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RESUMO

Os exames andrologicos atuais avaliam a concentragdo, vigor, motilidade, turbilhonamento e
patologias morfologicas dos espermatozoides; porém, mesmo aprovados em exames
andrologicos, alguns touros ndo respondem de maneira eficaz, seja na monta natural ou em
processos de fertilizacdo in vitro. Alteragcdes na cromatina dos espermatozoides pode ser um
fator que influéncia o desempenho dos touros e que geralmente ndo ¢ avaliada em exames
andrologicos. O presente trabalho tem por objetivo avaliar a compactagdao da cromatina durante a
maturacdo do espermatozoide no epididimo, correlacionando caracteristicas morfométricas da
cabeca dos espermatozoides, a compactacao da cromatina e a maturacao epididimaria. Para isso
foram coletados espermatozoides do tibulo seminifero, cabega, corpo e cauda do epididimo,
além do ducto deferente de cinco touros. Esses espermatozoides foram avaliados por analise de
imagem computacional de esfregagos corados com azul de toluidina. No geral, espermatozoides
do tubulo seminifero apresentaram menor area, perimetro, largura, comprimento, elipsidade, e
harmonicas Fourier (FO, F1 e F2) quando comparados aos do epididimo (cabega, corpo e cauda)
e ducto deferente. A andlise da descompactacao e heterogeneidade da cromatina demonstrou que
ambos os parametros decresceram no decorrer do processo de maturacdo espermatica. A
proporcao de espermatozoides normais (com auséncia de areas de descompactagdo de cromatina)
foi menor nos tibulos seminiferos em relacdo as demais regides. Além disso, porcentagem
superior de espermatozoides com descompacta¢do de cromatina na base (DB), metade basal
(DMB) e no eixo central (DEC) da cabeca foi observado nos tibulos seminiferos quando
comparado as outras regioes analisadas. Observou-se que o tipo de descompactagao da cromatina
influencia parametros morfométricos da cabeg¢a de espermatozoide. Cabecas que possuem
descompactagdo total apresentam menor area quando avaliada por andlise de imagem
bidimensional, por outro lado, os que apresentam descompactacao dispersas t€m uma area maior,
pois as cabegas com maior descompactacao tendem a ser esféricas, com maior volume, mas com
menor area quando observado bidimensionalmente e as de maior compactagdo sdo muito
achatadas, com menor volume, mas com maior area. Foi possivel verificar que na maturagao
espermatica, inicialmente os espermatozoides apresentam descompacta¢do cromatinica total, em
seguidas as bordas laterais iniciam o processo de compactacao, logo ap6s, temos compactacao da
regido apical, depois da central e finalmente da regido basal da cabega. Enfim, ficou
demonstrado que a maturacdo epididimaria ¢ importante para a compactagdo da cromatina e
consequentemente, para a morfologia final dos espermatozoides.

Palavras-chave: Azul de toluidina, Condensac¢io da cromatina, morfometria, morfologia.



ABSTRACT

The current andrological exams evaluate the concentration, vigor, motility, swirling and
morphological pathologies of spermatozoa. However, even when approved for andrological
examinations, some bulls do not respond effectively, either in natural mating or in vitro
fertilization processes. Alterations in the sperm chromatin can be a factor that influence the
performance of bulls and is usually not evaluate in andrological exams. This study aims to
evaluate the condensation of chromatin during sperm maturation in the epididymis, correlating
morphometric characteristics of spermatozoa, chromatin condensation and epididymal
maturation. For this, spermatozoa were collected from the seminiferous tubule, head, body and
tail of the epididymis, as well as the ductus deferens of five bulls. These spermatozoa were
evaluated by computational image analysis of toluidine blue stained smears. In general,
spermatozoa of the seminiferous tubule presented smaller area, perimeter, width, length,
ellipticity, and Fourier harmonics (FO, F1 and F2) when compared to the epididymis (head, body
and tail) and ductus deferens. The analysis of decondensation and heterogeneity of chromatin
showed that both parameters decreased during the process of sperm maturation. The proportion
of normal spermatozoa (with absence of chromatin decondensation areas) was lower in the
seminiferous tubules in relation to the other regions. In addition, superior percentage of
spermatozoa with chromatin decondensation in the base (DB), basal half (DBH) and central axis
(DCA) of the head was observed in the seminiferous tubules when compared to the other
analyzed regions. The type of chromatin decondensation influences morphometric parameters of
the spermatozoa head. Heads that possess total decondensation have smaller area when evaluated
by two-dimensional image analysis, conversely, heads with disperse decondensation have a
larger area. Heads with larger decondensation tend to be spherical, with greater volume, but with
smaller area when observed two-dimensionally, and those with dsipersed decondensation are
quite flattened, with smaller volume, but larger area. During sperm maturation, the spermatozoa
initially present total chromatin decondensation. Then, the lateral borders begin the condensation
process, followed by condensation of the apical region, central region, and the basal region of
the head, respectively. Therefore, it has been demonstrated that epididymal maturation is
important for the chromatin condensation, consequently, for the final morphology of the
spermatozoa.

Key-words: Toluidine blue stain, chromatin condensation, morphometry, morphology.
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1- INTRODUCAO
O diagnostico reprodutivo nas fazendas brasileiras ¢ geralmente desprezado. Quando sdo

analisados os dados referentes a andrologia, observa-se que o descaso ¢ ainda maior. Os exames
andrologicos atuais avaliam a concentracdo, vigor, motilidade, turbilhonamento e patologias
morfologicas (BELETTI et al, 2005). Porem, mesmo aprovados em exames andrologicos, alguns
touros ndo respondem de maneira eficaz, seja na monta natural ou em processos de fertilizagao
in vitro. (BELETTI, COSTA 2003)

A cromatina da cabeca dos espermatozoides pode ser um fator que influencia o
desempenho dos touros. Sabemos que esse material genético precisa ser reorganizado no
decorrer do processo de maturagdo do espermatozoide. Durante a espermiogénese ¢ maturagao
epididimal em mamiferos, a estrutura da cromatina espermatica sofre substituicdo de histonas
nucleares por proteinas de transi¢do e posteriormente protaminas, levando a uma cromatina
altamente condensada, a qual ¢ resistente as agressdes oxidativas (FRASER, STRZEZEK, 2007)
para que o espermatozoide possa realizar o transporte seguro do material genético.

Para de analisar a cromatina podemos utilizar diversos testes como o de coloragdo por
azul de toluidina, (BELETTI, MELO 1996), Essa técnica, chamada de metacromasia induzida e
que consiste no uso de esfregacos de s€émen que apds hidrolise acida sdo corados com Azul de
Toluidina, possibilita também a andlise concomitante das alteracdes da cromatina espermatica e
da morfologia da cabeca dos espermatozoides. Moléculas do corante de azul de toluidina ligam
aos fosfatos do DNA, fazendo com que espermatozoides normais exibam coloracdo que varia de
verde a azul claro e os que possuem alteracdo de cromatina se corem de azul intenso a magenta.

A coloragdo com azul de toluidina seguida pela analise de imagem computacional pode
ser utilizada na identifica¢do de regides com diferentes niveis de compactacao de cromatina na
cabeca do espermatozoide (CRUZ et al., 2014), podendo ser empregado para entender como € o
mecanismo de compactacdo da cromatina durante a matura¢do epididimdria, auxiliando na
identificacdo de possiveis caracteristicas relacionadas a subfertilidade.

