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RESUMO

Esta tese aborda alteragdes morfométricas da cabeca e da cromatina de espermatozoides de
garanhdes e sua relacdo com a prenhez de éguas apos inseminagao artificial, estando organizado
em trés capitulos: o primeiro consistem em uma revisdo bibliografica sobre caracteristicas
espermaticas e cromatinicas ¢ métodos de avaliagdo, com €nfase em equinos, na qual foram
descritos aspectos estruturais e funcionais do espermatozoide equino, os principais testes de
avaliagdo de cromatina, bem como abordagens morfométricas e descritores matematicos de
forma buscando integrar evidéncias estruturais, funcionais e metodologicas e ressaltando a
importancia da avaliacdo nuclear como ferramenta complementar a analise seminal
convencional na investigacdo da fertilidade em garanhdes; o segundo corresponde a um artigo
submetido & Animal Reproduction Science, intitulado “Integridade cromatinica e morfometria
da cabega do espermatozoide avaliadas em esfregago de sémen e sua relagdo com a concepcao
na inseminacdo artificial em éguas”, no qual se avaliou se alteragcdes na compactagdo da
cromatina, detectadas por Azul de Toluidina, Reagdo de Feulgen e Laranja de Acridina, bem
como variaveis morfométricas computacionais da cabega espermatica, estariam associadas a
concepgdo, observando-se que os métodos de coloragdo ndo se mostraram preditores
satisfatorios nas condigdes estudadas, enquanto a morfometria computacional, especialmente a
elipticidade, demonstrou potencial como ferramenta complementar e objetiva para estimar a
fertilidade; e o terceiro, um short communication a ser submetido a mesma revista, intitulado
“Reinterpretacio do método de Nicoletti para avaliagdo da integridade da cromatina
espermatica equina: analise comparativa com SCSA”, no qual se comparou o SCSA ao método
de Nicoletti, originalmente desenvolvido para detectar apoptose em timocitos por meio da
mensuragdo de perda de DNA com iodeto de propidio, verificando-se que a analise tradicional
baseada em menor intensidade de fluorescéncia nao apresentou correlagdo com o SCSA, ao
passo que uma subpopulacdo com maior intensidade de fluorescéncia apresentou correlagao
positiva significativa, sugerindo que, devido a elevada compactag¢do da cromatina espermatica,
o dano cromatinico manifesta-se por aumento da acessibilidade ao corante, e ndo por perda de

DNA, exigindo a reinterpretacdo do método para essa espécie.



ABSTRACT

This thesis addresses morphometric alterations of the sperm head and chromatin of stallion
spermatozoa and their relationship with pregnancy rates in mares following artificial
insemination, and is organized into three chapters: the first consists of a literature review on
sperm and chromatin characteristics and evaluation methods, with emphasis on equines, in
which structural and functional aspects of the equine spermatozoon are described, along with
the main chromatin assessment tests, as well as morphometric approaches and mathematical
shape descriptors, aiming to integrate structural, functional, and methodological evidence and
to highlight the importance of nuclear evaluation as a complementary tool to conventional
semen analysis in the investigation of stallion fertility; the second corresponds to a manuscript
submitted to Animal Reproduction Science, entitled “Chromatin integrity and sperm head
morphometry evaluated in semen smears and their relationship with conception following
artificial insemination in mares,” in which it was assessed whether alterations in chromatin
compaction, detected by Toluidine Blue, the Feulgen reaction, and Acridine Orange, as well as
computational morphometric variables of the sperm head, were associated with conception,
demonstrating that the chromatin staining methods evaluated were not satisfactory predictors
of conception under the studied conditions, whereas computational sperm head morphometry,
particularly ellipticity, showed potential as a complementary and objective tool for estimating
stallion fertility; and the third, a short communication to be submitted to the same journal,
entitled “Reinterpretation of the Nicoletti method for the evaluation of equine sperm chromatin
integrity: comparative analysis with SCSA,” in which SCSA was compared with the Nicoletti
method, originally developed to detect apoptosis in thymocytes by measuring DNA loss using
propidium iodide, revealing that the traditional analysis based on reduced fluorescence intensity
did not correlate with SCSA, whereas a subpopulation with increased fluorescence intensity
showed a significant positive correlation, suggesting that, due to the high compaction of equine
sperm chromatin, chromatin damage manifests as increased dye accessibility rather than DNA

loss, thus requiring reinterpretation of the method for this species.



