR, 2008), os espermatozoides utilizados para
fertilizacdo (HANSEN, 2006) e as condi¢des de cultivo (LONERGAN; FAIR, 2008) sdo os

principais requisitos para o sucesso da PIVE.

2.6.1 - Maturacao in vitro
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Na maioria dos mamiferos, o inicio da formac¢do dos ovoécitos se da na vida fetal.
Primeiramente, as células germinativas primordiais diferenciam-se em oogonias, € essas se
multiplicam por mitose. Apds o periodo de multiplicagdo, as oogOnias entram em meiose,
sendo agora denominados ovocitos primarios. Os ovécitos primarios permanecem na profase
I na fase de diploteno (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).

A continuagdo da meiose € promovida por varios fatores. /n vitro, a simples retirada
do ovécito imaturo do ambiente folicular € capaz de retomar a meiose e iniciar a maturagao,
pois o liquido folicular possui substancias inibitorias que impedem a maturagdo; e com a sua
privagdo, o ovdécito pode retomar a meiose (LONERGAN et al.; 2003). Assim, subsequentes
reacdes envolvendo alteragdes de fosforilacdo de proteinas, alteragdo no nivel de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) e niveis de calcio ocorrem no ovoécito até que ele atinja a
maturagdo (VAN DEN HURK; ZHAOQ, 2005).

Além disso, com o rompimento da vesicula germinativa, h4 a ativa¢do da proteina
chamada maturation promoting factor (MPF). A MPF ¢ responsavel pelo desencadeamento
da maturagdo do ovocito. Essa proteina controla os processos celulares por uma cascata de
eventos de fosforilagdo e desfosforilagdo. A MPF ativa € capaz de fosforilar proteinas que
formam o envelope nuclear e proteinas envolvidas na condensagdo da cromatina, além de
promover uma reorganizacdo do citoesqueleto (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

Na fase de maturagdo, os ovocitos primarios se preparam para trés tipos de maturagio:
a maturagdo citoplasmatica, que consiste em uma reorganizagdo da posi¢do das organelas,
reducdo do tamanho do complexo de Golgi e compactagcdo do nucléolo; maturagdo nuclear,
caracterizado pelo rompimento do envoltério nuclear, condensagdo de cromossomos e
retomada da meiose de profase I para metafase Il com a extrusdo do primeiro corpusculo
polar; e maturagdo molecular, que se refere ao aumento da quantidade de lipideos e a sintese
e acumulo de RNAs de origem materna (SIRARD et al 2006, DODE 2006, GONCALVES
2008).

Em bovinos, o embrido adquire a capacidade de sintese de RNAs apds o quarto ciclo
celular, entre os estidgios de 8 a 16 células. Até entdo, o embrido necessita de RNAs de
origem materna. Devido a isso a maturagdo molecular apresenta uma importante fungdo no
desenvolvimento inicial do embrido, possibilitando as primeiras divisdes do embrido
(GANDOLFI; GANDOLFI, 2001; DODE, 2006; SIRARD et al., 2006). Essa transi¢do do
consumo de RNA materno para a ativagdo do genoma do embrido e sintese de RNA ¢

chamada de transi¢@o materno-zigotica (MZT).
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Durante o desenvolvimento do ovocito, ha também a formagdo das jungdes gap; essas
sdo projecdes que comunicam as células da granulosa ao seu interior. Essas projegdes sdo
responsaveis por transportar aminoacidos, metabolitos e moléculas sinalizadoras para o
crescimento e desenvolvimento do ovocito (GILCHRIST et al., 2008).

In vitro, podemos notar visualmente que o ovocito esta maturado devido a expansdo
das células do cumulus (GONCALVES, 2008). As células do cumulus, quando estimulados
pelo horménio luteinizante (LH) ativa o growth differentiation factor-9 (GDF9) que induz a
secrecdo do acido hialurénico, o qual se deposita entre as células do cumulus dando um
aspecto muco-elastico causando a expansdo das células. Esse aspecto muco-elastico ¢
importante nos eventos de captura do ovocito pelas fimbrias do oviduto da fémea, além de ser
uma barreira seletiva para espermatozoides (VAN DEN HURK & ZHAOQ, 2005).

Outro componente importante para a maturagdo do ovocito ¢ o hormodnio foliculo
estimulante (FSH). Ele atua nas células da granulosa e resulta na estimulagio da proliferagdo
celular, sintese de esterdides e expressdo de receptores para LH (MARTINS et al.; 2008).

Ovécitos de mamiferos possuem uma espessa membrana transparente chamada Zona
Pelucida (ZP), a qual esta envolvida em muitos processos da fertilizagdo. Em bovinos, a ZP ¢
composta por trés glicoproteinas: ZP1, ZP2, ZP3. Essas glicoproteinas sdo receptores
responsaveis pela ligacdo do espermatozoide ao ovécito (JOVINE et al., 2005).

A maturagdo in vitro ainda se apresenta ineficiente, pois os indices de blastocistos sdo
de cerca de 30-45% do total de ovocitos submetidos a essa técnica (KANE et al, 2003).
Porém, muitos fatores estdo envolvidos para uma rotina de sucesso de PIVE, como por
exemplo: tamanho e qualidade do foliculo (RODRIGUEZ; FARIN, 2004; NAGANO et al,
2006), qualidade das células do cumulus, aparéncia do citoplasma (NAGANO et al., 2006),

além da qualidade dos meios utilizados na PIVE.

2.6.2 - Fertilizacao in vitro

O processo de fertilizagdo do ovocito envolve varias etapas complexas. O
espermatozoide deve possuir motilidade para se aproximar do ovocito e deve sofrer o
processo de capacitagdo e subsequente reagdo acrossémica (RA). Somente espermatozoides
capacitados sdo capazes de se ligarem a zona pelucida (receptor ZP3). Essa ligagdo induz a

RA e os espermatozoides conseguem se ligar ao receptor ZP2. Assim, a fertilizagdo sé ocorre
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apos a liberagdo de enzimas derivadas da RA que digerem a zona pelucida (RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2007; GONCALVES 2008).

A capacitacdo do espermatozoide ¢ um evento gradual e essencial para a fertilizagdo.
Esta associada a mudangas bioquimicas, fisioldgicas e envolve alteragdes na propriedade
celular do espermatozoide. Como resultado, ha a hiperativagdo e orientacdo da motilidade,
assim o espermatozoide ¢ capaz de se ligar a zona pelucida (FLORMAN et al., 2008).

O acrossoma ¢ uma vesicula secretora limitada a regido frontal da cabeca do
espermatozoide. Em resposta aos estimulos, a membrana do acrossoma se funde & membrana
plasmatica do espermatozoide. Isso gera uma exposi¢do do conteudo acrossomal para o
ambiente extracelular por exocitose (YANAGIMACHI, 1994). Seu conteudo ¢ formado por
enzimas que digerem a zona pelucida, como por exemplo: a hialuronidase (BABA et al
2002) e acrosina (BARROS et al.; 1992, BERMUDEZ et al.; 1994).

In vivo, a capacitagdo ocorre durante o transporte dos espermatozoides no trato genital
feminino (YANAGIMACHI, 1994). In vitro, o que possibilita a capacitagio do
espermatozoide ¢ a adi¢do de um glicosaminoglicano, a heparina. O mecanismo pelo qual a
heparina atua na capacitagdo ndo ¢ totalmente conhecido, mas parece estar envolvido no
desencadeamento de mudangas bioquimicas na membrana do espermatozoide
(GONCALVES, 2008).

Ademais, espermatozoides ejaculados e criopreservados necessitam de um pré-
tratamento antes da PIVE. Algumas proteinas aderidas na membrana do espermatozoide,
particularmente na regido do acrossoma, devem ser removidas, além da remog¢do do
crioprotetor. Centrifugagdo por gradiente de densidade (Percoll) e lavagens do esperma sdo
suficientes para essa remo¢do (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).

O Percoll é composto por particulas de silica coloidal (15 a 30 nm de didmetro)
cobertas com polivinilpirrolidona (PVP) (AVERY; GREVE, 1995). Na sele¢do espermatica
pela técnica de Percoll, o sémen ¢é centrifugado e submetido a passagem por diferentes
gradientes (90% e 45%) de Percoll, assim a separacdo ¢ baseada na densidade das células.
Espermatozoides normais e anormais possuem densidades diferentes, os viaveis apresentam
densidade 1,10g/mL, enquanto nos anormais a densidade varia de 1,06 a 1,09g/mL. Dessa
forma, apds a centrifugagdo, leucocitos, debris celulares e espermatozoides anormais se
encontram na interface 45% e 90%, enquanto aqueles vidveis com motilidade e morfologia
normal se encontram no pellet do tubo (BEYDOLA et al, 2013). Apos a selecdo, os

espermatozoides sdo co-cultivados com o ovocito para que ocorra o processo de fecundagio.
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A fus@o do espermatozoide com a ovdcito ocorre no espago perivitelineo. O ovocito
responde com a despolarizagdo da membrana plasmatica, aumento das oscilagdes
intracelulares de calcio, exocitose dos granulos corticais e sintese de proteinas
(GONCALVES et al, 2008). Oscilacdes de Ca*" sdo necessarias para o desenvolvimento
embriondrio normal (STRICKER, 1999). Um dos sinais que inicia essas oscilagdes parece ser
ativada pela fosfolipase C-C (PLC- () (SAUNDERS, 2002). A PLC- ( estd presente nos
espermatozoides, e ao fecundar o ovdcito, contribui para a sua ativacdo e formagdo do pro-
nucleo (BOERKE et al., 2007)

Ap6s a fertilizagdo, os ovocitos, que estavam em metafase I, completam a segunda
divisdo meidtica com a extrusdo do segundo corpusculo polar. Surge entdo o pro-nicleo
feminino, cromossomos envolvidos por uma membrana nuclear. Ao mesmo tempo, a
membrana nuclear dos espermatozoides se desintegra, a cromatina descondensa e ha a
formagdo de uma nova membrana nuclear que envolve os cromossomos, formando o pro-
nucleo masculino. Os pré-nucleos se fundem ocorrendo a singamia e a formacgido de um

nucleo diploide que originara um novo animal (GONCALVES et al, 2008).