Objetiva-se com o presente trabalho melhor compreender como acontece o processo de
organizagdo da cromatina espermadtica, correlacionando a maturagdo epididimaria com a
compactacdo da cromatina e as caracteristicas morfométricas da cabeca dos espermatozoides,

contribuindo na identificacao de possiveis causas da subfertilidade de touros.
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2. REVISAO

2.1 Morfologia e funcio das estruturas do aparelho reprodutor masculino

O aparelho reprodutor masculino ¢ composto por pénis, glandulas anexas, testiculo,
ductos excretores (CHACUR et al,2006). O pénis ¢ o responsavel pela copula, e deposi¢ao do
material genético masculino na fémea. As glandulas anexas sdo a prostata, bulbo uretral, vesicula
seminal e ampolas, produzindo a maior parte do plasma seminal. Os ductos excretores sao
responsaveis basicamente pelo deslocamento do espermatozoide e sua capacitagdo (RABELO et
al, 2012). A uretra ¢ a parte final, compondo o sistema urinario e o reprodutor. O ducto deferente
possui uma grande camada muscular, que auxilia no transporte dos espermatozoides. Nos
testiculos acontece a produgdo de espermatozoides e o epididimo tem a fungdao de

armazenamento ¢ matura¢do dos espermatozoides. (JIANG et al, 2017).

2.1.1 Testiculos

O testiculo ¢ a gonada sexual masculina, estrutura que produz os espermatozoides,
conhecidos como gametas masculinos. Na maioria dos animais a constituicdo se da em pares,
ficando localizado na maioria dos mamiferos no escroto, fora da cavidade abdominal (HAFEZ,
HAFEZ, 2004), fato necessario para que tenham uma diferenca de temperatura em relagdo a
corporal interna, sendo fundamental para que ocorra a espermatogénese, produgdo do
espermatozoide. (RAHMAN, et al. 2017).

Os testiculos apresentam uma fun¢ao produtora de hormoénios, principalmente através das
células de Leydig e células de Sertoli. As células de Sertoli encontram-se no interior do tubulo
seminifero mantendo intima relagdo com as células germinativas durante seu desenvolvimento
(AMANN, 1993). As fungdes das células de Sertoli sdo o auxilio no controle da maturacdo e da
migracdo das células germinativas, sintese de proteinas e esteroides, passagem das secregdes
entre os compartimentos tubulares e intersticiais (DADOUNE, DEMOULIN, 1993) e formacao
da barreira hemato-testicular (AMANN, 1993). Essa célula também ¢é responsavel pela
conversao da testosterona produzida pela célula de Leydig em estrogénios e dihidrotestosterona
(STANBENFELD, EDQVIST, 1996).

As células de Leydig encontrada entre os tibulos seminiferos, induzida pelo LH, tém
como principal fungdo a conversdo de colesterol em pregnenolona e posteror producido de

testosterona, que auxilia no desenvolvimento e manutencdo da espermatogénese e das
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caracteristicas masculinas (O’DONNEL et al, 2001).

O espermatozoide ao ser formado se aloja no lumen dos tibulos seminiferos, vdo para os
tubulos retos e depois para a rede testicular e em seguida para o epididimo, onde completam sua
maturacao (HAFEZ, HAFEZ, 2004). Resumidamente a principal fungdo dos testiculos ¢ a

producao do gameta masculino, o espermatozoide.

2.1.2 Epididimo

O epididimo ¢ um ducto enovelado que coleta e armazena os espermatozoides produzidos
pelo testiculo e estd presente nos mamiferos do sexo masculino. Localiza-se posteriormente ao
testiculo, no saco escrotal, ¢ desemboca na base do ducto deferente (OLIVA et al, 2009).
Morfologicamente, o epididimo pode ser dividido nas regides: cabeca, corpo e cauda. Essa
classificacdo baseia-se no estudo da altura do epitélio, do didmetro tubular e da variagdo na
frequéncia dos diferentes tipos celulares (GLOVER, NICANDER 1971).

A passagem dos espermatozoides que sdao produzidos nos testiculos, ao longo do ducto
epididimario determina a alteragdes necessarias para a capacidade fertilizante e da motilidade
progressiva, processo denominado maturagdo espermatica (SERRE, ROBAIRE, 1998). A
maturacdo acontece por meio de passagem pelo epididimo, onde a cromatina serd compactada
pela formagdo de pontes de dissulfeto e pontes de zinco entre as protaminas, também
completando a formagao de membranas e outras funcionalidades celulares (OLIVA, CASTILLO,
2011).

O processo tem inicio na cabec¢a do epididimo seguindo pelo corpo até a cauda. Nele o
espermatozoide passa por alteragdes morfoldgicas e bioquimicas resultantes da interagdo com o
microambiente epididimario, adquirindo motilidade progressiva bem como potencial para
sobrevivéncia e para o sucesso na fecundagao (OLIVA et al., 2009)

A primeira por¢do do epididimo estd relacionada com a absor¢do de liquidos oriundos
dos tubulos seminiferos. A cabeca e o corpo estdo mais ligados a aquisicdo de motilidade, e
fatores que vao auxiliar na identificacdo e fertilizacdo do ovdcito. A cauda estd ligada ao
armazenamento e eliminagdo de espermatozoides patoldgicos (SERRE, ROBAIRE, 1998).
Durante o transito epididimario ocorre diminuicdo das porcentagens de cabecas espermaticas
anormais (SRINGAM et al., 2011), defeitos acrossomais e anormalidades da peca intermediaria
(AXNER et al., 1999), sugerindo a participagdo do epididimo na remogio de espermatozoides
anormais. Apesar de apresentar motilidade e morfologia madura apos o processo de maturacao,

os espermatozoides devem passar pelo processo de capacitagdo no trato reprodutivo feminino
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(AUSTIN, 1951; CHANG, 1951) para s6 entdo terem a capacidade de fecundar. Ou seja, apos a
maturacdo epidimaria o espermatozoide adquire a capacidade de se locomover, conseguindo
alcancar o aparelho reprodutor feminino, porém ele s6 esta completamente pronto para fecundar

apods o processo de capacitagcdo uterina.

2.1.3 Espermatozoide

Espermatozoide ¢ o produto do processo denominado espermatogénese, que resulta em
uma célula altamente diferenciada em sua estrutura e fung¢do. (EDDY et al, 1994). Os
espermatozoides sdo células haploides, alongadas, constituidas de cabega, cauda, colo, ou corpo,
que une as duas estruturas (FLESCH, GADELLA, 2000), membranas plasmatica, acrossomal
interna e externa e nuclear (HAFEZ, HAFEZ, 2004). A cauda ¢ constituida por um axonema
central, estrutura especializada do citoesqueleto, responsavel pela motilidade espermatica
(MORTIMER, 2000). A cabeca do espermatozoide possui um formato arredondado e achatado,
composta pelo nucleo, acrossoma e pequenas quantidades de estruturas do citoesqueleto e
citoplasma (EDDY, O’BRIEN, 1994; FLESCH, GADELLA, 2000). O espermatozoide de
mamiferos ¢ 10 vezes menor quando comparado a célula somatica (MILLER et al., 2010) e por
isso a organizacdo do seu material genético € Unica, tornando sua cromatina altamente

condensada e compactada (SHARMA, AGARWAL, 2011)

2.2 Espermatogénse

A espermatogénese € um processo complexo pelo qual células germinativas dao origem a
populacdes de espermatozoides (ROOSEN-RUNGE, 1977). As células germinativas sao
chamadas de espermatogdnias, espermatdcitos primdrio, secundario e espermatides (BANKS,
1992). Estima-se que entre 1500 e 2000 genes comandam a espermatogénese (RAZAVI et al.,
2017).

Podemos dividir a espermatogénese em trés fases: fase proliferativa (fase de proliferacdo
ou mitdtica), fase espermatocitogénica ou meidtica e a ultima, a de diferenciacdo ou
espermiogénica (BANKS, 1992). Esse processo acontece em sua grande maioria nos tubulos
seminiferos, onde as espermatogdnias tipo A, através de um processo de mitose dd origem as
espermatogonias tipo B, que logo em seguida iniciam um processo de meiose, formando os
espermatocitos primarios, que ao final da primeira divisdo meidtica geram os espermatocitos

secundarios.
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ApoOs a segunda divisdo meidtica surgem as espermatides, que vao sofrer algumas
transformagoes, dentre elas a cromatinica, dando origem ao espermatozoide. (RAHMAN et al.,
2017). Nessa fase conhecida como espermiogénese, origina-se um espermatozoide haploide com
um nucleo condensado, um acrossoma ¢ um flagelo (SENGER, 1999). O processo de
diferenciacdo pode ser dividido em trés fases; compactagdo da cromatina nuclear, formacao de
enzimas do acrossoma e desenvolvimento do flagelo com a implantacdo no nucleo.