CONSIDERACOES INICIAIS

A cromatina espermatica apresenta uma organizac¢ao estrutural profundamente distinta daquela
observada em células somaticas, refletindo uma estratégia bioldgica especializada de
empacotamento do material genético. No espermatozoide, a elevada compactagdo do DNA
decorre principalmente da substituicao das histonas por protaminas, proteinas altamente basicas
e ricas em residuos de arginina, que interagem eletrostaticamente com os grupos fosfato
negativamente carregados do DNA. Essa interacdo neutraliza as cargas da dupla hélice e
permite um empacotamento extremamente eficiente, incompativel com a organizagdo

nucleossomica tipica das células somaticas (Ward e Coffey, 1991; Ausio et al., 2014).

Do ponto de vista estrutural, as protaminas ligam-se a0 DNA predominantemente ao longo do
sulco menor da dupla hélice, estabelecendo um arranjo em que as moléculas de DNA se
organizam em fibras lineares dispostas lado a lado. Esse modelo de organizagdo ndo induz
superenovelamento negativo do DNA, em contraste com o que ocorre na cromatina
nucleossdmica, na qual o enrolamento em torno das histonas gera tensdo de tor¢do. Em
mamiferos, a estabilidade adicional dessa arquitetura ¢ garantida pela formacao de ligagoes
dissulfeto entre residuos de cisteina das protaminas, o que confere elevada resisténcia mecanica

e quimica ao nucleo espermatico (Ward e Coffey, 1991; Ausio et al., 2014).

Além da compactagdo promovida pelas protaminas, a cromatina espermatica mantém niveis
adicionais de organizagdo. Evidéncias indicam que o DNA nio se encontra distribuido de forma
homogénea, mas organizado em niveis estruturais, nos quais regioes altamente compactadas
coexistem com pequenas por¢des menos condensadas. Essas regides menos compactadas
frequentemente apresentam retencdo de histonas e encontram-se associadas com componentes
da matriz nuclear, reforcando que a cromatina espermatica ndo deve ser interpretada como
biologicamente inerte, mas como uma estrutura organizada e funcional (Ward e Coffey, 1991 e

Beletti, 2013).

Nesse contexto, a cromatina espermatica passa a ser compreendida como um sistema estrutural
altamente especializado, cuja integridade envolve ndo apenas a compactacdo fisica do DNA,
mas também a preservacao de sua arquitetura nuclear. Estudos indicam que o espermatozoide
transporta, além do DNA possiveis sinalizadores epigenéticos paternos como RNAs e regioes
nucleossomais especificas, com possivel influéncia nos eventos iniciais do desenvolvimento
embriondrio. Assim, alteragcdes na organizacdo cromatinica podem refletir modificagdes
estruturais com consequéncias funcionais além da fertilizagdo propriamente dita (Beletti, 2013;

Ausi6 et al., 2014).



Diante dessa complexidade estrutural, a avaliagdo da cromatina espermatica requer métodos
capazes de acessar propriedades fisico-quimicas do DNA e de sua interagdo com proteinas
nucleares. Ensaios histoquimicos tém sido amplamente empregados com esse objetivo, uma
vez que se baseiam na ligagdo seletiva de corantes a componentes especificos do DNA ou da
cromatina, permitindo inferir aspectos relacionados a compactagdo, acessibilidade e
organizagdo nuclear do espermatozoide. Esses métodos fornecem informagdes estruturais

relevantes e complementares as analises convencionais do sémen (Beletti, 2013).

O azul de toluidina ¢ um corante basico com afinidade pelos grupos fosfato do DNA, ligando-
se por interacdes eletrostaticas. Sua propriedade metacromatica permite que variagdes na
organizac¢do da cromatina sejam evidenciadas por alteragdes na intensidade e na tonalidade da
colora¢do nuclear. Trabalhos que utilizaram essa coloragdo demonstram que nucleos com
cromatina menos compactada apresentam maior acessibilidade aos grupos fosfato, resultando
em coloracao violeta, enquanto nicleos com cromatina altamente condensada e restricdo a

ligacdo do corante se coram em verde (Beletti, 2013).

