UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

MATHEUS VICENTE DA SILVA

TECNICAS DE IDENTIFICACAO DE DEFEITOS DA CROMATINA ESPERMATICA
DE TOUROS (Bos taurus) E SUA CORRELACAO COM A EFICIENCIA DA
PRODUCAO in vitro DE EMBRIOES (PIVE)

UBERLANDIA
2022



MATHEUS VICENTE DA SILVA

TECNICAS DE IDENTIFICACAO DE DEFEITOS DA CROMATINA ESPERMATICA
DE TOUROS (Bos taurus) E SUA CORRELACAO COM A EFICIENCIA DA
PRODUCAO in vitro DE EMBRIOES (PIVE)

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
graduagdo em  Ciéncias  Veterinarias.
Mestrado, da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de
Uberlandia, como requisito parcial a obtengao
do titulo de mestre em Ciéncias Veterinarias.

Area de Concentracdo: Producdo Animal

Linha de pesquisa: Biotécnicas e eficiéncia
reprodutiva

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Emilio Beletti

UBERLANDIA
2022



Ficha Catalografica Online do Sistema de Bibliotecas da UFUcom
dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

5586
2022

Silva, Matheus Vicente da, 1994-

Técnicas de identificagcdo de defeitos da cromatina
espermatica de touros (Bos taurus) e sua correlagdo com
a eficiéncia da produgéo in vitro de embrides (PIVE)
[recurso eletrbnico] / Matheus Vicente da Silva. - 2022.

Orientador: Marcelo Emilio Beletti.

Dissertacao (Mestrado) - Universidade Federal de
Uberlandia, Pés-graduacao em Ciéncias Veterinarias.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://doi.org/10.14393/ufu.di.2022.361

Inclui bibliografia.

Inclui ilustragoes.

1. Veterinaria. |. Beletti, Marcelo Emilio,1964-,
(Orient.). Il. Universidade Federal de Uberlandia. Pés-
graduacgéo em Ciéncias Veterinarias. lll. Titulo.

CDU: 619

Bibliotecarios responsaveis pela estrutura de acordo com o AACR2:

Gizele Cristine Nunes do Couto - CRB6/2091
Nelson Marcos Ferreira - CRB6/3074



http://doi.org/10.14393/ufu.di.2022.361

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Secretaria da Coordenacdo do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias
BR 050, Km 78, Campus Gldria , Uberlandia-MG, CEP
38400-902 Telefone: (34) 2512-6811 -
www.ppgcv.famev.ufu.br - mesvet@ufu.br

g

ATA DE DEFESA - POS-GRADUACAO

Programa de
Pés-Graduagdo  |CIENCIAS VETERINARIAS - PPGCVET
em:
|Defesa de: [DISSERTACAO DE MESTRADO ACADEMICO PPGCVET N2 10/2022
Hora d
|Data: 27 de julho de 2022 Hora de inicio: 14:00 orade 17:55
encerramento:

Matriculado 15415 MEvo10
Discente:
Nome do

) [MATHEUS VICENTE DA SILVA
Discente:
Titulo do TECNICAS DE IDENTIFICACAO DE DEFEITOS DA CROMATINA ESPERMATICA DE TOUROS (Bos
Trabalho: taurus) E SUA CORRELACAO COM A EFICIENCIA DA PRODUGCAO in vitro DE EMBRIOES (PIVE)
Area d R

reade IPRODUCAO ANIMAL
|concentra<;ao:
Linha de , .

. [BIOTECNICAS E EFICIENCIA REPRODUTIVA

pesquisa:
Projeto de N
Pesquisa de FATORES AMBIENTAIS E NUTRICIONAIS QUE AFETAM A EFICIENCIA PRODUTIVA E REPRODUTIVA

esquisa DE ANIMAIS DE INTERESSE ZOOTECNICO
vinculagdo:

Reuniu-se por Videoconferéncia (meio eletronico), na Universidade Federal de Uberlandia, a BancaExaminadora,
designada pelo Colegiado do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Veterinarias, assim composta: Professores
Doutores: Elisa Sant'Anna Monteiro da Silva - FAMEV/UFU; Leticia Zoccolaro Oliveira - DCCV/UFMG e Marcelo
Emilio Beletti - ICBIM/UFU orientador do candidato.

Iniciando os trabalhos o presidente da mesa, Dr. Marcelo Emilio Beletti, apresentou a Comissdo Examinadora e o
candidato(a), agradeceu a presenca do publico, e concedeu ao Discente a palavra para aexposicdo do seu trabalho.
A duragdo da apresentagao do Discente e o tempo de arguicao e resposta foram conforme as normas do Programa.

A seguir o senhor(a) presidente concedeu a palavra, pela ordem sucessivamente, aos(as) examinadores(as), que
passaram a arguir o(a) candidato(a). Ultimada a arguicdo, que se desenvolveu dentro dos termos regimentais, a
Banca, em sessdo secreta, atribuiu o resultado final, considerando o(a) candidato(a):

Aprovado.

Esta defesa faz parte dos requisitos necessarios a obtengao do titulo de Mestre.

O competente diploma serd expedido apds cumprimento dos demais requisitos, conforme as normas do
Programa, a legislagao pertinente e a regulamentacdo interna da UFU.

Nada mais havendo a tratar foram encerrados os trabalhos. Foi lavrada a presente ata que apds lida eachada
conforme foi assinada pela Banca Examinadora.


http://www.ppgcv.famev.ufu.br/
mailto:mesvet@ufu.br
mailto:t@ufu.br

' seil

assinatura

i eletrbnica

seil

assinatura

i eletrbnica

il
sel
assinatura
eletrbnica

-
G
-

&

&

Documento assinado eletronicamente por Leticia Zoccolaro Oliveira, Usuario
Externo, em 27/07/2022, as 18:04, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no art. 62, § 12, doDecreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Marcelo Emilio Beletti, Professor(a) do
Magistério Superior, em 27/07/2022, as 18:07, conforme horario oficial de Brasilia,
com fundamento no art. 69,

§ 19, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Elisa Sant'anna Monteiro da Silva,
Professor(a) do Magistério Superior, em 28/07/2022, as 10:45, conforme horario
oficial de Brasilia, com fundamentono art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de
outubro de 2015.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
https://www.sei.ufu.br/sei/controlador_externo.php?

acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0, informando o cddigo
verificador 3745498 eo cédigo CRC B8B2DEO1.

Referéncia: Processo n? 23117.048467/2022-42 SEI n2 3745498


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
https://www.sei.ufu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://www.sei.ufu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

AGRADECIMENTOS

Agradeco inicialmente a DEUS, por me abengoar, proteger ¢ me dar a graga de viver.

Agradeco imensamente meus pais, Nerilda Maria da Silva e Romildo Peixoto Barbosa por

todo a dedicagao, amor, carinho e apoio ao longo da minha jornada até aqui.

Agradeco imensamente meu orientador, Marcelo Emilio Beletti, por me orientar,

aconselhar e por compartilhar seu conhecimento comigo.

Agradeco a minha namorada, Tarika Gongalvez do Carmo Oliveira, por seu amor, carinho

e companheirismo.
Agradeco aos alunos e colegas do laboratorio de Biologia da Reprodugao.
Agradego a todos colegas do laboratdrio histologia da UFU.

Agradego a Universidade Federal de Uberlandia e o Programa de Po6s Graduagdo em

Ciéncias Veterinaria.

Muito obrigado!



RESUMO

Atualmente os exames de s€men bovino fornecem um grau limitado de informacao de prognostica
e diagnodstica da fertilidade, o que demostra a necessidade de testes de funcdo espermatica,
incluindo analises da integridade da cromatina. Neste contexto, foi proposto avaliar o desempenho
de diferentes técnicas de identificagdo de defeitos de cromatina espermatica de touros (Bos taurus)
e correlacionar os resultados com a taxa de clivagem e a formagao de blastocisto nas rotinas de
producdo in vitro de embrides (PIVE), com intuito de se identificar os métodos mais eficientes,
de menor custo e de facil aplicagdo no campo e em laboratérios de reproducdo animal. Foram
utilizadas quatro amostras de sémen congeladas em meio TRIS-gema de quatro touros (Bos
taurus) Girolandos com diferentes graus de fertilidade. Essas amostras foram submetidas a
avaliagdo da cromatina espermatica por diferentes técnicas: avaliagdo visual e computacional de
esfregacos corados com azul de toluidina (AT) e com reagdo de Feulgen (RF), avaliagdo visual de
esfregacos corados com laranja de acridina (LA) em microscopia de fluorescéncia e microscopia
confocal de varredura a laser, avaliagdo em microscopia eletronica de transmissao (MET) e SCSA
(sperm chromatin structure assay). As mesmas amostras foram utilizadas em rotinas de produgao
in vitro de embrides, das quais foram calculadas as taxas de clivagem e blastocisto. Os resultados
obtidos em cada técnica foram correlacionados entre eles e com as taxas de clivagem e blastocisto.
De maneira geral, todos as alteragdes de cromatina identificadas por qualquer que seja o método,
apresentaram maiores correlagdes com a taxa de blastocisto do que com a de clivagem,
possivelmente porque as alteragdes cromatinicas interferem mais no desenvolvimento
embrionario inicial do que na capacidade fecundante dos espermatozoides. Dentre os métodos
testados, a avaliacdo de alteragdes de cromatina por microscopia eletronica de transmissdao (MET)
e a coloracao com laranja de acridina (LA) avaliado em microscopia de florescéncia e microscopia
confocal de varredura a laser foram os mais eficazes para identificar alteragcdes de cromatina que
interferem na eficiéncia da produgdo in vitro de embrides bovinos. No entanto, a MET ¢ de
altissimo custo. As técnicas que utilizam esfregacos corados com AT e Feulgen, mesmo sendo

menos eficazes que MET e LA, sdo as de menor custo e podem ser utilizadas com relativa eficécia.

Palavras-chave: azul de toluidina, laranja de acridina, Feulgen, microscopia eletronica de
transmissao, fertilidade



ABSTRACT

Currently, bovine semen tests provide a limited degree of prognostic and diagnostic information
on fertility, which demonstrates the need for sperm function tests, including analyses of chromatin
integrity. In this context, it is proposed to evaluate the performance of different techniques for
identifying sperm chromatin defects in bulls (Bos taurus) and to correlate the results with the
cleavage rate and blastocyst formation in routines of in vitro embryo production (IVP), with the
aim of identifying the most efficient, lowest-cost and easy-to-apply methods in the field and in
animal reproduction laboratories. Four samples of semen frozen in TRIS-yolk medium from four
Girolando bulls (Bos taurus) with different degrees of fertility were used. These samples were
submitted to sperm chromatin evaluation by different techniques: visual and computational
evaluation of smears stained with toluidine blue (TB) and with Feulgen reaction (FR), visual
evaluation of smears stained with acridine orange (AO) under fluorescence microscopy and
confocal laser scanning microscopy, evaluation in transmission electron microscopy (TEM) and
SCSA (sperm chromatin structure assay). The same samples were used in routine in vifro embryo
production, from which cleavage and blastocyst rates were calculated. The results obtained in
each technique were correlated with each other and with the cleavage and blastocyst rates. In
general, all the chromatin alterations identified by any method presented greater correlations with
the blastocyst rate than with the cleavage rate, possibly because the chromatin alterations interfere
more in the early embryonic development than in the fertilizing capacity of the embryos. sperm.
Among the methods tested, the evaluation of chromatin alterations by transmission electron
microscopy (TEM) and staining with acridine orange (AO) evaluated by fluorescence microscopy
and confocal laser scanning microscopy were the most effective to identifyin identifying
chromatin alterations. that interfere with the efficiency of in vitro bovine embryo production.
However, TEM is very expensive. The techniques that use smears stained with AT and Feulgen,
despite being less effective than TEM and AO, are the least expensive and can be used with

relative effectiveness.

Key-words: toluidine blue, acridine orange, Feulgen reaction, transmission electron
microscopy, fertility
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1. INTRODUCAO

Em mamiferos, o gameta masculino ¢ organizado morfologicamente em cabega ¢ cauda.
Sendo a regido da cabeca formada por acrossoma, nicleo e uma quantidade minima de citoplasma
(BELETTI, 2013). Durante a formacdo dessa célula, especificamente na espermiogénese, a
cromatina associada a proteinas chamadas de histonas passa por uma reorganizagao e se associa
a outro tipo de proteina chamada protamina (RATHKE et al., 2014). A troca de histonas por
protaminas confere a cromatina um grau de compactacao 20 vezes maior em relagdo a organizagao
inicial (BALHORN, 2007). Essa nova configuragdo ¢ capaz de silenciar a expressdo génica nas
regides protaminadas até que ela seja necessaria apds a fecundagdo, proteger a integridade do
DNA no trato reprodutivo masculino e feminino e reduzir o tamanho da cabega do
espermatozoide, melhorando as propriedades hidrodinamicas da célula (BRAUN, 2001).

A condi¢do integra da cromatina do espermatozoide ¢ importante para fecundacao,
implantacdo, embriogé€nese, placentagdo, a eficiéncia das tecnologias de reproducdo assistida e a
satide da prole ao longo de sua vida (SHAMSI et al., 2010; DADA, 2017). Segundo Kumaresan
et al. (2020), danos ao DNA espermatico possuem correlagdo negativa com a fertilidade de
machos, fecundagado ¢ o desenvolvimento embrionario.

A infertilidade do macho pode ser decorrente de espermatogénese defeituosa, inclusive
durante a remodelagdo da cromatina, de estresse oxidativo, de infec¢des subclinicas, de presenca
de anormalidades cromossomicas, de condi¢do genética constitutiva, de modificagdes genomicas,
tais como encurtamento telomero e estressores ambientais (ESTEVES et al., 2021).

Atualmente os diagnésticos androldgicos em touros se restringem em exames macro (cor,
volume e densidade) e microscopico (motilidade espermdtica, vigor, turbilhonamento,
concentragdo espermatica e analise de alteracdes morfoldgicas espermaticas). No entanto, esses
exames fornecem um grau limitado de informagdes prognosticas e diagndsticas da fertilidade
desses touros, o que demonstra a necessidade de testes de funcao espermatica, incluindo analises
da integridade da cromatina, a qual ¢ essencial para garantir a fertilidade do espermatozoide e
normalidade no desenvolvimento embrionario. (SHAMSI et al., 2010; EVENSON, 2016).

Portanto, ¢ de fundamental importancia conhecer a integridade da cromatina, devido sua
influéncia na capacidade fecundante do espermatozoide e em especial, no desenvolvimento
embriondrio. Para isso faz-se necessario identificar métodos eficientes de analise da cromatina
espermatica para maximizar o efeito da selecdo de machos para reprodugdo natural e em especial,
para fertilizacdo in vitro, buscando uma melhora no desenvolvimento inicial dos embrides.

Neste contexto, propde-se avaliar o desempenho de diferentes técnicas de identificacao de

defeitos de cromatina espermatica de touros (Bos taurus) e correlacionar os resultados com a taxa
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de clivagem e a formagdo de blastocisto nas rotinas de produgao in vitro de embrides (PIVE), com
intuito de se identificar os métodos mais eficientes, de menor custo e de facil aplicagdo no campo

e em laboratorios de reprodugao animal.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ESPERMATOGENESE

O processo de espermatogénese pode ser subdividido em trés fases: fase mitdtica de
amplificacdo, fase meidtica que garante um genoma haploide e uma fase p6s meiodtica também ¢
conhecida como espermiogénese (RATHKE et al., 2014). Durante a espermatogénese as células
sofrem transformagoes, como a perda da maior parte do seu citoplasma, formagao de um flagelo,
contencdo da expressdo genica, paralisacao da replicacdo do DNA e empacotamento da cromatina
no interior de um envelope nuclear (COLLAS; POCCIA, 1998).

A espermatogénese consiste em um processo complexo e dindmico de proliferacio e
diferenciagdo, portanto, resultando em uma transi¢do de espermatogdénia diploide para
espermatozoide haploide. Durante esse periodo ocorrera a substitui¢ao das histonas candnicas por
protaminas 1 e 2 no periodo de alongamento das espermatides e formagao dos espermatozoides

(LAMBARD et al., 2004).

2.2 ESPERMIOGENESE

Durante a espermiogénese, a maior parte das histonas nucleossomicas sao substituidas por
protaminas, sendo um processo de vdrias etapas. Primeiramente as histonas candnicas serdo
substituidas por variantes de histonas especificas ainda nos testiculos, em seguida elas serdo
substituidas por proteinas de transi¢do e finalmente por protaminas (NANASSY et al., 2011).
Além disso, muitas organelas redundantes e o citosol sdo eliminados, além de alterar sua
morfologia apresentando forma alongada. Como resultado da diferenciac@o, os espermatozoides
sdo liberados (espermiagdo), e a maturacao final ocorre no epididimo (BOERKE; DIELEMAN;
GADELLA, 2007). A cromatina de espermatozoides de mamiferos ¢ condensada de uma maneira
especifica ao tipo de célula, com intuito de adquirir prote¢do ao DNA durante o transito do trato

reprodutivo até fertilizacdo (WARD, 2010).

2.3 CROMATINA ESPERMATICA

A cromatina ¢ descrita como um complexo formado por DNA e nucleoproteinas,
possuindo uma estrutura altamente organizada dentro do nucleo celular, capaz de fornecer

informacdes necessarias para a sobrevivéncia celular (GORDON et al., 2013). Protamina ¢ a
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principal nucleoproteina encontrada na cromatina de espermatozoides maduros, apesar da
existéncia de uma pequena porcentagem de histonas ligadas a cromatina, enquanto que em células
somaticas a histona ¢ a principal nucleoproteina (WARD; COFFEY, 1991).