Importante ressaltar que nessa etapa acontece a substituicdo das histonas pelas
protaminas (HOLTEIN et al, 2003). Para que isso aconteca temos a desorganizacao dos
nucleossomos, onde histonas sdo removidas e substituidas por protaminas, formando as
estruturas toroidais ou toroides (OLIVA, CASTILLO, 2011).

Ainda no epitélio germinativo, existem as células de Sertoli. Essas células sdo conectadas
por firmes jungdes 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 formagdo do espermatozoide
no compartimento apical. Assim, no compartimento apical, os espermatozoides em formagao nao
entram em contato com outras substancias oriundas da difusdo do sangue, evitando a auto

eliminagdo dessas células pelo organismo (HOLSTEIN et al, 2003).

2.3 Cromatina

Cromatina ¢ o complexo de DNA, RNA e proteinas que se encontra dentro do ntcleo nas
células eucarioticas. Nas c€lulas somaticas, as histonas sdo as principais proteinas encontradas
na sua composi¢do. A unidade basica da cromatina das células somaticas ¢ o nucleossomo,
formado por um octamero de histonas (duas histonas H2A, duas H2B, duas H3 e duas H4) ao
redor do qual estdo duas voltas de DNA dupla-hélice (= 147 pares de bases) (RAVAZI, 2017).
Assim as principais mudancas que acontecem no nucleo durante a espermatogénese sdao por
conta da reorganizacdo da cromatina (ZHAO 2001), principalmente pela substituicdo das
histonas por protaminas, as proteinas que interagem com o DNA formando estruturas mais
condensadas chamadas de toroides (BALHORN et al., 2000).

A unidade bésica 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 protegdo e manutengdo da estabilidade do DNA

(BALHORN, 1982).
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2.3.1 Protaminacao

Durante o processo de espermiogénese, o principal evento € a substitui¢do das histonas
por protamina, isso ¢ importante, pois um espermatozoide normal deve ter a cromatina altamente
compacta e estavel (BALHORN, 2011). As protaminas desempenham vérias funcdes, entre elas
condensar o material genético, tornando mais compactado e alterando a forma da cabega,
tornando o espermatozoide mais hidrodinamico. Atua também na protecao do material genético
contra a acao de agentes oxidantes e mecanicos, permite a reprogramacao do material genético
pelo ovdcito, estd envolvida no “imprinting” paterno durante a espermatogénese e ainda atua

como verificador durante a espermatogénese (BELETTI, 2013).

2.3.2 Técnicas e validacdo de analise de cromatina

O método mais utilizado para identificar alteragdes na estabilidade da cromatina ¢ a
analise da estrutura da cromatina espermatica baseado na avaliagdo por citometria de fluxo da
coloracdo com laranja de acridina (OSTERMEIER et al.,2001). Esse método se baseia na
avaliagdo da suscetibilidade do DNA a desnaturagdo pelo acido ou calor. Com espermatozoides
corados com laranja de acridina e com o auxilio do citometro de fluxo, € possivel quantificar os
espermatozoides de acordo com a fluorescéncia emitida pela reacdo do corante com o DNA.
Assim espermatozoides com cromatina normal emitem fluorescéncia verde e aqueles com
cromatina anormal, fluorescéncia vermelha. O citdometro de fluxo, além de apresentar um alto
custo, ndo permite uma avaliacdo concomitante da cromatina e da morfologia do espermatozoide

(BELETTI, 2013).

2.4 Azul de toluidina

O Azul de toluidina (AT), ¢ outro método utilizado para identificar alteracdes da
cromatina e que permite avaliagdo concomitante da morfometria espermatica (BELETTI,
COSTA, 2003; BELETTI, MELLO, 2004, BELETTTI et al., 2005). Este corante catidonico possui
o fendmeno de metacromasia, ou seja, ocorre alteracdo de cor induzida pela ressonancia de
elétrons entre as moléculas do corante (MELLO, 1982).

As moléculas do corante do AT se ligam aos fosfatos de DNA, que ndo estejam

bloqueados por protaminas. No espermatozoide com cromatina normal a maior parte dos
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fosfatos estdo bloqueados por protamina e poucas moléculas de corante se ligam ao DNA,
existindo pouca ressondncia de elétrons da molécula de corante, fazendo com que o
espermatozoide se core em verde. Ja os espermatozoides com alteracdes na cromatina possuem
maior numero de fosfatos livres onde um maior nimero de moléculas de corante se ligam e
consequentemente, ocorre mais ressonancia de elétrons, gerando a metacromasia, visualizada
como uma cor variando de azul escuro a magenta (BELETTI, 2013).

A metacromasia induzida, que nada mais € que o aumento da sensibilidade da reagdo por
hidrolise acida antes da coloracdo, retira parte das protaminas, resultando na exposi¢do dos
fosfatos de DNA. Aqueles espermatozoides com a cromatina normal, ou seja, altamente
compactada, sdo pouco afetados pela hidrolise e continuam apresentando uma colora¢ao azul
claro. Os que apresentam alteracdes 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 ou magenta.

2.5 Identificacgao e classificacdo das alteracoes de cromatina

Com a utilizagdo da técnica de coloracdo com azul de toluidina seguida por andlise de
imagem computacional é possivel realizar identificacdo das areas com descompactacdo de
cromatina, possibilitando criar classes de alteragdes cromatinicas de acordo com a localizagdo da
descompactagdo. Souza et al. (2018) criou uma metodologia baseada em Beletti et al. (2005).
Assim, as alteracdes cromatinicas foram divididas em: Normal, sem areas de descompactacao;
DB, descompactagdo na base; DMB, descompactacdo na metade basal; DEC, descompactacgao
no eixo central; DT, descompactacdo total; DD, descompactagdo dispersa; DA, descompactacao
na regido apical.

A coloragdo com azul de toluidina seguida de analise de imagem computacional permite
ainda a analise morfométrica da cabega do espermatozoide. Com o auxilio de softwares pode-se
analisar diversos fatores que vao influenciar na morfologia da cabe¢a do espermatozoide, entre
eles, area, perimetro, largura, comprimento, elipsidade, razdo largura comprimento, fator de
forma, simetria latero-lateral, simetria antero-posterior e as primeiras harmonicas da
transformada integral de Fourier (Fourier 0, Fourier 1 e Fourier 2) (BELETTI, COSTA, 2003).

Area, largura, perimetro e comprimento sio as principais medidas consideradas na
andlise do espermatozoide para identificar alteragdes morfologicas. A relagdo
largura/comprimento ¢ uma derivagdo das primeiras andlises morfologicas (BELETTI et al,

2005). Elipsidade quantifica o alongamento da cabega. Fator de forma indica um desvio no
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contorno da cabeca (BELETTI et al.,, 2004). Fourier 0 correspondem a magnitude da
transformada de Fourier obtida a partir do contorno do objeto (cabega do espermatozoide) em
andlise. Ou seja, Fourier 0 estd relacionado com o tamanho total dos espermatozoides. Fourier 1
esta associado com a esfericidade da porcao anterior do cabeca do espermatozoide. Fourier 2
representa a elongagao da cabega do espermatozoide (BARTH,1989). Simetria lateral identifica a
simetria ao longo da cabega do espermatozoide, pode ser utilizada como um indicativo da
hidrodindmica do espermatozoide (GAMA-CAMPOS et al, 2013). Simetria antero-posterior

analisa o eixo secundario da cabega do espermatozoide, influencia também na hidrodinamica.