O laranja de acridina ¢ um corante fluorescente que se intercala na molécula de DNA e apresenta
emissdo diferencial conforme o estado estrutural do material genético. Quando ligado ao DNA
de fita dupla, emite fluorescéncia verde, enquanto a ligacdo a regides de DNA desnaturado ou
de fita simples resulta em fluorescéncia vermelha. Essa caracteristica permite inferir alteragdes
na estabilidade estrutural do DNA espermatico, sendo amplamente explorado em abordagens

fluorométricas e citométricas (Evenson et al., 2016).

A reagdo de Feulgen destaca-se por sua elevada especificidade ao DNA. O método baseia-se na
hidrélise acida controlada do DNA, expondo grupos aldeido da desoxirribose quando existe
alteracdes no complexo DNA-proteina, os quais reagem com o reagente de Schiff, produzindo
coloragdo proporcional ao contetdo de DNA fragmentado no nucleo. Assim, os
espermatozoides com menor condensacdo cromatinica irdo se corar de forma mais intensa na
reacdo de Feulgen. Essa propriedade permite preservar a relacdo entre estrutura nuclear e
conteudo genético, tornando a reacao de Feulgen particularmente adequada tanto para
avaliacdes qualitativas quanto para analises quantitativas da cromatina espermatica (Beletti,

2013; Mello e Vidal, 2017).

Além das coloragdes histoquimicas, ensaios fluorométricos e citométricos também podem ser
aplicados para avaliacdo da integridade do DNA. O ensaio de Nicoletti baseia-se na
quantificagdo de DNA fragmentado por meio da incorporacao de corantes fluorescentes como

o iodeto de propidio, permitindo a identificacdo de subpopulagdes celulares com perda da



integridade gendmica através da analise por citdmetro de fluxo (Nicoletti et al., 1991). De modo
complementar, o SCSA utiliza o laranja de acridina também associado a citometria de fluxo
para avaliar a suscetibilidade do DNA a desnaturacao acida, gerando indices quantitativos

relacionados a estabilidade da cromatina espermatica (Evenson et al., 2016).

A morfometria nuclear permite quantificar objetivamente parametros como area, perimetro e
forma, os quais refletem indiretamente a organizacao e compactacdo da cromatina. Estudos
demonstram que variagdes morfométricas do nicleo espermatico podem estar associadas a
alteracdes estruturais da cromatina, tornando relevante essa abordagem metodologica na

avaliagdo da integridade espermatica (Beletti et al., 2005).

A aplicagdo de métodos morfométricos torna-se ainda mais robusta quando associada a
descritores matematicos de forma, como as harmonicas de Fourier. Essa abordagem permite
decompor o contorno nuclear em componentes harmonicos, possibilitando a descrigdo
quantitativa de variagdes sutis na forma do nucleo espermatico que ndo sdo facilmente
detectaveis por medidas lineares simples. A utilizagdo de descritores de Fourier em analises
espermaticas tem sido descrita como ferramenta sensivel para detec¢do de alteragdes
morfoldgicas associadas a organizagdo nuclear, refletindo indiretamente aspectos da

organizac¢do cromatinica (Ostermeier et al., 2001; Severa et al., 2010).

Quando associadas a coloragdes especificas para DNA, como a reagdo de Feulgen, laranja de
acridina e azul de toluidina, as andlises morfométricas permitem integrar informagdes
relacionadas a forma nuclear e a distribuicdo do material genético. A analise computacional das
imagens obtidas a partir dessas coloracdes possibilita a extragdo objetiva de parametros
morfométricos e de intensidade Optica, contribuindo para a caracterizagdo quantitativa do
nucleo espermatico e reduzindo a subjetividade inerente a avaliagdo visual. Estudos que
aplicaram morfometria quantitativa e analise digital de imagens a avaliacdo espermatica
demonstram que essa abordagem amplia o poder analitico de métodos histoquimicos
tradicionais, permitindo comparacdes mais reprodutiveis entre amostras e condigdes

experimentais (Beletti et al. 2005; Silva et al., 2025).