As protaminas s3o pequenas proteinas carregadas positivamente, possuindo um nucleo rico
em arginina e residuos de cisteina; as moléculas de protaminas interagem com a fita dupla de DNA
por ligacdes eletrostaticas. Desta forma, proporcionando a compactagdo da cromatina
(NANASSY etal.,2011; AITKEN et al., 2022). Além disso, ligagdes covalentes enxofre-enxofre
(S-S) intra e interprotamina possuem papel crucial na estabilizagdo do DNA e compactacio da
cromatina em touros (DONKIN; BARRES, 2018). Essa reorganiza¢io dramatica da cromatina do
espermatozoide resulta em um pacote de cromatina mais rigido e transcricionalmente silenciosa
(NANASSY et al., 2011).

Existem dois tipos de protaminas, a protamina 1(PRMI1) e protamina 2 (PRM2)
(NANASSY et al., 2011). Maior estabilidade ao DNA espermatico se deve ao maior nimero de
residuos de cisteina na protamina 1, pois, a cisteina ¢ responsavel por forma ligagdes dissulfeto
intra e interprotaminas, resultando no aumento na rigidez da compactacdo da cromatina
espermatica (NI et al., 2016; HUTCHISON; RAU; DEROUCHEY, 2017). Em camundongos a
protamina 1 constitui cerca de 30% da composicao total de protaminas do espermatozoide
presente no epididimo (STEGER, 1999). J4 em bovinos, acredita-se que a compactacao cromatina
espermatica ¢ influenciada pelo predominio de PRM1 em relagdo a PRM2. Como mencionado
anteriormente, o predominio de PRM1 proporciona maior estabilidade a cromatina, devido a
ligacao dissulfeto inter e intra protaminas (HAMILTON et al., 2019; KUTCHY et al., 2019). Em
homens, a despropor¢@o entre PRM1 e PRM2 ¢ relacionada com alteragdo na fertilidade e baixos
resultados na fertilizacdo in vitro (NANASSY et al., 2011).

Conforme demonstrado por Savadi-shiraz et al. (2015), quantidade de PRM1, PRM2 e
proteina de transicao (TNP1 e TNP2) presente na cromatina possui relagcao significativa com a
morfologia do espermatozoide, concentracao espermatica e motilidade progressiva. Alteragao da
propor¢do de protaminas pode ser considerado um possivel indicador de anormalidades
proporcionadas devido a defeitos na espermiogénese e / ou perturbacdo de marcas epigenéticas
dentro do genoma paterno (NANASSY et al., 2011).

As histonas s@o um grupo de proteinas altamente basicas, ricas em residuos de lisina e
arginina, as histonas sdo classificadas em ligante (H1) e canonicas (H2A, H2B, H3 e H4)
(HAMAD, 2019). As quatro histonas candnicas interagem entre si de maneira ordenada durante a
montagem do nucleossomo (formando um octamero de histonas); além disso, existem variantes de
histonas canonicas e de ligagado (VENKATESH; WORKMAN, 2015). O nucleossomo ¢ envolto

por 160 pares de bases de DNA e um fragmento de DNA de ligagcdo, que juntamente com uma
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unica histona de ligacao, eles totalizam de 180—190 pares de bases de DNA (MEMILI; FIRST,
2000). Histonas canodnicas sdo produzidas durante a fase de sintese de DNA do ciclo celular, pelo
motivo de haver a necessidade de producao rdpida e massiva de histonas durante essa fase
(HENIKOFF; SMITH, 2015). A histona de ligacdo H1 tem capacidade de influenciar a condig@o
das dobras da cromatina, por meio da unido do nucleossomo com o DNA (YAN et al., 2003;
CATENA etal., 2006).

Nas células pos-meioticas, a estrutura nucleossomica da cromatina passa por uma
reorganiza¢do global em que a maioria das histonas ¢ removida, trocado com as chamadas
proteinas de transi¢do (TNP1/2), que sdo substituidas posteriormente pelas protaminas 1 e 2.
Mas, antes da remocao da histona, dois eventos especificos afetam a nucleossomo: a incorporagao
de variantes de histonas ¢ um aumento de modificagdes pos-traducionais, como a acetilagao das
caudas de histonas (ROUSSEAUX et al., 2005; TORRES-FLORES; HERNANDEZ-
HERNANDEZ, 2020), como mostra na figural. Enquanto grande parte do DNA do esperma é
silenciada por sua associacdo com protaminas, as histonas retidas demonstram formar duas
estruturas especificamente ligadas a genes potencialmente necessarios no embrido durante os
estagios iniciais de desenvolvimento (CASTILLO et al., 2014). Isso sugere que alguns dominios
de loop de DNA podem escapar completamente a condensagdo de protamina (WARD, 2010).
Trabalhos relatam que nucleossomos sao retidos na cromatina espermatica de mamiferos em uma
porcentagem de 2-15%. Esta retencdo corre de forma ndo aleatdéria na cromatina e associada a
genes especificos para o desenvolvimento embrionario (OLIVA, 2006; WARD, 2010;
DAIGNEAULT, 2021).

Hammoud et al. (2011) observaram que entre homens inférteis os niveis de retencdo de
histonas variam de 5 a 32%, desta maneira, remogao ineficiente de histonas e alta porcentagem de
retengdo foi atribuido como erros nos processos de remodelacdo da estrutura da cromatina ou
correlacionado a atividade ineficiente da acetil-transferase nas histonas, portanto, influenciando

na troca de histona por protamina.

Cromating espermatica
™~ 82% protaminas
™ 8% histonas

Cromating espermatacitos
100% Histonas SS TP LT

e 4 Pl
r Variante da histona
Histonas candnicas

Figural. Modelo substituicdo de histonas por protaminas durante a espermiogénese em mamiferos
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(modificado de TORRES-FLORES; HERNANDEZ-HERNANDEZ, 2020).

2.4 FERTILIZACAO

Apo6s a deposicao dos espermatozoides no trato reprodutivo do feminino, havera
deslocamento dos espermatozoides até a ampola do oviduto para realizar a fertilizagdo.
(ROMERO-AGUIRREGOMEZCORTA et al., 2018). Existe varios mecanismos propostos para
descrever o deslocamento dos espermatozoides até o oviduto, como: quimiotaxia, onde os
espermatozoides sdo atraidos por quimioatracdes presentes no oviduto; termoataxia,
deslocamento pela diferenca de temperatura entre istmo e a ampola (local mais quente); reoataxia,
caracterizada como deslocamento dos espermatozoides contra o fluxo; tigmotaxia, tendéncia dos
espermatozoides em  deslocar proximos ao epitélio do oviduto (ROMERO-
AGUIRREGOMEZCORTA et al., 2018). Os resultados apresentados por El-Sherry et al. (2014),
sobre o comportamento de deslocamento de espermatozoides de touro em micro fluidos, considera
a reoataxia como mecanismo ideal para caracterizar o deslocamento do espermatozoide de touros
em dire¢do ao ovocito.

As protaminas proporcionam alto grau de compactagdo a cromatina espermatica, com
intuito de prote¢do ao genoma paterno durante sua permanéncia do espermatozoide no trato
reprodutivo. Desta forma, tendo um papel importante na fertilizagdo (DAIGNEAULT, 2021). Foi
proposto por Sillaste et al. (2017), que a retencdo de histonas na cromatina espermatica acontecera
em areas gendmicas necessarias para a maturagao espermatica bem-sucedida e fertilizacdo. Desta
forma, estando envolvida na sinalizacdo durante a deslocamento espermadtico, capacitacdo e
reagao acrossomica.

Ap6s a entrada do espermatozoide no trato reprodutivo feminino ocorrera o processo de
capacitagcdo espermatica, sendo este um processo complexo que envolvera mudancgas estruturais
e funcionais do espermatozoide (FERRAMOSCA; ZARA; 2014). A capacitacdo espermatica ¢
um requisito essencial para a fertilizacdo do ovdcito, pois permitird que o espermatozoide possa
se ligar a zona pelucida, penetra-la e fundir-se com o oolema (MOSTEK et al., 2021). Devido a
alta compactacao da cromatina dos espermatozoides ocorrerd o silenciamento da transcrigao
génica. Portanto, a maior parte dos processos de sinalizagdo da capacitacdo espermatica ¢ mediada
por receptores de membrana (MAHAJAN et al., 2022).

Durante a capacitagdo espermatica, ocorrera o efluxo de colesterol da membrana
plasmatica, aumento do pH intracelular levando a alcalinizacdo do citoplasma espermatico,
geracdo de espécies reativas de oxigénio, producdo de AMPc, ativacao dos canais de Ca, ativagdo

de proteina quinase, aumento da fosforilagdo da tirosina, hiperativa¢ao da motilidade espermatica,
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ativacdo das proteinas acrossomais e metabolismo energético (MOSTEK et al., 2021).

A producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) possui papel importante na capacitagao
espermatica, como no aumento da fluidez da membrana plasmatica, ou seja, a oxidacao do
colesterol em oxiesterois ¢ em seguida a sua saida da membrana plasmatica, resultando no
aumentando a fluidez da membra (AITKEN, 2017). In vitro, o efluxo de colesterol da membrana
plasmatica de espermatozoides podera ser induzido pela acao da albumina, pois, esta proteina
possui a capacidade de facilitar a extracao de colesterol da membrana (BOERKE et al., 2008).

Durante a capacitacdo de espermatozoides de touros ocorre modificagdes redox de
proteinas relacionadas a via cAMP/PKA (ROPNIL, SPA17), exocitose acrossomica (ACRB,
proteina 9 associada ao acrossoma de esperma, [ZUMO4), polimerizacdo de actina (CAPZB) e
hiperativacdo (TUBB4B, TUB1A). A transferéncia do sinal de oxidagdo para as proteinas ¢
possivel pela atua¢do da glutationa S-transferase (GST) e gliceraldeido3-fosfato desidrogenase
especifica do testiculo (GAPDH) (MOSKET et al., 2021). A combinagdo de superdxido, 6xido
nitrico, o aumento de bicarbonato ¢ aumento da concentracao intracelular de calcio ativarao a
adenil ciclase (AC). Desta forma, estimulando a producdo de AMPc, consequentemente ativara
proteina quinase A (PKA), que ¢ essencial para apoiar a fosforilagdo da tirosina (AITKEN, 2017;
MOSKET et al., 2021).

Apesar de ROS participar da capacitagdo espermatica, quando a alta produgdo de ROS
excede a capacidade de defesa da célula pela acdo de antioxidantes, ocorrera estresse oxidativo.
Deste modo, o estresse oxidativo provocara a perda da integridade celular, afetando a motilidade
e induzird danos ao DNA espermatico. Portanto, o estresse oxidativo impacta diretamente na
capacidade fecundante do espermatozoide e consequentemente no desenvolvimento embrionério
(WYCK etal., 2018; KUMARESAN et al., 2020)

A hiperativagdo de espermatozoides se caracteriza por um padrio de movimento
assimétrico de alta amplitude da cauda do espermatozoide. Esta hiperativacdo possibilita o
desprendimento dos espermatozoides do epitélio do oviduto, como também a penetragdo através
das células do cumulo, com objetivo de alcangar a zona pelicida (ROMERO-
AGUIRREGOMEZCORTA et al., 2018). Para hiperativacdo ¢ necessario o aumento do Ph
intraflagelar, despolarizagdo da membrana e o aumento da concentragdo de calcio intracelular,
através dos canais i0nicos CatSper. Desta forma, ocorre o influxo de calcio para interior da cauda
para realizagdo de movimento flagelar hiperativado (LISHKO; MANNOWETZ, 2018).

A capacitagdo do espermatozoide que ocorre no trato reprodutivo feminino, também pode
ser realizada in vitro, através da incubacdo do espermatozoide em meio contendo agentes
capacitadores, como, exemplo: heparina (FERNANDEZ; CORDOBA, 2014), cafeina
(BREININGER; CETICA; BECONI, 2010); bicarbonato (BREININGER; CETICA; BECONI,
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2010) acido hialuronico (FERNANDEZ; CORDOBA, 2014) ¢ albumina sérica bovino (BSA)
(PAVLOK; KUBELKA; PEKNICOVA, 2001). Portanto, ¢ possivel induzir a capacitacao,
hiperativagdo e reacao acrossomal de espermatozoides de touros, com objetivo de alcangar
eficiéncia a fertilizagdo in vitro (FERRE et al., 2017).

Ap0s a capacitacdo e hiperativacdo o espermatozoide se encontra na ampola do oviduto
para a realizar passagem pelas células do camulo, penetragao da zona pelicida, adesdo e fusao ao
ovocito, e bloqueio da polispermia. Desta forma, concluindo a fertilizagdo (BIANCHI; WRIGHT,
2020).

A zona peltcida do ovoécito de bovinos ¢ composta por trés tipos de glicoproteinas, ZPA,
ZPB e ZPC, propdem-se que ZPC e ZPB sdo receptores primdrios para ligagdo com
espermatozoide e indu¢do da reagdo acrossomal (SUTOVSKY, 2018). Com a reacdo acrossomal,
ocorrerd a perda da membrana externa do acrossoma e a liberagdo da matriz acrossomal contendo
enzimas (proteases), responsaveis pela degradagdo da zona pelicida, com intuito de penetragao
da ZP e exposicao de proteinas localizadas no segmento equatorial da cabeca dos espermatozoides
responsaveis pela ligagdo com oolema (adesdo e fusdo) (SUTOVSKY, 2018, LEUNG et al.,
2021).

Em espermatozoides bovinos as proteinas [ZUMO1, SPACA6 e TMEMO9S5 presentes na
membrana celular, principalmente na regido equatorial da cabeg¢a do espermatozoide, sdo
responsaveis pela fusdo do espermatozoide com membrana plasmatica do ovécito (oolema),
através da interagdo com proteinas presentes na membrana plasmatica do ovocito, como receptor
JUNO, CD81 e CD9 (FUKUDA et al., 2016; DENEKE; PAULI, 2021; HERNANDEZ-FALCO
et al., 2022). Apds a fusdo dos gametas, o ovocito liberard granulos corticais contendo proteinas,
glicosidases, lectina e zinco, que irdo se fundir com a zona peltcida, resultando em alteracdes
estruturais visando o endurecimento e resisténcia da zona pelucida a digestao proteolitica. Desta
forma, levando ao bloqueio da poliespermia (FAHRENKAMP; ALGARRA; JOVINE, 2020).

No interior do citoplasma do ovocito, o nucleo espermatico que estava adormecido sofre
transformagdes que levardo a descompactacdo da cromatina devido a remog¢do de protaminas,
acarretando uma estrutura acessivel para atividade transcricional funcional (COLLAS; POCCIA,
1998; MCLAY; CLARKE, 2003; VAN DER HEIJDEN et al., 2008).

Para o sucesso da fertilizagdo ¢ necessario que reinicie o ciclo celular do ovdcito
adormecido e com a produ¢@o de um embrido que possua copias funcionais dos genomas materno
e paterno, o bloqueio da polispermia, conclusdo da segunda divisdo meidtica do ovdcito e a
remodelagdo bioquimica da cromatina do espermatozoide para formagao do pro nucleo masculino

(MCLARY; CLARKE, 2003).
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2.5 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Apos a fusao dos gametas, o pro niicleo masculino e feminino ocupam o mesmo ooplasma,
a cromatina paterna sera submetida a remodelagdo e as protaminas presentes no DNA sdo
removidas e substituidas por histonas maternas (VAN DER HEIJDEN et al., 2008). Remodelagao
da cromatina paterna durante a fertilizagao € necessaria pelo fato de o DNA dos espermatozoides
maduros estarem compactados e transcriocionalmente inativos (MCLARY; CLARKE, 2003).

Mesmo com o grande nimero de protaminas presente na cromatina de espermatozoides,
existe um pequeno nimero de histonas retidas na cromatina espermadtica. Estas histonas estdo
ligadas a genes promotores de desenvolvimento embrionario, em promotores de microRNAs, e
em agrupamentos de “genomic imprinting” (NANASSY et al., 2011). Acredita-se que a retengao
de histonas na cromatina paterna possua grande importancia, por transmitir informagdes génicas
responsaveis pelo desenvolvimento embrionario (DAIGNEAULT, 2021).

A reprogramacao epigenética do genoma ocorre em estagios de mudangas no potencial de
desenvolvimento celular, como a ocorréncia da desmetilagdo do DNA, que removera a maioria
das marcas epigenéticas presentes no genoma paterno e materno pés fertilizagdo, como também
no estagio de desenvolvimento embriondrio pré-implantacio (DAIGNEAULT, 2021).
Remodelagdo da cromatina espermatica pds fertilizagdo € considerada como a primeira
reprogramagao epigenética pos fertilizagdo, devido a substitui¢do de protaminas por histonas de
origem materna. Além disso, as histonas recém adicionadas adquirem novas modificacdes pos
traducionais, como a metilagdo de histona, que serd responsavel pela ativacdo ou inibi¢do da
transcricao de genes importantes para o desenvolvimento embrionario (OKADA; YAMAGUCHI,
2017). Portanto, a reprogramagao epigenética ¢ de grande importancia por garantir que alteragdes
epigenéticas de origem parentais sejam detectadas e corrigidas com objetivo de permitir o
desenvolvimento embriondrio inicial, ativacdo do genoma embrionario e a satide da prole ao longo
da sua vida (MORGAN et al., 2005; XAVIER et al., 2019).

Ap6s a fertilizagdo, o desenvolvimento embrionario de mamiferos inicia-se no oviduto,
onde o zigoto sofre suas primeiras divisdes mitdticas enquanto progride em direcdo ao utero. O
embrido bovino no estdgio de 16 células estara presente no utero, 4 dias apds a fertilizagao.
Posteriormente, no 7 dia pos fertilizagdao, o embrido se tornara blastocisto, com 9 a 10 dias havera
a ruptura da zona peltcida, desse modo, formando do blastocisto eclodido. O blastocisto
continuard a crescer e alterar a sua morfologia com o propdsito de realizar o desenvolvimento do
embrido, reconhecimento ¢ manutencao da gestacdo (LONERGAN et al., 2016; BANLIAT et al.,
2022).