2.6 Analises computacionais

O uso da analise de imagens computacionais se tornou uma importante ferramenta no
ambito das pesquisas. As analises computacionais ampliaram a sensibilidade e objetividade das
avaliagds de esfregacos corados com azul de toluidina e permitem avaliar os espermatozoides
um por um. Isso possibilita uma andlise detalhada do estudo das alteracdes da cromatina
espermatica. Varios estudos utilizando andlises computacionais de imagens vém sendo
realizados a fim de analisar a cromatina espermatica (BELETTI, MELO., 2004; NAVES et al.,
2004; BELETTI et al., 2005; SILVA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009; OLIVEIRA et al.,
2011; KANAYAMA; BELETTI, 2011; CAMPOS et al., 2013; SOUZA et al., 2018)

O uso de andlise de imagem assistida por computador ¢ importante, pois elimina a
subjetividade inerente a outros métodos, além de permitir um estudo detalhado das alteragdes da
cromatina, ajudando a identifica-las e classifica-las de acordo com a localizagdo (SOUZA et al.,

2018).

2.7 Relagao integridade da cromatina e fertilidade

Espermatozoides que apresentam graves alteragdes cromatinicas podem apresentar
alteragdes na forma da cabeca e, consequentemente, na sua hidrodindmica, isso acaba por
interferir na motilidade e no processo de fecundagdo. Alteragdes menos graves podem até nao
interferir na motilidade, porém os danos no DNA impossibilitariam a unido dos prdé-nucleos
masculinos e femininos, inviabilizando o zigoto. Aqueles com alteracdes mais leves podem nao
interferir no processo de fecundacdo e no desenvolvimento embrionario inicial, entretanto, as
etapas posteriores do desenvolvimento embrionario podem se apresentar comprometidas. Menos

frequente, a gestagdo pode até chegar a termo, porém os neonatos apresentariam alteragcdes
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genéticas de diversos tipos (BELETTI, 2013). Existe um conjunto de evidéncias que suportam a
ideia de que a integridade da cromatina espermatica ¢ importante ndo apenas para a fertilizacao,

mas também para o desenvolvimento embrionario normal (WARD, 2009).

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a compacta¢do da cromatina durante a maturagao do espermatozoide no epididimo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Correlacionar caracteristicas morfométricas da cabeca dos espermatozoides com a
compactagdo da cromatina

2- Correlacionar caracteristicas morfométricas da cabeca dos espermatozoides com a maturagao
epididimaria

3- Correlacionar caracteristicas da compactacao da cromatina com a maturagao epididimaria
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencao das amostras

O aparelho reprodutivo de touros mesticos (n=5) em idade reprodutiva, (> 36 meses)
foram coletados apds o abate em frigorifico e transportados ao laboratério dentro de 1 hora. No
laboratorio as seguintes estruturas foram isoladas com o auxilio de pingas e bisturi: testiculos,
cabeca, corpo, e cauda do epididimo e ducto deferente. Em seguida, cada regido foi delimitada
por meio de ligadura com fio de sutura e posteriormente seccionada para a coleta de amostras de

espermatozoide.

Para obten¢do dos espermatozoides, as estruturas isoladas foram seccionadas, lavadas
com 5 ml de solugdo fisiolégica. Em seguida o material era centrifugado (5 minutos; 1000 rpm),

e ressuspendido em solucdo fisiologica.

4.2 Confecgoes das laminas

Apbs a obtengdo dos espermatozoides, 3 esfregacos de cada regido foram feitos e fixados
em etanol-4cido 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. Posteriormente os
esfregacos foram hidrolisados em &cido cloridrico 4N por 20 minutos e lavados em agua
destilada. Apods a secagem, foi colocada uma gota de Azul de Toluidina 0,025%, em tampao
acido citrico-fosfato (tampao Mcllvaine) pH 4,0 sobre os esfregacos, cobertos com laminula e

apos trés minutos, foram fotografadas em microscopio de luz convencional.

4.3 Analise computacional das imagens

As analises de imagens computacionais foram divididas em trés etapas: segmentacao das
cabecas, classificacdo dos tipos de alteragdo da cromatina e analise quantitativa da

descompactacao e heterogeneidade de cromatina.

Imagens digitais de pelo menos 100 espermatozoides foram capturadas dos esfregacos,
utilizando-se um microscopio (Leica DM500) acoplado a um sistema de captura de imagens

(Leica ICC50), com objetiva de imersao de100 X.
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4.3.1 Segmentac¢ao das cabecas dos espermatozoides.

Inicialmente as imagens digitais foram segmentadas por limiarizagdo (thresholding),
onde foi obtida uma imagem denominada de méscara. A mdscara ¢ uma imagem binaria, com
apenas dois tons de cores, (preto e 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, a mascara
permite separar cada cabeca de espermatozoide contido nas imagens originalmente capturadas

no microscopio. Em seguida, ¢ possivel mensurar o numero e valores de pixels e,

consequentemente, identificar os tipos de alteracdes da cromatina.

As imagens utilizadas para definir as regides de alteracdes passaram por processamento
de imagem utilizando técnica matemadtica, chamadas de Operagdo de Erosdo. Essa técnica
permite descartar os pixels no perimetro da cabeca do espermatozoide e suavizar as imagens.
Essas imagens foram usadas para identificar e segmentar as cabegas de espermatozoides de cada
lamina para, em seguida, serem processadas por programas desenvolvidos em linguagem
MATLAB e executadas no OCTAVE, obtendo assim a area total de cada cabeca, e delimitando

area e regido com descompactacdo da cromatina (CRUZ et al., 2014).

4.3.2 Classificacao quanto aos tipos de altera¢do da cromatina

Imagens de cada cabeca de espermatozoide foram processadas no software Octave que
selecionou automaticamente as 20 cabeg¢as com mais compactadas (mais claras). A média dos
valores de pixel dessas 20 cabegas foram consideradas como valor padrdo e valores menores que
essa média indicam altera¢des. Em seguida, foi calculado um limiar de cada cabega usando esses
valores como referéncia e a regido que fosse menor que essa média foi delineada pelo software.
A imagem resultante foi suavizada, usando um filtro Gaussiano (sigma= 2, raio= 2,5) para
reduzir o ruido e melhor delimitar a regido alterada. Finalmente o delineamento foi realizado

pela demarcacdo de linhas brancas definindo a regido.

Dessa forma, tipos de alteracdo de cromatina de acordo com a localizacio da
descompactagdo foram determinados (SOUZA et al, 2018). Resumidamente as alteragdes
cromatinicas foram divididas em: (1) Descompactagdo na base (DB), atinge no maximo o ter¢o
basal da cabeca; 2)Descompactagdo na metade basal (DMB), além do tergo basal, atinge também

até¢ dois tercos da cabeca; 3)Descompactacdo no eixo central (DEC), ocorre em todo o eixo
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central sem atingir as laterais da cabeca;4)Descompactacao total (DT), a cabega como um todo
esta descompactada; S)Descompactacdo dispersa (DD), areas de descompactacdo dispersas na
cabeca do espermatozoide; 6) Descompactacdo na regido apical (DA), atinge a regido apical da
cabeca do espermatozoide; Normal (NORMAL), auséncia de areas de descompactagao.

(FIGURA 1). Todas as classificagdes foram realizadas pelo mesmo avaliador.

Figura 1, Tipos de alteragdes de cromatina. Normal, sem areas de descompactacido; DB,
descompactagdo na base; DMB, descompactacdo na metade basal; DEC, descompactagdo no
eixo central; DT, descompactacao total; DD, descompactacao dispersa; DA, descompactagdo na
regido apical.