2.6.3 - Cultivo in vitro

Ap6s a fertilizag@o, os provaveis zigotos sdo desnudados e transferidos para o meio de
cultivo, que deve permanecer até o estagio de blastocisto, isso €, 7 dias apos a fertilizagdo. O
meio de cultivo é crucial para o desenvolvimento e qualidade dos blastocistos. Passos
importantes devem ocorrer no cultivo como: as primeiras clivagens, ativagdo do genoma
embrionario apos a MPZ, compactagdo da moérula e formagdo do blastocisto. Qualquer
alteracdo no ambiente de cultivo (PH, CO,, temperatura, nutrientes) pode comprometer uma
ou todas as etapas do cultivo (NAGAL 2001; LONERGAN et al., 2003).

O meio de cultivo mais comum ¢ o meio SOF (fluido sintético do oviduto). O SOF ¢
considerado um meio simples, uma mistura de sais que mimetizam o ambiente uterino, € seu
uso ¢ direcionado para a producdo de embrides. Além disso, outros meios de cultivo também
podem ser utilizados, como o tissue culture médium (TCM 199) (WRENZYCHI et al., 2001),
meio Ham’s F-10 e hamster embryo culture medium (HECM-6) (AVERY, GREVE, 1995).

Um tipo de cultivo que auxiliou em melhores indices foi o sistema de co-cultivo com
células somaticas (GORDON, 1994). Diferentes tipos de células somaticas podem ser usadas,

as mais comuns sdo: células do oviduto, células VERO (linhagens celulares estabelecidas
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para cultivo), células BRL (buffalo rat liver), células do cumulus e células da granulosa
(LUCIANO et al., 2005). Um dos motivos para se utilizar o sistema de co-cultivo € a
capacidade das células somaticas retirarem embriotoxinas do meio de cultivo e produzirem
substancias embriotrdficas, as quais auxiliam no desenvolvimento dos embrides em cultivo
(BAVISTER et al., 1992). Além disso, as células do co-cultivo protegem os ovocitos e
embrides contra o estresse oxidativo ocasionado pelo cultivo in vifro (FATEHI et al., 2005).
Outro tipo de cultivo utilizado ¢ o cultivo em baixa tensdo de oxigénio. E uma técnica
que eleva os custos do laboratorio, pois necessita de uma mistura de gases com 5% de O,, 5%
de COze 90% de N. O oxigénio geralmente € toxico para a maioria dos tipos celulares, pois
aumenta a producdo de radicais livres. Autores afirmam que a qualidade dos embrides em
cultivo em baixa tensdo sdo melhores que os cultivados em alta tensdo (YUAN et al., 2003,
KITAGAWA et al., 2004). Outros afirmam que se cultivado em alta tensdo utilizando o co-
cultivo, ndo ha diferencas estatisticas na producdo e qualidade dos embrides (KHURANA;

NIEMANN, 2000; CORREA, 2006).

2.7- Influéncias dos RNAs e epigenética espermatico.

Até recentemente acreditava-se que o espermatozoide era simplesmente uma célula de
veiculo do material genético masculino. A descoberta da presenca de RNAs no nucleo
espermatico mudou essa concepgdo (MILLER et al., 2005). O estudo dos RNAs presentes no
espermatozoide tem grande importancia para compreendermos os mecanismos que levam a
formacgdo da prole. Trabalhos apontam que o espermatozoide apresenta RNAs essenciais
para os processos de fertilizagdo e desenvolvimento embrionario (OSTERMEIER, 2002). Em
humanos, Ostermeier et al (2004) por meio da técnica de PCR, encontrou transcritos de genes
em espermatozoides que ndo constavam em ovocitos ndo fertilizados: Clusterin, AKAP-4 e
Protamina-2. Além disso, foi encontrado RNAs presentes no espermatozoide que ndo se
encontram nos ovocitos e que sdo responsaveis pela embriogénese e morfogénese: FOXG1B
e WNTSA.

A protamina-2, encontrada em humanos, mas ndo em bovinos, sdo proteinas que se
ligam a acidos nucleicos e tem grande expressdo durante a compactagdo do DNA na fase de
espermatide. Sua expressdo no ovocito fertilizado provavelmente ¢ deletéria, assim o RNAm
¢ degradado ao entrar no ovécito (OSTERMEIER et al., 2004; BOERKE et al., 2007).

Os RNAs mensageiros que codifica a Clusterin e AKAP-4 provavelmente sdo os

RNAs que participam dos eventos da fertilizagdo do ovocito. A clusterin (glicoproteina
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sulfatada 2 ou PEC-2) tem papel importante no desenvolvimento embrionario, esta
relacionado as interagdes célula-célula e célula-substrato, aumento da taxa de fertilidade,
transporte lipidico, reciclagem da membrana, estabilizacdo das proteinas de estresse e
promocdo ou inibi¢do da apoptose (OSTERMEIER et al, 2004; TROUGAKOS, GONOS,
2002). O RNAm que traduz o AKAP-4 (proteina de ancoramento quinase A) esta
intimamente relacionado as cascatas de sinaliza¢des importantes para a ativagdo inicial do
oocito apos a fertilizacdo. E uma proteina predominante nas fibras densas do flagelo, além de
ser reguladora da motilidade em condi¢des de fertilizagdo. Provavelmente estd relacionada
com o RNAm que codifica PLC- (, responsavel pela ativagdo do ovocito (KIYOSHI et al,
2002; BOERKE et al., 2007).

FOXGIB (forck head box G1B) e WNTSA (wingless-type MMTYV integration 5SA)
possuem grande influencia no desenvolvimento embrionario. FOXGI1B ¢ importante para a
padroniza¢do morfologica inicial do embrido. Enquanto que a molécula sinalizadora WNTSA
estd envolvida na diferenciacdo celular associada com os padrdes morfométricos do embrido
(BOERKE et al., 2007).

Outro importante tipo de RNA presente no espermatozoide de mamiferos sdo os
microRNAs (miRNAs) (DADOUNE, 2009). Muitas familias de miRNAs foram identificados
no testiculo de mamiferos, todavia apenas uma pequena parte € retida nos espermatozoides
maduros (MASHIMA et al., 2008; KRAWETZ et al., 2011). Esses miRNAs vem sendo
associados com eventos de fertilizagdo e desenvolvimento embrionario pela regulacdo da
expressdo de varios genes (KUMAR et al., 2013). O estudo de LIU et al (2012) demonstrou
que o microRNA-34¢, transmitido pelo espermatozoide, € necessario para a primeira divisdo
do zigoto em ratos, além disso, outros 16 miRNAs foram encontrados no zigoto;,
provavelmente esses miRNAs apresentam um importante papel nos primeiros eventos do
desenvolvimento embrionario.

Analisando os eventos acerca dos mecanismos que tornam o espermatozoide uma
célula Unica, como a transcri¢do do RNA espermatico, a metilagdio do DNA e modificac¢des
das histonas, fica evidente um papel nos eventos epigenéticos que levam ao desenvolvimento
embrionario (MILLER, et al., 2005; KUMAR et al., 2013). Entender as contribui¢des
epigenéticas herdadas dos espermatozoides para o embrido pode aumentar as chances de
sobrevivéncia de embrides produzidos in vifro e ainda aumentar a estabilidade de gravidez
(YAMAUCHI et al., 2011).

A etapa de metilacdo do DNA espermética ¢ de suma importancia na formagdo do

espermatozoide. Essa etapa consiste na adi¢do de um grupamento metil a posi¢do C5 do anel
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da citosina, essa reacdo ¢ catalisada por enzimas DNA metiltransferases (KLOSE; BIRD,
2006; FAN et al, 2009). Esse processo de metilacio exerce varias fungdes no
desenvolvimento embriondrio normal, como na regulagdo génica, na inativa¢do do
cromossomo X, no imprinting gendmico e nas modifica¢des da cromatina (BIRD, 2002).
Outro importante fator epigenético € a presenga de histonas no DNA espermatico. As
histonas sdo importantes sitios de sinalizagdo epigenética e podem estar relacionadas com a
heranga epigenética paterna (JOHNSON et al.; 2011; CARREL, 2012). Em humanos,
acredita-se que as regides remanescentes de histonas possam ter importantes fun¢des no
processo de fertilizagdo e desenvolvimento embrionario. Gineitis et al (2000) e Zalenskaya et
al (2000) acreditam que as histonas podem estar associadas aos teldmeros e aos primeiros
eventos do espermatozoide que respondem aos sinais do ovocito, resultando na formagdo do

pro-nacleo masculino.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivos gerais

O presente trabalho pretende propor uma classificagdo das alteragdes cromatinicas de
espermatozoides bovino de acordo com a localiza¢do da descompactacdo e correlaciona-las
com a eficiéncia da producdo in vifro de embrides; e verificar a influéncia da heterogeneidade

e descompactacgdo da cromatina quanto a eficiéncia da PIVE.