Embrido ¢ transcripcionalmente inativo durante as primeiras divisdes celulares. O seu
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desenvolvimento ¢ mantido por RNAs e proteinas pertencentes ao ovocito. No estagio de 8 células
o embrido bovino ativara a o genoma embrionario (BANLIAT et al., 2022). Com a producgao in
vitro de embrides bovinos a ativagao do genoma embrionario (AGE) ocorre entre os estagios de
8 a 16 células (GRAF et al., 2014). Enquanto, embrides in vivo foi relatado a AGE no estagio de
4 a 8 células (JIANG et al., 2014).

Subsequente a desmetilacdo do DNA parentais e a ativagdo do genoma embrionario,
ocorrera a metilagdo do DNA embrionario, denominado como “de novo DNA methylation”, com
objetivo restabelecer padroes de metilagdo do genoma e aquisi¢do da totipoténcia em células
tronco embrionarias (XAVIER et al., 2019; KIEFER et al., 2021).

Alteragdes na estrutura e estabilidade da cromatina espermatica interferem diretamente
sobre a protecdo ao DNA contra danos causados pelo estresse oxidativo, na descompactagao
anormal da cromatina paterna apos a fertilizagdo, incapacidade na formagdo do pré nucleo e
alteracdes no desenvolvimento embriondrio inicial (D’OCCHIO; HENGSTBERGER;
JOHNSTON, 2007; NOBLANC et al., 2013).

Daigneault (2021) sugere que danos ao DNA que ocorrem durante a espermatogénese ou
apds a maturagdo espermatica, afetara o desenvolvimento embrionario, devido a presenca de
anormalidades gendmicas causadas por danos presentes no DNA paterno. Pois, espermatozoides
sdo particularmente vulneraveis ao estresse oxidativo, além de ter limitada capacidade de reparo
do DNA, devido ao silenciamento génico proporcionado pela compacta¢do da cromatina. Além
disso, a alta producao de ROS interfere negativa nos padroes de metilacdo do DNA paterno. Desta
forma, promovendo o silenciamento de genes importantes para o desenvolvimento e protecado
celular (XAVIER et al., 2019). O impacto de danos ao DNA paterno sobre o desenvolvimento
embrionario dependera da extensdao dos danos e a capacidade do ovoécito em repara-los (WYCK

et al., 2018).

2.6 DANOS A CROMATINA ESPERMATICA

A perda de integridade no DNA espermatico pode ocorrer durante a espermatogénese,
espermiogénese, transito epididimal ou poés-ejaculacao (ESTEVES et al., 2021). Os mecanismos
responsaveis por induzir danos ao DNA espermatica sdo: apoptose abortiva, protaminagao
defeituosa, microambiente epididimal defeituoso e estresse oxidativo (GUALTIERI et al., 2021).

Durante a espermiogénese a cromatina sofre alteragdes estruturais, visando a sua
compactagdo, assim como prote¢ao do genoma paterno e regulagdo epigenética, uma vez que a
cromatina se torna transcricionalmente inerte. Desta forma, tornando a capacidade de reparo do

DNA espermatico limitada, levando a persisténcia de danos ao DNA em espermatozoides viaveis
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e / ou ocorréncia de apoptose abortiva (SHAMSI; IMAM; DADA, 2011; DONKIN; BARRES,
2018; ESTEVES et al., 2021) A consequéncia de alteragcdes na cromatina espermatica sobre o
desenvolvimento embriondrio e a presenca de alteracdes genéticas (mutagdes) dependera da
gravidade do dano a cromatina espermatica e a capacidade do ovocito em reparar danos do DNA
apos fertilizacao (SHAMSI, IMAM, DADA, 2011).

As células reprodutivas possuem diferentes mecanismos de reparo do DNA, como, por
exemplo: reparacao por excisao de nucleotideos (NER), que corrigiré alteragdes que afetam dupla
fita de DNA. Este mecanismo de reparo ocorre durante o desenvolvimento embrionario,
impedindo que danos presentes no DNA possam levar a malformagdes e defeitos genéticos a prole
(VAN DER WEES et al., 2007; CHATTERJEE; WALKER, 2017; GARCIA-RODRIGUEZ et
al., 2018). O reparo de incompatibilidade (MMR) corrigird a incompatibilidade entre bases de
DNA, que ocorrem devido recombinagdes imperfeitas entre sequéncias de bases ou erros durante
a replicagdo do DNA. Portanto, este mecanismo de reparo possui a capacidade de suprimir o
aumento de alteragdes gendmicas da célula (GUNES; AL-SADAAN; AGARWAL, 2015; LIU;
KEIJZERS; RASMUSSEN, 2017).

Reparo por excisdo de base (BER) realiza o reconhecimento e remocao de bases alteradas
que afetam uma das fitas de DNA, ndo ocorrendo distor¢des da dupla hélice; este mecanismo de
reparo esta presente em células germinativas e zigotos (GUNES; AL-SADAAN; AGARWAL,
2015; GARCIA-RODRIGUEZ et al., 201 8). O reparo por recombina¢do homologa (HR) e jungao
de extremidade nao homologa (NHEJ), sdo as principais vias de reparo de quebra de fita dupla de
DNA. Apesar de atenderem o mesmo objetivo, existe diferenga entre os mecanismos quanto a
cascata de ativagdo e fase do ciclo celular que ocorrera o reparo da fita de DNA (GUNES; AL-

SADAAN; AGARWAL, 2015; MOURRAIN; BOISSONNEAULT, 2021).

2.7 TECNICAS DE ANALISE DE INTEGRIDADE DE CROMATINA ESPERMATICA

A analise classica do sémen bovino consiste na avaliacdo da concentracao, motilidade e
morfologia espermatica, sendo utilizados como base para a andlise da fertilidade, uteis
principalmente a campo, por serem andlises rapidas e de menor custo. Entretanto, apresentam um
determinado grau de subjetividade e existe a ocorréncia de casos em que os parametros classicos
se encontram normais, embora, exista uma redugao da fertilidade de machos (BELETTI; COSTA;
GUARDIEIRO, 2005; EVENSON, 2016).

E de suma importancia desenvolver técnicas para diagnosticar com precisdo a infertilidade
masculina, para estabelecer seguranga e eficiéncia das técnicas de reprodugdo assistidas,

impedindo a ocorréncia de anomalias embrionarias, diminui¢do no desenvolvimento embriondrio,
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alteracdes cromossOmicas e genéticas, além de alteragdes epigenéticas transgeracionais.
(LEFIEVRE et al., 2007; OEHNINGER; OMBELET, 2019). Em humanos, qualquer tipo ou grau
de dano ao DNA do espermatozoide possui grande impacto sobre o desempenho reprodutivo
(OEHNINGER; OMBELET, 2019)

As técnicas mais utilizadas com objetivo de andlise de alteragdes do DNA espermatico sao
agrupadas em metodologias, dentre elas: (1) reagdes enzimaticas que marcam quebras da fita de
DNA (TUNEL, terminal deoxynucleotidil transferase dUTP nick end labeling), (2) desnaturagao
induzida de DNA e/ou deplecao de proteinas como intermedidrios para revelar as quebras de DNA
(SCSA, SCD e COMET), (3) uso de corantes capazes de detectar a qualidade da condensagao da
cromatina espermadtica (coloracdo com azul de toluidina, teste de laranja de acridina, coloragdo
com azul de anilina ¢ CMA3) (RIBAS-MAYNOU; BENET, 2019; ESTEVES et al., 2021,
DUTTA, HENKEL, AGARWAL, 2021,).

2.7.1 TECNICA DE COLORACAO COM REACAO DE FEULGEN (RF)

A primeira discri¢do da reacdo de Feulgen como uma técnica direcionada para estudo do
DNA foi feita por Feulgen e Rossenbeck (1924), sendo fundamentada nos resultados de Schiff
(1866), que analisou a influéncia dos reagentes sobre aminas aromaticas e aldeidos. A reacdo de
Feulgen ¢ uma técnica citoquimica fundamentada em duas etapas: hidrolise acida e exposi¢ao do
material hidrolisado ao reativo de Schiff (especifico para aldeido e cetona) (MELLO; VIDAL
1978; MELLO; VIDAL, 2017).

A hidrélise acida induz a desnaturagdo do DNA e a remocdo das purinas do DNA
(depurinagdo), resultando na exposicdo dos aldeidos dos residuos de desoxirribose e sua
transformagdo em acido apurinico, proporcionando que os aldeidos possam reagir com reativo de
Schiff. Desta forma, o nucleo celular apresentara cor magenta (vermelho-purpura), sendo
denominado com Feulgen-positivo (DI STEPHANO, 1948; FEULGEN; ROSSSENBECK, 1924;
MELLO; VIDAL 1978; MELLO; VIDAL, 2017). O comportamento do DNA diante da hidrélise
acida ¢ representado pela curva de hidrolise de Feulgen, em que temos um ramo ascendente da
curva que representa o aumento gradual da duragcdo da hidrdlise acida e, a0 mesmo tempo um
aumento progressivo da depurinagdo, que resultara no maximo valor de depurinacdo, sendo
representado pelo pico ou platd da curva de hidrolise (MELLO; VIDAL, 2017).

Quando a hidroélise acida ultrapassa o tempo 6timo para maxima eficiéncia da reagdo de
Feulgen (curva decrescente), sucedera a liberagdo de pirimidinas do DNA e juntamente com
degradacao gradual e solubilizagdo (despolimerizagao) dos acidos apurinicos (TAMM; HODES;
CHARGAFF, 1952; ANDERSSON; KJELLSTRAND, 1975, MELLO; VIDAL, 2017). As
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altera¢des do padrao de despolimerizacdo e depurinacdo do DNA sdo consequéncia do grau de
interacao do complexo proteina-DNA. Desta forma, as mudangas que ocorrem neste complexo e
a relagdo entre o corante com o grupo aldeido se dara durante o processo de hidrolise. Portanto,
se faz necessaria aplicagdo do estudo da curva de hidrolise sendo utilizado como forma de
compreender a resisténcia acida do DNA em diferentes graus de compactacao e para uma melhor
resposta a reacao de Feulgen (ANDERSSON; KIELLSTRAND, 1975).

Os graus de compactagdo da cromatina influenciarao diretamente na resposta a reacao de
Feulgen, mesmo que o tempo de hidrolise seja semelhante, como observado em espermatozoides
de touros com infertilidade que apresentaram maior resposta a reacao de Feulgen, devido ao menor
grau de compacta¢do da cromatina espermatica. (GLEDHILL, 1966; GLEDHILL et al., 1966;
MELLO; VIDAL, 1978).

Além do nivel de compactagdo da cromatina, outros fatores possuem influéncia sobre a
resposta da reagdo de Feulgen, sendo elas: (1) método de fixacdo utilizado, o qual atuara sobre o
complexo proteina-DNA, influenciando na capacidade de exposicdo de purinas do DNA a
hidrolise acida, como também na velocidade de dissociagdo e solubilizagao das porcdes da
molécula do acido apurinico durante a hidrolise acida. Portanto, o fixador utilizado interferira no
tempo de hidrolise e na intensidade da coloragio (ANDERSSON; KJELLSTRAND, 1975;
MELLO; ZANARDI, 1976a, 1976b; SILVA; MELLO, 1986); (2) concentragdo, temperatura e o
tempo de hidrdlise 4cida altos induzird a despolimerizacdo do 4cido apurinico. Portanto,
ocorrendoa perda dos grupos aldeidos capazes de se ligarem com as moléculas do reativo de Schiff
(MELLO; VIDAL, 1978, MELLO; VIDAL, 2017); (3) altera¢des durante a preparagdo do reativo
de Schiff, devido a auséncia de SO2, valores extremos de pH e alteracdes nos componentes da

fucsina basica (MELLO; VIDAL, 1978; MELLO; VIDAL, 2017).

2.7.2 TECNICA DE COLORACAO COM AZUL DE TOLUDINA (AT)

Toluidina azul (AT) € um corante tiazinico catidonico amplamente usado como um corante
biologico, sendo descoberto por William Perkin em 1856, e se transformando em uma ferramenta
de grande relevancia para detectar mudangas na cromatina (VIDAL; MELLO, 2019). O método
de coloracao por azul de toluidina (TB) em espermatozoides de touros baseia-se na ocorréncia da
“metacromasia induzida” postulada por MELLO (1982), que se apoia no uso da hidrélise acida
prévia a coloracdo com AT, por 15- 20 min a 25 °C em HCI 4N, sendo avaliada a capacidade das
moléculas do corante de se ligarem aos grupos fosfatos do DNA. Além do uso da hidrolise acida,
¢ de extrema importancia que a solugdo AT esteja em pH 4, uma vez que o pH 4 garantird que

apenas os grupos fosfatos sejam ionizados (BELETTI; COSTA; GUARDIEIRO, 2005).
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Espermatozoides de touro com a cromatina pouco compactada e corados com AT terdo
maior numero de moléculas de corante ligadas aos grupos fosfatos do DNA, o que resultara em
cabecas de espermatozoide apresentando coloragao azul escuro a magenta (metacromatico). No
entanto, somente em espermatozoides que apresentam alteragdes acentuadas em sua cromatina
podem ser analisados por esse método de coloragdo. Portanto, a presenga ou auséncia de
metacromasia ¢ dependente da presenga de protaminas ligadas a dupla fita de DNA e estabilidade
da cromatina. (BELETI, 2013; MELLO, 1982; VIDAL; MELLO, 2019). Desta forma,
metacromasia induzida por 4cido ¢ sugerida como uma forma de diagnoéstico da infertilidade no
touro (MELLO, 1982).

Em espermatozoides com alteragdes da cromatina ocorrera aparecimento da coloracao azul
escuro a magenta (metacromasia), em contrapartida, em cromatina com menor grau de
descompactagdo tera menor nimero de moléculas de AT ligadas ao grupo fosfato livre do DNA,
resultando em uma coloragdo que varia de verde a azul claro (BELETTI; MELLO, 1996;
BELETTI; COSTA; GUARDIEIRO, 2005)

2.7.3 TECNICA DE COLORACAO COM LARANJA DE ACRIDINA (LA)

O laranja de acridina (LA) ¢ uma molécula aromatica catidonico que apresenta seletividade
pelo grupamento fosfato dos d4cidos nucleicos (VARGHESE; FISCHER-HAMMADEH;
HAMMADEH, 2011; ERENPREISA et al., 2018). LA possui propriedade metacromatico, devido
a sua mudanca de florescéncia (espectro de emissdo) quando ligada e diferentes substratos
(DARZYNKIEWICZ, 1990).

Quando a molécula de LA estiver ligada ao DNA de fita dupla se comportara como um
mondmero, através da intercalacao entre fitas de DNA, gerando florescéncia verde. Entretanto,
quando LA estiver ligado ao DNA de fita simples (desnaturado) apresentara florescéncia
vermelha, por meio de agregagcdo com a fita simples do DNA, como também interacdo corante-
corante. Desta forma, permitindo uma dimerizacdo coplanar da molécula de LA (VARGHESE;
FISCHER-HAMMADEH; HAMMADEH, 2011; ERENPRESIA et al., 2018).

Técnica de coloracdo com LA avalia estabilidade de cromatina espermatica, através da
suscetibilidade de DNA nuclear do espermatozoide a desnaturagdo induzida por hidrdlise 4cida in
situ, em seguida € realizado a quantificacdo da incidéncia de Fluorescéncia verde (DNA estavel)
e vermelho (DNA desnaturado, alteracdo da integridade da cromatina) (TEJADA et al., 1984;
VARGHESE; FISCHER-HAMMADEH; HAMMADEH, 2011).

Cabegas de espermatozoides que apresentam alteracdo na integridade de cromatina terao

florescéncia que podera variar de laranja a amarelo, devido a sobreposic¢do da florescéncia verde
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e vermelho de areas distribuidas irregularmente dentro da cabega do espermatozoide (TEJADA et
al., 1984; MOHAMMED et al., 2015).

O Me¢étodo de coloragdo com laranja de acridina foi desenvolvido por Tejada et al. (1984),
sendo caracterizado como método simples de estudo sobre a heterogeneidade da cromatina da
cabeca do espermatozoide e avaliacdo sua resisténcia a agentes desnaturantes. Esta técnica possui
diferentes aplicagdes, tais como: avaliacao de controle de qualidade de sémen de banco genético,
uma ferramenta para diagnoéstico diferencial para paciente com baixa fertilidade, avaliacdo do
potencial de fertilizacdo de individuo direcionados para fertilizacdo in vitro e como uma
ferramenta para compreensdo dos tipos de infertilidades causadas por alteragdes na cromatina

espermatica (TEJADA et al.,1984).

2.7.4 ENSAIO DE ESTRUTURA DE CROMATINA ESPERMATICA (SCSA)

O ensaio de estrutura de cromatina espermatica (SCSA®) foi descrito pela primeira vez
por Evenson, Darzynkiewicz e Melamed (1980), que utilizou e desnaturacdo 4acida e a citometria
de fluxo como plataforma de analise da instabilidade da cromatina espermatica. Diferentes de
outros testes de fragmentacdo de DNA, o SCSA apresenta apenas um protocolo de execucao que
¢ aceito internacionalmente. Este ensaio possui a fun¢do de medir tanto a fragmentagao do DNA
do esperma (sDF) quanto estrutura anormal da cromatina, por meio da desnaturacdo acida
induzida in situ (EVENSON; LARSON; JOST., 2002; EVENSON, 2016).