4.3.3. Descompactacio e heterogeneidade da cromatina

Para avaliagdo da descompactacao e heterogeneidade da cromatina, imagens das cabegas
espermaticas foram transformadas em tons de cinza. Os valores médios dos pixels das cabecas-
padrdo foram determinados automaticamente pelo software (as vinte cabecas mais claras e
homogéneas). A média dos valores de pixel destas cabecas foi considerada como o valor de
referéncia da coloragdo normal dos espermatozoides (cabegas-padrao). Depois, para cada
imagem, a diferenca entre o valor médio das cabegas-padrdao e o valor médio de cada cabega

analisada foi determinada. Esta diferenca foi transformada em porcentagem do valor médio das
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cabecas padronizadas, caracterizando quantitativamente a intensidade da descompactacao da
cromatina de cada cabeca avaliada. O coeficiente de variacdo dos niveis de cinza de cada cabega
também foi calculado, caracterizando quantitativamente a heterogeneidade da cromatina, ou seja,

a variacado da compactagdo cromatinica em toda extensdo da cabeca do espermatozoide

(BELETTI et al., 2005).

4.4. Analises estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa Sigma Plot 11 (Systat
Software Inc., USA). O teste Qui-quadrado foi utilizado para estabelecer a porcentagem dos
diferentes tipos de alteragdes de cromatina nas regides analisadas. Para determinar o coeficiente
de correlagdo (r) entre as medidas morfométricas utilizaou-se o teste de correlagdo de Spearman.
A mensuracdo de pardmetros morfométricos, descompactacdo e heterogeneidade entre as regides
foram feito através do teste Anova (analise de variancia) post roc test, Dunn’s Method, sem
distribuicdo normal foi feito o teste Kolmogorov Sminov. Para produzir um conjunto menor de
variaveis ndo correlacionadas a partir do maior conjunto, utilizou-se a analise de componentes
principais, essa abordagem permite que diversas varidveis sejam resumidas em alguns
componentes principais (fatores) que explicam a variancia total de uma matriz de dados. Além
disso, um método de rotagdo varimax foi utilizado para identificar as varidveis mais relevantes

que podem ser correlacionadas com cada fator.
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5. RESULTADOS

Espermatozoides (n = 7010) coletados de diferentes regides (tubulo seminifero, n = 482;
cabeca do epididimo, n = 1635; corpo do epididimo, n = 1240; cauda do epididimo, n = 2388 e
ducto deferente, n = 1265) do aparelho reprodutor bovino foram analisados em relacdo aos
parametros morfométricos da cabeca espermatica (area, perimetro, largura, comprimento, razao
largura comprimento, elipsidade, fator forma, Fourier 0, Fourier 1, Fourier 2, simetria latero-
lateral e simetria anterior-posterior), descompactagdo e heterogeneidade da cromatina.

No geral, espermatozoides do tiibulo seminifero apresentaram menor (P < 0,05) area,
perimetro, largura, comprimento, elipsidade, e harmodnicas de Fourier (FO, F1 e F2) quando
comparados aos do epididimo (cabega, corpo e cauda) e ducto deferente (Tabela 1). A simetria
latero-lateral foi maior (P < 0,05) nos espermatozdides coletados do ducto deferente em
comparagdo as demais regides avaliadas, exceto para a cabeg¢a do epididimo (P > 0.05). Os
pardmetros razao largura/comprimento, fator forma e simetria anterior-posterior foram maiores
(P < 0,05) nos espermatozoides do tubulo seminifero em relagdo aos do ducto deferente. Em
adigdo, a area e o Fourier FO apresentaram correlacdo positiva (P < 0,0001) na medida em que os
espermatozoides avangam ao longo do aparelho reprodutivo (sentido tubulo seminifero - ducto
deferente) (Figura 2AB)

A andlise da descompactagdo e heterogeneidade da cromatina (Figura 3) demonstrou que
ambos os parametros decresceram (P < 0,05) no decorrer do processo de maturagdo espermatica.
Dessa forma, a descompactacdo e heterogeneidade foram maiores (P < 0,05) no tabulo
seminifero em relagdo as demais regides avaliadas e associadas negativamente (P < 0,0001) com
a migracdo ao longo do aparelho reprodutivo (Figura 2CD).

A Tabela 2 apresenta a correlacdo (cargas fatoriais) entre os principais fatores extraidos
(Fatores 1 e 2) pela andlise de componentes principais € os parametros mofométricos
espermaticos avaliados em cada regido do aparelho reprodutor. A analise de componentes
principais permite que diversas variaveis sejam resumidas em alguns componentes (fatores) que
explicam a variancia total de uma matriz de dados (MARTINEZ-PASTOR, 2005). Dessa forma,
considerando cargas fatoriais acima de 0,52 observou-se que os parametros area, perimetro,
largura, comprimento e Fourier FO contribuiram para a variacdo do Fator 1 em todas as regides
avaliadas, exceto na cauda do epididimo. A razdo largura/comprimento e elipsidade contribuiram
em todas as regides analisadas para o Fator 2. A descompactagdo e heterogeneidade da
cromatina influenciaram o Fator 2 no tibulo seminifero e o Fator 1 na cabeca e cauda do
epididimo. No geral, os Fatores 1 e 2 representaram no minimo 34,7 e 20,6%, respectivamente

da variabilidade total dos pardmetros morfométricos.
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Tabela 1. Parametros morfométricos (média + e.p.m) da cabega de espermatozoides coletados em diferentes regides (tubulo seminifero, cabeca, corpo e cauda do

epididimo; ducto deferente) do aparelho reprodutivo bovino.

A@m?) P@um) L@um) C@um) L/C E FF FO F1 F2 SLL SAP
Tabulo seminifero 38,392 19814 4202 7,06 058852  02604% 0954  2731,00° 340404 303,994 096882 093774
(n = 482) +039  +0,1 +£0,02  +£0,03  +0,001 +0,04 +£0,04  +34,62 +7.,86 + 6,58 +0,001 +0,001
Cabega 45,188 21,758 4,52B 7918 05714 027358 0,954  3399,67B 430,86 " 363,738 0,9698 4B 0,9312 B
(n = 1635) +£0,15  +£004  +001 +£0,01 0,001 +0,001 +£0,001 £ 1439 +4,04 +3,89 +0,001 +0,001
Corpo 45068  21,89BC  447¢  799C  0,5604C  0,2826C 095  3561,50C  452,32°¢ 369,608 0,96874  0,9273 ¢
(n = 1240) +£0,19  +£005  +0,01  +£001 0,001 +0,001 +£0,001 +17,89 +£526 +4,78 +0,001 +0,001
Cauda 45498 2197C  446C  803C  0,5567°  0,2859  0,94B  3640,01°  452,25°5C 363,558 0,9689A  0,9282B
(n = 2388) +0,15  +£004  +0,009 £0,01 0,001 +0,001 +£0,001 +17,18 +5,00 +3,85 +0,001 +0,001
Ducto 45528 21,95C  446C  802C  0,5569°  0,2854P  0094B  3612,73  427,62° 354,148 0,9705®  0,93208
(n = 1265) +0,17  +004  +001  +£0,01  +0,001 +0,001 +£0,001  +15,59 +4,12 +4,75 +0,001 +0,001

ABCDT etras diferentes dentro da coluna indicam significancia (P < 0,05).
A, area; P, perimetro; L, largura; C, comprimento; L/C, razdo largura comprimento; E, elipsidade; FF, fator forma; FO, Fourier 0; F1, Fourier 1; F2, Fourier 2; SLL,

simetria latero-lateral; SAP, simetria anterior-posterior
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Figura 2, Associagao da (A) area, (B) Fourier-F0, (C) descompactacao e (D) heterogeneidade da

cromatina com diferentes regides (tubulo seminifero; cabega, corpo e cauda do epididimo; ducto

deferente) do aparelho reprodutivo bovino, Cada ponto no grafico representa um espermatozoide

analisado (n = 7010), Para a realizagdo do teste de Spearmam as regides do aparelho reprodutivo

foram classificadas em: 1 = tibulo seminifero; 2 = cabeca, 3 = corpo, € 4 = cauda do epididimo;

e 5 = ducto deferente,



28

25 7
35

A
30 -

25 - B
20 +

15 -+

10 +

5_

0 - . .