3.2 - Objetivos especificos

- Criar uma classificagdo das alteracdes cromatinicas de espermatozoides de touro
identificadas em esfregacos corados com AT, baseado na localizagdo da descompactagdo da
cromatina.

- Correlacionar as alteragdes da cromatina dos espermatozoides, encontradas antes e
apos a selecdo espermatica por Percoll, com a taxa de clivagem e indices de blastocistos na
PIVE.

- Avaliar dois niveis de descompactacio e heterogeneidade na cromatina antes e apos
a selegdo por Percoll, correlacionando-as com a taxa de clivagem e indices de blastocistos na

PIVE.

4 - MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas da

Universidade Federal de Uberlandia, segundo o parecer 031/12 (Anexo A)

4.1 — Reagentes

Ao menos que indicado, os reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos da
Sigma (Sto Louis MO, USA). Todos os meios utilizados para PIVE bovinos como meio de

lavagem, meio de maturagdo, meio de fertilizagdo, meio TALP (7yrode albumin lactated
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pyruvate)-SPERM, gradiente de Percoll e meio SOF (Anexo B) foram produzidos no

laboratorio de Biologia da Reprodug@o da Universidade Federal de Uberlandia.

4.2 - Induciio das alteracdes cromatinicas em espermatozoides bovinos

Foram utilizados quatro touros mesti¢os (Bos faurus x Bos indicus), entre 30 e 36
meses de idade, pesando entre 500-550 kg e com boa qualidade seminal (motilidade > 80% e
patologias <30%). Os touros foram mantidos em semiconfinamento na fazenda do Gloéria da
UFU.

A bolsa escrotal destes animais foi envolvida por dois dias em uma manta de algodao
envolvida com dois sacos plasticos mantidos aderidos ao escroto com fita adesiva (insulagdo

escrotal).

4.3 - Obtencio das amostras de sémen bovino

As coletas de sémen foram realizadas por meio de vagina artificial, sendo que a
primeira coleta de cada touro foi realizada antes de se iniciar a insulagdo. Ao fim da
insula¢do, a manta foi retirada e foi coletado ejaculados semanalmente durante 60 dias,
totalizando 58 amostras de sémen.

Todas as amostras tiveram a concentragdo padronizada em 40 milhdes de
espermatozoides moveis em diluente TRIS-gema e glicerol 6,5%, posteriormente foram
envasadas em palhetas de 0,5 ml e congeladas. O meio TRIS-gema utilizado possuia a
seguinte formulagdo, solugdo mée: TRIS 12,11g, acido citrico 6,8g, frutose (2,5g) + lactose
(2,5g), dgua destilada (completar até 68mL), glicerina (completar at¢ 100mL), garamicina
(1:10.000) 0,7mL; diluidor TRIS para uso imediato: solu¢do mée 10mL, agua destilada 30mL
e gema de ovo 10mL (CHACUR et al., 2012). O congelamento foi realizado em maquina
automatica da marca TK equipamentos (Uberaba MG, Brasil), modelo 3.000 compacta,
utilizando-se a opgdo 1 para congelamento de sémen de touro (diminui¢do da temperatura
ambiente para 5°C, com velocidade de 0,25°C por minuto e posterior diminui¢do da
temperatura de 5°C para -120°C, com velocidade de 20°C por minuto).

Todas as amostras de sémen congeladas foram mantidas em botijdes de nitrogénio liquido.

Foram utilizadas também amostras de sémen de um touro adquiridas em Central de
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Inseminacdo, pré-testadas em nossos laboratérios e com bons resultados na PIVE. Todas as
amostras de s€mens coletadas foram submetidas a analise da cromatina espermatica assim

como na técnica de PIVE.

4.4 — Analises da cromatina espermatica

Uma gota de cada amostra de sémen foi utilizada para se obter os esfregacos. Foram
obtidos dois esfregacos em tempos diferentes, sendo que o primeiro esfregago foi realizado
com uma gota do sémen recém descongelado a 37°C e outro esfregaco foi obtido apos a
selecdo por gradiente de Percoll.

O gradiente de Percoll foi realizado utilizando Percoll 90% (350uL) e 45% (350uL)
em microtubos de 1,5mL de fundo conico, centrifugados por 7 minutos a 9.000 x G. O pellet
formado foi transferido em microtubo de 1,5 mL contendo 500 uL. de meio TALP proprio
para o espermatozoide (TALP-SPERM), homogeneizado e centrifugado por 3 minutos a
9.000 x@, para retirar o excesso do Percoll dos espermatozoides (FOLCHINI et al., 2012).

Todos os esfregacos foram fixados em etanol-acido acético 3:1 (v/v) por um minuto e
posteriormente em etanol 70% por trés minutos. Apos a fixagdo, as amostras foram secas em
temperatura ambiente.

Estes esfregacos passaram por hidrolise acida em acido cloridrico 4N por 20 minutos
e lavados em agua destilada. Apds secagem, os esfregacos foram corados colocando-se uma
gota de solugdo de Azul de Toluidina (AT) 0,025%, em tampao 4acido citrico-fosfato (tampao
Mcllvaine) pH 4,0. Imediatamente apos foi colocada a laminula sobre a 1dmina, esperou-se 3
minutos para que ocorresse a penetragdo do corante e foram capturadas imagens digitais
totalizando pelo menos 100 espermatozoides por lamina. Para isso utilizou-se microscopio le
luz Leica DM500 acoplado a camera Leica ICC50 (Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove,
IL, EUA), utilizando-se objetiva de 100x (imersdo).

As analises de imagens computadorizadas foram divididas em trés etapas:
segmentacdo das cabegas, classificagdo das altera¢cdes cromatinicas e analise quantitativa da
descompactagdo e heterogeneidade cromatinica de cada cabega.

Para a segmentacdo das cabecgas e classificagdo das alteragcdes cromatinicas segundo
sua localizagdo, um software foi desenvolvido na Faculdade de Computagdo (FACOM) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) pelo prof. Dr. Bruno Augusto Nassif Travengolo.
Esse software foi criado em ambiente de programagcdo MATLAB e executado pelo programa

Octave, um software gratuito. J4 para avaliagdo da descompactacdo e heterogeneidade da
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cromatina, foi utilizado software desenvolvido em ambiente de programagdo SCILAB pelo
grupo Visdo Cibernética do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (USP) e pelo grupo Biologia da
Reprodugdo e Analise de Imagem do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU (ICBIM-
UFU)

4.4.1 — Segmentacao das cabecas dos espermatozoides.

Primeiramente as imagens digitais foram segmentadas por limiarizagdo
(thresholding), onde foi obtida uma imagem chamada de mascara. A méscara € uma imagem
binaria (i.e., uma imagem que possui apenas dois tons de cores, no caso o preto e o branco)
que, quando combinada com a imagem original, cria uma imagem somente com as cabegas
dos espermatozoides, eliminando da imagem original o fundo da imagem (background), a
cauda e outros elementos corados. Dessa forma, essa mascara permite separar cada cabeca de

espermatozoide contido nas imagens originalmente capturadas no microscopio (figura 3).

Figura 3 — Segmentagdo das cabegas de espermatozoides pelo Octave. A: Imagem original; B:
Imagem segmentada; C,D.E: Cabegas de espermatozoides isoladas. Barra: 10pm.

4.4.2 — Classificacio quanto a localiza¢do da compactacio da cromatina.

As imagens de cada cabeca de espermatozoides foram processadas no Octave. Esse

software selecionou automaticamente 6 cabegas com maior intensidade (mais claras). A
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média dessas 6 cabegas foram consideradas como valor padrio, e a regido que ultrapassa essa

média foi delineada pelo software. O delineamento foi realizado pela demarcagio de linhas

brancas (figura 4).

Figura 4- Delincamento das alteragGes cromatinicas. A, C: Imagens das cabegas dos espermatozoides
segmentadas; B,D: Imagens correspondentes de A ¢ C das cabegas de espermatozoides com contorno
em linha branca demonstrando o local da descompactagdo cromatinica.

Foi proposto entdo, classes de alteragdes cromatinicas de acordo com a localizagdo da

descompactagdo. Essa classificacdo foi baseada no trabalho de Beletti et al (2004). Assim, as

alteragOes cromatinicas foram divididas em:

1)
2)

3)

4)
5)

Descompactacio na base (DB): atinge no maximo o ter¢o basal da cabeca.
Descompactacio na metade basal (DMB): além do terco basal, atinge também até
dois terc¢os da cabecga.

Descompactacio no eixo central (DEC): ocorre em todo o eixo central sem atingir
as laterais da cabeca.

Descompactacio total (DT): a cabeca como um todo, descompactada.

Areas dispersas (AD): areas de descompactagio dispersa na cabeca do

espermatozoide.
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4.4.3 — Classificacio quanto a descompactacio e heterogeneidade da cromatina.

