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RESUMO

Muitos garanhdes com esperma considerado normal em exames de rotina ainda enfrentam
problemas de fertilidade, que podem estar ligados a alteracdes na cromatina dos
espermatozoides. Métodos de avaliagdo da estrutura cromatinica, como a coloracdo com azul
de toluidina 4N (AT) e a reagdo de Feulgen (FG), sdo utilizados para identificar tais
alteragdes, como quebras de DNA e baixa compactagdo. Nesse contexto, foi proposto avaliar
a analise de imagem computacional de esfregacos de sémen corados com AT e FG. Neste
estudo, foram analisadas 40 amostras de sémen de garanhdes, as quais foram submetidas a
coloracdo com AT e FG, e avaliadas por meio de analise de imagem computacionais.
Parametros como a porcentagem de espermatozoides com dareas de descompactacao,
heterogeneidade da cromatina, diferenca da compactacdo cromatinica em relagdo a
espermatozoides normais e a porcentagem de seis tipos de descompactacao, segundo o local
da descompactacdo na cabeca espermatica foram analisadas. Todas as amostras de s€émen
foram utilizadas em inseminacao artificial e a prenhez das éguas foi verificada por ultrassom
ap6s dois meses. Foi realizado o teste de correlacio de Spearman entre as varidveis
espermaticas e a prenhez das éguas. Os resultados mostraram que nenhum dos métodos
testados teve correlacdo significativa com a prenhez. A coloragdo com FG apresentou
limitagcdes, com 33 amostras exibindo 100% de espermatozoides com um dos tipos de
alteracdo cromatinica. Este ¢ o primeiro trabalho a empregar algoritmos para analise de
imagem computacional de cromatina espermatica de equinos, tanto com azul de toluidina
quanto com ocorréncia de Feulgen,0 que ressalta seu potencial para futuras investigagdes
nesta area. Nessas condigdes, a existéncia de correlagdo negativa, mesmo que ndo
significativa, entre a prenhez e a descompactacao total e dispersa da cromatina e a diferenca
porcentual quando utilizada reagcdo de Feulgen, e a diferenca porcentual e heterogeneidade,
quando utilizada a coloracdo com AT, demonstram que estas varidveis tém potencial para

serem utilizadas na avaliagdo da fertilidade de garanhdes.

Palavras-chave: cromatina, equino, sémen, fertilidade, inseminacao artificial.



ABSTRACT

Many stallions with sperm deemed normal in routine examinations still face fertility issues,
which may be linked to alterations in sperm chromatin. Chromatin structure assessment
methods, such as staining with toluidine blue 4N (TB) and the Feulgen reaction (FR), are
used to identify these alterations, including DNA fragmentation and poor chromatin
compaction. In this context, a computational image analysis of semen smears stained with TB
and FR was proposed. In this study, 40 semen samples from stallions were stained with TB
and FR and evaluated using computational image analysis. Parameters such as the percentage
of sperm with decompaction areas, chromatin heterogeneity, differences in chromatin
compaction relative to normal sperm, and the percentage of six types of decompaction based
on the decompaction site in the sperm head were analyzed. All semen samples were used in
artificial insemination, and pregnancy in mares was confirmed by ultrasound after two
months. Spearman’s correlation test was performed between sperm variables and pregnancy
outcomes. The results showed that none of the tested methods had a significant correlation
with pregnancy rates. The FR staining method presented limitations, with 33 samples
showing 100% of sperm with one type of chromatin alteration.This is the first work to
employ algorithms for computational image analysis of equine sperm chromatin, both with
toluidine blue and with Feulgen occurrence, which highlights its potential for future
investigations in this area. Under these conditions, a negative, albeit non-significant,
correlation between pregnancy and both total chromatin decompaction and dispersion, as well
as the percentage difference when using Feulgen staining, and the percentage difference and
heterogeneity when using TB staining, suggest that these variables have potential for

evaluating stallion fertility.

Keywords: chromatin, equine, semen, fertility, artificial insemination.
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1. Introducio

O Brasil ocupa a terceira posicdo no mundo em termos de rebanho equino,
contando com aproximadamente 5,8 milhdes de animais (ALLAN, 2021; IBGE, 2023),
ficando atras somente dos Estados Unidos (10,7 milhdes) e México (6,3 milhdes)(ALLAN,
2021). Na equinocultura, praticas como a inseminagdo artificial (IA) e a coleta e
transferéncia de embrides (TE) sdo bastante comuns. No entanto, outras técnicas como
superovulagdo, congelamento de embrides, fertilizagcdo in vitro (FIV), injecdo
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) (Lange-Consiglio et al., 2009; Smits et al.,
2012a; Zaniboni et al., 2012), transferéncia de oocitos (Hinrichs, 2010), transferéncia
intrafalopiana de gametas (GIFT) e congelamento de odcitos surgiram ha alguns anos
como biotecnologias inovadoras.