Tibulo Cabega
sermnifern

20 4

15 4

A
B c D c
o - . . . .
Tubulo Cabaga Corpo Canda Ducto
samimfero

C
D C
Corpo Dructo

Cavda

Descompactagdo da cromatina
Heterogeneidade da cromatina
[
]

Figura 3, A) Descompactacio e B) heterogeneidade da cromatina (média + e,p,m) de
espermatozoide coletados de diferentes regides (tubulo seminifero; cabega, corpo e cauda do
epididimo; ducto deferente) do aparelho reprodutivo bovino,

A.-B.C.D 1 etras diferentes indicam significancia (P < 0,05),

Os resultados dos fatores principais foram exibidos em um grafico (Figura 4)
bidimensional com projecdes das varidveis morfométricas espermaticas (vetores) nos eixos
horizontal (Fator 1) e vertical (Fator 2). Os angulos entre os vetores indicam as correlagdes entre
as variaveis e o comprimento do vetor indica a contribui¢do da variavel sobre a variancia total da
matriz de dados (LUCIO et al., 2016). Dessa forma, varidveis proximas uma da outra (por
exemplo, area e perimetro; Fourier FO e Fourier F1; Figura 4A) sdo positivamente
correlacionadas (r proximo de 1). No sentido ortogonal, (por exemplo, comprimento e
elipsidade; perimetro e razdo largura/comprimento; Figura 4B) ndo possuem correlacdo (r
proximo de 0); e no sentido oposto (por exemplo, elipsidade e razdo largura/comprimento;
Figura 4C), elas sdo negativamente correlacionadas (r proximo de -1). A contribui¢do de cada
variavel morfométrica dentro do Fator demonstrada na Figura 4 pode ser confirmada pelas

cargas fatoriais da Tabela 2.
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Tabela 2. fCorrelago entre os fatores (cargas) extraidos pela anélise de componentes principais e os parimetros morfométricos esperméticos avaliados em diferentes

regides do aparelho reprodutivo bovino.

Geral Tuabulo seminifero Cabeca Corpo Cauda Ducto

Fator 1 Fator2  Fator 1 Fator 2 Fator 1 Fator 2 Fator 1 Fator 2 Fator 1 Fator 2 Fator 1 Fator 2
A (nm?) 0,979* -0,044 0,978* 0,036 0,837* 0,404 0,942* 0,237 0,928%* 0,074 0,940%* 0,192
P (um) 0,957* 0,225 0,955* 0,179 0,853* 0,250 0,927* 0,085 0,844%* -0,155 0,904* 0,014
L (um) 0,924* -0,142 0,909* -0,267 0,687* 0,659* 0,810* 0,520 0,845% 0,363 0,816% 0,488
C (um) 0,872%* 0,358 0,907* 0,373 0,885%* -0,029 0,932%* -0,220 0,794* -0,418 0,887* -0,300
L/C 0,229 -0,560* 0,166 -0,886* 0,016 0,983* 0,101 0,966* 0,175 0,963* 0,166 0,961*
E -0,238 0,576*  -0,168 0,882%* -0,020 -0,981*  -0,105 -0,965*  -0,188 -0,962* -0,176 -0,959*
FF 0,457 0,346 0,344 -0,332 0,301 0,498 0,301 0,404 0,234 0,239 0,224 0,447
FO 0,615% 0,614*  0,679% 0,656* 0,730%* -0,411 0,740%* -0,567* 0,509 -0,666*  0,637* -0,652*
F1 0,370 0,733* 0,445 0,438 0,174 0,007 0,232 -0,146 0,201 -0,286 0,269 -0,177
F2 0,371 0,228 0,452 -0,164 0,369 -0,032 0,384 -0,094 0,339 -0,159 0,389 0,006
SLL -0,072 -0,286 0,036 0,053 -0,074 -0,195 -0,044 -0,293 0,050 -0,194 0,199 -0,182
SAP -0,118 -0,862* 0,078 -0,615* -0,054 0,214 -0,017 0,352 -0,012 0,405 -0,084 0,356
DC -0,089 0,040 -0,198 -0,735*  0,560* 0,057 0,356 0,176 0,570%* 0,063 0,378 0,240
HC -0,079 0,044 -0,131 -0,786*  0,585* 0,148 0,452 0,265 0,613* 0,227 0,386 0,225
Variancia 35,9 23,6 37,9 27,1 37,4 20,6 37,0 21,5 38,9 23,1 34,7 22,2
total (%)

A area; P, perimetro; L, largura; C, comprimento; L/C, razdo largura comprimento; E, elipsidade; FF, fator forma; FO, Fourier 0; F1, Fourier 1; F2, Fourier 2; SLL,
simetria latero-lateral; SAP, simetria anterior-posterior; DC, descompactacdo da cromatina; HC, heterogeneidade da cromatina, TAs cargas fatoriais foram

rotacionadas e consideradas vidveis quando r > 0,52,
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Figura 4, Proje¢Ges dos parametros morfométricos (vetores) extraidos pela analise de componentes
principais de acordo com diferentes regides do aparelho reprodutivo bovino, (A) Todas as regides
combinadas; (B) tibulo seminifero, (C) cabega, (D) corpo e (E) cauda do epididimo; e (F) ducto
deferente, Os eixos horizontais e verticais representam os Fatores 1 e 2, respectivamente, A, area; P,
perimetro; L, largura; C, comprimento; L/C, razdo largura comprimento; E, elipsidade; FF, fator forma;
FO, Fourier 0; F1, Fourier 1; F2, Fourier 2; SLL, simetria latero-lateral; SAP, simetria anterior-posterior;
DC, descompactacdo da cromatina; HC, heterogeneidade da cromatina,
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A distribuigdo do tipo de descompactacao da cromatina em espermatozoides coletados de
diferentes regides (tabulo seminifero; cabega, corpo e cauda do epididimo; ducto deferente) do
aparelho reprodutivo bovino foi analisada (Tabela 3). A propor¢ao de espermatozoides normais
(com auséncia de areas de descompactagdo de cromatina) foi menor (P < 0,05) nos tibulos
seminiferos em relagao as demais regides. Além disso, porcentagem superior (P < 0,05) de
espermatozoides com descompactagdo de cromatina na base (DB), metade basal (DMB) e no
eixo central (DEC) foi observado nos tibulos seminiferos quando comparado as outras regides
analisadas. Em relagdo a descompactagdo na metade basal, o corpo do epididimo foi o local onde
se encontrou a menor (P < 0.05) propor¢ao desse tipo de descompactagdo. Considerando a
frequéncia dos tipos de descompactacdo da cromatina dentro de cada regido avaliada, a
descompactagdo no eixo central foi proporcionalmente mais observada nos tibulos seminiferos e
cabega do epididimo, seguido da descompactagdo da base no corpo e cauda do epididimo e
ductos deferentes. A descompactagao dispersa foi maior (P < 0,05) na cabega e corpo do
epididimo em relagdo a cauda e ducto deferente. A descompactagdo apical foi semelhante (P >
0.05) entre as regides analisadas.

O tipo de descompactacdo da cromatina influencia parametros morfométricos da cabega
de espermatozoide (Tabela 4). Cabegas que possuem descompactacdo total apresentam menor
area, por outro lado, os que apresentam descompactagdo dispersas t€ém uma area maior. As
células com descompactagdo na base, na metade basal, eixo central e descompactagdo apical sao
semelhantes em relagdo a area. O perimetro, largura e comprimento seguem o mesmo modelo,
ou seja, apresenta os menores valores na descompactacgao total e os maiores nos espermatozoides
que apresentam descompactagcdo dispersa. Em relagdo aos Fourier (FO, FI1, F2), os
espermatozoides que apresentam a descompactacao total sempre mostram os menores valores.