Dessa forma, esta tese tem como objetivo avaliar a integridade cromatinica e a morfometria da
cabeca espermatica de garanhdes e correlacionar esses parametros com os indices de concepgao
obtidos apos inseminacdo artificial. A proposta central consiste em determinar se esses
marcadores laboratoriais podem contribuir de maneira objetiva para estimar o potencial
fertilizante de garanhdes, complementando a avaliagdo seminal convencional e ampliando a

capacidade preditiva da anélise androlégica.
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CAPITULO 1 — REVISAO BIBLIOGRAFICA: AVALIACAO DA CROMATINA E
MORFOLOGIA ESPERMATICA EM GARANHOES

1.1 INTRODUCAO
1.1.1 Contexto da Reprodugdo Equina

A reproducdo equina desempenha um papel central no desenvolvimento da industria equestre
global, impulsionada pelo crescimento das modalidades esportivas, dos sistemas de criacao
especializados e da valorizagdo genética de garanhdes e matrizes de alto desempenho (Canisso

et al., 2008; Lima e Cintra, 2016).

Em garanhdes, a fertilidade apresenta reconhecida variabilidade individual, mesmo entre
animais que exibem parametros seminais considerados dentro dos limites de normalidade em
avaliagdes convencionais. Estudos em andrologia equina demonstram que alteracdes estruturais
do espermatozoide podem ndo ser detectadas por andlises rotineiras de motilidade e morfologia,
embora influenciem o desempenho reprodutivo, evidenciando que parametros classicos nao

abrangem todos os determinantes da fertilidade (Love e Kenney, 2002; Varner, 2008).

A organizac¢do da cromatina espermatica constitui um dos principais determinantes da qualidade
funcional da célula, uma vez que a adequada compactagdo nuclear garante estabilidade ao
material genético e contribui para a correta transmissao da informagdo genética ao embrido.
Alteragdes na integridade do DNA, incluindo fragmentagdo e desorganizacdo estrutural, t€ém
sido associadas a reducdo da fertilidade e a prejuizos no desenvolvimento embriondrio inicial,
demonstrando que danos nucleares podem comprometer a progressao da clivagem e a

viabilidade embrionaria (Love & Kenney, 2002; Evenson, 2016).

Além disso, a andlise seminal tradicional ndo ¢ capaz de avaliar diretamente a integridade
cromatinica, o que limita sua capacidade preditiva isolada. Revisdes sobre testes de
fragmentacdo de DNA ressaltam que métodos especificos de avaliagdo nuclear revelam
alteracdes nao identificadas pela rotina androldgica convencional, refor¢ando a necessidade de
abordagens complementares para estimar com maior precisdo o potencial reprodutivo

masculino (Varner, 2008; Evenson, 2016).

No contexto da espécie equina, a manipulacao seminal — incluindo dilui¢do, resfriamento e
criopreservacao — pode intensificar alteracdes subcelulares envolvendo membrana plasmatica,

funcdo mitocondrial e organizagdo nuclear, alteragdes essas que nem sempre sao evidentes em



exames de rotina, mas que podem impactar significativamente a fertilizagdo e o

desenvolvimento embrionario (Varner, 2008; Evenson, 2016).

Dessa forma, a identificacdo de marcadores estruturais e moleculares da qualidade espermatica
torna-se essencial para aprimorar a avaliacdo andrologica de garanhdes, permitindo uma
estimativa mais abrangente do potencial reprodutivo e auxiliando na tomada de decisdes em

programas de reproducao assistida (Love e Kenney, 2002; Varner, 2008; Evenson, 2016).

Um dos principais entraves a eficiéncia reprodutiva da espécie ¢ a reconhecida sensibilidade do
s€émen equino ao resfriamento e a criopreservagao, processos nos quais muitos garanhodes
exibem desempenho insatisfatorio mesmo quando o sémen fresco se mostra com boa fertilidade
(Loomis e Graham, 2008). Essa suscetibilidade decorre de particularidades fisioldgicas da
membrana plasmatica, da alta vulnerabilidade ao estresse oxidativo e da variabilidade na
compactagdo da cromatina. Consequentemente, o processo de congelamento e
descongelamento pode induzir danos importantes, incluindo ruptura de membranas, perda de
motilidade, disfun¢do mitocondrial e alteracdes na integridade do DNA espermatico (Varner,

2008).