SCSA utiliza das propriedades metacromaticas da laranja de acridina para avaliar a
suscetibilidade do DNA espermatico a desnaturagdo acida (pH 1,2 por 30 s) in situ, seguido de
coloragdo com LA. O SCSA ¢ capaz de avaliar 1.024 canais discretos de florescéncia vermelha e
verde, por meio da citometria de fluxo (DARZYNKIEWICZ et al., 1975; EVENSON et al., 1985;
EVENSON et al., 1999; CORDELLI et al., 2005; VARGHESE; FISCHER-HAMMADEH;
HAMMADEH, 2011).

A citometria de fluxo (CMF) ¢ capaz de analisar simultaneamente atributos importantes e
multiplos do espermatozoide, como a viabilidade, estabilidade do DNA, integridade acrossomal
e funcdo mitocondrial. Portanto, este método se torna uma ferramenta util para avaliar o potencial
de fertilidade de um individuo, pela capacidade de medir diferentes fluorescéncias associadas a
uma mesma célula, além de possuir grande sensibilidade, exatiddo, rapidez na obtengdo de
resultados € um nimero estatisticamente satisfatorio de células (CORDELLI et al., 2005).

Por meio da CMF ¢ possivel determinar a % HDS (populagdao de espermatozoides com
DNA apresentando alta florescéncia verde), o aumento de HDS se deve a deficiéncia de

protaminas ligadas ao DNA, consequentemente, um grande niimero de histonas retidas ao DNA,
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esta condigdo ¢ caracteristica de células espermaticas imaturas (EVENSON et al., 1999;
EVENSON et al., 2000; EVENSON, 2016). Também ¢ possivel determinar sDF (quebras nas fitas
de DNA nuclear) que sdo classificadas como (1) quebras de fita simples, afetando uma fita de
DNA, enquanto seu molde permanece intacto, (2) quebra de fita dupla, ambas as fitas de DNA
sdo afetadas, resultando em um potencial perda/alteragdo da informagdo genética (EVENSON,

2016; ESTEVES et al., 2021).

2.7.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Microscopia eletronica de transmissao ¢ uma técnica de microscopia na qual a transmissao
de feixes de elétrons através do espécime forma a imagem eletromicrografica (TIZRO; CHOI,
KHANLOU, 2019). As primeiras aplicagdes do microscopio eletronico para analise de material
bioldgico ocorreram em 1934. desde entdo se tornou possivel gerar imagens de células e tecidos
em resolugdes superiores a da microscopia de luz (MARTON, 1976)

A microscopia eletronica de transmissao (MET) ¢ um dispositivo ideal para estudar a
ultraestrutura de células e diferentes tipos de materiais bioldgicos, sendo considerado a melhor
técnica de identificacdo de patologias espermaticas e caracterizagao de defeitos ultraestruturais de
acrossoma, nucleo, cromatina, peca intermediaria, mitocondria, estruturas axonémicas e
peraxonemais de espermatozoides, uma vez que estes defeitos possuem influéncia sobre-o
potencial fertilizante ( MORETTI; SUTERA; COLLODEL, 2016; COLLODEL et al., 2021).

Com a utilizacdo da MET em espermatozoides bovinos foi possivel analisar a
ultraestrutura da peca intermediaria (BAHR; ENGLER, 1970), caracterizagdo ultraestruturais de
lesdes acrossomicas (OLIVEIRA et al., 2011) e visualizagdo de estruturas toroidais presentes na
cromatina (FILHO; BELETTI; DE OLIVEIRA, 2015). Além disso, foi possivel identificar e
classificar em 5 categorias de alteragdes presentes na cromatina de espermatozoides bovinos
ALVES, 2016)

Apesar da grande eficiéncia no estudo sobre material biologico, apenas informagdes
“estaticas” sdo obtidas, pois, a fixacdo fisico-quimica e incorporagdo de resina na amostra
impossibilita estudos dinamicos. Portanto, ¢ necessario estabelecer procedimentos de preparagdo
adequados para combinar a preservagao estrutural e/ou molecular com a qualidade de resolugdo

da micrografia eletronica (MALATESTA, 2021).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE SEMEN

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica na Utilizagdio de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia, CEUA/UFU 002/17.
Foram utilizadas amostras de sémen congeladas em meio TRIS-gema de quatro touros
(Bos taurus) Girolandos com diferentes graus de fertilidade. Essas amostras de touros criados a
pasto e inicialmente com fertilidade desconhecida foram obtidas por uso de vagina artificial e
congeladas em meio TRIS-gema automaticamente no equipamento da TK (Uberaba, MG, Brasil)
modelo 3000 Compacta, utilizando-se a curva de congelamento P2S1. Em seguida, as palhetas
de 500 pL contendo 40. 000. 000 de espermatozoides moveis, foram armazenadas a -196°C em
nitrogénio liquido. Por meio de rotinas de PIVE foi verificado que as quatro amostras possuiam
diferentes desempenhos na produgao de blastocistos. Apesar de nao ter uma relagao direta e
absoluta com o desempenho de touros a campo, geralmente existe uma correlacdo entre a
eficiéncia na PIVE e fertilidade do touro a campo (UTT, 2016).
Amostras de uma unica partida de sémen de cada touro foi utilizada para realizagdo de
rotinas de producdo in vitro de embrides, e para avaliagdo da compactagdo da cromatina

utilizando-se todas as metodologias avaliadas no presente estudo.

3.2 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES (PIVEs)

Foram realizadas 13 rotinas de produc¢do in vitro de embrides de acordo com o protocolo
do laboratdrio de Biologia da Reprodugdo da Universidade Federal de Uberlandia, modificado de
Lucio et al. (2016). Utilizou-se 419 ovocitos em PIVEs para os touros considerados férteis (215
para o touro 2 e 204 para o touro 3) e 336 em PIVEs para os touros considerados subférteis (181
para o touro 1 e 155 para o touro 4).

Os dados obtidos utilizando sémen testado foram normalizados tendo como referéncia os
resultados obtidos com um touro fértil, previamente testado em nossos laboratérios e com
resultados bastante estaveis. Tal a¢ao foi realizada como forma de neutraliza¢dao das variaveis da
PIVE que nao sdo controlaveis. Para isso, em todas as placas onde foram realizadas as rotinas de
PIVE utilizando as amostras de sémen do experimento, também foram realizadas PIVEs
utilizando sémen deste touro referéncia (510 ovoécitos). Para a normalizagdo, as taxas de clivagem
e de blastocisto das amostras testadas foram transformadas em porcentagem das taxas obtidas com

o sémen do touro referéncia, na mesma rotina de PIVE.
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Foram realizadas coletas de ovarios provenientes de vacas post mortem no abatedouro
comercial de inspe¢do municipal da cidade de Uberlandia e transportados para o laboratorio de
biologia da reprodug¢dao em garrafa térmica contendo soro fisioldgico na temperatura de 37°C.
Logo em seguida, os ovarios foram lavados em solucao fisiologica e ainda mantidos em banho-
maria a 37°C até aspirag¢ao dos foliculos antrais, com auxilio de seringa de 10mL e agulha 18G.
O fluido ovariano foi cuidadosamente inserido em tubos de 50mL para que as estruturas
sedimentassem. O sedimento analisado com auxilio de microscopio estereoscopico para
rastreamento e selecdo de complexos ovocitos cumulo (COCs). Os COCs foram recuperados e
classificados morfologicamente de acordo com a homogeneidade e coloracdo do citoplasma,
numero de camadas e aspecto das células do camulos em viaveis (qualidade 1 e 2) e ndo viaveis
(qualidade 3 e 4) (STOJKOVIC et al., 2001), Apenas ovocitos classificados como grau 1 e 2 foram
utilizados no sistema de produgao in vitro de embrides. Os ovécitos foram lavados em meio TCM
— 199 HEPES (0,2 mM piruvato sddico,10 mM HEPES &cido, 10 mM de HEPES sddico, 5 mM
bicarbonato de sodio, 83 pg/mL de amicacina, suplementado com 10% de soro fetal bovino) e
uma vez em meio de maturacdo TCM 199 com bicarbonato (0,2 mM piruvato soédico, 26 mM
bicarbonato de sodio, 83 pg/mL de amicacina, 1 pg/mL FSH, 5 pg/mL LH, suplementado com
10% de soro fetal bovino). Foram transferidos 20 ovdcitos por gota de 100 pL de meio de
maturagdo, cobertas com 6leo mineral em placas de petri de poliestireno de 60 x 15 mm, e foram
mantidos por cerca de 22 h em estufa a 38,5°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de CO2 em
ar.

ApOs maturagdo, os ovocitos foram lavados trés vezes em meio Fert-TALP e foram
transferidos para gotas de 100 pL, do mesmo meio, cobertas com 6leo mineral em placas de petri
de poliestireno de 60 x 15 mm. Gotas foram distribuidas aleatoriamente a fim de compor os grupos
experimentais: touros do experimento e o touro de referéncia da fertilizacdo in vitro (FIV).

Previamente a Fertilizacdo in vitro, foi realizada a sele¢dao espermatica por gradiente de
Percoll, com objetivo de selecionar os espermatozoides viaveis. Uma dose de sémen foi
descongelada em banho maria a 37°C por 30 segundos e foi depositada sobre um gradiente de
Percoll, preparado previamente em um tubo Falcon de 15 mL, composto pela camada superior de
1 mL de Percoll 45% (500 puL de Percoll 90% e 500 uL de meio TALP- Sperm (Tyrode-albumina-
lactato-piruvato, acrescido de 0,2 mM piruvato sédico e 83 ug/mL amicacina)) e a camada inferior
de 1 mL de Percoll 90% (Percoll, solugdo 10x, solucdo estoque 2mM CaCl2, solucao estoque 0,4
mM MgCl2, 0,1 mM DL-4cido lactico e 20 mM bicarbonato de s6dio). Apds a montagem do
gradiente de Percoll, foi depositado o conteudo das palhetas (500 puL) no tubo Falcon de 15 ml
contendo gradiente de Percoll (45%/90%) e centrifugado por 30 minutos a 900 x G. Do sedimento

resultante da sele¢do por gradiente de Percoll, foram retiradas duas aliquotas de 5 pL para
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determinar a motilidade progressiva e a concentragdo em camara de Neubauer. A concentragdo
foi ajustada para 25 mil espermatozoides viaveis/uL e entdo 8 pL foram utilizados para fecundar
cada gota, em seguida, foram incubados por 18 a 20 h em atmosfera de 5% de CO2 em ar, na
temperatura de 38,5° e 100% de umidade.

Aproximadamente 24 horas apds a fertilizagdo in vitro, os provaveis zigotos foram
desnudados mecanicamente por pipetagdes sucessivas e foram lavados por 3 vezes em gotas de
100 pL de meio SOF (acrescido de 0,2 mM piruvato sodico, 5 mg/mL BSA, 2,5% de soro fetal
bovino e 83 pug/mL de sulfato de amicacina) e transferidos para gotas de 100 uL. do mesmo meio
e cobertas com 6leo mineral em placas de poliestireno de 60 x 15 mm, onde foram cultivados por
6 dias em estufa, com atmosfera de 5% de CO2, 100% de umidade e temperatura de 38,5°C.

A taxa de clivagem foi determinada 48 horas apds a fertilizagdo in vitro por meio de
contagem dos zigotos que apresentavam duas ou mais células com o auxilio de microscopio
estereoscopico. Apos o sétimo dia de fertilizagdo a taxa de blastocisto foi determinada e calculada
a partir da contagem da quantidade de embrides que alcangaram esse estagio de desenvolvimento

e o niumero de ovocitos que iniciaram a clivagem.
3.3 CONFECCAO DAS LAMINAS

Foi utilizada uma palheta por touro para realizacao de esfregacos, apds descongelamento
em agua a 37°C por 30 segundos e selecdo por gradiente de Percoll, pois, no processo de
fertilizag¢do in vitro (FIV) sdo utilizadas apenas amostras que passam pela sele¢do por Percoll.
Desse modo, foram avaliados realmente aqueles espermatozoides que participaram do processo
de fertilizacdo in vitro e nao todos os espermatozoides da amostra de s€émen, o que possibilitou a
compreensdo de como as alteracdes da cromatina interferem na capacidade fertilizante do
espermatozoide e no desenvolvimento embrionario inicial.

Para a selecdo por gradiente de Percoll (45%/90%), foi depositado em um tubo de 15 ml,
500 uL de TALP-sperm (Tyrode-albumina-lactato-piruvato, acrescido de 0,2 mM piruvato sddico
e 83 pg/mL amicacina) e 500 pL de solugdo de Percoll 90% (Percoll, solugdo 10x, solucio estoque
2mM CaCl2, solugao estoque 0,4 mM MgCl2, 0,1 mM DL-4cido lactico e 20 mM bicarbonato de
sodio), formando assim, a camada de Percoll 45%. Abaixo da camada de Percoll 45%, foi
colocado 1 ml de solugao Percoll 90%. Apo6s a montagem do gradiente de Percoll, foi depositado
o conteudo das palhetas (500 puL) no tubo Falcon de 15 ml contendo gradiente de Percoll
(45%/90%) e centrifugado por 30 minutos a 900 x G. O sedimento foi retirado do gradiente de
Percoll e colocado em um microtubo de 2 ml, a amostra foi ressuspendida e lavada 3 x com 500

ul de Talp-sperm por centrifugagao em 1300 x G por 5 minutos. Ap6s a tltima lavagem o pellet
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contendo espermatozoide foi suspendido com um volume de no maximo 150 pl, seguido de
homogeneizacao. Foi entdo pipetado um volume de 10 pl para realizagao do esfregaco, sendo
preparado trés esfregacos por técnica microscopica, totalizando 9 esfregacgos por touro.

Ap6s a preparacao dos esfregacos, foi realizada a fixacdo mergulhando-os em solucdo
contenho etanol-acido acético em uma propor¢do de 3:1 (fixador de Carnoys), permanecendo

nesta solucdo por 1 minuto, seguida de lavagem do esfregaco em etanol 70% por 3 minutos

(BELETTI; MELLO, 1996).

3.4 TECNICA DE COLORACAO COM AZUL DE TOLUIDINA (AT)

Apbs a fixagdo, foi realizada a hidrélise acida em HCI 4 N a temperatura ambiente por 25
minutos, seguida de lavagem em agua destilada e secagem das 1aminas em temperatura ambiente.

Conforme o protocolo descrito por Beletti e Mello (2004), ap6s a secagem da lamina, duas
gotas de azul de toluidina 0,025% em tampao Mcllvaine (citrato-fosfato de sédio) pH 4 foi
depositada sobrea a ldmina e coberta com laminula. Em seguida foi depositado esmalte preto em
torno do espago entre a laminula e a 1amina, com objetivo de vedar e impedir que corante secasse
rapidamente, possibilitando que a ldmina fosse analisada apds algum tempo.

Por meio do microscopio Olympus EX51 contendo camera Olympus DP70, utilizando-se
a objetiva de imersdo de 100 x e optovar (lente intermediaria) de 2 x, foram capturadas
aproximadamente 200 imagens de cada esfregago. Também foi realizada anélise visual (subjetiva)
de células normais (azul claro a verde) e com descompactacdo de cromatina (azul escuro a

magenta), contabilizando um total de 200 células por esfregaco.

3.5 TECNICA DE COLORACAO COM REACAO DE FEULGEN (RF)

Apos a fixagdo, foi realizada a hidrélise dcida em HCI 4 N a temperatura ambiente por 45
minutos. Conforme Silva e Mello (1986), para padronizacao da hidrolise acida foi realizada
previamente o teste de cinética de hidrélise. Esse teste baseia-se na avaliacdo da depurinagao
diante da hidrélise dcida em uma determinada concentracdo de HCI e em diferentes periodos de
incubagdo, com objetivo de compreender a resisténcia dcida do DNA em diferentes graus de
compactagdo e para uma melhor resposta a reacao de Feulgen.

O teste foi realizado em duragdes diferentes para hidrdlise dcida, € com mesma concentracao
de HC1 4 N, iniciando com 30, seguido de 45, 60,75 e 90 minutos em temperatura ambiente. Por
meio da andlise visual das laminas, observou que com incubacao de 45 minutos de HCI obtivemos

a maxima eficiéncia da reagao de Feulgen.
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Posterior a hidrélise 4cida as laminas foram lavadas 10 vezes em agua, em seguida, colocadas
dentro de recipiente onde as laminas foram coradas por reagente de Schiff. Utilizando uma pipeta
Pasteur foi gotejado o reagente de Schiff sobre a 1amina até cobrir toda a superficie do esfregago,
a incubagao no reagente de Schiff foi de 60 minutos em temperatura ambiente.

Em seguida foi realizado banhos de desidratagdo em alcool 70%, 85%, 95%, absoluto I, II, e
III, por 3 minutos cada. Posteriormente foram relizados banhos de Xilol I, II e III, por 3 minutos
cada. A montagem da lamina foi realizada com Entellan, por meio da deposi¢ao duas gotas sobre
alamina e posteriormente foi colocado a laminula sobre o esfregaco. Movimentos delicados foram
aplicados sobre a laminula, com objetivo de retirar bolhas e distribuir de forma homogenia o
Entellan.

Por meio de microscopia Olympus EX51 contendo camera Olympus DP70, utilizando-se a
objetiva de imersdo de 100 x e optovar (lente intermediaria) de 2 x, foram capturadas
aproximadamente 200 imagens de cada esfregagco. Também foi realizada analise visual (subjetiva)
de células normais (coradas mais fracamente) e com descompactacao da cromatina (coradas mais

intensamente), contabilizando um total de 200 células por esfregaco.