Na equinocultura, a inseminagdo artificial (IA) destaca-se como uma das
biotecnologias mais amplamente utilizadas para maximizar a eficiéncia reprodutiva de
¢guas e garanhdes. Essa técnica permite o transporte de material genético de alta qualidade
a longas distancias, facilitando o manejo e a preservacao de caracteristicas genéticas
desejaveis (Samper, 2009). No entanto, embora a IA dependa de pardmetros como
motilidade, vigor e concentragdo espermadtica para avaliar a qualidade do sémen, estudos
indicam que esses fatores nem sempre sao suficientes para garantir o sucesso reprodutivo.
Em alguns casos, mesmo com sémen considerado de boa qualidade e éguas sem historico
de problemas reprodutivos, a concepgao nao ocorre (Aurich, 2012).

Essa limitacao destaca a necessidade de investigar outros fatores que influenciam a
fertilidade, como danos a cromatina espermatica, que podem comprometer o potencial de
fecundacao, mesmo quando os parametros espermaticos tradicionais estdo dentro dos
padrdes aceitaveis (Ball, 2008). Nesse contexto, a avaliagao da capacidade de fecundagao
dos espermatozoides representa um passo essencial no processo de capacitacio
espermatica, auxiliando na identificagdo de possiveis causas de insucesso nos programas
de TA (Muradas, Weiss, & Kozicki, 2013).

Nos mamiferos, a estrutura do gameta masculino ¢ composta por uma cabeca e uma
cauda, com a cabeca contendo o acrossoma, o nucleo e uma pequena quantidade de
citoplasma (Beletti, 2013). Tradicionalmente, pardmetros como motilidade, concentragao
e vigor tém sido utilizados para avaliar o potencial fertilizante do sémen. Pesquisas

indicam que ha uma correlagdo significativa entre esses parametros e as taxas de prenhez
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em éguas. Contudo, em alguns casos, mesmo com boas condi¢cdes nos parametros
espermaticos, éguas que ndo apresentam historico de problemas reprodutivos continuam a
ndo conceber apos a inseminagao artificial (IA). Isso indica que esses pardmetros ndo sao
suficientes para avaliar todas as varidveis relacionadas a fertilidade espermatica, sendo
necessario explorar outras causas de insucesso em programas de IA, como os danos a
cromatina espermatica. Avaliar a capacidade de fecundagdo dos espermatozoides ¢ o
primeiro passo no processo de capacitacdo espermatica (Muradas, Weiss e Kozicki 2013).
Esse processo ¢ fundamental para prever o potencial fecundante das células espermaticas,
e, para isso, diversos métodos laboratoriais de analise do sémen sdo empregados,
permitindo a identificagdo de fatores que influenciam diretamente o sucesso reprodutivo.
Diversas caracteristicas dos espermatozoides, como motilidade, alteragdes morfoldgicas e
funcionalidade do acrossoma, estdao relacionadas a fertilidade (Acosta et al., 1988; Linford
et al.,, 1976; Uwland, 1984). No caso dos garanhdes, a fertilidade estd associada tanto a
morfologia quanto a motilidade espermatica (Jasko, Lein, Foote, 1990; Jasko et al., 1992).
No espermograma, as caracteristicas mais frequentemente analisadas incluem a motilidade
e a morfologia dos espermatozoides (Sieme et al., 2003; Ehlers et al., 2011; Hoogewijs et
al., 2012). A avaliagdo ndo computadorizada do s€émen envolve anélises subjetivas da
concentragdo, feitas com o auxilio da camara de Neubauer, da motilidade, que avalia o
percentual de espermatozoides moveis com movimentos retilineos, e da morfologia, por
meio de microscopia de contraste de fase e coloragdes como Cerovski e
trypan-blue/Giemsa (CBRA, 1998). No entanto, essas andlises podem ser insuficientes,
pois ndo consideram a estrutura interna da célula espermatica, como a cromatina, composta
pelo DNA e por proteinas especificas, que sdo indicadores importantes de funcionalidade,
capacidade fecundante e desenvolvimento embrionario (Kanayama & Beletti, 2011).