Para avaliagio da descompactacdo (Des) e heterogeneidade (Het) cromatinica
inicialmente as imagens das cabegas espermaticas foram transformadas em tons de cinza (figura
5). O valor médio das cabegas-padrdo para essas andlises foram realizadas de forma semelhante
ao descrito anteriormente, foram selecionadas automaticamente pelo software as seis cabegas
mais clara (mais compactadas) e homogéneas. A média dos valores de pixe/ destas cabecas foi
considerada como o valor de referéncia da coloragdo normal dos espermatozoides (cabegas-
padrdo). Depois, para cada imagem, a diferenga entre o valor médio das cabecas-padréo e o valor
médio de cada cabeca analisada foi determinada. Esta diferenca foi transformada em
porcentagem do valor médio das cabegas padronizadas, caracterizando quantitativamente a
intensidade da descompactagdo desta cabega (Des). O coeficiente de variagdo dos niveis de cinza
de cada cabega também foi calculado, caracterizando quantitativamente a heterogeneidade da
cromatina desta cabeca (Het), ou seja, a variagdo da intensidade da descompactagdo na cabega do

espermatozoide (BELETTI et al., 2005).

Figura 5- Transformagdo das cabegas de espermatozoides em tons de cinza. A, C: Imagens das
cabegas dos espermatozoides segmentadas; B, D: Imagens correspondentes das cabegas em tons de
cinza. Barra: Sum.

Na tentativa de se definir um nivel de Des e de Het que a partir do qual o

espermatozoide pode ser considerado como portador de alteragdo de cromatina, foram
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testados dois niveis de altera¢des cromatinicas de acordo com a intensidade da Des e Het: 5 e

10%.

4.5- Producio in vitro de embrides (PIVE)

4.5.1 - Obtencao dos ovarios

Ovarios de vacas de 2 a 7 anos de idade, predominantemente da raca nelore ou
mesticas, foram adquiridos no Frigorifico Real localizado no municipio de Uberlandia
(Rodovia BR-050, quilometro 81, Zona Rural).

Apoés evisceragdo das vacas, os ovarios foram mantidos em solu¢do salina com
antibiotico (Gentamicina S0pg/ul) a temperatura de 36 a 38°C e transportados em garrafa

térmica até o laboratorio e rapidamente submetidos a aspiracgéo folicular.

4.5.2- Aspiracio folicular e rastreamento dos ovocitos

Foliculos de 3 a 8mm de didmetro foram aspirados com seringa de 10 mL e agulha 1,2
x 40 (18G). O liquido folicular aspirado contendo os complexos-cumulus-ovocito (COC) foi
acondicionado em tubo de S0 mL em banho maria 38,5°C. Quando finalizado a aspirag¢do dos
ovarios, o liquido foi mantido em banho maria por 10 minutos para sedimentagdo dos COCs.
O sedimento foi analisado sob estereomicroscopio em placa de petri descartavel 100x20mm
para o rastreamento dos ovocitos.

Os ovécitos rastreados passaram por uma selecdo de qualidade morfoldgica. Somente
ovocitos grau I e II (GONCALVES et al., 2008), ou seja, com mais de 4 camadas de células
do cumulus e citoplasma homogéneo, foram utilizados nos experimentos. Estes foram
lavados em meio de lavagem contendo TCM 199 com sais de Hank's, Gentamicina 50ug/uL,
10% de Soro Fetal Bovino (SFB), HEPES acido, HEPES sodico e bicarbonato de sodio
(NaHCO:3).

4.5.3 - Maturacao dos ovocitos

Apos lavagem, cerca de 20 ovdcitos recuperados pela aspiracdo foram separados em

gotas de 100 uL. de meio de maturagdo, que consistia de TCM-199 suplementado com 10%
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de SFB, NaHCOs, Gentamicina 50pg/uL, 0,5pg/uL de FSH (Folltropin-V®) e Sug/pL de LH
(Lutropin®). Gotas de maturagdo contendo os ovécitos foram dispostas em placa de petri
60x30mm e cobertas com Oleo mineral. A placa foi mantida em incubadora a temperatura
38,5 °C, 5% de CO; e umidade 95% por 22 a 24 horas.

Foi respeitado um tempo méaximo de 1 hora e meia entre o inicio da aspiracdo e o

inicio da maturagdo.

4.5.4 - Selecao espermatica e fertilizacao in vitro

As gotas contendo os ovocitos foram separadas em dois grupos ou mais, dependendo
da quantidade de ovocitos recuperados da aspiragdo. Para cada grupo foi utilizado amostras
de sémens insulados diferentes, sendo que em um grupo sempre era utilizado o sémen de um
touro altamente fértil.

As amostras de sémens foram descongeladas a 37°C em banho maria por 40 segundos
e posteriormente selecionados em gradiente de Percoll como descrito anteriormente.

Um volume de 30 uL. do pellet foi ressuspendido em meio de fertilizagdo (meio FIV)
que consistia em TALP suplementado com PHE (2ZmM de penicilina, ImM de hipotaurina,
245uM de epinefrina) e 0,6 Ul/mL de heparina.

A concentragdo foi corrigida de acordo com a motilidade e a quantidade de
espermatozoides contida no pellet formado. Foi estimado uma concentracio de 1x10° de
espermatozoides por mL de meio FIV.

Os ovocitos maturados foram lavados duas vezes em meio FIV. Apos a lavagem, eles
foram transferidos para gotas de 90 uL. de meio FIV na placa de fertilizagdo. A placa foi
coberta por O0leo mineral e co-incubadas com espermatozoides a 38,5°C, 5% de CO; e
umidade 95% por 18 horas.

O dia da fertilizag@o foi considerado o dia 0 (DO).

Em cada rotina de PIVE foi utilizado s€émen do touro insulado para fertilizar metade
do numero total de ovocitos recuperados e sémen de touro fértil para fertilizar a outra metade
dos ovocitos, dessa forma, tanto a maturagdo, como a fertiliza¢do e o cultivo dos embrides
foram submetidos as mesmas condi¢des. Portanto, ambos os grupos sofreram de forma
semelhante as influéncias das varidveis ndo controlaveis, como por exemplo: procedéncia dos
ovocitos, umidade, tempo de manipulagio dos ovoécitos/embrides, qualidade dos meios

produzidos, entre outros.
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4.5.5 - Cultivo dos embrides in vifro

No dia D1, ou seja, um dia apds o periodo de fertilizagdo, os provaveis zigotos foram
desnudados parcialmente, foi realizado a remoc¢do parcial das células do cumulus. O método
utilizado foi sucessivas pipetagens nas gotas de fertilizagdo contendo os provaveis zigotos.

Ap0s a remogao parcial, eles foram lavados duas vezes em meio do fluido sintético do
oviduto (SOF), suplementado com aminoacidos essenciais e ndo essenciais, 340uM de Tri-
citrato de sédio, 2,8mM de Myo-inositol, Smg/mL de Albumina sérica bovina (BSA) e 2,5%
de SFB em placas de cultivo de 4 pogos cobertas com 6leo mineral. Os provaveis zigotos
foram incubados a 38,5°C, 5% de CO; e 95% de umidade. Foi realizado o feeding no dia 3

(D3) com a troca parcial do meio de cultivo.

4.5.6 - Avaliacio da clivagem e desenvolvimento de blastocisto

A avaliag@o da clivagem foi realizada no dia 2 (D2) apos a fertiliza¢do. J& a avaliagdo
do desenvolvimento dos embrides até o estagio de blastocisto foi analisada 7 dias apos a

fertilizagdo (D7).

4.6 - Analise Estatistica

Antes da aplicag@o dos testes estatisticos, como forma de neutralizar parcialmente os
efeitos das variaveis ndo controlaveis na PIVE, foi realizada a normaliza¢do dos dados
obtidos das PIVEs com sémen de animais insulados, tendo como referéncia os resultados
obtidos com o touro fértil, previamente testado em nossos laboratérios. Para isso, as taxas de
clivagem e de blastocistos das amostras de touros insulados foram transformadas em
porcentagem das taxas de clivagem e blastocistos obtidas com o sémen do touro fértil, na
mesma rotina de PIVE.

Todas as avaliagBes estatisticas foram realizadas com o software Action. Para a
definicdo do teste estatistico empregado na andlise, utilizou-se previamente o teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov. Possuindo distribuicdo normal, foi utilizado o teste de
correlagdo de Pearson entre os indices das PIVEs e as altera¢cdes da cromatina espermatica,

com posterior teste “t” para verificagdo de significancia. Diferencas significativas foram
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consideradas quando p<0,05, e 0,1>p>0,05 foi considerado uma tendéncia (QUINN,
KEOUGH, 2002; POMINI PINTO et al., 2015).
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5S—-RESULTADOS

Nem todas as partidas de sémen dos touros insulados que foram coletadas estavam
viaveis. Das 58 amostras de s€émen coletadas, 50 apresentavam motilidade e viabilidade para
serem usados na PIVE. Algumas partidas apresentavam pouca concentragdo de
espermatozoides e espermatozoides mortos ou com motilidade baixa. Essas amostras foram
descartadas do experimento.

Foram realizadas cerca de 50 PIVEs no final do experimento. Com a utilizagdo de
3.136 ovocitos grau I e grau II para cada grupo de sémen (insulados e fértil), a taxa de
clivagem das PIVEs fertilizadas com sémen de touro insulado foi de 49,71% (1.559) e a
clivagem do touro comprovadamente fértil foi de 69,32 (2.174). J4 a taxa de blastocisto foi de
14,88% (232) para PIVEs utilizando sémen de touro insulado e 47,01% (1.022) para o touro
comprovadamente fértil. Neste caso, para as taxas de blastocistos foram consideradas
somente o numero de embrides clivados.