3.6 TECNICA DE COLORACAO COM LARANJA DE ACRIDINA (LA)

O protocolo para teste de florescéncia com laranja de acridina foi realizado conforme
descrito por Tejada et al. (1984), contendo modificacdes. Apos a fixagdo, foi realizado a hidrolise
acida dos esfregacos adaptado de Beletti e Mello (1996). Para padronizacao da hidrdlise acida foi
realizada previamente o teste de cinética de hidrdlise. Este teste ¢ fundamentado na avaliagdo da
eficacia da hidrolise acida em uma determinada concentracao de HCI e periodo de incubagao, com
objetivo compreender a resisténcia acida do DNA em diferentes graus de compactacao e para uma
melhor resposta com laranja de acridina. Como resultado do teste de cinética de hidrélise foi
utilizado HCL 4 N a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida as ldminas foram lavadas
em agua destilada e secas em temperatura ambiente.

As laminas foram levadas para ambiente escuro para ser realizada a coloracao, adaptado
de Evenson e Jost (2000), os esfregacos foram corados com solug¢ao de LA (4&cido citrico 0,1 M,
Na2HPO4 0,2 M, EDTA 0,001 M, NaCl 0,15 M, estoque LA 6 pg/mL em agua destilada pH 6),
depositando-se 3 a 5 ml da solugdo sobra a superficie da 1amina e incubando por 5 minutos.

Em seguida, os esfregacos foram delicadamente lavados por 5 minutos em agua destilada.
Este procedimento foi realizado por trés vezes. Antes que a superficie da lamina pudesse estar
seca, foi depositado duas gotas de glicerol sobre a lamina e uma laminula foi colocada sobre ela.

Um papel toalha foi colocada sobre a 1dmina montada e o excesso de glicerol foi retirado. A
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laminula foi entdo selada com esmalte de unha.

As laminas foram avaliadas no mesmo dia em um microscopio confocal de varredura a
laser invertido (ZEISS - LSM 510 Meta, Axiovert 200M), utilizando o software Zen Lite (Zeiss),
com objetiva de imersdo de 63 x, laser 488 nm, filtro de emissdo para pseudocor verde com
intervalo de comprimento de onda 499 - 563 nm, filtro de emissdo da pseudocor vermelha com
intervalo de comprimento de onda 574 - 681 nm. Foram capturadas imagens digitais de
aproximadamente 150 cabegas de espermatozoides por esfregaco. Cabecas de espermatozoides
que representavam a presenca de alteracdes na estabilidade da cromatina, eram identificadas por
observagao visual de maior intensidade da pseudocor vermelha apresentada pelas cabegas de
espermatozoides (Figura 2), foi calculada a porcentagem de cabecas apresentando DNA
desnaturado por touro.

Também foi realizada avaliacdo visual (subjetiva) por microscopia de florescéncia das
cabecas dos espermatozoides corados com LA, totalizando 150 cabegas por esfregaco, conforme
descrito por Mohammed et al. (2015) e Tejada et al. (1984). A técnica de laranja de acridina possui
correlagdo direta com a estabilidade da cromatina, apresentando fluorescéncia verde (DNA
estavel) e amarelo ou laranja (DNA desnaturado, sobreposi¢do do vermelho sobre o verde), desta
forma, contabilizamos o numero de cabecas de espermatozoides apresentando florescéncia
amarela ou laranja. Essa avaliacdo também foi realizada no microscopio Zeiss Axiovert 200M, o

mesmo acoplado ao sistema confocal. No entanto, a avaliagdo foi realizada com a lampada de

mercurio (HbO) presente no microscopio e filtro de excitacao azul.

A C

Figura 2. Micrografias de espermatozoides submetidos a técnica de laranja de acridina, capturadas
por microscopia confocal de varredura a laser. (A) Cabecas de espermatozoides apresentando
sobreposi¢do das pseudocores verde e vermelha; (B) cabecas de espermatozoides apresentando a
pseudocor verde; (C) cabegas de espermatozoides apresentando pseudocor vermelha. Seta branca:
cabeca de espermatozoide com DNA desnaturado.
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3.7 ENSAIO DE ESTRUTURA DA CROMATINA ESPERMATICA (SCSA)

Palhetas de s€émen foram descongeladas a 37°C por 30 segundos, e o conteudo foi
depositado em um microtubo de 2 ml. As amostras do sémen foram ressuspendida em 500 pl de
PBS e centrifugadas a 1300 x G por cinco minutos. Esse procedimento foi repetido trés vezes

O ensaio de estrutura da cromatina espermatica foi baseado na descri¢cao de Evenson e Jost
(2000), contendo modificagdes. Apds a ultima lavagem o pellet foi diluido em 150 puL de tampao
TNE (Tris-HC1 0,01 M, NaCl 0,15 M, EDTA 1 mM e agua destilada, pH 7,4). Essa mistura foi
dividida em trés aliquotas de 50 pL. que foram depositadas em 3 microtubo de 2 ml, com objetivo
de realizar trés tratamentos, sendo os quais: protocolo padrdo, controle negativo e positivo.

Para o protocolo padrao foi adicionado 50 puL de detergente 4cido (HC1 0,08 M, NaCl 0,15
M, Triton X-100 0,1% em agua destilada, pH 1,2). Ap6s 30 segundos, 150 uL. de LA tamponado
foi adicionado (4cido citrico 0,1 M, Na2HPO4 0,2 M, EDTA 0,001 M, NaCl 0,15 M, estoque LA
6 pg/mL em é4gua destilada pH 6), e 3 min apds a adicdo do detergente acido a amostra foi
analisada.

Para o controle negativo, ndo foi adicionado detergente acido, portanto, foi adicionado
apenas 200 puL de LA tamponado e apds dois minutos e meio a amostra foi analisada. O controle
positivo foi realizado conforme descrito Castro et al. (2018), por meio da adicdo de 50 pL
detergente 4cido (1.2 M HCI, NaCl 0,15 M, Triton X-100 0,1% em &4gua destilada, pH 0,1),
incubado por 5 minutos, com objetivo de causar a desnaturacao de 100% das células espermaticas
e em seguida foi adicionado 150 pL. de LA tamponado. Apds2 minutos € meio a amostra foi
analisada.

O ensaio de estabilidade da cromatina foi avaliado usando a citometria de fluxo Cytoflex
(Beckman Coulter; Fullerton, CA, USA). As amostras foram excitadas com laser de argonio a 488
nm, utilizada a plataforma Cytexpert para aquisicao e para andlise, a plataforma Cytoflex.

Apds a amostra ser lida no equipamento, um grafico (pseudo color plot) serd gerado. Cada
ponto no grafico ¢ considerado um evento, os quais na sua maioria sdo espermatozoides, mas
alguns sdo debris celulares, células sométicas e outras “particulas”.

Por meio da medi¢cdo da dispersdo da luz visivel em dire¢des diferentes € possivel a

99 ¢¢

identificar a complexidade internar do “evento” “side scatter” (SSC) e o tamanho do “evento”
“forward scatter” (FSC), indicando a complexidade interna ou granularidade da célula,
respectivamente (MCKINNON, 2018).

Visualizando o “pseudo color plot” foi delimitada uma érea (“gate) onde teoricamente
estariam os espermatozoides. Dessa forma, nas anélises da fluorescéncia seria avaliado apenas os

eventos no interior do “gate”, ou seja, somente os espermatozoides (figura 3).
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Apos esta etapa, foi criado outro “pseudo color plot” apenas com os eventos do “gate”
inicial, com a intensidade de florescéncia verde no eixo Y e intensidade de florescéncia vermelha
no eixo X. Nesse “pseudo color plot” deveria surgir agrupamentos de eventos que representariam
diferentes populacdes de espermatozoides que representariam diferentes niveis de integridade do
DNA. Delimitando com novos “gates” cada uma dessas populagdes, seria possivel quantificar o
numero de espermatozoides com DNA integro e o nimero de espermatozoides com DNA

desnaturado (figura 3).

Norm : —HDS

Verde

— High DFI

Debris

Vermelho

Figura 3. “Pseudo color plot” de SCSA de espermatozoides humanos, demonstrando diferentes
“gates”. (Norm) populacdo de espermatozoides normais; (Mod DFI) populacdo de
espermatozoides com fragmentacdo de cromatina moderada; (High DFI) populagdo de
espermatozoides com alta fragmentacdo de DNA; (HDS) populagdo de espermatozoides com alta
florescéncia em verde do DNA, espermatozoide imaturos; (Debris) debris celulares. (modificado
de Evenson, 2016).

3.8 ANALISE DE ALTERACOES DE CROMATINA ESPERMATICA POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Para cada amostra de s€émen, apds o descongelamento de quatro palhetas (0,5 mL) de
sémen contendo aproximadamente 40.000.000 de espermatozoides cada, o conteudo foi colocado
em um microtubo de fundo cénico de 2 mL contendo 500 pL de solugdo de glutaraldeido 2,5%,
em tampao fosfato a 0,1 M (pH 7,4), incubado por 2 horas.

Posteriormente, foi realizado a lavagem da amostra contida no microtubo, com objetivo
de remover os fixadores presentes na amostra. O protocolo de lavagem consistiu em centrifugacao
a 70 x G durante 5 minutos, o sobrenadante era descartado e o pellet ressupendido com solugdo
tampao fosfato pH 7,4; este protocolo de lavagem foi realizada por trés vezes. Apos a ultima

lavagem foi adicionado aos microtubos 500 pL de solucdo de tetréxido de ésmio a 1%, por 30
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minutos. O microtubo foi novamente submetido a centrifugagdo a 70 x G por 5 minutos € o
sobrenadante descartado.

Em seguida foi realizada a retirada do tetroxido de 6smio de forma semelhante ao que foi
feito para retirada do glutaraldeido. Apds a ultima lavagem, adicionou-se agar 3% a 50°C ao
precipitado de células e misturado de forma a introduzir o agar entre as células, mas mantendo-as
no fundo do microtubo. Este foi levado a geladeira (4°C) até a solidificagdo do agar.

Ao retirar o material incluido em agar do microtubo, este foi partido em fragmentos de 1
mm?®. Os fragmentos foram colocados em frascos de vidro e desidratados em banhos de 5 minutos
em solucdo de concentragdes crescentes de alcool (50%, 70%, 80%, 90% e 95%) e depois trés
banhos de 10 minutos cada em alcool 100%.

Ao final da ultima etapa de desidratacdo o alcool 100 % ¢ descartado e realizado trés
banhos de 10 minutos em 6xido de propileno. E em seguida foi adicionado solug¢ao contendo 1
por¢do de 6xido de propileno para 1 por¢ao de resina Epon EMS (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, UK) e o frasco de vidro foi tampado, permanecendo assim por 12 horas em
temperatura ambiente. Apos este periodo, os frascos foram destampados e colocados em estufa a
temperatura de 37 °C por 4 horas. Entdo, a solucdo 1:1 de 6xido de propileno e resina foi retirada
e resina pura foi colocada.

Os fracos contém apenas Epon puro foram novamente colocados em estufa a temperatura
de 37 °C por mais 4 horas. Em seguida a resina foi novamente retirada dos frascos e cada
fragmento do material colocado em uma forma de silicone e identificado. Foi adicionado nova
solucdo de resina Epon até completar a forma e colocada em estufa a temperatura de 60 ° C por
pelo menos 72 horas para cura (polimerizacao) da resina Epon.

Apds solidificagdo (polimerizagdo) na estufa, os blocos foram retirados das formas e o
material foi cortado com ultramicrotomo Reichert-Jung (Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove,
IL, EUA) e os cortes, entre 60 e 90 nm de espessura, foram colocados em telas (grids) de cobre e
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo, conforme descrito por Bozzola e Russel
(1998). Os cortes foram analisados e documentados fotograficamente em microscopio eletronico
Hitachi HT 7700, e imagens digitais de cabecas de espermatozoides foram obtidas.

Para a avaliagdo das cabecas dos espermatozoides de cada amostra, foram contabilizados
o minimo de 100 cabecas por amostra, desta forma foi possivel calcular a porcentagem de
ocorréncias de modificagdes na cromatina espermatica, seguindo critério de classificag¢do
modificado de Alves (2016). Assim, cada cabega de espermatozoide das imagens capturadas foi
classificada em um dos seguintes graus:

G1 — Presenga de até 3 pequenos pontos claros na cromatina.

G2 Presenga de até 6 pequenos pontos claros ou regido mais clara ocupando até %4 da
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Cabega.
G3 — Presenca de varios pontos claros (acima de 6) ou regido mais clara ocupando até

metade da cabega.

G4— Acima da metade da area nuclear mais clara ou grandes regides totalmente claras.

. il ‘|‘ P
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Figura 4. Micrografias eletronicas de cabe(,:as de espermatozoides bovinos, observando-se
alteracdo de cromatina grau G1, caracterizando-se pela presenga de até 3 pequenos pontos claros
na cromatina (seta branca). Barra de escala 1 pm.
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Figura 5. Micrografias eletronicas de cabecas de espermatozoides bovinos, observando-se
alteracdo de cromatina grau G2, caracterizando-se pela presenga de até 6 pequenos pontos claros
ou regido mais clara ocupando até % da cabeca (seta branca). Barra de escala 1 uym
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Figura 6. Micrografias eletronicas de cabecas de espermatozoides bovinos, observando-se
alteracdo de cromatina grau G3, caracterizando-se pela presenca de varios pontos claros (acima
de 6) ou regido mais clara ocupando até metade da cabeca (seta branca). Barra de escala 1 um.



41

Figura 7. Micrografias eletronicas de cabecas de espermatozoides bovinos, observando-se
alteracao de cromatina grau G4, caracterizando-se pela presenga Mais da metade da area nuclear
mais clara ou grandes regides totalmente claras (seta branca). Barra de escala 1 pm.

3.9 ANALISE DE IMAGEM COMPUTACIONAL DAS CABECAS DE
ESPERMATOZOIDES

As imagens dos espermatozoides de cada esfregaco foram capturadas, por meio do
microscopio Olympus EXS51 acoplado a camera Olympus DP70, pertencente ao laboratorio de
LAMOVI-UFU, utilizando-se objetiva de 100 x e optovar (lente intermediaria) de 2 x. Essas
imagens capturadas foram analisadas em 3 etapas: (1) segmentagdo das cabecas de
espermatozoides, (2) marcacdo da area descompactada da cromatina, (3) classificacdo das
alteragdes de cromatina.

A segmentacdo das cabecas dos espermatozoides foi realizada por limiarizacao
(thresholding) baseada em histograma, sendo formada uma imagem binaria (méscara) de cada
cabeca de espermatozoide. Esta técnica possui como objetivo a formagdo de uma imagem
contendo apenas a cabeca do espermatozoide, portanto, eliminando elementos presentes na
imagem original, como a cauda dos espermatozoides ou artefatos decorrentes do processo de

coloragdo (MARTINS et al., 2021). Em seguida, as imagens contendo apenas a cabeca do
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espermatozoide passaram por um processo de descarte de pixels presente no perimetro da cabeca
e suavizagao de seu contorno, isto € possivel devido a uma técnica matematica, denominada de
operagdo de erosao (CRUZ; BELETTI; TRAVENCOLO, 2014; MARTINS et al., 2021). Este
processamento inicial das imagens ocorreu por programa¢do desenvolvida em linguagem
MATLAB e sendo executado pelo software OCTAVE.

Assim como a segmentacdo das cabecas de espermatozoides, para marcagdao de areas
descompactadas na cromatina também foi utilizado programagao matematica desenvolvida em
MATLAB e executada pelo OCTAVE. Primeiramente foram identificadas as 10 cabegas mais
claras (mais compactadas) por amostra, € o valor médio de pixels dessas cabecas foram
consideradas como valor referéncia. Desta forma o software foi capaz de identificar nas cabegas
avaliadas os valores de pixels menores que o valor de referéncia, utilizando-se 7% abaixo da
média dos valores de pixel para a técnica de coloragdo com AT, 4% abaixo da média para a técnica
de reacdo de Feulgen. Como forma de reduzir ruido e melhorar a delimitacdo da regido alterada,
foi utilizado um filtro Gaussiano (sigma=2 e raio= 5). Finalmente, para delimitacdo das areas
definidas como descompactadas, foi utilizada a marca¢ao com linhas brancas. As classificacdes
das alteragdes de cromatina de acordo com a localizagdo da descompactacao foram determinadas
por Souza et al. (2018) e com adaptacdes, as alteragdes cromatinicas foram divididas em:
Descompactacdo na base (DB); Descompactacdo na metade basal (DMB); Descompactagdo no
eixo central (DEC); Descompactagdo base 4apice (DBA), Descompactagdao total (DT);
Descompactagdo dispersa (DD); Normal (N), (Figura 8-9). Todas as classificagdes foram

realizadas por um mesmo avaliador.
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Figura 8. Diferentes tipos de descompactagao de cromatina de espermatozoide corados com azul
de toluidina. (N) normal; (DB) descompactacdo na base; (DMB) descompactagdo na metade
basal; (DEC) descompactagdo no eixo central; (DBA) descompactacdo base apice; (DT)
descompactagdo total. Barra de escala: 5 um.
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Figura 9. Diferentes tipos de descompactacdo de cromatina de espermatozoide corados com
Feulgen. (N) normal; (DB) descompactag@o na base; (DMB) descompactagdo na metade basal;
(DEC) descompactacdo no eixo central, (DT) descompactagdo total; (DD) descompactacao
dispersa; (DBA) Descompactagdo base apice. Barra de escala: 5 pm.

3.10 ANALISE ESTATISTICA
Como forma de neutralizar os efeitos de variaveis que nao sdo controlaveis na PIVE,

optou-se em normalizar os resultados obtidos na PIVEs das amostras de s€émen dos touros
presentes no experimento, portanto, utilizamos como referéncia os resultados obtidos por um
touro fértil, previamente testado e com excelentes resultados na PIVE. Desta forma, os resultados
obtidos de taxa de blastocisto das amostras de sémen de touros avaliados foram transformas em

porcentagem das taxas de blastocisto obtidas com o s€men do touro referéncia, na mesma rotina
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de PIVE.