A cromatina ¢ definida como uma estrutura complexa de DNA e nucleoproteinas,
organizada de maneira altamente precisa no niicleo celular, com o papel de fornecer
informagdes vitais para a sobrevivéncia celular (Gordon et al., 2013).A integridade do
DNA espermdtico pode ser comprometida em diferentes estagios, como durante a
espermatogénese, espermiogénese, transito epididimal ou apos a ejaculagao (ESTEVES et
al., 2021). Na fase de espermiogénese, ocorrem modificagdes estruturais na cromatina com
o objetivo de compacté-la, protegendo assim o genoma paterno e influenciando a regulacao
epigenética, visto que a cromatina torna-se inativa para a transcricdo. Isso limita a

capacidade de reparo do DNA nos espermatozoides, o que pode resultar em danos
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persistentes ao DNA em espermatozoides vidveis e/ou em apoptose incompleta (SHAMSI;
IMAM; DADA, 2011; DONKIN; BARRES, 2018; ESTEVES et al., 2021).

As alteragdes na cromatina espermatica podem afetar o desenvolvimento
embrionario e a presenca de mutagdes genéticas, dependendo da gravidade dos danos ao
DNA e da capacidade do odcito de repara-los apos a fertilizagdo (Shamsi, Imam, & Dada,
2011). A integridade da cromatina espermatica ¢ crucial para a fecundacdo, implantagdo,
embriogénese, placentacdo, eficiéncia das tecnologias de reprodugdo assistida e para a
saude da prole ao longo de sua vida (Shamsi et al., 2010; Dada, 2017). Durante a
espermiogénese nos mamiferos, as histonas somaticas sdo substituidas por nucleoproteinas
especificas conhecidas como protaminas. Alteragdes nas proteinas ou em suas propor¢des
podem impactar a condensagdo da cromatina espermadtica, resultando em uma cromatina
menos compacta (BELETTI; MELLO, 2004).

Desenvolver métodos precisos para o diagnostico da infertilidade masculina ¢
fundamental, pois garante a seguranca e a eficdcia das técnicas de reproducdo assistida.
Isso ajuda a evitar anomalias embriondrias, limita o comprometimento no desenvolvimento
do embrido, e previne alteragdes cromossomicas, genéticas € epigenéticas que possam ser
transmitidas a geragdes futuras (LEFIEVRE et al., 2007; OEHNINGER; BELETTI, 2019).

Em 1982, Mello desenvolveu um método para avaliar a cromatina espermatica
utilizando o corante azul de toluidina, que determina o grau de descondensacdo da
cromatina (Beletti, Costa, & Guardieiro, 2005). Essa técnica ja foi aplicada para avaliar a
cromatina em diversas espécies, como a humana (Erenpreiss et al., 2006), bovina (Beletti,
Fontoura Costa, Guardieiro, 2005), caprina e ovina (Kamimura, Jacomini, & Beletti,
2010), de galo (Rodrigues, Rocha, Beletti, 2009) e equina (Naves et al., 2004). O azul de
toluidina ¢ um corante catidnico que apresenta metacromasia, ou seja, uma mudanca de cor
para violeta devido a ressonancia eletronica entre moléculas de corante agrupadas. Essa
propriedade ¢ especialmente 1til na detec¢do de anomalias na condensagdo da cromatina,
pois quando esfregacos de espermatozoides sdo corados com azul de toluidina a pH 4,0, o
corante se liga aos fosfatos ionizados no DNA (Mello, 1982).

Para investigar possiveis danos na cromatina espermatica de equinos, o método de
coloragdo com azul de toluidina utiliza a chamada "metacromasia induzida". Esse método
consiste no tratamento acido (HCI 4N a 25°C), seguido pela coloragdo com azul de
toluidina em pH 4,0, na qual hd uma larga variedade de tonalidades expressadas conforme
a disponibilidade e proximidade de grupos fosfato do DNA nao ligados a proteina, aptos a