Quando analisado os indices de blastocistos do laboratorio em relagdo ao numero total
de ovécitos iniciados o cultivo da PIVE, a porcentagem dos blastocistos formados por s€émen
insulado foi de 7,40% e aqueles formados a partir do s€émen de touro fértil foi de 32,59%.

A coloragdo com AT e as posteriores analises de imagens computacionais s6 foram
realizadas com as partidas submetidas a técnica de PIVE. Apds a separagdo dos
espermatozoides pela técnica de Percoll, ndo foi possivel analisar alguns esfregacos, pois
estes apresentaram artefatos de técnica nas cabegas dos espermatozoides, principalmente

como pequenos pontos sobre e ao redor das cabegas (Figura 6).
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Figura 6 - Espermatozoides com artefato de técnica apos selecio por Percoll. Artefatos identificados
pelas setas. Barra: 10pm.

5.1- Classificacio da descompactacio da cromatina espermaitica conforme sua
localizacio

Com a finalidade de classificar as alteragdes na cromatina espermatica, imagens
obtidas dos esfregacos de sémen corado com AT foram processadas em um ambiente de
programacdo no software Octfave. Para cada amostra de sémen, foi analisada cerca de 100
cabegas de espermatozoides, totalizando cerca de 10.000 imagens de cabecas de
espermatozoides antes da selecdo com Percoll e apos a selecdo.

As analises computacionais delimitaram as regides de descompactacido da cromatina
que foram classificadas em: descompactac¢do na base (DB), descompactagdo na metade basal
(DMB), descompactac¢do no eixo central (DEC), descompactagdo total (DT) e areas com

descompactagdo dispersa (AD) (Figura 7).
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Figura 7 - Cabegas de espermatozoides bovinos com alteragdes cromatinicas identificados por analises
de imagem computacional. Os esfregagos foram corados com AT. A: Normal (N); B: Descompactagio
na base (DB); C: Descompactagdo no eixo central (DEC); D: Descompactagdo na metade basal
(DMB); E: Areas de descompactagio dispersa (AD); F: Descompactagio total (DT). Barra Sum.

A classificagdo e quantificacdo dos espermatozoides com altera¢gdes na cromatina
foram realizadas antes e apos a separagdo pela técnica de Percoll. As avaliagdes da cromatina
espermatica apos a selecdo por Percoll foram realizadas para analisar a cromatina dos
espermatozoides selecionados e utilizados na PIVE.

As alteragdes do tipo AD s6 foram encontradas apos a selecdo pela técnica de Percoll.

Assim foram obtidas as seguintes tabelas:
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Tabela 1: Dados representativos da eficiéncia da PIVE e alteragdes da cromatina antes da
selecdo dos espermatozoides pela técnica de Percoll.

Clivagem Blastocisto DB DMB DEC DT N
Média 6238 30.64 1036 965 262 077 7621
Desvio ;7,5 42693  +11.95 4825 4284 +085 +19.77
padrio

M¢dia ¢ desvio padrio das alteragbes antes da selecdo dos espermatozoides por Percoll.
Descompactagdo na base (DB);, Descompactagido na metade basal (DMB); Descompactagdo no eixo
central (DEC); Descompactagdo total (DT); Normal (N).

Tabela 2: Dados representativos da eficiéncia da PIVE e alteracdes da cromatina apds a
selecdo dos espermatozoides pela técnica de Percoll.

Clivagem Blastocisto DB DMB DEC DT AD N
Média 63.16 30.50 1238 23.69 403 371 678 494
Desvio ¢ ¢5 42504  +1148 +1738 +4.84 4353 4405 42547
padrio

M¢dia ¢ desvio padrio das alteragoes apds a selecdo dos espermatozoides por Percoll.
Descompactag¢do na base (DB); Descompactagdo na metade basal (DMB); Descompactagdo no eixo
central (DEC); Descompactagdo total (DT); Areas de descompactagdo dispersa (AD); Normal (N).

Correlacionando as alteragdes da cromatina com a PIVE antes da sele¢do por Percoll,
notamos que as alteragdes que apresentaram correlagdes significativas e negativas em relagdo
a clivagem foram a DEC e DT (p=0,03 e p=0,047, respectivamente). DB e¢ DMB
apresentaram uma tendéncia de correlagdo negativa (p=0,06 e p=0,07, respectivamente). Em
relagdo aos blastocistos, a DB apresentou uma tendéncia de correlagdo negativa (p=0,09).
Espermatozoides considerados normais apresentaram correlagdo significativa e positiva em
relacdo a clivagem (p=0,02) (Tabela 3).

Apo6s a selecdo por Percoll, os resultados ndo foram semelhantes. Os valores ndo
apresentaram correlacdo significativa tanto para clivagem quanto para blastocisto e os valores

de r se aproximaram de zero, inclusive para espermatozoides classificados como normais.

(Tabela 3).
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Tabela 3: Correlagdo entre as alteragdes na cromatina ¢ a eficiéncia da PIVE antes ¢ apos a selegio

dos espermatozoides pela técnica de Percoll.

Antes da selecio por Percoll ApOs a seleciio por Percoll
Clivagem Blastocisto Clivagem Blastocisto
r P r P r P r P
DB -0,27** 0,06 -0,25** 0,09 -0,08 0,6 -0,05 0,71
DMB  -0,27** 0,07 -0,23 0,12 0,03 0,85 -0,21 0,13
DEC -0,31* 0,03 0,07 0,65 0,06 0,67 -0,06 0,70
DT -0,29* 0,047  -0,20 0,19 0,04 0,76  -0,28** 0,052
AD - - -0,03 0,82 -0,06 0,67
Normal 0,35* 0,02 0,24 0,1 0,00 0,98 0,23 0,11

*Coeficiente de correlagdo significante para p<0,05. ** Tendéncia de correlagdo para 0,1>p>0,05.
Descompactagdo na base (DB), Descompactagdio na metade basal (DMB), Descompactagio no eixo
central (DEC), Descompactagdo total (DT), Areas de descompactagdo dispersa (AD) ¢ Normal (N).

5.2- Analise quantitativa da descompactacio (Des) e da heterogeneidade (Het) da
cromatina espermatica

Foram utilizadas trés diferentes abordagens para andlise quantitativa da
descompactagdo e heterogeneidade cromatinica. A primeira e geralmente a utilizada em
trabalhos anteriores, avaliou a descompactacdo e a heterogeneidade médias de todos os
espermatozoides analisados em uma amostra. Nas outras duas, avaliou-se a porcentagem de
espermatozoides anomalos, considerando dois niveis de descompactacio e heterogeneidade:
5 e 10%.

Foi analisado a Des e a Het média de todos os espermatozoides e a porcentagem de
cabegas de espermatozoides que apresentaram Des e Het acima de 5% e acima de 10% em

cada amostra (Tabela 4).
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Tabela 4 - Dados demonstrativos da classificagdo da heterogencidade ¢ descompactagio da

cromatina.

Het Het Het Des Des Des
média  >5% >10% média >5% >10%
Antes da selecio Média  7.72 5128 2529 3.47 16.44 2.47
por Percoll Desvio 400 42375 2506 161 +2227 4697
padrio
Apos a selegiio Média 824 6227 3135 6.58 72.46 12.40
por Percoll - Desvio ., 1) 41974 12467 169 +2251 21808
padrio
Het média— heterogeneidade média de todos os espermatozoides analisados; Het >5% - porcentagem
de espermatozoides que apresentaram heterogeneidade maior que 5%; Het >10% - porcentagem de
espermatozoides que apresentaram heterogeneidade maior que 10%; Des média— Descompactagio
média de todos os espermatozoides analisados; Des>35% - porcentagem de espermatozoides que
apresentaram descompactagdo maior que 5%; Des >10% - porcentagem de espermatozoides que
apresentaram descompactagdo maior que 10%.

Foi correlacionado os dois niveis de Des da cromatina com a eficiéncia da PIVE.
Notamos que antes da separagdo pela técnica de Percoll, a clivagem ¢ afetada com uma
correlagdo significativa e negativa em relagdio a Des. A Des média de todos os
espermatozoides apresentou correlagdo negativa e significante (p=0,01) quando
correlacionado com a clivagem do embrido. Analisando os niveis de Des, ainda em relagdo a
clivagem, ambos os niveis de Des, acima de 5% e acima de 10% apresentaram correlagdo
negativa e significativa (p=0,03 e p=0,02, respectivamente). Em relacdo a formacgdo de
blastocistos, todos os parametros analisados ndo apresentaram correlagdo significativa,
tampouco tendéncias. Da mesma forma, apos a selegdo por Percoll, todos os pardmetros

analisados para Des ndo foram significantes e ndo houve tendéncia (Tabela 5).

Tabela 5 - Correlagdo entre a descompactagdo da cromatina ¢ a eficiéncia da PIVE antes ¢ apds a
selecdo dos espermatozoides pela técnica de Percoll.