A descompactagdo e heterogeneidade foram quantificadas dentro dos diferentes tipos de
alteracdes de cromatina (Figura 5). Como esperado, a descompactacao foi maior (P < 0,001) nos
espermatozoides que apresentaram a classificacdo descompactagdo total (DT) em relagdo aos
demais tipos. A heterogeneidade seguiu o mesmo padrdo, sendo superior (P < 0,001) nos

espermatozoides com classificacdo DT em comparacao aos demais.
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Figura 5, Mensuragao dos niveis de (A) descompactagdo e (B) heterogeneidade (média + e,p,m)
dentro dos diferentes tipos de alteragdes de cromatina em espermatozoides bovino,

ABCDE ] etras diferentes indicam significancia (P < 0,001),
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Tabela 3, Distribui¢ao do tipo de descompactacdo da cromatina em espermatozoides coletados de diferentes regides (tubulo seminifero; cabega, corpo

e cauda do epididimo; ducto deferente) do aparelho reprodutivo bovino,

Normal DB DMB DEC DT DD DA
Tabulo 4794 9,74 3,14 18,67 17,6 1,8 5¢ 1,04
seminifero (231/482) (47/482) (15/482) (90/482) (85/482) (9/482) (5/482)
Cabeca 84,08 4,78 0,5 7,18 0,2 BC 2,8€ 0,34
(1374/1635) (78/1635) (9/1635) (117/1635) (4/1635) (47/1635) (6/1635)
Corpo 86,9 € 5,78¢ 0,08 42¢ 0,08 B 2,5€ 04 A
(1078/1240) (71/1240) (1/1240) (53/1240) (1/1240) (31/1240) (5/1240)
Cauda 87,5¢ 6,5¢ 0,9 3,8€ 0,04 B 0,64 0,44
(2090/2388) (156/2388) (23/2388) (92/2388) (1/2388) (16/2388) (10/2388)
Ducto 85,7 BC 6,7°¢ 0,78 4,7°¢ 0,4 ¢ 1,18 0,34
(1084/1265) (85/1265) (10/1265) (60/1265) (6/1265) (15/1265) (5/1265)

ABCT etras diferentes dentro da coluna indicam significancia (P < 0,05),
Normal, Sem areas de descompactacao; DB, descompactacdo na base; DMB, descompacta¢do na metade basal; DEC, descompactagao eixo central; DT,

descompactagdo total; DD, descompactagdo dispersa; DA, descompactacdo na regido apical,
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Tabela 4, Efeito do tipo de descompactacdo da cromatina sobre os parametros morfométricos (média + e,p,m) da cabega do espermatozoide bovino,

A (um?) P (pm) L (um) C (um) L/C E FF FO F1 F2 SLL SAP
Normal 44864 21,764 4457 7944 0,5616 * 0,2817 4 0,9479 A 351694 44354 360,24 0,9701 A 0,9289 A
(n=5857) +0,09 +0,02 +0,005 £0,008 =+0,0005 + 0,0004 + 0,0006 +9,03 +2.,56 +2,25 +0,0001 + 0,0004
DB 44924 21,904 4414 8,03°B 0,5498 B 0,2913 B 0,9465 * 366848 393,18 344248 0,9666 B¢ 0,9347 B
(n=437) +0,33 + 0,09 +0,02 +£0,03 + 0,001 + 0,001 + 0,002 + 30,60 +8,11 + 8,04 + 00,0009 + 0,001
DMB 45,654 21,814 45748 7924B  (,5775CE 0,2689 ¢E 0,9570 AB 3343,3 A€ 398,1 4B 356,54BC (9643 BCD (,9373 AB
(n=58) +1,23 +0,32 +0,07 £0,10 + 0,006 + 0,003 + 0,008 +92,57 + 18,71 +22,53 + 0,001 + 0,002
DEC 45,614 21,864 4558 7,9548  0,5753¢ 0,2709 ¢ 0,9600 B 3431,8 € 407,6 B 355,8 A€ 0,9653 B> 0,93378B
(n=412) +0,52 +0,14 +0,02 +£0,05 + 0,002 + 0,002 + 0,002 + 52,08 +11,72 + 8,90 +0,0008 + 0,001
DT 35308 18,73 B 4,13¢ 6,71 ¢ 0,6190 P 0,2371° 0,9514 AB 2236,6 © 250,8 € 308,58 0,9704 A4 0,9504 ¢
(n=97) +0,73 + 0,21 +0,05 £0,07 + 0,006 + 0,004 + 0,003 + 72,65 + 13,08 + 14,45 + 0,001 + 0,002
DD 49,51¢ 2292¢ 483D 823D 0,5862 F 0,2618 £ 0,9809 € 3551,1 AB¢ 438,548  3973¢ 0,9619 P 0,9357 AB
(n=118) +0,78 + 0,21 +0,05 +£0,05 + 0,004 + 0,003 + 0,008 + 55,90 + 19,98 + 16,84 + 0,001 + 0,002
DA 44324 21,644 446478  7.89ABD (5668 ABCE (2771 ABCE  (0,9551 ABC 34654 ABC 442 1 4B 3723 ABC (09634 ABD  (,931( ABC
(n=31) + 1,50 + 0,42 +0,07 £0,16 + 0,005 + 0,004 + 0,005 + 190,22 +34,44 + 24,67 + 0,003 + 0,004

ABCD.ET etras diferentes dentro da coluna indicam significancia (P < 0,05),

A, area; P, perimetro; L, largura; C, comprimento; L/C, razdo largura comprimento; E, elipsidade; FF, fator forma; FO, Fourier 0; F1, Fourier 1; F2,

Fourier 2; SLL, simetria latero-lateral; SAP, simetria anterior-posterior,

Normal, sem areas de descompactagdo; DB, descompactacdo na base; DMB, descompactacdo na metade basal; DEC, descompactagdao no eixo central;

DT, descompactagdo total; DD, descompactacdo dispersa; DA, descompactagcdo na regido apical,
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6. DISCUSSAO

Durante a maturacdo espermatica o DNA ¢ fortemente empacotado para protegé-lo até
o momento da fertilizagdo (WARD, 2009). Dessa forma, a integridade do genoma paterno
esta associada ao sucesso reprodutivo que envolve a fertilizacdo e o desenvolvimento
embriondrio (LUCIO et al., 2016). Neste sentido, estudos que possibilitem identificar o
padrdo de compactacdo da cromatina ao longo do trato reprodutivo e suas implicagcdes em
possiveis anomalias espermaticas sao de grande relevancia para o entendimento dos
mecanismos associados a fertilidade masculina. Este ¢ o primeiro estudo em bovinos que
avaliou o processo de compactacdo da cromatina durante a maturagdo espermatica. Além
disso, regides de descompactacdo da cromatina e sua frequéncia de distribuicdo foram
identificadas em diferentes regides do trato reprodutivo e correlacionadas com parametros
morfométricos da cabeca do espermatozoide.