Para a normalizagdo dos resultados de contagem visual e de quantificacao dos tipos de
descompactagao da cromatina, obtidos por meio das técnicas de coloracao com azul de toluidina,
reacdo de Feulgen e laranja de acridina, optou-se por transformar os resultados em porcentagem
em relacdo ao nimero total de cabecas contabilizadas por técnica.

Foi utilizado o teste t de amostra pareadas para identificar diferenga estatistica entre as
alteragdes de cromatina identificadas por avali¢ao visual € computacional de esfregacdes corados
com azul de toluidina e reacao de Feulgen, avaliacao de esfregago corados com laranja de acridina
e avaliac@o por microscopia eletronica de transmissao.

Para avaliar como os defeitos de cromatina espermatica identificadas pelas técnicas
coloracdo com azul de toluidina, reagdo de Feulgen, laranja de acridina, microscopia eletronica
de transmissdo, influenciam na taxa de clivagem (processo de fertilizagdo) e a taxa de blastocisto
(desenvolvimento embrionario inicial), foi utilizado o teste de correlagdo de Pearson entre os
resultados referente a cada varidvel com as taxas normalizadas de clivagem e de blastocisto. Para
identificar possiveis associagdes entre técnicas de identificacdo de defeitos de cromatina
espermatica, foi utilizado o teste de correlagdo de Pearson.

Foi considerado diferenca significativa quando p <0,05 e considerado como tendéncia
quando 0,05< p <0,10 (POMINI PINTO et al., 2015). Toda a andlise estatistica foi realizada
usando o programa GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software Inc., SanDiego, CA, EUA).
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4. RESULTADOS

Os resultados para taxas normalizadas de clivagem e de blastocisto obtidas nas PIVEs
estdo demonstradas na tabela 1, sendo observados os diferentes niveis de fertilidade in vitro dos
touros utilizados no experimento. Para normalizagao, os resultados obtidos de taxa de clivagem e
blastocisto das amostras de sémen de touros avaliados foram transformados em porcentagem das
taxas de clivagem e de blastocisto obtidas com o sémen do touro referéncia, na mesma rotina de

PIVE.

TABELA 1. Taxas de clivagem e de blastocisto obtidas das amostras de sémen de touros
normalizadas com taxas de clivagem e de blastocisto obtidas com o sémen do touro referéncia
(fértil).

TAXA DE TAXA DE TAXA DE TAXA DE
TOURO CLIVAGEM CLIVAGEM BLASTOCISTO BLASTOCISTO
NORMALIZADA NORMALIZADA
1 34,25% 49,67 % 3,23% 6,00 %
2 57,67% 111,57 % 60,48% 108,52 %
3 48,53% 85,81 % 37,37% 78,15 %
4 36,13% 75,19 % 3,57% 7,14 %

Foram avaliadas um total de 5.539 cabegas de espermatozoides, sendo avaliadas 4
amostras de sémen, por avaliacao visual (touro 1,n= 200; touro 2, n= 200; touro 3, n=200; touro
4, n=200) e computacional (touro 1,n=360; touro 2, n=265; touro 3, n=229; touro 4, n=234) de
coloragdo com azul de toluidina, de esfregacos corados com laranja de acridina avaliadas por
microscopia confocal de varredura a laser (touro 1, n=148; touro 2, n=150; touro 3, n= 150, touro
4, n=150) e de florescéncia (touro 1, n=150, touro 2, n= 150; touro 3, n= 150; touro 4, n= 150),
por avaliagdo visual (touro 1,n= 200; touro 2, n= 200; touro 3, n= 200; touro 4, n= 200) e
computacional (tourol, n= 266; touro2, n= 454; touro 3, n= 324; touro 4, n= 209) de coloragdo
com reacao de Feulgen e microscopia eletronica de transmissao (touro 1, n= 100; touro2, n= 100;
touro 3, n= 100; touro 4, n=100)

A média e o desvio padrao dos resultados obtidos pela avaliacdo visual e computacional
de esfregacos corados com azul de toluidina (AT) e com reagdo de Feulgen (RF), avaliagdo visual
da técnica de coloragdo com laranja de acridina (LA), avaliacdo em microscopia eletronica de

transmissao (MET) estdo na tabela 2.
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TABELA 2. Média e desvio padrdo obtidos pela avaliagdo visual e computacional de esfregacos
corados com azul de toluidina e com reagdo de Feulgen, avaliagdo visual da técnica de coloragao
com laranja de acridina e avaliacdo por microscopia eletronica de transmissao.

METODOS VARIAVEIS MEDIA
E
DESVIO PADRAO
CV 13,50 + 11,27
SDC 15,87 + 19,77
DB 10,34 + 12,59
DEC 0,07 £ 0,14
AZUL DE
TOLUIDINA DMB 3,09 + 3,67
DD 0,00 + 0,00
DT 1,64 + 2,50
DBA 0,73+ 1,20
CV 8,25+ 7,63
SDC 8,81+ 10,51
DB 7,02 + 8,92
DEC 0,06+ 0,11
REACAO DE
FEULGEN DMB 1,11+ 1,43
DD 0,09 + 0,19
DT 0,44 + 0,68
DBA 0,09 + 0,19
MCVL 22,48 + 17,67
LARANJA DE
ACRIDINA MF 20,00 + 18,17
SAC 77,73 + 20,94
Gl 26,72 + 13,62
MICROSCOPIA
ELETRONICA DE G2 18,48+ 6,40
TRANSMISSAO G3 17,68+ 12.32
G4 14,86 + 15,98

CV, contagem visual de altera¢do de colorag¢do; SDC, somatdria de todos os tipos de descompactagdes de cromatina;
DB, descompactacdo na base; DEC, descompactagdo no eixo central; DMB, descompactagdo na metade basal; DD,
descompactagdo dispersa; DT, descompactagdo total; DBA, descompactagio base-apice; MCVL, microscopia confocal por
varredura a laser; MF, microscopia de florescéncia; SAC, somatodria de todos os graus de alteragdes de cromatina
avaliadas por microscopia eletronica de transmissdo; G1, Presenga de até 3 pequenos pontos claros na cromatina; G2,
Presenga de até 6 pequenos pontos claros ou regido mais clara ocupando até % da cabega; G3, Presenga de varios pontos
claros (acima de 6) ou regido mais clara ocupando até metade da cabeca; G4, Acima da metade da area nuclear mais clara
ou grandes regides totalmente claras.
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Observa-se na tabela 2 as varidveis avaliadas pela técnica de coloracdo com azul de
toluidina. A somatdria de todos os tipos de descompactagao de cromatina foi numericamente
superior & alteracdes de cromatina encontradas por contagem visual. Entre os tipos de
descompactagdes de cromatina encontradas, observou-se que o tipo de descompactagdo na base
foi numericamente superior as demais, seguida pelo tipo de descompactacdo metade basal e
descompactagao total.

A média obtida da avaliagdo visual e computacional pela técnica de coloragdo com reagao
de Feulgen, comportou-se de forma semelhante ao observado pela técnica de coloragdo com azul
de toluidina. A somatdria dos tipos de descompactagao de cromatina foi numericamente superior
a contagem visual, entre os tipos de descompactagdes de cromatina encontradas, observou-se que
o tipo de descompactacdo na base foi numericamente superior as demais, seguida pelo tipo de
descompactagdo metade basal e descompactagdo total (tabela2).

As médias da avaliagdo visual e computacional da técnica de coloragdo com azul de
toluidina foram numericamente superiores as médias da avaliacao visual e computacional técnica
de coloragdo com reacao de Feulgen (tabela2).

Observou-se que avaliagdo visual por microscopia confocal de varredura a laser de
esfregagos corados com laranja de acridina, apresentou numericamente superior quando
comparado a avaliag@o visual por microscopia de florescéncia (tabela2). Com relagdo as médias
das variaveis avaliadas por microscopia eletronica de transmissao, podemos observar que o grau
de alteragao G1 foi numericamente superior as demais alteragdes, enquanto o grau de alteragao
G4 foi numericamente inferior dentre as alteragcdes observadas (tabela 2).

A analise estatistica dos resultados obtidos da contagem visual e computacional das
técnicas de coloracdo com azul de toluidina e reacdo de Feulgen, avaliacdo visual da técnica de
coloragdo com laranja de acridina e avaliagdo por microscopia eletronica de transmissao,

encontra-se na figura 10.
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Figura 10. Média e desvio padrdo das alteragdes de cromatina espermatica identificadas por
contagem visual (CV) e computacional (SDC) de esfregagos corados com azul de toluidina (AT)
e com reacdo de Feulgen (FG), avaliagdo visual por microscopio confocal de varredura a laser
(MCVL) e de florescéncia (MF) de esfregagos corados com laranja de acridina (LA), avaliacao
por microscopia eletronica de transmissao (SAC - MET). Diferenga significativa quando p < 0,05
** e tendéncia a diferenca significativa quando 0,05 <p <0,1*.

Observa-se na figura 10 a média de alteracdes de cromatina identificadas por avaliagdo
visual do método de coloracdo com azul de toluidina foi superior (0,05 <P < 0,1) a média da
avaliagdo visual do método de coloragdo com reacao de Feulgen.

A média de altera¢des de cromatina identificadas por esfregacos corados com laranja de
acridina avaliados com microscopia confocal de varredura a laser foi superior (0,05 <P <0,1)a
média da contagem visual e computacional do método de coloragdo com reagcdo de Feulgen.
Enquanto, a média de alteragcdes de cromatina identificadas por esfregacos corados com laranja
de acridina avaliados com microscopia de florescéncia foi superior (0,05 <P < 0,1) a média de
contagem computacional de esfregacos corados com reagao de Feulgen. A média de alteragdes de
cromatina espermatica identificadas pela avaliagdo por microscopia eletronica de transmissao foi

superior (P < 0,05) as médias obtidas pelos demais métodos analisados (figura 10).
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Correlacionou-se os resultados obtidos da taxa de clivagem e de blastocisto com as
variaveis obtidas pela avaliagdo visual e computacional dos esfregagos corados com Azul de

Toluidina (tabela 3).

TABELA 3. Correlacdo de Pearson entre taxa de clivagem e de blastocisto com a avaliagao
visual e computacional dos esfregacos corados com azul de toluidina

VARIAVEIS TAXA DE CLIVAGEM TAXA DE BLASTOCISTO

Ccv -0,85 -0,93*
SDC -0,91* -0,90*
DB -0,90* -0,92%*
DEC -0,80 -0,57

DMB -0,89 -0,95%
DD
DT -0,88 -0,74

DBA -0,86 -0,69

CV, contagem visual; SDC, somatoria de todos os tipos de descompactagdes de cromatina; DB, descompactagdo na
base; DEC, descompactagdo no eixo central; DMB, descompactagdo na metade basal; DD, descompactagao dispersa; DT,
descompactacdo total; DBA, descompactagdo base-apice. ** diferenca significativa quando P<0,05, * tendéncia a diferenca
significativa quando 0,05<P<0,1.

Observa-se na tabela 3 tendéncia a uma correlacdo negativa entre alguns tipos de
descompactagdo da cromatina e a taxa de clivagem, como por exemplo a somatdria dos tipos de
descompactagdes observadas (= -0,91, P = 0,091) e a descompactagdo na base (r= -0,90, P
=0,097). A taxa de blastocisto possui tendéncia a correlagdo negativa com a contagem visual de
cabegas de espermatozoides com alteracdo de cromatina (r= -0,93, P = 0,071), com o total
descompactagdes observadas (r=-0,90, P = 0,097), com a descompactacdo na base da cabega (1=
-0,92, P =0,076), com a descompactacao na metade basal da cabeca (r=-0,95, P = 0,054).

Correlacionou-se os resultados obtidos da taxa de clivagem e de blastocisto com as
varidveis obtidas pela avalia¢do visual e computacional dos esfregagos corados com Reacdo de

Feulgen (tabela 4).
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TABELA 4. Correlacdo de Pearson entre taxa de clivagem e de blastocisto com a visual e
computacional dos esfregacos corados com reacao de Feulgen

VARIAVEIS TAXA DE CLIVAGEM TAXA DE BLASTOCISTO

Ccv -0,88 -0,91*
SDC -0,86 -0,77
DB -0,83 -0,71

DEC 0,81 0,76

DMB -0,91* -0,87
DD -0,80 -0,57
DT -0,12 -0,50

DBA -0,80 -0,57

CV, contagem visual, SDC, somatoria de todos os tipos de descompactagdes de cromatina; DB, descompactacdo na
base; DEC, descompactagdo no eixo central; DMB, descompactagdo na metade basal; DD, descompactagdo dispersa; DT,
descompactacao total; DBA, descompactagao base-apice. **diferenga significativa quando P<0,05, * tendéncia a diferenca
significativa quando 0,05< P<0,1.

A descompactagao na metade basal da cabega (r=-0,91, P = 0,088) observado pela técnica
de reacao de Feulgen, apresenta tendéncia de correlagdo negativa com a taxa de clivagem. A
contagem visual das cabegas de espermatozoides com alteracao de cromatina coradas pela reagao
de Feulgen possuem tendéncia de correlagdo negativa com a taxa de blastocisto (= -0,91, P =
0,092). As demais correlagdes ndo foram significativas (P > 0,01) (tabela 4).

Também se correlacionou os resultados obtidos da taxa de clivagem e de blastocisto com
os resultados obtidos com a técnica de coloracdo com laranja de acridina, bem como com a

microscopia eletronica (tabela 5).
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TABELA 5. Correlacdo de Pearson entre taxa de clivagem e de blastocisto com os resultados
obtidos com a técnica de coloragdo laranja de acridina e com a microscopia eletronica de
transmissao.

TECNICAS VARIAVEIS TAXA DE TAXA DE
CLIVAGEM BLASTOCISTO
LARANJA DE MCVL -1,00%* -0,92%
ACRIDINA ME -0,97%* -0,91*
SAC -0,92% -1,00%*
Gl 0,75 0,93%*
MICROSCOPIA
ELETRONICA DE G2 -0,63 -0,91*
TRANAMISSAO
G3 -0,94%* -0,98%*
G4 -0,87 -0,98%*

MCVL, microscopia confocal por varredura a laser; MF, microscopia de florescéncia SAC, somatoria de todos os graus
de alteracdes de cromatina avaliadas por microscopia eletronica de transmissdo; G1, Presenca de até 3 pequenos pontos
claros na cromatina; G2, Presenca de at€¢ 6 pequenos pontos claros ou regido mais clara ocupando até % da cabega; G3,
Presencga de varios pontos claros (acima de 6) ou regido mais clara ocupando até metade da cabega; G4, Acima da metade
da area nuclear mais clara ou grandes regides totalmente claras. ** diferenca significativa quando P<0,05, * tendéncia a
diferenca significativa quando 0,05< P<0,1.

A técnica de coloragdo de cabega de espermatozoide com laranja acridina observada
através de microscopio confocal de varredura a laser e por microscopio de florescéncia
demonstrou correlagdo significativa negativa com a taxa de clivagem (= -1,00, P = 0,004; r= -
0,97, P = 0,029, respectivamente) e tendéncia a correlacdo negativa com a taxa de blastocisto (r=
-0,92, P =0,081; r=-0,91, P = 0,089, respectivamente) (tabela 5).

Com relacdo a microscopia eletronica de transmissdo, foi observado tendéncia de
correlagdo negativa das alteragdes G3 (1= -0,94, P = 0,057) e da somatoria de todos os graus de
alteracdes de cromatina (r=-0,92, P = 0,078) com a taxa de clivagem. A somatodria de todos os
graus de alteracdes de cromatina e as alteragcdes G3 e G4, apresentam correlacdo significativa
negativa com a taxa de blastocisto (r=-1,00, P = 0,004; r=-0,98, P = 0,021; r=-0,98, P = 0,020,
respectivamente), enquanto as alteragdes G2 apresentam tendéncia de correlagdo negativa (r= -
0,91, P =0,090). Em contrapartida a alteracdo G1 apresenta tendéncia de correlacdo positiva com
a taxa de blastocisto. (= 0,93, P = 0,069) (tabela 5).

Em relagdo das andlises por SCSA, os “pseudo color plot” da fluorescéncia nao
demonstraram claramente diferentes populagdes de eventos (espermatozoides). Assim, nao foi
possivel desenhar os “gates” referentes aos espermatozoides com e sem alteracdes no DNA (figura

11).
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Figura 11. Pseudo color plot de FITC X PE (florescéncia verde x florescéncia vermelha) de SCSA
de espermatozoides bovinos corados com laranja de acridina, ndo sendo possivel desenhar os
“gates” referentes aos espermatozoides com e sem alteragdes no DNA

Correlacionou-se os resultados obtidos da avaliagdo visual e computacional, comparando

as técnicas de coloragdo com Reacdo de Feulgen e azul de toluidina (tabela 6).

TABELA 6. Correlacdo de Pearson entre a avaliagdo visual e computacional dos esfregagos
corados com reagdo de Feulgen e azul de toluidina.

AZUL DE TOLUIDINA
VARIAVEIS  cv SDC DB DEC DMB DD DT DBA
CV 0,99%*  1,00%* 1,00%* 0,81  0,99%* 0,93* 0,90
SDC 0,92%  0,97** 0,95%  0,94*  0,92*% 0,99%*%  (,98%*
DB 0,88  0,94*  092* 0,96** 0,88 0,99%*%  (,99%*
REACAO
DE
FEULGEN DEC 0,50 -0,54 -0,55 -033  -0,56 0,44  -0,41
DMB 0,97*%  1,00%* 0,99%* 0,88  0,97** 0,97%*  0,95%
DD 0,74 0,84 0,81  1,00%* 0,75 0,97*%  0,99%%*
DT 0,26 0,12 0,18  -043 0,26 0,20  -0,27
DBA 0,74 0,84 0,81  1,00%* 0,75 0,97%%  0,99%%*

CV, contagem visual; SDC, somatdria dos tipos de descompactagdes de cromatina; DB, descompactacdo na base;
DEC, descompactacao no eixo central; DMB, descompactagdo na metade basal; DD, descompactacao dispersa; DT,
descompactagdo total; DBA, descompactagdo base-apice. ** diferenca significativa quando P<0,05, * tendéncia a
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diferenca significativa quando 0,05< P<0,1.