ligarem moléculas do corante (BELETTI, 1992). As moléculas do corante do AT se ligam
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aos fosfatos de DNA, que ndo estdo bloqueados por proteinas como as protaminas. Em
espermatozoides com cromatina normal, a maior parte dos fosfatos encontra-se bloqueada
pela protamina, permitindo que poucas moléculas de corante se liguem ao DNA. Com isso,
ocorre baixa ressonancia de elétrons do corante, resultando em uma coloragao verde com
minima metacromasia.Ja os espermatozoides com alteragdes na cromatina possuem maior
numero de fosfatos livres onde um maior nimero de moléculas de corante se ligam e
consequentemente, ocorre mais ressonancia de elétrons, gerando a metacromasia,
visualizada como uma cor variando de azul escuro a magenta (BELETTI, 2013). A solugao
de azul de toluidina deve estar em pH 4,0 para garantir que apenas os grupos fosfatos
sejam ionizados (Beletti, Costa, & Guardieiro, 2005). No entanto, esse método ¢ eficaz
apenas em espermatozoides com danos cromatinicos significativos, uma vez que a
presenca de metacromasia depende da quantidade de protaminas ligadas a dupla fita de
DNA e da estabilidade da cromatina (Beletti, 2013; Mello, 1982; Vidal; Mello, 2019). A
coloracdo com azul de toluidina, aliada a andlise computacional de imagens, pode
identificar regides com diferentes niveis de compactagdo da cromatina na cabega dos
espermatozoides (Cruz et al., 2014). As cores sdo diferenciadas por valores de pixels, o
que reduz a subjetividade e possibilita a quantificacdo das alteracdes. Além de diminuir a
subjetividade, essa metodologia permite uma andlise simultinea da morfometria e da
cromatina de cada espermatozoide, possibilitando a correlacdo dessas duas caracteristicas
(Beletti et al., 2005; Silva et al., 2008; Kanayama e Beletti, 2011).

Outro método utilizado no estudo foi descrito por Feulgen e Rossenbeck (1924),
que envolve a hidrdlise 4cida nos espermatozoides, que desnatura o DNA e remove as
purinas (depurinagdo), expondo os aldeidos dos residuos de desoxirribose e convertendo-os
em 4cido apurinico. Isso permite que os aldeidos reajam com o reagente de Schiff,
resultando em uma coloragdo magenta (vermelho-pirpura) no nucleo celular, que ¢
denominada Feulgen-positivo (DI STEPHANO, 1948; FEULGEN; ROSSSENBECK,
1924; MELLO; VIDAL 1978; MELLO; VIDAL, 2017). O comportamento do DNA diante
da hidrolise 4cida € representado pela curva de Feulgen, na qual o ramo ascendente indica
o aumento progressivo da duracdo da hidrolise e, consequentemente, da depurinagao, até
atingir o valor maximo, representado pelo pico ou platé da curva de hidrolise (MELLO;
VIDAL, 2017). Quando o tempo de hidrdlise 4cida ultrapassa o ponto ideal para a maxima
eficiéncia da reacdo de Feulgen (fase decrescente da curva), ocorre a liberacdo de
pirimidinas do DNA, acompanhada pela degradagdo gradual e solubilizagdo dos acidos

apurinicos (despolimerizagdo) (TAMM; HODES; CHARGAFF, 1952; ANDERSSON;
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KJELLSTRAND, 1975; MELLO; VIDAL, 2017). As mudangas no padrio de
despolimerizagdo e depurinagdo do DNA resultam do nivel de interacio no complexo
proteina-DNA. Assim, as variagdes nesse complexo € na interacdo entre o corante € 0s
grupos aldeidos acontecem durante a hidrolise. Portanto, o estudo da curva de hidrolise ¢
necessario para entender a resisténcia acida do DNA em diferentes niveis de compactacao,
permitindo uma melhor resposta a reagdo de Feulgen (ANDERSSON; KJELLSTRAND,
1975).

Em 1966, Gledhill observou que alguns touros com problemas de fertilidade
apresentavam espermatozoides com maior intensidade de coloragdo na reagao de Feulgen,
inicialmente atribuida a um aumento no conteido de DNA dessas células. Posteriormente,
analises por microespectrofotometria de ultravioleta revelaram que nao havia diferenca na
quantidade de DNA, mas sim uma alteragdo na estrutura do complexo DNA-proteina. Essa
modificacdo torna a cromatina menos compacta € o DNA mais suscetivel a hidrolise,
permitindo a reagdo de Feulgen identificar espermatozoides com cromatina menos
condensada, o que pode impactar a fertilidade do macho (GLEDHILL, 1966). Os niveis de
compactagdo da cromatina influenciam diretamente a resposta a reacdo de Feulgen

(GLEDHILL, 1966; GLEDHILL et al., 1966; MELLO; VIDAL, 1978).

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi identificar a melhor coloragdo para analise de imagem

computadorizada da compactacao da cromatina espermatica em garanhoes.