Antes da seleciao por Percoll Apos a seleciao por Percoll

Clivagem Blastocisto Clivagem Blastocisto
r p r p r p r p
Des media -0,40* 001 -0,17 0,30 0,12 042 008 0,61
Des >5%  -0,34* 0,03 -0,16 0,32 0,01 093 0,01 094
Des >10% -0,36* 002 -0,11 032 002 092 -001 0,99
* Coeficiente de correlagdo significante para p<0,05.** Tendéncia de correlagdo para 0,1>p>0,05.
Des média— descompactacdo média de todos os espermatozoides analisados. Des >5% - porcentagem
de espermatozoides que apresentaram descompactagdo maior que 5%. Des >10% - porcentagem de
espermatozoides que apresentaram descompactagdo maior que 10%.
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Em relagdo a heterogeneidade, ndo houve correlagdo significativa assim como ndo
houve tendéncia, tanto na clivagem como na formagao de blastocistos antes e apos a selegdo
por Percoll. Het acima de 10% apos a sele¢do por Percoll foi o Unico valor considerado

tendéncia de correlagdo (p=0,07) (Tabela 6).

Tabela 6 - Correlagdo entre as referéncias propostas da heterogeneidade cromatinica ¢ a eficiéncia da
PIVE antes ¢ apds a selecdo dos espermatozoides pela técnica de Percoll.

Antes da selecio por Percoll Apos a selecio por Percoll
Clivagem Blastocisto Clivagem Blastocisto
r p r p r p r p
Het media total -0,03 0,84 0,09 0,57 0,03 0,83 -0,16 0,29
Het >5% -0,14 0,38 0,00 0,99 -0,06 0,72 -0,16 0,29
Het >10% 0,00 0,99 0,09 0,56 -0,07 0,64 -027** 0,07

* Coeficiente de correlagdo significante para p<0,05. ** Tendéncia de correlagdo para 0,1>p>0,05Het.
média total — heterogeneidade média de todos os espermatozoides analisados. Het >5% - porcentagem
de espermatozoides que apresentaram heterogeneidade maior que 5%. Het >10% - porcentagem de
espermatozoides que apresentaram heterogeneidade maior que 10%.
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6 — DISCUSSAO

As alteragdes na cromatina s3o importantes fatores para predizer a fertilidade do
touro. Hoje varias metodologias podem ser utilizadas para deteccdo de anormalidades na
cromatina. O SCSA ¢ uma das técnicas de andlise da cromatina espermatica mais utilizada
pelos laboratorios (EVENSON et al., 1980). Com essa técnica ¢ possivel identificar e
quantificar um grande nuimero de espermatozoides com alteragdo na cromatina de forma
extremamente rapida, porém ndo analisa a morfologia e morfometria concomitantemente com
a cromatina espermatica. Por outro lado, analises em esfregacos de sémen com a técnica de
coloragdo com AT ¢ um método de analise de cromatina mais simples, mais acessivel
economicamente e capaz de analisar a morfologia e morfometria da cabeca do
espermatozoide. Com o aumento da sensibilidade pela metacromasia induzida (MELLO,
1982), ¢ possivel detectar espermatozoides com pequenas alteragdes na cromatina e ainda
analisar os status dessa alterag@o (localizagdo e intensidade). E como forma de minimizar a
subjetividade das avalia¢des por AT, o uso de analise de imagem computacional ¢ uma forte
ferramenta. Essa ferramenta detecta as variagdes da intensidade da colora¢do na cabega do
espermatozoide por diferencgas nos valores de pixels, tornando a anélise mais objetiva.

No presente trabalho, com a coloragdo de AT juntamente com as andlises
computacionais, foi possivel classificar as alteracdes cromatinicas de acordo com a
localizagdo nas cabegas dos espermatozoides. Inicialmente foi proposto a seguinte
classificagdo das alteragdes: descompactacio na base (DB), descompactagdo na metade basal
(DMB), descompactacdo no eixo central (DEC) e descompactagdo total (DT). Cada alteragdo
foi correlacionada com a capacidade fecundante do espermatozoide e o desenvolvimento
embrionario subsequente. As correlagdes foram realizadas com a classificacdo das alteragdes
antes e apos a selegdo espermatica por Percoll. Andlises apods a selegdo por Percoll foram
realizadas a fim de saber se os espermatozoides utilizados na PIVE apresentavam ou n&o
alteracdes na cromatina e como a selegdo influencia na eficiéncia da PIVE. Apds a selegdo
por Percoll, vimos a necessidade de acrescentar outra classificagdo, as areas de
descompactagdo dispersas (AD).

A maioria das alteragdes encontradas na cromatina foi a DB e a DMB. Sabe-se que na
regido basal da cabeca do espermatozoide, se localiza o anulo nuclear (WARD; COFFEY,
1989). Nessa regido, as sequéncias de DNA ndo sdo organizadas por toroides, sendo assim

ndo apresenta a alta compactacdo como nas demais regides; talvez essa regido, por apresentar
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uma estrutura diferente das demais regides da cabeca do espermatozoide, pode ser
considerada menos estavel e com grande sensibilidade a alteragdes (BELETTI et al., 2004).
Talvez, as alteragdes podem iniciar nessa regido e se estender ao longo da cabeca do
espermatozoide, originando as altera¢des cromatinicas propostas nesse trabalho (DB, DMB,
DEC, DT).

DEC e DT foram as altera¢des cromatinicas que apresentaram menor incidéncia nas
amostras analisadas, tanto antes da selecdo por Percoll (2,62% e 0,77% respectivamente)
como apos a selecdo (4,03% e 3,71% respectivamente). Esses tipos de alteragdes sdo
considerados mais graves, pois atinge uma grande area da cabeg¢a dos espermatozoides.
Assim a incidéncia dessas alteragdes ocorre com menos frequéncia.

O Percoll ¢ muito utilizado para selecdo espermdtica nos procedimentos de PIVE,
todavia alguns estudos apontaram que a técnica pode influenciar na integridade do DNA. O
processo de centrifugacdo pode aumentar a formagio de espécies reativas de oxigénio (ROS)
produzidas por leucécitos e células ndo viaveis, aumentando ainda mais as chances de dano
no DNA espermatico (AITKEN; CLARKSON, 1988, BOURNE et al, 2004, SAKKAS,
ALVAREZ, 2010). Isso pode explicar a necessidade de acrescentar mais uma classificagio
das alteracdes cromatinicas, a AD. Entretanto, ndo é descartada a hipdtese de artefatos da
técnica de Percoll influenciarem as analises computacionais. Provavelmente o Percoll
prejudica o método de avaliagdo da cromatina por AT e as analises computacionais. Apos o
uso dessa técnica de selecdo dos espermatozoides, as analises das laminas com esfregacos de
sémen se tornaram mais dificeis em compara¢do com as analises dos esfregacos antes da
selecdo por Percoll. Uma grande parte das amostras apresentaram microesferas ao redor da
cabeca dos espermatozoides, provavelmente particulas de silica do Percoll que impregnaram
os espermatozoides. Essas microesferas inviabilizaram as analises por imagens
computacionais e esses esfregagos foram descartados. Mesmo aqueles esfregacos que
possuiam aparéncia normal, na andlise de imagem poderiam conter artefatos s6 perceptiveis
pelo computador, gerando dados ndo confiaveis. O protocolo utilizado ndo foi adequado para
essas analises. Lavagens sucessivas dos espermatozoides apds a selecdo talvez poderiam ter
evitado tais artefatos de técnica. Outro fator que prejudicou as analises foi que ao centrifugar
o sémen com o gradiente de Percoll algumas amostras apresentaram uma concentragdo muito
baixa, assim ao realizar o esfregago, havia poucos espermatozoides na lamina, dificultando a
captura de imagens das cabegas de espermatozoides. Além disso, as tabelas das correlagdes
de AT com a PIVE, da Het com a PIVE e da Des com a PIVE ndo apresentaram valores

semelhantes antes e ap6s a seleg@o por Percoll.
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Assim, dados apresentados apds a selecdo por Percoll ndo foram confidveis nesse
trabalho. A técnica utilizada na sele¢do e na analise computacional interferiu nos resultados e
nas analises estatisticas.

Quanto a correlacdo das alteragdes cromatinicas e os indices da PIVE, DEC e DT
obtiveram uma correlagdo negativa significativa em relagdo a clivagem. Isto quer dizer que
quanto maior a presenca dessas alteragdes, menor a taxa de clivagem dos embrides. Ou seja, a
presenca dessas alteragdes na cromatina interfere intensamente no processo de fertilizagdo do
espermatozoide. As demais alteragdes apresentaram uma tendéncia negativa de correlagdo.
Assim, essas alteragdes sdo um indicativo de influéncias negativas no processo de fertilizagdo
do espermatozoide. Em relagdo a formagdo de blastocistos, houve tendéncia negativa na
correlagdo para a DB, mostrando que essa alteracdo pode interferir no processo de
desenvolvimento embrionario. E importante analisar esses dados levando em consideragdo as
taxas de clivagem. Assim, DEC apresentou correlagdo negativa e significativa em relagio a
clivagem e em relagdo a formagdo de blastocisto, a correlagio mostrou que DEC nZo
influenciou no processo de desenvolvimento embrionario. Nesse caso, ja que o processo de
fecundagdo foi significantemente prejudicado pela presenca da alteragdo, os poucos
blastocistos formados provavelmente ndo surgiram da fecundagdo de espermatozoides com
este tipo de alteragdo. Portanto, por serem eventos dependentes, a correlagdo das alteragdes
cromatinicas com a formagdo de blastocistos serdo influenciadas negativa ou positivamente
dependendo do desempenho do espermatozoide no processo de fertilizagao.