A contagem visual de cabecas de espermatozoides com alteracdo de cromatina corados
com Feulgen demonstrou correlagdo significativa positiva com a contagem visual de cabegas de
espermatozoides com alteragdo de cromatina corados com azul de toluidina (r= 0,99, P = 0,006)
(tabela 6).

A técnica de coloragdo de cabeca de espermatozoide com rea¢do de Feulgen demonstrou
que os tipos de descompactacao base apice apresentou correlagao significativa positiva com a
descompactagdo base apice (r= 0,99, P = 0,014) de cabecas de espermatozoides corados com azul
de toluidina (tabela 6). A descompactagdo metade basal de espermatozoides corados com reagao
de Feulgen demonstrou correlacdo significativa positiva com a descompactacao metade basal de
espermatozoides com alteragdo de cromatina corados com azul de toluidina (r= 0,97, P = 0,026)
(tabela 6).

Também se correlacionou avaliagdo visual com avaliagdo computacional dos esfregacos

corados com reacdo de Feulgen e azul de toluidina (tabela 7).

TABELA 7. Correlacdo de Pearson entre avaliagdo visual com avaliagdo computacional dos
esfregacos corados com reacao de Feulgen e azul de toluidina

SDC DB DEC DMB DD DT DBA
CVAT 0,98%* 0,99%* 0,74 1,00%* 0,88 0,84
CVRF 0,95%* 0,93* -0,50 0,99%* 0,81 0,17 0,81

CVAT, contagem visual de esfregagos corados com azul de toluidina; CVRF, contagem visual de esfregacos corados
com reacdo Feulgen; SDC, somatoria dos tipos de descompactagdes de cromatina; DB, descompactag@o na base;
DEC, descompactag@o no eixo central; DMB, descompactagdo na metade basal; DD, descompactagdo dispersa; DT,
descompactagdo total; DBA, descompactag@o base-apice. ** diferenga significativa quando P<0,05, * tendéncia a
diferenca significativa quando 0,05< P <0,1.

A contagem visual de esfregacos corados com azul de toluidina (ATCV) possuem
correlagdo significativa positiva com a somatoria de todos os tipos de descompactacao de
cromatina (r= 0,98, P =0,016), descompactacao na base (r = 0,99, P =0,008) e descompactagao
metade basal (r= 1,00, P =0,003) avaliadas por esfregacos corados com azul de toluidina (tabela
7). A contagem visual de esfregagos coloragdo com reagdo de Feulgen possuem correlagdo
significativa positiva com a somatoria de todos os tipos de descompactacdo de cromatina (r =
0,95, P=0,045), com a descompactagao metade basal (r=0,99 P =0,011) e tendéncia de correlagdo
positiva com a descompactagdo na base (r = 0,93, P =0,074) avaliada por esfregagos corados com
reacdo de Feulgen (tabela 7).

Correlacionou-se os resultados obtidos com a técnica de coloracdo com laranja de acridina

com a avaliagdo visual e computacional dos esfregagos corados com azul de toluidina (tabela 8).
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TABELA 8. Correlagdo de Pearson entre resultados obtidos com a técnica de coloragdo laranja
de acridina com a avaliacdo visual e computacional dos esfregacos corados com azul de toluidina.

LARANJA DE ACRIDINA

VARIAVEIS MCVL MF

CcV 0,90 0,94*
SDC 0,94* 0,98*%*
DB 0,94* 0,98%*

AZUL DE DEC 0,81 0,86
TOLUIDINA DMB 0,92% 0,96%*

DD
DT 0,90* 0,95*
DBA 0,88 0,93*

MCVL, microscopia confocal por varredura a laser; MF, microscopia de florescéncia; CV, contagem visual de
alteracdo de coloracdo; SDC, somatdria de todos os tipos de descompactacdes de cromatina; DB, descompactagdo na
base; DEC, descompactagdo no eixo central; DMB, descompacta¢do na metade basal; DD, descompactacao dispersa;
DT, descompactacdo total; DBA, descompactacao base-apice. ** diferenca significativa quando P<0,05, * tendéncia a
diferenca significativa quando 0,05< P<0,1.

A técnica de laranja de acridina avaliada por microscopia confocal de varredura a laser
(MCVL) possui tendéncia a correlagdo positiva com a somatoria de todos os tipos de
descompactagdes de cromatina (r = 0,94, P =0,060), com a descompactacao na base (r = 0,94, P
=0,064), com a descompactagao metade basal (r = 0,92, P =0,075) e com a descompactagao total
(r=0,90, P =0,099) avaliadas por esfregaco corados com azul de toluidina (tabela 8). A avaliagdo
de esfregagos corados com laranja de acridina por microscopia de florescéncia (MF) possui
correlagdo significativa positiva com a somatoria de todos os tipos de descompactacdo de
cromatina (r = 0,98, P =0,018), com a descompactacdo na base (r = 0,98, P =0,023), com a
descompactagdo metade basal (r = 0,96, P =0,037), e tendéncia a correlagdo positiva com a
contagem visual (r = 0,94, P =0,056), com a descompactacao total (r = 0,95, P =0,052) e com a
descompactagdo base apice (r = 0,93, P = 0,074) avaliadas por esfregaco corados com azul de
toluidina (tabela 8).

Correlacionou-se os resultados obtidos com a técnica de coloragdo com laranja de acridina

com a avaliagdo visual e computacional dos esfregagcos corados com reacao de Feulgen (tabela 9).
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TABELA 9. Correlagao de Pearson entre resultados obtidos com a técnica de coloracdo laranja
de acridina com a avaliagdo visual e computacional dos esfregacos corados com reagao de
Feulgen.

LARANJA DE ACRIDINA
VARIAVEIS MCVL MF
CcV 0,92% 0,97**
SDC 0,89 0,95%
DB 0,86 0,92%*
Rgﬁgf&? DEC 0,77 20,66
DMB 0,94* 0,08
DD 0,81 0,86
DT 0,14 0,10
DBA 0,81 0,86

MCVL, microscopia confocal por varredura a laser; MF, microscopia de florescéncia; CV, contagem visual de
alteragdo de coloracdo; SDC, somatodria de todos os tipos de descompactagdes de cromatina; DB, descompactagdo na
base; DEC, descompactagdo no eixo central; DMB, descompactacdo na metade basal; DD, descompactagéo dispersa;
DT, descompactacdo total; DBA, descompactacdo base-apice. ** diferenca significativa quando P<0,05, * tendéncia a
diferenca significativa quando 0,05<P<0,1.

A técnica de coloracdo com laranja de acridina avaliada por microscopia confocal de
varredura a laser (MCVL) possui tendéncia a correlagao positiva com a contagem visual (r = 0,92,
P =0,083) e com a descompactacdo metade basal (r = 0,94, P =0,060) avaliada por esfregaco
corado com reagdo de Feulgen. A técnica de coloracdo de cabega de espermatozoide com laranja
acridina observada através microscopia de florescéncia (MF) possui correlacdo significativa
positiva com a contagem visual (r = 0,97, P =0,034) e com o tipo de descompactacao metade basal
(r = 098, P =0,017), e tendencia a correlagdo positiva com a somatoéria do tipos de
descompactagdo da cromatina (r = 0,95, P =0,054) e com a descompacta¢do na base (r = 0,92, P
=0,078) avaliadas por esfregago corado com reacao de Feulgen (tabela 9).

Correlacionou-se os resultados obtidos a técnica de coloragao com laranja de acridina com

a microscopia eletronica (tabela 10).
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TABELA 10. Correlagdo de Pearson entre a técnica de colora¢do por laranja acridina com a
avaliacdo de cromatina espermatica por microscopia eletronica de transmissao.

LARANJA DE ACRIDINA
VARIAVEIS MCVL MF
SAC 0,95%* 0,94*
MICROSCOPIA Gl -0,80 -0,86
ELETRONICA DE G2 0,68 0,70
TRANSMISSAO G3 0,97%%* 0,97%*
G4 0,91%* 0,93*

MCVL, microscopia confocal por varredura a laser; MF, microscopia de florescéncia; SAC, somatéria de todos os
graus de alteragdes de cromatina avaliadas por microscopia eletronica de transmissdo; G1, Presenca de até 3 pequenos
pontos claros na cromatina; G2, Presenga de até 6 pequenos pontos claros ou regido mais clara ocupando até Y4 da
cabega; G3, Presenga de varios pontos claros (acima de 6) ou regido mais clara ocupando até metade da cabega; G4,
Acima da metade da area nuclear mais clara ou grandes regides totalmente claras.** diferenga significativa quando
P<0,05, * tendéncia a diferenca significativa quando 0,05<P<0,1.

A técnica de coloragdo de cabega de espermatozoide com laranja acridina observada
através de microscopio confocal de varredura a laser e por microscopio de florescéncia
demonstrou correlagao significativa positiva com a altera¢ao G3 (r= 0,97, P =0,033; =0,97, P =
0,025, respectivamente), e tendéncia a correlagcdo positiva com a somatodria de todos os graus de
alteracdes de cromatina (r= 0,95, P =0,054; r= 0,94, P = 0,057, respectivamente) e com a alteragao
G4 (=0,91,P=0,094; r=0,93, P = 0,069, respectivamente) avaliadas por microscopia eletronica
de transmissao(tabela 10).

Também se correlacionou a avaliagdo de cromatina espermatica por microscopia

eletronica de transmissdo com a avaliagdo visual e computacional dos esfregacos corados com

azul de toluidina (tabela 11).
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TABELAL11. Correlacdo de Pearson entre avaliagdo de cromatina espermatica por microscopia
eletronica de transmissao com a avaliagdo visual e computacional dos esfregacos corados com
azul de toluidina.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

SAC Gl G2 G3 G4
cv 0,05* L0,97% 0,85 0,97%* 0,08%*
SDC 0,03* 0,92+ 0,76 0,97%* 0,05%*
DB 0,95* L0,94% 0,80 0,08+* 0,07+
AZUL DE DEC 0,64 20,57 0,28 0,72 0,64
TOLUIDINA g 0,96%* -0,96%* 0,85 0,08+ 0,09+
DD - - - - -
DT 0,80 0,75 0,51 0,86 0,81
DBA 0,75 20,70 0,44 0,83 0,76

CV, contagem visual de altera¢do de coloragdo; SDC, somatoria de todos os tipos de descompactagdes de cromatina;
DB, descompactagdo na base; DEC, descompactagdo no eixo central; DMB, descompactacdo na metade basal; DD,
descompactagdo dispersa; DT, descompactagdo total; DBA, descompactagdo base-apice. SAC, somatoria de todos
os graus de alteragdes de cromatina avaliadas por microscopia eletronica de transmissdo; G1, Presenca de até 3
pequenos pontos claros na cromatina; G2, Presenga de até 6 pequenos pontos claros ou regido mais clara ocupando
até Y, da cabecga; G3, Presenga de varios pontos claros (acima de 6) ou regido mais clara ocupando até metade da
cabeca; G4, Acima da metade da area nuclear mais clara ou grandes regides totalmente claras. ** diferenga
significativa quando P<0,05, * tendéncia a diferenca significativa quando 0,05<P<0,1.

Os graus de alteracdo G3 e G4 observados por microscopia eletronica de transmissao
possuem correlagdo significativa positiva com a contagem visual (r = 0,97, P =0,032; r=0,98, P
= 0,017, respectivamente), com a somatoéria de todos os tipos de descompactacao de cromatina (r
=0,97,P=0,031; r=0,95, P = 0,046, respectivamente), com a descompactacio na base (r= 0,98,
P=10,022,r=0,97, P = 0,029, respectivamente) e com a descompactacdo metade basal (r= 0,98,
P =0,017, r = 0,99, P = 0,013, respectivamente) avaliada por esfregaco corado com azul de
toluidina (tabela 11).

A somatoria de todos os graus de alteracOes de cromatina avaliadas por microscopia
eletronica transmissdo possui tendéncia a correlagdo significativa positiva com a contagem visual
(r= 0,95, P = 0,052), com a somatoria dos tipos de descompactagdo de cromatina (r = 0,93, P =
0,066) avaliadas por esfregaco corado com azul de toluidina (tabela 11). O grau de alteragao G1
possui correlagdo significativa negativa com a contagem visual (r =-0,97, P = 0,027), com o tipo

de descompactacao metade basal (r =-0,96, P = 0,038), e tendéncia a correlagdo negativa com a
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somatoria dos tipos de descompactacdo de cromatina (r = -0,92, P = 0,084) e com a
descompactagdo na base (r =-0,94, P =0,062) avaliada por esfregaco corado com azul de toluidina
(tabela 11).

Correlacionou-se a avaliagdo de cromatina espermatica por microscopia eletronica de
transmissdo com a avaliacdo visual e computacional dos esfregacos corados com reagdo de

Feulgen (tabela 12).

TABELA 12. Correlagdo de Pearson entre avaliagdo de cromatina espermatica por microscopia
eletronica de transmissao com a avaliagdo visual e computacional dos esfregagos corados com
reacdo de Feulgen.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

SAC Gl G2 G3 G4
cv 0,93* -0,94% 0,79 0,97** 0,97%*

SDC 0,82 0,81 0,58 0,88 0,85

READ%AO DB 0,77 -0,76 0,51 0,84 0,80
FEULGEN DEC 0,74 0,47 0,53 -0,70 0,62
DMB 0,91* -0,88 0,70 0,95%* 0,93*

DD 0,64 0,57 0,28 0,72 0,64

DT 0,42 0,46 0,72 0,31 0,41

DBA 0,64 0,57 0,28 0,72 0,64

CV, contagem visual de altera¢do de coloragdo; SDC, somatoria de todos os tipos de descompactagdes de cromatina;
DB, descompactagdo na base; DEC, descompactagdo no eixo central; DMB, descompactacdo na metade basal; DD,
descompactagdo dispersa; DT, descompactagdo total; DBA, descompactacdo base-apice. SAC, somatodria de todos
os graus de alteragdes de cromatina avaliadas por microscopia eletronica de transmissdo; G1, Presenca de até 3
pequenos pontos claros na cromatina; G2, Presenga de até 6 pequenos pontos claros ou regido mais clara ocupando
até Y, da cabecga; G3, Presenga de varios pontos claros (acima de 6) ou regido mais clara ocupando até metade da
cabeca; G4, Acima da metade da area nuclear mais clara ou grandes regides totalmente claras.** diferenga significativa
quando P<0,05, * tendéncia a diferenca significativa quando 0,05<P<0,1.

A alteragdo G3 observada por microscopia eletronica de transmissao, possui correlagao
significativa positiva com a contagem visual (r = 0,97, P =0,034) e com a descompactacao metade
basal (r = 0,95, P = 0,048) avaliadas por esfregago corados com rea¢do de Feulgen. O grau G4
possui correlagdo significativa positiva com a contagem visual (r = 0,97, P = 0,035) e tendéncia a
correlagdo positiva com a descompactagao metade basal (r = 0,93, P = 0,072) avaliadas por
esfregaco corados com reagdo de Feulgen. A somatéria de todos os graus de alteragdes de
cromatina possui tendencia a correlagdo positiva com a contagem visual (r = 0,93, P = 0,065) e
com a descompactacdo metade basal (r = 0,91, P = 0,091) avaliadas por esfregaco corados com

reacdo de Feulgen. O grau de alteragdao G1 possui tendencia a correlagdo negativa com a contagem



visual (r =-0,94, P = 0,058) de esfregago corados com reagdo de Feulgen (tabela 12).
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5. DISCUSSAO

A integridade da cromatina espermatica ¢ de extrema importancia para fecundacao,
implantacdo, embriogénese, placentagao, a eficiéncia das tecnologias de reprodugao assistida e a
satde da prole ao longo de sua vida (SHAMSI et al., 2010; DADA, 2017). O SCSA ¢ considerado
o método “ouro” para avaliacdo de altera¢des cromatinicas (EVENSON, 2016), no entanto, ¢ de
alto custo devido ao uso de citdmetro de fluxo. No entanto, existem métodos alternativos mais
baratos, de facil aplicacdo, mas de resultados questionaveis. Alguns desses métodos foram
testados no presente trabalho.

O SCSA utiliza das propriedades metacromaticas do laranja de acridina, para avaliar a
suscetibilidade do DNA espermaético a desnaturagdo acida (pH 1,2 por 30 s) in situ, seguido de
coloracdo com AO e avaliagdo em citometria de fluxo (EVENSON, 2016), quando ¢ realizada
contagem automatica e rapida do nimero de espermatozoides verdes (DNA integros) e vermelhos
(DNA desnaturado). Apesar do SCSA ser considerado o método “ouro”, neste trabalho nao foi
possivel obter resultados confidveis e com repetibilidade, demonstrando ser este um método de
dificil uso em condi¢des laboratoriais de baixa tecnologia e com estrutura fisica deficiente. Em
quase todos os testes com as amostras experimentais nao foi possivel definir os limites dos “gates”
representativos de cada uma das populagdes de espermatozoide que deveriam aparecer nos
“pseudo color plot” tipicos da metodologia (Figura 3). Mesmo quando o método foi testado
conforme sugerido por Castro et al. (2018), ndo ficou claro a separacao das diferentes populacdes
de espermatozoides. Com isso, ndo foi possivel realizar a correlagdo dos resultados destas
avaliagdes com as taxas de clivagem e blastocisto obtidas nas rotinas de PIVE.