Neste estudo, os espermatozoides do tibulo seminifero apresentaram menor area,
perimetro, largura, comprimento, elipsidade, ¢ harmoénicas Fourier (FO, F1 e F2) quando
comparados aos do epididimo e ducto deferente. Além disso, a area ¢ o Fourier FO
aumentaram a medida em que os espermatozoides migravam ao longo do trato reprodutivo
(sentido tubulo seminifero - ducto deferente). A descompactagdo e heterogeneidade da
cromatina foram maiores no tibulo seminifero e decresceram no epididimo e ducto deferente.
Durante a espermatogénese o DNA espermatico ¢ compactado por meio da substituicao das
histonas por protaminas (BALHORN et al. 2011). Como a cromatina € o principal constituinte
da cabeca espermatica, alteragdes durante o seu processo de compactagdo podem interferir nas
caracteristicas morfométricos da cabega (OSTERMEIER et al., 2001; LANGE-CONSIGLIO
et al., 2010; ENCISO et al., 2011; MANGIARINI et al., 2013). Neste sentido, a associacao da
compactacdo cromatinica com morfometria da cabeca espermatica foram reportados
previamente em humanos (GOLAN, 1996), bovinos (BELETTI et al., 2005, SILVA et. al,
2008; HIDALGO et. al, 2009; NAGY et al., 2013), equinos (PHETUDOMSINSUK et al.,
2008; MORELL et al., 2012) e suinos (GADEA, 2005). Os achados observados no presente
estudo possibilitaram o monitoramento das caracteristicas morfométricas (A, P, L, E, FO, F1,
F2) e da cromatina (descompactagdo e heterogeneidade) e sugere que existe uma relagio
inversa entre estes parametros durante a maturagdo espermatica, ou seja, espermatozoides
mais imaturos possuem cromatina mais frouxa e heterogénea e possuem menor area,
perimetro, largura, elipsidade e harmoénicas de Fourier. A principio isso pode parecer

incoerente, pois espermatozoides com cromatina frouxo deveriam ser maiores. No entanto, a
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analise realizada no presente trabalho ¢ bidimensional (dimensdes X e Y), ndo avaliando a
dimensao Z (profundidade). Desta forma,

A andlise de componentes principais permitiu reduzir os diversos parametros
morfométricos analisados em fatores (Fator 1 e 2) que explicam a variancia total de um
conjunto de dados (MARTINEZ-PASTOR, 2005). No geral, a area, perimetro, largura,
comprimento, e Fourier 0 contribuiram dentro do Fator 1, enquanto a razao
largura/comprimento e elipsidade contribuiram para o Fator 2. A descompactacdo e
heterogeneidade da cromatina contribuiram dentro do Fator 1 no epididimo (cabega e cauda) e
no Fator 2 no tibulo seminifero. Alteragdes nos parametros morfométricos primarios (A, P, L
e C) e harmonicas Fourier (FO, F1 e F2) comprometeram a fertilizagdo in vitro (referencia).
Além disso, a descompactacdo e heterogeneidade de cromatina ja foram associados com
reduzidas taxas de produgdo de blastocisto (LUCIO et al 2016) e observadas em maior
propor¢ao em amostras de s€émen de touros subférteis (SOUZA et al 2018). A utilizacdo de
analises multivariadas possibilitou a identificacdo acurada de parametros morfométricos que
contribuiram significativamente dentro dos Fatores extraidos. No geral, A, P, L, C e FO foram
responsaveis por aproximadamente 36% das alteracdes morfométricas da cabega espermatica,
enquanto a descompactacdo e heterogeneidade contribuiram aproximadamente 23% dentro do
Fator 2. Portanto, essas varidveis podem ser eletivas em abordagens laboratoriais para andalise
de sémen com intuito de associar parametros morfomeétricos e fertilidade.

Ao se analisar os tipos de descompactagdo da cromatina de acordo com a localizagao
na cabecga, observou-se que os espermatozoides apresentaram um mecanismo ordenado de
compactacdo durante a maturagdo espermatica. Incialmente, no tibulo seminifero e cabega do
epididimo, os espermatozoides apresentaram maior propor¢ao de descompactacdo total e no
eixo central. Em seguida, no corpo e cauda do epididimo e ducto deferente observou-se maior
frequéncia de descompactacdo na base da cabeca. Baseado nestes resultados ¢ possivel
deduzir que a compactagdo da cromatinica espermatica inicia-se durante a espermiogénese,
mas apos a espermiagdo (liberagdo dos espermatozoides na luz do tubulo seminifero) o
processo continua de forma ordenada intensificando inicialmente a compactacdo nas bordas
laterais, logo apds, na regido apical, depois na central e finalmente na regido basal da cabega
(FIGURA 6). Além disso, dentre as alteragdes avaliadas, a maioria (~80%) estava localizada
na base. Em outro trabalho, touros férteis e subférteis apresentaram propor¢ao semelhante de
espermatozoides com alteragcdes de cromatina na base quando avaliados pelo azul de toluidina
(SOUZA et al 2018). A maior propor¢ao de alteragdo na base pode ser justificada por

diferentes mecanismos: (1) na regido basal, onde estd localizado o anulo nuclear, as
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sequéncias de DNA nao sdo organizadas por toroides e, dessa forma, apresentam menor grau
de compactacdo e estabilidade e maior sensibilidade a alteragdes durante a maturacao
espermatica (WARD, COFFEY, 1989; BELETTI et al., 2004); (2) no epitélio seminifero, a
regido basal estd mais distante da juncdo entre a espermatide e a célula de Sertoli, a qual tem
papel importante sobre a condensacao da cromatina (BETTEGOWDA,e WILKINSON,
2010). Isso explicaria o fato dessa regiao ser a ultima a realizar o processo de compactacgao da

cromatina.

Figura 6, ordem de compactacdo da cromatina; (A) cromatina totalmente descompactada; (B),
cromatina compactada nas bordas; (C), cromatina compactada nas bordas e regido apical; (D),
cromatina compactada na regido central, bordas e apical; (E), cromatina descompactagdo
apenas na base; (F), cromatina totalmente compactada.

Sabemos ainda que diversos fatores patoldgicos influenciam o mecanismo de
compactacdo. Por exemplo, o aumento da temperatura acelera a passagem desses

espermatozoides no epididimo (GULFAM, 2012; BEDFORD, 1994), assim o processo de
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maturacdo ¢ afetado. No presente trabalho verificou-se a importancia da maturacao
epididimaria na compactacao cromatinica, justificando o aumento das alteragdes cromatinicas

espermaticas em animais submetidos ao estresse térmico testicular (LUCIO et al., 2016).

Este estudo demonstrou pela primeira vez a influéncia do tipo de descompactacao da
cromatina sobre os pardmetros morfométricos. Espermatozoides com descompactagdo total
apresentaram menor A, P, L, e C, enquanto o inverso foi observado nos espermatozoides com
descompactagdo dispersa. Prévio estudo com felinos (ALVES et al., 2018), demonstrou o
aumento da area da cabeca do espermatozoide durante o processo de maturagdo epididimaria,
dessa forma espermatozoides com descompactacdo total possuem menor area diferindo
daqueles com descompactacio dispersa (menor area). A descompactagdo e a heterogeneidade
vao diminuindo durante o processo de maturagdo, ou seja, dos tibulos seminiferos até o ducto
deferente. Conforme ja discutido, espermatozoides localizados no tibulo seminifero
apresentam pouca compactagdo, deixando a célula com tendéncia a ser mais esféricas. Dessa
forma, ao se analisar em duas dimensdes apresenta uma darea menor. Ao contrario,
espermatozoides que passaram pelo processo de compactagdo possuem uma conformagao
mais plana (achatada), consequentemente, possui maior area (BELETTI et al., 2005).

Os resultados do presente trabalho mostram que mesmo ap6s a maturagdo epididimaria
ainda existem espermatozoides com alteracdes de cromatina, pois no canal deferente 85,7%
dos espermatozoides sdo normais, mas 6,7 % apresentam descompactacdo na base e 0,4%
ainda apresenta descompactagdo total. Faz-se necessario novos estudos para determinar se
esta quantidade destes tipos de alteracdes pode prejudicar a fertilidade do touro.

Ao identificar as areas descompactadas, classifica-las, observar a frequéncia com que
elas ocorrem nas diferentes regides do aparelho reprodutor e correlacionar com a influencia na
morfologia da cabega do espermatozoide, podemos assim compreendermos o mecanismo de
compactagdo da cromatina. A partir dai, com o dominio do processo teremos a capacidade de

correlacionar esses parametros com a fertilidade de touros.



39

7. CONCLUSAO

Ao estudar a descompactagdo da cromatina em diferentes regides do aparelho

reprodutor masculino, ficou claro que a maturacdo epididimaria é importante para a

compacta¢do da cromatina e consequentemente, para a morfologia final dos espermatozoides.
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