Ainda com as imagens das cabecas dos espermatozoides corados com AT, foi possivel
avaliar a heterogeneidade (Het) e o grau de descompactagdo (Des) da cromatina dos
espermatozoides por analise computacional (BELETTI et al., 2005; SILVA et al., 2008,
OLIVEIRA et al., 2011; CAMPOS et al., 2012), todavia ainda ndo se sabe até que ponto
esses parametros sdo prejudiciais no processo de fertilizagdo e desenvolvimento embrionario.
Sabe-se que o espermatozoide apresenta grande importancia na eficiéncia da PIVE
(HANSEN, 2006) e qualquer alteragdo nos espermatozoides pode mudar as taxas de clivagem
e formagdo de blastocisto. Assim, neste trabalho foi testado dois niveis de anormalidade
quanto a heterogeneidade (Het) e a descompactacdo (Des) da cromatina. O primeiro nivel
testado foi considerando como espermatozoides andmalos aqueles com Het e Des acima de
5% e a segunda com Het e Des acima de 10%. Com os resultados, notamos que em relagéo ao
grau de Des da cromatina, tanto espermatozoides com Des acima de 5% como aqueles acima
de 10% apresentaram correlagdes negativas significativas em relacdo a clivagem dos

embrides. Assim, espermatozoides com mais de 5% de Des na cromatina apresentam uma
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forte interferéncia no processo de fertilizagdo. Pelo fato da Des interferir na fertilizag@o,
houve pouca formagdo de blastocistos e isso pode prejudicar na correlagdo da Des com o
desenvolvimento embrionario. Dessa forma, ndo houve correlacdo significativa nos dados
apresentados. Apds a selecdo por Percoll, as correlages da Des e a eficiéncia da PIVE foram
proximas de zero para ambos os niveis de anormalidade. Silva et al (2008) ndo encontrou
qualquer correlagdo entre Des e Het com a taxa de clivagem e de blastocisto;, no entanto, em
seu trabalho, foi utilizado apenas sémen de touro altamente fértil e ndo fizeram qualquer
normaliza¢@o dos dados tentando neutralizar os efeitos das variaveis ndo controladas.

Usando a mesma metodologia para analises da Des e Het da cromatina, Campos et al
(2012) analisaram a cromatina dos espermatozoides antes e apos a selecdo espermatica pelas
técnicas de Percoll e por swim up. Na técnica de Percoll, ocorreu a presenga de um maior
numero de espermatozoides com cromatina descompactada e heterogénea, enquanto que
aqueles separados por swim wup ndo apresentaram diferencas na cromatina. Isso poderia
também ter ocorrido por interferéncia do Percoll no método de andlise e ndo necessariamente
tenha ocorrido aumento nas alteragdes de cromatina, assim como no presente trabalho. Silva
et al (2008) comparou os resultados da Het e Des de dois laboratorios diferentes e ndo houve
tendéncia semelhante nos resultados. E importante salientar que como evidenciado, ha
diferengas nos resultados desses pardmetros para cada laboratério, isso porque hd muitas
variaveis envolvidas, como: os protocolos utilizados, a qualidade dos meios utilizados para a
separagdo espermatica, a qualidade e a procedéncia do s€men. Todos esses fatores podem
interferir na analise da Het e Des ap0s a selecdo por Percoll. Todavia, ndo se pode descartar
as influéncias do Percoll nas analises de cromatina, como citado anteriormente na discussao.

E importante salientar que a descompactacio na cromatina e consequente
fragmentacdo da cromatina (BELETTI, 2013) pode ndo ser o Unico fator que leva a
diminui¢do da capacidade fecundante do espermatozoide e o desenvolvimento embrionario.
Podemos supor que outras modificagdes podem acompanham a descompactagdo do DNA
espermatico prejudicando a clivagem e a formagao dos blastocistos.

Nossos resultados mostraram que o grau de Des da cromatina apresentou correlagdo
negativa com a taxa de clivagem dos embrides. Sabe-se que o espermatozoide de humanos
possui RNAs mensageiros que transcrevem genes com func¢do na fertilizagdo, como a
clusterin e 0 AKAP-4 (OSTERMEIER et al., 2004; BOERKE et al., 2007). Pode ser que a
descompactagdo interfira na transcricdo de RNAs mensageiros equivalentes aos da clusterin e
AKAP-4 em bovinos ou ainda prejudique o funcionamento desses genes. De forma

semelhante, podemos presumir sobre a formacgio de blastocistos provenientes da fertilizagido



52

por espermatozoides com alteragdo na cromatina. Neste trabalho, dos ovocitos que clivaram,
a taxa de blastocisto foi de apenas 14,88% (7,48% dos ovocitos totais), pode ser que os RNAs
mensageiros dos genes equivalentes ao FOXG1B e WNTSA, responsaveis por eventos da
embriogénese e morfogénese em humanos (BOERKE et al., 2007), se tornem comprometidos
devido a descompactagdo da cromatina e suas fung¢des alteradas, ndo levando o
desenvolvimento embrionario adiante.

Nao podemos descartar também a hipotese de influéncias epigenéticas na cromatina
do espermatozoide. Compreender os mecanismos epigenéticos do espermatozoide pode
contribuir para entender os efeitos paternos no desenvolvimento embrionario (CARREL et
al., 2012). A metilagdo do DNA espermatico ¢ uma modificacdo epigenética que ocorre
durante a fase de diferenciagio da espermatogénese (TRASLER, 1998). Os padroes
epigenéticos de metilagdo do DNA regulam as liga¢cdes das histonas e a compactacdo da
cromatina (WAGGONER, 2007). Além disso, sem a metilagdo paterna adequada, o embrido
ndo consegue se desenvolver (YAMAUCHI et al.,, 2010). Em humanos, a metilagio
impropria do DNA espermatico esta associado a perdas gestacionais (EL HAJJ et al., 2011).
Anormalidades na metilagdo de genes especificos estdo associados a infertilidade e defeitos
morfologicos nos espermatozoides (NAVARRO-COSTA et al., 2010; KUMAR et al., 2012).

Sabe-se que durante a fase de diferenciacdo da espermatogénese da maioria dos
mamiferos, cerca de 98% das histonas do DNA espermatico sdo substituidas por protaminas
(BENCH et al., 1996), tornando o DNA altamente compactado. Evidéncias apontam que
histonas residuais do DNA espermatico apresentam papel na fertilizagdio do ovdcito
(YAMAUCHTI et al., 2010). Van der Heijden et al. (2006) demonstraram que as histonas
residuais do DNA dos espermatozoides estdo presentes no zigoto apds a fertilizagdo. Logo
apos a formagdo do pré-nucleo masculino, essas histonas seriam perdidas. As histonas estdo
associadas ao controle transcricional, compacta¢do da cromatina e metilagdo do DNA, assim
provavelmente contribui¢des epigenéticas sdo transmitidas para o zigoto através de histonas
paternas (YAMAUCHI et al ., 2010). Provavelmente qualquer influéncia que altere os padrdes
epigenéticos do DNA espermatico podem levar a danos na expressdo de certos genes,
anormalidades da metilagdo do DNA, deficiéncia de histonas no DNA e a ndo compactagdo
da cromatina, e isso pode influenciar no processo de fecundagdo e desenvolvimento
embrionario.

Portanto, com os ensaios de PIVE desenvolvidos nesse trabalho, foi demonstrado que
alteracdes na cromatina localizada no eixo central da cabeca dos espermatozoides e

espermatozoides que apresentam toda a cabeca descompactada interferem intensamente no
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processo de fecundacdo do espermatozoide. Os outros tipos de altera¢des tendem a interferir,
porém de forma menos intensa. Em relacdo ao desenvolvimento embrionario inicial, DB
tende a interferir no desenvolvimento, caso ocorra a fecundagdo. Nas analises da
descompactagdo da cromatina, espermatozoides que apresentam mais de 5% de
descompactagdo interferem no processo de fecundacdo. J4 nas analises relacionadas a
heterogeneidade, ndo foi observado influéncias no processo de fertilizagdo e desenvolvimento
embrionario quando testado os dois niveis de anormalidade, 5 e 10%.

Um fator importante a ser considerado nesse trabalho € que os dados correlacionados
com a PIVE apresentam valor em experimentos in vitro, sob condigdes e meios de cultivos
conhecidos. Nao podemos extrapolar esses dados em relagdo a monta natural, por exemplo.
Muitos processos biologicos estdo envolvidos nos eventos de fertilizagdo e desenvolvimento
embrionario e cada animal pode responder de forma diferente a esses processos, além de
estarem sujeitos a interferéncias ambientais que podem levar ao insucesso da fertilizagdo e ao
desenvolvimento embrionario.