Uma possibilidade de usar as caracteristicas de metacromasia do laranja de acridina, de
forma mais simples e com menor custo, pode-se utilizar a coloracdo de esfregagos com este
corante (TEJADA et al., 1984). No presente trabalho foi testado o método de Tejada et al. (1984)
com modificagdes propostas por Beletti ¢ Mello (1996). Os esfregagos foram analisados por
avaliacdo visual em microscopia de fluorescéncia e em microscopia confocal de varredura a laser.
Em ambas as andlises foi possivel, sem grande subjetividade, diferenciar espermatozoides verdes
(DNA integro) e vermelhos (DNA desnaturado). A repetibilidade dos resultados também foi
superior a encontrada no SCSA. Com isso, foi possivel obter resultados para correlacionar com
os resultados das PIVEs. Ambas as avaliagdes mostraram alta correlagdo negativa com a taxa de
clivagem. Apesar de alguns ovocitos iniciarem a clivagem mesmo sem terem sidos fecundados,
existe uma forte relacdo da taxa de clivagem com a capacidade fecundante dos espermatozoides
(KHARCHE; JHA, 2016). Portanto, as alteracdes de cromatina identificadas por esses dois

métodos caracterizam sémen com baixa capacidade de fertilizacdo in vitro. Apesar de ndo ter uma
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relacdo direta e absoluta com o desempenho de touros a campo, geralmente existe uma correlagao
entre a eficiéncia na PIVE e fertilidade do touro a campo (UTT, 2016), o que sugere que tais
métodos possam provavelmente serem bons na identificagdo de touros com problemas de
fertilidade ligados a falta de capacidade fecundantes de seus espermatozoides.

A metodologia de coloragdo de esfregagos com laranja de acridina, independente do tipo
de microscopio utilizado na avaliagdo, demonstrou uma tendéncia de correlagdo negativa com a
taxa de blastocisto. Existem duas maneira de se calcular a taxa de blastocisto: (1) a porcentagem
de ovdcitos inicialmente colocados para maturagdo e que chegaram a blastocisto e (2) a
porcentagem de ovdcitos que iniciaram a clivagem e chegaram a blastocisto. A primeira esta
relacionada com a eficiéncia da PIVE como um todo, fertilizagcdo e desenvolvimento embrionaio.
J4 a segunda, a qual foi utilizada neste trabalho, estaria relacionada somente a capacidade do
ovocito fecundado ter um desenvolvimento embriondrio inicicial satisfatdrio. Nesse caso a
tendéncia de correlagdo identificada sugere que caso algum espermatozoide com alteragdo de
cromatina fecunde um ovocito, este teria problemas no desenvolvimento embrionario inicial.

Outro método que a principio seria de facil aplicagdo e de baixissimo custo seria o da
“metacromasia induzida” em esfregagos de sémen corados com azul de toluidina apds hidrélise
acida (MELLO, 1982). Tal método originalmente utiliza avaliacdo visual dos espermatozoides,
onde aquele corados de verde a azul claro sdo considerados portadores de cromatina normal e
aqueles corados de azul escura a magenta sdo considerados portadores de alteracdes na cromatina
(BELETTI; MELLO, 2004). Essa avaliacdo visual possui alto grau de subjetividade. Para reduzir
esta subjetividade Beletti; Costa e Guardieiro (2005) criaram uma avaliacdo computacional de
imagens digitais dos esfregagos, que permite quantificar a descompactacdo média e a
heterogeneidade da cromatina dos espermatozoides de uma amostra de sémen. Em 2018, Souza
et al. propuseram uma classificagdo computacional de diferentes tipos de descompactacdo da
cromatina, segundo a localizacdo da area descompactada. Todas essas variagdes do uso do AT
foram utilizadas neste trabalho.

A avaliacdo visual do esfregago submetido a metacromasia induzida mostrou uma
tendéncia de correlagcdo negativa com a taxa de blastocisto, mas ndo com a taxa de clivagem. Ou
seja, este método identificaria principalmente alteragdes que nao interfeririam com a fecundacao,
mas sim com o desenvolvimento embriondrio inicial.

A classificagdo dos tipos de descompactacio conforme a localizagdo da 4rea
descompactada mostrou que a somatoria de todos os tipos de alteragdes e a alteragdo na base da
cabeca tendem a ter correlagdo negativa tanto com a taxa de clivagem, como com a taxa de
blastocisto, ou seja, essas alteragdes interfeririam tanto na fecundacao como no desenvolvimento

inicial. Semelhante a avaliagdo visual, a descompactagdo da metade basal da cabeca do
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espermatozoide possui uma tendéncia de correlagdo apenas com a taxa de blastocisto, ou seja, esta
alteracao nao interferiria na fecundacdo, mas sim no desenvolvimento embrionario inicial. As
demais variaveis avaliadas na coloracao com AT, nao mostraram correlagdes significativas com
os resultados das PIVEs, o que demonstra a ineficdcia dessas varidveis na identificagdo de
problemas de fertilidade em touros.

Apesar de nao se demonstrar uma grande eficiéncia da coloragdo com AT, este método ¢
o de mais facil aplicagdo e o de menor custo.

A reacdo de Feulgen foi o primeiro método de avaliacdo da cromatina espermatica
associado com problemas de fertilidade em touros (GLEDHILL, 1966). No entanto, este método
tem sido pouco utilizado por ser de interpretacdo subjetiva, j4 que a diferenga entre os
espermatozoides normais € com alteragao na cromatina ¢ dada pela diferenga na intensidade da
coloracdo. No presente trabalho, foi testada a avaliagdo visual subjetiva os esfregagos corados
com Feulgen, bem como pela primeira vez foram adaptados os algoritmos de avaliagdo
computacional originalmente utilizados com AT, para realizar uma avaliacdo mais objetiva da
intensidade de coloragdo. Também foi realizada a classificacdo de diferentes tipos de
descompactagdo de cromatina conforme a localizacdo da area descompactada.

Assim como a contagem visual dos esfregagcos corados com AT, a avaliagdo visual dos
esfregagos corados com Feulgen apresentaram uma tendéncia de correlacdo negativa com a taxa
de blastocisto, demonstrado que ambas as técnicas devem identificar alteragdes semelhantes. As
altas correlacdes positivas encontradas entre essas duas técnicas (tabela 6), tanto para avaliagao
visual como para a maioria das caracteristicas avaliadas computacionalmente, corrobora com esta
afirmacao.

A alteracdo na metade basal da cabeca identificada por Feulgen apresentou uma tendéncia
de correlagdo negativa com a taxa de clivagem, porém ndo com a taxa de blastocisto, inversamente
ao encontrado para a mesma alteracdo identificada por AT. Apesar desta diferenca, a correlagdo
positiva significativa entre a alteragdo na metade basal identificada pelas duas coloragdes (Tabela
6) ¢ provavel que a maioria dos espermatozoides com esta alteragao identificados por AT sejam
também identificados por Feulgen.

Assim como o AT, apesar do Feulgen nao demonstrar uma grande eficiéncia na
identificacdo de alteragdes na cromatina, ¢ um método relativamente de facil execugdo e de baixo
custo. A coloragdo com AT mostrou-se mais rapida e com diferenciagdo visual menos subjetiva.

Quando comparado a avaliagdo visual por AT e Feulgen com as classificacdes das
alteragcdes conforme a localizacdao das areas descompactadas (tabela 7) foi detectada correlagdao
positiva significativa entre a somatéria dos espermatozoides com os diferentes tipos de

descompactagdo cromatinica (SDC) e a avaliagdo visual (CV). Isso era esperado, pois na avaliagdo
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visual ndo se faz a classificacdo, apenas ¢ definido se o espermatozoide tem ou ndo alteracdo de
cromatina. No entanto, também foi observada correlagdo positiva significativa da contagem visual
(CV) com as alteracdes na metade basal (DMB) em ambas as técnicas, ou seja, a proporcao de
alteracdes na metade basal dentre o total de alteragdes ¢ muito semelhante em todas as amostras
avaliadas. Ja a tendéncia de correlacdo positiva entre as avaliagdes visuais (CV) e as alteracdes na
base (DB) em ambas as coloragdes, pode ser explicada por que este tipo de alteracao ¢ a mais
abundante, portanto ¢ a que mais influéncia o total de alteracdes, que ¢ semelhante as avaliacdes
visuais. A maior incidéncia de DB em espermatozoides esté relacionada a uma estrutura conhecida
como anel nuclear, localizado na base da cabec¢a dos espermatozoides, esta regido apresenta uma
cromatina menos compactada e mais sensivel a alteragdes (WARD; COFFEY, 1989). Desta
forma, a cromatina localizada no anel nuclear exposta a hidrélise acida permite que mais
moléculas de AT se liguem aos grupos fosfato do DNA e resultando no aparecimento da coloragao
magenta em cabecas de espermatozoides (BELETTI; COSTA; VIANA; 2004). Da mesma forma,
no anel nuclear ocorrera o aumento da depurinacao na fita de DNA, favorecendo o aumento da
intensidade da coloragdo vermelho-ptrpura pela coloracdo com reagao de Feulgen.

Para verificar se as alteragdes identificadas por laranja de acridina (LA) e azul de toluidina
(AT) sao semelhantes, foi realizada a correlagao entre essas caracteristicas (tabela 8). Quase todas
as varaveis mostraram ou correlacdo positiva significativa ou tendéncia a correlagdo positiva,
demonstrando que existe grande similaridade entre as alteragdes identificadas por essas técnicas.

Semelhantemente ao que foi feito entre LA e AT, também foram calculadas as correlagdes
entre as variaveis avaliadas com LA e com Feulgen (tabela 9). Neste caso, diminuiram as
correlacdes e tendéncias a correlagdo, mostrando a principio uma menor similaridade entre as
alteracdes identificadas pelas duas técnicas. No entanto, quando se observa a tabela 2, ¢ possivel
verificar que o AT e o LA identificam maior quantidade de alteragdes do que o Feulgen, o que
pode ser interpretado como uma menor sensibilidade e, portanto, o Feulgen ndo estaria
identificando alteracdes mais leves que o AT e o LA identificam.

Uma outra alternativa testada neste trabalho foi o uso da microscopia eletronica de
transmissdo para identificacdo de alteragdes de cromatina espermatica. Essa metodologia ¢ de
dificil execucdo e de altissimo custo, pois tanto os insumos utilizados na preparacdo da amostra
como o equipamento para avaliagdo sao extremamente caros. Uma grama de tetroxido de 6smio
atualmente vale mais de R$ 4.000,00 e um microscopio novo pode custar mais de R$7.000.000,00.
Outro fator negativo ¢ que somente ¢ possivel observar cortes de cabecas de espermatozoides com
60 a 90 nm de espessura, o que limita a area observada. Por isso faz-se necessario um grande
numero de cabegas avaliadas para minimizar este viés. No presente trabalho foram avaliadas

aproximadamente 100 cabecas por amostra de sémen.
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As avaliagdes por MET apresentaram correlagdes negativas significativas dos graus G3 e
G4 e da somatoéria de todos os graus de alteracdes com a taxa de blastocisto. Isso indica que as
quando um espermatozoide portador dessas alteragdes consegue fecundar um ovocito,
provavelmente interfira no desenvolvimento embrionario Inicial. O grau G2 mostrou apenas uma
tendéncia de correlacdo negativa com a taxa de blastocisto, o que pode significar um possivel
comportamento semelhantes aos graus G3 e G4, no entanto com menor intensidade. Em
contrapartida o Grau G1 mostrou uma tendéncia de correlagao positiva com a taxa de blastocisto,
demonstrando que este tipo de alteracdo ndo interfere em nada com o desenvolvimento
embriondrio inicial. Em relagdo a taxa de clivagem foi verificada apenas tendéncia de correlagido
negativa com o grau G3 e com a somatdria de todos os graus. Isso demonstra que as alteragdes
cromatinicas identificadas por MET interferem muito mais no desenvolvimento embrionario do
que na capacidade fecundante dos espermatozoides, com excecao do grau G1.

Também foram calculadas as correlagdes entre as varidveis identificadas por MET e AT
(tabela 11). Verificou-se que a avaliacdo visual com AT (CV) e a somatoria dos tipos de alteragdes
conforme a localizagcdo da drea descompactada (SDC) possuem tendéncia a correlagdo positiva
com a total de alteragdes identificadas por MET (SAC), demonstrando existir uma certa
semelhanca entre as alteragdes identificadas por essas varidveis. J4, a avaliagao visual do AT (CV)
e todos os tipos de alteracdes conforme a localizacdo da area descompactada (SDC) mostraram
coeficiente de correlagdo negativa com o grau G1, alguns significativos, outros com tendéncia e
outros nao significativos. Apesar destes valores negativos serem a principio inesperados, levando
em consideragdo a inexisténcia de correlacdo de G1 com a taxa de clivagem e uma tendéncia de
correlacdo positiva com a taxa de blastocisto (tabela 5), isso demonstra que esse tipo de alteragao
pouco ou nada interferem negativamente os resultados das PIVEs e, portanto, ndo deve ser
considerada uma alteragdo, mas sim, uma condi¢ao fisiolégica. O mesmo raciocinio poderia ser
seguido para o grau G2, o qual ndo apresentou correlacdo e nem tendéncia a correlagdo com
qualquer variavel identificada por AT. No entanto, este grau de alteragdo apresentou tendéncia a
correlacdo negativa com a taxa de blastocisto, o que demonstra que essa condi¢cdo ndo ¢
fisiologica, mas uma alteragdo cromatinica. As alteracdes mais intensas identificadas por MET
(graus G3 e G4) tiveram correlacdo positiva significativa com avaliacao visual com AT (CV), a
somatoria dos tipos de alteragdes conforme a localizagdo da area descompactada (SDC),
descompactagdo na base (DB) e descompactagcdo da metade basal (DMB). Isso demonstra que as
alteracdes identificadas por AT sdo semelhantes aos graus G3 e G4 do MET. As variaveis
descompactagdo no eixo central (DEC), descompactacao total (DT) e descompactacao base apice
ndo apresentaram correlacdo com qualquer das varidveis de MET. Isso ndo necessariamente

significa que as alteragdes ndo sejam semelhantes, visto que a quantidade destas variaveis de AT
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foram consideravelmente menores que DB e DMB.

As correlagdes entre as variaveis identificadas por MET e Feulgen tiveram comportamento
semelhante as do MET e AT, porém com menor intensidade (coeficientes de correlagdo menores).
Isso pode ser interpretado de forma semelhante ao que aconteceu com as correlagdes entre Feulgen
e AO, ou seja, o Feulgen possui menor sensibilidade que o AT.

As duas técnicas que foram mais eficientes na identificagao de problemas que influenciam
a eficiéncia da PIVE (correlagdes negativas significativas com as taxas de clivagem e de
blastocisto) foram a coloracdo com laranja de acridina e a microscopia eletronica de transmissao.
Para esclarecer se estas duas técnicas identificam alteragdes semelhantes, foi entdo realizada a
correlagdo entre estes métodos. O grau G3 apresentou correlagdo positiva significativa com as
avaliagdes da coloracdo com laranja de acridina independentemente do tipo de microscopia
utilizado. Ja os graus G4 ¢ a somatoria de todos os graus de alteracdo mostraram apenas tendéncia
de correlagdo positiva com as avaliagdes com laranja de acridina. Tais achados demonstram que
as alteragdes mais intensas identificadas por MET sdo semelhantes as identificadas por coloragao
com laranja de acridina.

Como neste trabalho foram utilizadas apenas quatro amostras de sémen, faz-se necessario
novos estudos com amostragem maior para que sejam confirmadas ou ndo todas as tendéncias
aqui identificadas.

E importante compreender que neste trabalho os dados correlacionados com a producio
de embrides in vitro apresentam relevancia em experimentos in vitro, sob condi¢des € meios de
cultivos conhecidos e controlados. Portanto, ndo podemos simplesmente utilizar estes dados para
expressar o comportamento in vivo, visto que processos bioldgicos envolvem a fertilizagdo e o
desenvolvimento embriondario e tais processos sdo influenciados por interferéncia ambiental e
caracteristicas individuais de cada animal, como a idade, estado nutricional e fatores genéticos.
Apesar de ndo existir uma relacao direta e absoluta com o desempenho de touros a campo,
geralmente existe uma correlacdo, meso que fraca, entre a eficiéncia na PIVE e fertilidade do
touro a campo (UTT, 2016).

Enfim, a escolha do método a ser utilizado para identificagdo de defeitos na cromatina
espermatica de touro, depende da estrutura disponivel, disponibilidade de recursos financeiros e

a familiaridade do profissional com o método a ser utilizado.
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6. CONCLUSAO

Todas as alteragdes de cromatina identificadas por qualquer que seja o método, interferem
mais no desenvolvimento embriondrio inicial do que na capacidade fecundante dos

espermatozoides.

Dentre os métodos testados, a avaliagdo de alteracdes de cromatina por microscopia
eletronica de transmissdo (MET) e a coloracdo com laranja de acridina (LA) avaliado em
microscopia de florescéncia e microscopia confocal de varredura a laser foram os mais eficazes
para identificar alteracdes de cromatina que interferem na eficiéncia da producdo in vitro de
embrides bovinos. No entanto, a MET apresenta limitagdes para a utilizacdo em rotinas
laboratoriais e a campo, visto que, ¢ de altissimo custo, necessita de longo periodo para o

processamento da amostra e de um profissional qualificado para realiza¢ao dessa técnica.

As técnicas que utilizam esfregacos corados com AT e Feulgen, mesmo sendo menos
eficazes que MET e LA, sdo as de menor custo e podem ser utilizadas com relativa eficacia na

identificacdo de alteragdes de cromatina espermatica.
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