2.2 Objetivo especifico

2.2.1. Verificar possiveis correlagdes entre a heterogeneidade da cromatina
espermatica corada com AT pH 4,0 e coradas com a reacdo de Feulgen e a prenhez de

€guas inseminadas artificialmente.
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2.2.2. Verificar possiveis correlagdes entre a diferenca porcentual média de
compactagdo de cada cabeca em relagdo a cabecas padrdes coradas com AT pH 4,0 e

coradas com reagao de Feulgen e a prenhez de éguas inseminadas artificialmente.

2.2.3. Verificar possiveis correlagdes entre a porcentagem de espermatozoides com
regides de descompactagdo da cromatina utilizando coloragdo com AT pH 4,0 e a

coloragdo com a reacao de Feulgen e a prenhez de éguas inseminadas artificialmente.

3. Metodologia

3.1 Coloracao com azul de toluidina:

Foram utilizadas 40 aliquotas de amostras de sémen de garanhdes com idade entre
cinco e 15 anos e peso entre 400 ¢ 500 kg doados pela empresa Gallop Medicina
Veterinaria Equina. Aliquotas foram obtidas de todas as amostras de s€émen utilizadas nas
rotinas de inseminacao artificial realizada pela Gallop durante uma esta¢do de monta (entre
agosto de 2023 e abril de 2024). Seguindo a técnica utilizada por Beletti et al. (2005),
foram realizados esfregacos de sémen de todas as amostras, os quais foram fixados com
etanol-acido acético em uma propor¢dao de 3:1 por um minuto e em etanol 70% por trés
minutos. Apds a fixacdo, foi realizada hidrélise 4cida por 10 minutos a 25 °C em HCI 4N.
Depois de realizar a hidrolise, foi feita uma lavagem com agua destilada corrente e o
material foi seco em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a coloracdo do
esfregaco, depositando uma gota de solucdo de azul de toluidina 0,025% em tampao
Mcllvaine (tampao fosfato, acido citrico) pH 4,0 e cobrindo com laminula. Apos trés
minutos, foi retirado o excesso de corante encostando-se papel toalha na lateral da lamina e
rapidamente as bordas da laminula foram vedadas com esmalte de unha.

Com as laminas ja coradas, 150 imagens digitais foram capturadas de cada
esfregaco, utilizando-se um microscépio (Leica DM500) acoplado a um sistema de captura
de imagens (Leica ICC50), com objetiva de imersdo de100 X, segundo a técnica utilizada

por Hiraiwa et al. (2021).

3.2 Coloraciao com Feulgen
A reacdo de Feulgen ¢ uma técnica citoquimica fundamentada em duas etapas:
hidrolise 4cida e exposicdo do material hidrolisado ao reativo de Schiff (especifico para

aldeido e cetona) (MELLO; VIDAL 1978; MELLO; VIDAL, 2017). Foram utilizadas 40

17



aliquotas das mesmas amostras de sémen utilizadas na colora¢do com azul de toluidina. A
primeira etapa da técnica consistiu na realizagdo de esfregacos e fixagdo de forma
semelhante a realizada com AT. Apos a fixacdo, procedeu-se a hidrdlise acida em HC1 4 N,
mantida a temperatura ambiente por 45 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas em
agua destilada 10 vezes. Utilizando uma pipeta Pasteur, aplicou-se o reagente de Schiff
sobre a lamina até cobrir completamente o esfregaco, incubando-se com o reagente por 60
minutos a temperatura ambiente. Apos a coloragao, seguiu-se banhos de desidratacdo em
séries de alcoois de 70%, 85%, 95% e alcool absoluto I, II e III, durante 3 minutos cada.
Em seguida, realizou-se banhos em xilol I, II e III, também por 3 minutos cada. A
montagem da lamina foi feita com goma de Damar, aplicando-se duas gotas sobre a ldmina
e posicionando a laminula sobre o esfregaco.

Com as laminas ja coradas, 150 imagens digitais foram capturadas de cada
esfregago, utilizando-se um microscopio (Leica DM500) acoplado a um sistema de captura
de imagens (Leica ICC50), com objetiva de imersdo de100 X, segundo a técnica utilizada

por Hiraiwa et al. (2021).

3.3 Analise das imagens

Ap6s a captura das 150 imagens das 40 amostras de sémen coradas com azul de
toluidina e 150 imagens de 40 amostras submetidas a reagdo de Feulgen, cabegas de
espermatozoides foram segmentadas (isoladas e colocadas em uma imagem com fundo
preto) utilizando-se um algoritmo desenvolvido em MATLAB e executada no software
OCTAVE (CRUZ; BELETTI; TRAVENCOLO, 2014; MARTINS et al., 2021).