Como evidenciado neste trabalho, as alteragdes cromatinicas no DNA espermatico
interferem no processo de fertilizagdo e podem interferir no desenvolvimento embrionario,
entretanto, ndo podemos descartar as influéncias que podem acompanhar essas alteragdes.
Tais influéncias como transcricdo de RNAs mensageiros e fatores epigenéticos podem

interferir em processos que sdo inerentes as suas fungoes.
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7 — CONCLUSAO

Com a finalizag¢do deste trabalho, podemos concluir que as alteragdes cromatinicas
que mais interferem no processo de fecundagdo sdo as alteragdes localizadas no eixo central
da cabeca dos espermatozoides e alteragdes na cabega como um todo. Alteragdes na base e na
metade basal da cabega dos espermatozoides podem interferir de forma menos intensa no
processo de fecundacdo Ja no processo de desenvolvimento embriondrio inicial, DB pode
interferir na formag@o dos blastocistos. Além disso, espermatozoides que apresentam mais de
5% de descompactagdo na cromatina sdo considerados prejudiciais no processo de
fecundagdo. Em relacdo a heterogeneidade da cromatina espermatica, ndo houve influéncias
nos processos de fertilizacdo e desenvolvimento embrionario para os niveis de anormalidade

testados nesse trabalho.
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ANEXO B
Meios utilizados na PIVE
Antibiotico

Diluir o sulfato de gentamicina em solugdo fisiologica.
250 mg de sulfato de gentamicina em 5 mL de solugéo fisiologica

Solu¢éo de piruvato

A solug@o de piruvato dever ser feita todos os dias.
Pesar 0,0055 g de Piruvato sodico e diluir em 500 pL de agua Milli-Q.

PBS
Componentes PBS Completo

Agua Milli-Q 1L
NaCl (137mM/17 1mM) 8¢
KCI (2,7mM/3,4mM) 02¢g
Na;HPOs-Anidro (8mM) 1,15 ¢
Na,HPO,-12H,0 (4mM) -
KH;PO4 (1,5mM/1.8mM) 02¢g
CaCl;-2H,0 (0,7mM) 01g
MgCl»-6H;0 (0,5mM) 0,1g
DL-Glucose (5,5mM) lg
Antibidtico 1 mL

Base e Meio de Lavagem

BASE TCM 199 Hepes 10 mL Meio de Lavagem 10 mL
AR ik BASE TCM 199 Hepes 9 mL
TCM 199 0,095 g SFB Tl
Bicarbonato de Sédio (SmM) 0,0042 g
Hepes Acido (10mM) 0,024 g Salicde e Pinkain A
Hepes Sodico (10mM) 0,026 g Antibidtico 10pL
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FSH (Folltropin) (0,5 pg/uL)

Solug¢do mae = Diluir conteiido de um frasco (400 mg) em 80 mL de TCM Bicarbonato (Base
de maturagdo).

Diluir 500uL da solugdo mae em 4,5 mL de TCM Bicarbonato e fazer aliquotas de 100uL
LH (Lutropin) (Spg/nL)

Solugdo mae = Diluir o conteudo do frasco (25 mg) em 5 mL. de TCM Bicarbonato (Base de
maturagio).

Diluir 1 mL em 9mL de TCM e fazer aliquotas de 110 uL.

Base e meio de Maturacao

BASE TCM 199 Bicarbonato 10 mL 15mL Meio de Maturacio 10 mL 15 mL
Roua Mill Q 10mL 5l Solugio Mie TCM 199 Bicarbonato 9 mL 13,5 mL
o ) SFB I mL 15mL
TCM 199 0,095 g 0,142 B Solugdo de Piruvato 20uL 30 ul
Bicarbonato de Sodio (26mM) 0,02 ¢ 0,033 g Autibifitieo 1O pl. 13 gl
FSH 10 ul 15 ul
LH 100 uL. 150 ulL

Solu¢io estoque de KCL e NaH,PO4-H,0 para Solucio 10X

KCL (1M) NaH,PO4-H,0 (100mM)
Componentes I mL SmL Componentes I mL SmL
Agua Milli-Q I mL 5mL Agua Milli-Q 1mL 5 mL
KCl 0,0745 ¢ 0373g NaH,PO,-H,0 0,0138 ¢ 0,069 g

Soluc¢io 10X
(Preparar e fazer aliquotas de 410uL)

Componentes 5mL
Agua Milli-Q 5mL
Estoque KCI1 (1M) (31mM) 0,1545 mL
Estoque NaH;PO4-H:0 (100mM) (3mM) 0,146 mL
NaCl (800mM) 0,233 g
Hepes Acido (50mM) 0,060 g
Hepes Sodico (S0mM) 0,065 g




Solugdes estoques de CaCl, e MgCl; para Percoll 90%

CaCl, (1M) MgCl, (100mM)
Componentes 10 mL rr— Tt
Agua Milli-Q 10 mL Kgua Mill-Q T0mL
CaCl;-2H;0 (IM) 147 ¢ MgCl,-6H,0 (100mM) 0,203 ¢
Percoll 90%

Componentes 1 touro 2 touros

Percoll 1.8 mL 3.6 mL

Solugdo 10X 200 pL 400 pL

Estoque CaCl: (1IM) 4ul 8 uL

Estoque MgCl, (100mM) 7.8 uL 15,6 uL

DIL-Acido Litico (60%) (26,4mM) | 7.4 uL 14,8 uL

Bicarbonato de Sédio (20mM) 0,0042 g 0,0084 ¢

Base TALP-FERT e TALP-SPERM (25mL e SOmL)

TL-Fert | TL-Sperm TL-Fert | TL-Sperm
Componentes
25 mL 50 mL
Agua Milli-Q 25 mL 25 mL 50 mL 50 mL
NaCl (114mM/100mM) 0,166 g 0,145 g 0,333 g 0,291 g
KC1 (3mM/3mM) 0,006 g 0,00575 g 0,012 g 0,0115 g
MgCl:-6H20 (0.5mM/0.4mM) 0,002 g 0,002 g 0,005 g 0,004 g
NaH:POy-Anidro (0.3mM) 0,00117 g 0.0010 g 0,00235 ¢ 0,0020 g
Bicarbonato de Sadio (25mM) 0.,0525 ¢ 0,0525 g 0,105 g 0,105 g
CaClz-2H:0 (ZmM) 0,0075 g 0,0075 g 0,015 g 0,015 g
DL-Acido Latico (60%)
i 35,7 uL 77.5 p. 71,5 pL. 155 pl.

(12mM/26mM)
Phenol Red (30uM) 0,0003 g 0,0003 g 0,0005 g 0,0005 g
Hepes Acido (10mM) - 0,0595 g - 0,119 g

Nao pesar o Phenol Red, colocar o minimo possivel apenas como controle de pH. O TALP-FERT deve ficar
numa coloragiio résea enquanto o0 TALP-FERT deve ficar numa coloragdo alaranjada.
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PHE

(Preparar e fazer aliquotas de 180uL)

Solucio pH 4.0 50 mL
Agua Milli-Q

DL-Acido Litico (60%) (29,4mM)

50 mL

(0,165 g (pesar o liguido)

PHE final 11 mL
Bisulfito de Sodio 0,050 g —— =
D-Penicilamina 23mL
Hipotaurina 25mL
Epinefrina 2mL
Solugies Mie Penicilamina Hipotaurina Epinefrina Salina 0.0% dmL
Salina 0.9% 10 mL 10 mL -
D-Penicilamina (2mM) 0,003 g -
Hipotaurina (1mM) - 00011 g -
Solugao pH 4.0 - - 40 mL
Epinefrina (243 M) - - 00018 g
TALP-SPERM TALP-FERT
Componentes 2 touros 4 touros
Componentes 1 touro 2 touros | 3 touros Base TALP-FERT 3.6 mL 72mL
- - Antibiétic 4 ul. 8 ul.
BASE TALP-SPERM | 496mL | 993mL | 1489mL nhbronee ¥ ¥
Solugido de Piruvato 8 uL 16 nLL
Solugdo de Piruvato 10 uL. 20 ul 30ul PHE 160 pL 320 UL
EE— = Heparina 40 uLL 80 uLL
Antibidtico SuL 10 uL 15uL :
BSA (FIV) (6mg/mL) 0,024 g 0,048 ¢
Estoques SOF
A B D i
Solucies Estogue Soluciio de Solucdio de Solucio de . - .
7 . Glutamina
Sais Bicarbonato CaCly
Agua Milli-Q) 9.84 mL 10 mL 1 mL 1 mL
NaCl (1,1M) 0,629 g - - -
KCI (72mM) 00534 g - - -
KH:POy (12mM) 00162 g - - -
MgS0-TH;O (7.4mM) 00182 g - - -
DL-Acido Litico (60%) {50uM) GO pul = - =
Bicarbonato de Sadio (250mM) = 0.210g = =
Phenol Red (260uM) - 0,001 g « =
CaCla-2Hz0 (178mM) = = 0,0262 g -
L-Glutamina { 200mM) . . = 0,02923 g




Base SOF
BASE SOF 20 mL diml.
Agua Milli-Q 15,6 mL 31,2 mL
Estoque A 2 mL
Estoque B 2mL
Estoque D 200 pL 400 nL.
L-Glutamina 20 pul. 40 plL
BME Essenciais (303 200 pl 400 uL
MEM Mao-Essenciais (100X) 200 pL 400 uL
Myo-Inositol (2.8mM} 0,0 g 0,02g
Tri-Citrato de Sodio Di-Hidratado { 340uM) 0,002 g 0,004 g
Meio SOF
SOF final 1 mL 5 mL 6 mL 10 mL
BASE SOF 068 ul 4,84 mL 5.81 mL 0,68 mL
Solugido de piruvato 2l 10 ul 12 ul 20 uL
Antibidtico S uL 25l 30 pL S0 uL
BSA (CIV) (5mg/mL) Il.‘.l-u 0,005 g 0025g 0,030 g 0.05g
{Bmg/finl) 0,006 g 003g (0036 g 0,06 g
SFB 25 pL 125 pL 130 pl 250 uL.
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