As imagens das cabecas segmentadas dos esfregacos corados com AT e reacao de
Feulgen foram analisadas por outro algoritmo desenvolvido em Scilab, onde foram
calculadas a diferenga de compactacdo de cada cabega em relacdo a cabegas padroes,
sendo feita ao final a média destas diferencas em cada amostra (difAT e difFG). Utilizado
o mesmo algoritmo, também foi calculado o coeficiente de variagdo dos valores dos pixels
de cada cabeca, representando a heterogeneidade da compactacao da cromatina. Ao final,
também foi calculada a heterogeneidade média de cada amostra (hetAT e hetFG)
(BELETTI, COSTA, GUARDIEIRO, 2005, HIRAIWA et al., 2021).

Utilizando-se um terceiro algoritmo desenvolvido em MATLAB e executada no
software OCTAVE, foram identificadas a existéncia ou ndao de regides de menor
compactagdo da cromatina em cada cabeca. As cabecas com essas regides foram

consideradas portadoras de alteracdo na cromatina espermatica (HIRAIWA et al., 2021).
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Foi calculada a porcentagem de espermatozoide com anomalias na cromatina em cada
amostra (alt%AT e alt%FG). As alteragdes de cromatina também foram classificadas em
seis tipos de acordo com a localizagdo da regido descompactada: descompactacao da base
(ATDB e FDB), descompactagdo da metade basal (ATDMB e FDMB), descompactacao do
eixo central (ATDEC e FDEC), descompactagdo base-apice (ATDBA e FDBA),
descompactagdo dispersa (ATDD e FDD) e descompactagdo total (ATDT e FDT)
(HIRAIWA et al., 2021).

3.4 Analise estatistica

Todas as amostras foram utilizadas para inseminacdo artificial de €éguas que
comprovadamente tenha ovulado. Apds dois meses foi verificada a prenhez das éguas por
uso de ultrassom. Foram calculados média e desvio padrao de todas as variaveis
numeéricas. Também foi realizado teste de correlagdo de Spearman para verificar possiveis
correlagdes entre os métodos e a prenhez das éguas. Foram consideradas significativas as

correlagdes que apresentaram valor de P<0,05.

4. Resultados

A porcentagem de éguas prenhas apds dois meses da inseminagdo artificial foi de
62,5%.

As médias e desvios padroes de cada variavel numérica avaliada estdo
demonstrados na tabela 1.

J4 a tabela 2 mostra os coeficientes de correlagdo (R) e o valor de P entre a prenhez
das éguas e cada uma das variaveis avaliadas.

Nenhuma das variaveis analisadas apresentaram correlacdo significativa (p<0,05)
com a prenhez das éguas.

E importante salientar que quando utilizada a reagio de Feulgen, 33 amostras
deram 100% de espermatozoides com regides de descompactacdo e outras sete amostras
tiveram mais de 92% de espermatozoides com regides de descompactagdo. Isso refletiu na
média de todas as amostras, que foi de 99,67% (tabela 1). J4, quando utilizada coloragao
com AT, a média foi de 65,46% e o nimero de amostras com 100 % de espermatozoides

com regides de descompactacao cromatinica foi de apenas seis amostras.
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Tabela 1: Média (%) e desvio padrao de todas as variaveis numéricas avaliadas.

Variavel Média Desvio padrao
AT dif 6,18 2,66
AT het 8,82 4,79
FG dif 6,12 1,04
FG het 23,81 2,27

% an AT 65,46 33,28

% an FG 99,67 1,17
ATDB 14,48 9,88

ATDMB 10,57 13,11
ATDEC 3,95 5,51
ATDBA 23,39 21,46
ATDD 12,15 15,15
ATDT 0,92 1,14
FDB 22,25 10,23
FDMB 26,08 11,01
FDEC 9,93 7,07
FDBA 38,82 12,66
FDD 1,29 2,36
FDT 1,30 3,88

AT dif: diferenga porcentual de descompactacdo da cromatina em relacdo a cabecas
padroes com AT, AT het: Heterogeneidade porcentual da cromatina com AT; FG dif: diferenca
porcentual de descompactagdo da cromatina em relagdo a cabegas padrdes com Feulgen; FG
het: Heterogeneidade porcentual da cromatina com Feulgen; % an AT: porcentagem de
espermatozoides com regides de descompactacéo da cromatina com AT; % an FG: porcentagem
de espermatozoides com regides de descompactagédo da cromatina com Feulgen; ATDB, ATDMB,
ATDEC, ATDBA, ATDD, ATDT: porcentagem de espermatozoides corados com AT e que
apresentaram regides de descompactagdo na base da cabecga, até proximo a metade basal da
cabeca, no eixo central da cabega, na base e apice da cabeca, dispersa pela cabeca e em toda a
cabeca, respectivamente; FDB, FDMB, FDEC, FDBA, FDD, FDT: porcentagem de
espermatozoides corados com reagdo de Feulgen e que apresentaram regibes de
descompactacédo na base da cabeca, até proximo a metade basal da cabega, no eixo central da

cabeca, na base e apice da cabega, dispersa pela cabega e em toda a cabega, respectivamente.
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Tabela 2: Indice de correlagio de Spearman (R) e valor de P entre a prenhez das

¢guas e cada uma das variaveis avaliadas.

PRENHEZ

Variavel R P
AT dif -0,02 0,92
AT het -0,06 0,73
FG dif -0,10 0,55
FG het 0,05 0,77
% an AT 0,21 0,20
% an FG 0,04 0,80
ATDB 0,16 0,32
ATDMB 0,17 0,29
ATDEC 0,23 0,15
ATDBA 0,29 0,07
ATDD 0,00 0,99
ATDT 0,13 0,43
FDB 0,02 0,89
FDMB 0,07 0,67
FDEC 0,05 0,74
FDBA 0,03 0,84
FDD -0,07 0,68
FDT -0,13 0,42

AT dif: diferenca porcentual de descompactacdo da cromatina em relagdo a cabecas
padrées com AT; AT het: Heterogeneidade porcentual da cromatina com AT; FG dif: diferenca
porcentual de descompactagdo da cromatina em relagdo a cabegas padrbes com Feulgen; FG
het: Heterogeneidade porcentual da cromatina com Feulgen; % an AT: porcentagem de
espermatozoides com regidées de descompactagdo da cromatina com AT; % an FG: porcentagem
de espermatozoides com regides de descompactagdo da cromatina com Feulgen; ATDB, ATDMB,
ATDEC, ATDBA, ATDD, ATDT: porcentagem de espermatozoides corados com AT e que
apresentaram regides de descompactagdo na base da cabeca, até proximo a metade basal da
cabecga, no eixo central da cabega, na base e apice da cabecga, dispersa pela cabega e em toda a
cabecga, respectivamente; FDB, FDMB, FDEC, FDBA, FDD, FDT: porcentagem de
espermatozoides corados com reagdo de Feulgen e que apresentaram regides de
descompactagédo na base da cabecga, até proximo a metade basal da cabega, no eixo central da

cabega, na base e apice da cabega, dispersa pela cabega e em toda a cabega, respectivamente.

21



5. Discussao

Muitos garanhdes com resultados normais em exames de rotina de esperma
enfrentam desafios de fertilidade. Uma das principais razdes para esses problemas esta
relacionada a mudangas na estrutura da cromatina dos espermatozoides, que ndo sao
avaliadas nos exames de rotina. E importante destacar que diferentes métodos identificam
tipos distintos de alteragdes na estrutura cromatinica, como quebras de DNA, baixa
compactagdo e susceptibilidade a danos na cromatina (BELETTI, 2013).

A reacao de Feulgen foi o primeiro método que identificou, inicialmente em touros,
alteracdes de cromatina em espermatozoides (GLEDHILL, 1966). No entanto, como a
identificacdo dos espermatozoides com cromatina descompactada ¢ realizada por diferenca
de intensidade de coloragdo, este método originalmente era de avaliagdo muito subjetiva.

Outro método alternativo para avaliagdo da cromatina espermatica foi criado por
Mello (1982) e ¢ baseado na inducdo de afrouxamento da cromatina por meio de hidrolise
acida e posterior coloragdo com azul de toluidina (AT) em pH 4,0. Originalmente, este
método também utilizava avaliagdo visual de diferenca de intensidade de coloragdo e de
leve diferenca de cor, sendo também uma avaliagao subjetiva. Em 2004, Beletti, Costa e
Viana criaram algoritmos em ambiente de programacdo Scilab, que identificavam regides
de descompactagdo da cromatina na cabeca de espermatozoides de touro. Souza et al.
(2018) e Hiraiwa et al. (2021) aperfeicoaram estes algoritmos, classificando tipos de
alteragdes de cromatina espermatica segundo o local de descompactagdo na cabega do
espermatozoide, e os correlacionaram com a fertilidade de touros a campo € na produgao in
vitro de embrides, respectivamente. No presente trabalho foi a primeira vez que estes
algoritmos foram utilizados na andlise de imagem de esfregacos de sémen de garanhdes
corados com AT. Também foi a primeira vez que se utilizou esses algoritmos em imagens
de esfregagos corados com reacdo de Feulgen, independente da espécie animal. Os
resultados obtidos nessas analises mostraram um total de 99,67% de espermatozoides com
areas de descompactacdao quando utilizada reagdo de Feulgen e 65,46%, quando utilizada a
coloragdo com AT. Como a porcentagem de prenhez foi de 62,5%, esses resultados
demonstram que os espermatozoides de garanhdo possuem uma distribuicdo de
compactacdo da cromatina naturalmente mais heterogénea do que ocorre em touros, de tal
maneira que ndo se pode considerar todos os tipos de descompactagdao segundo o local da
descompactagdo na cabega do espermatozoide como sendo importante na fertilidade do
garanhdo. Dentre os diferentes tipos de descompactagdo, somente a descompactacao

dispersa e principalmente a descompactagdo total, quando utilizada a reagdo de Feulgen,
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apresentaram coeficientes de correlacdo negativos, porém nao significativos, em relagdo a
prenhez das éguas.

Todos os garanhdes utilizados neste trabalho eram reprodutores férteis
frequentemente utilizados como doadores de sémen para inseminacao artificial. Também ¢
importante salientar que na inseminagdo artificial, existem muitos outros fatores que
influenciam o resultado, tanto seminais como ambientais e femininos. Portanto, somente
aumentando muito o total de amostras e utilizando-se além de garanhdes férteis, também
alguns com niveis menores de fertilidade seria possivel chegar a possiveis correlagdes mais
intensas e talvez, significativas. De qualquer maneira, pode-se especular que as alteragdes
mais graves como a descompactacdo total devem interferir mais na fertilidade do garanhao
do que os demais tipos.

Em 2005, Beletti, Costa e Guardieiro criaram outros algoritmos desenvolvidos em
ambiente de programacdo matematica Scilab para serem utilizados em analise de imagem
computacional de esfregacos corados com AT. Esses algoritmos identificam as 10 cabecas
mais compactadas e com maior homogeneidade de compactacdo no esfregaco (cabegas
padrdes) e calculam a diferenga da média dos valores de pixel de cada cabega em relacao a
média dos valores de pixel das cabecas padrdes. Posteriormente esta diferenca ¢
transformada em porcentagem da média dos valores de pixel das cabegas padrdes. Estes
algoritmos também calculam o coeficiente de variagdo dos valores de pixel de cada cabega,
sendo que quanto maior este valor, maior ¢ a heterogeneidade da compactacao da cabeca.
No presente trabalho foi a primeira vez que estes algoritmos foram aplicados a imagens de
esfregagos de sémen de garanhdes corados com AT e reagdo de Feulgen. Os resultados
obtidos com estas andlises também ndo mostraram correlagdes significativas com a
prenhez das éguas. Quando utilizada a coloracdo com AT, ambos os coeficientes de
correlacdo foram negativos e quando utilizada reacdo de Feulgen, somente a diferenga da
compactacdo em relacdo as cabegas padrdes apresentaram correlagdo negativa.

Novamente, ¢ importante salientar a existéncias de diversas varidveis ndo
controladas que podem influenciar os resultados da inseminacgdo artificial, sendo as
alteragdes da cromatina espermatica apenas um fator que pode interferir na fertilidade do
garanhdo. Nessas condigdes, a existéncia de correlacdo negativa, mesmo que nao
significativa, entre a prenhez e a descompactagdo total e dispersa da cromatina e a
diferenca porcentual quando utilizada reagdo de Feulgen, e a diferenca porcentual e

heterogeneidade, quando utilizada a coloracdo com AT, demonstram que estas variaveis
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tém potencial para serem utilizadas na avaliacdo da fertilidade de garanhdes. Novos

trabalhos devem ser feitos para comprovar este potencial.

6. Conclusao

Os espermatozoides de garanhdes possuem compactagdo cromatinica mais
heterogénea quando comparados a espermatozoides de touro. Isso interfere na classificacdo
dos tipos de alteragdes cromatinicas segundo a localizacao da descompactaciao na cabeca
espermatica.

A descompactagdo total e dispersa da cromatina e a diferenga porcentual quando
utilizada reacdo de Feulgen, e a diferenca porcentual e heterogeneidade, quando utilizada a
coloracdo com AT, demonstram ter potencial para serem utilizadas na avaliagdo da

fertilidade de garanhdes, o que deve ser confirmado com novos trabalhos.
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