Estudos mostram que danos em torno de 30% ao DNA podem comprometer ndo apenas a
fertilizagdo, mas também o desenvolvimento embrionario inicial (Evenson ¢ Wixon, 2006;
Hamilton e Assumpgao, 2020). Em equinos, investigacdes recentes destacam a importancia da
avaliacdo da cromatina como ferramenta complementar para selegdo de garanhdes e para

compreensdo dos efeitos do processamento seminal (Morrell et al., 2008).

Com o avanco de biotécnicas como inseminagao artificial (IA), transferéncia de embrides (TE),
injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) e produgdo in vitro de embrides (PIVE),
cresce a necessidade de métodos diagndsticos capazes de avaliar com maior precisdo a
qualidade funcional do sémen e predizer o desempenho reprodutivo (Fonte et al., 2024). Nesse
contexto, testes voltados para analisar a descompactagdo da cromatina e integridade do DNA —
como TUNEL, SCSA, Cometa, Dispersdao de cromatina (SCD) e coloragdes especificas — tem
se destacado como ferramentas valiosas na investigacdo da fertilidade de garanhdes (Abah et

al., 2025).

1.1.2 Importancia da Cromatina e Morfologia Espermatica

A avaliagdo da qualidade espermatica ¢ um dos pilares da reprodugdo assistida em equinos,

sendo utilizada para estimar o potencial fertilizante dos garanhdes e orientar o manejo



reprodutivo. Tradicionalmente, essa avaliagdo baseia-se em pardmetros cldssicos, como
motilidade total e progressiva, vigor, concentracdo ¢ morfologia espermatica. No entanto,
embora essenciais, esses indicadores apresentam limitagdes importantes na capacidade de
predizer o desempenho reprodutivo real, especialmente em garanhdes com fertilidade limitrofe
ou quando ocorrem alteragdes estruturais nao detectadas pela microscopia convencional. Nesse
cendrio, cresce o reconhecimento da compactagdo da cromatina e da integridade do DNA
espermatico como marcadores fundamentais da competéncia reprodutiva masculina (Varner,

2008; Silva et. al., 2025).

A cromatina espermatica representa o arcabouco estrutural que protege o material genético
durante o transporte até o odcito. Em mamiferos, o processo de remodelamento cromatinico
durante a espermiogénese envolve a substituicdo progressiva das histonas por protaminas,
moléculas altamente basicas e ricas em cisteina, que permitem condensagdo eficiente do DNA

e conferem grande estabilidade estrutural ao nucleo espermatico (Ward e Coffey, 1991).

A integridade do DNA espermaético ¢ fundamental ndo apenas para o processo de fertilizagao,
mas também para o desenvolvimento embriondrio inicial e para a viabilidade gestacional.
Estudos demonstram que danos ao DNA, como quebras simples ou duplas das fitas, perda de
protaminagdo, estresse oxidativo, ou falhas no processo de condensagdo, podem resultar em
reducdo da clivagem, diminui¢do da qualidade embrionaria, falhas de implantacdo e aumento
das perdas gestacionais precoces em humanos e equinos (Evenson e Wixon, 2006; Hamilton e
Assumpcao, 2020). Em equinos, ha evidéncias crescentes de que o DNA espermatico integro
desempenha papel critico em biotécnicas avangadas, como ICSI e PIV, tornado a avaliacao da
cromatina um componente essencial da medicina reprodutiva moderna (Burns e Herickhoff,

2014; Gibbs et al., 2014; Silva et al., 2025).

A morfologia espermatica, por sua vez continua sendo um pardmetro indispensavel para a
avaliacdo da fertilidade dos garanhdes. Alteracdes morfologicas refletem defeitos adquiridos
durante a espermatogénese, matura¢do epididimdria ou lesdes secundarias a processos
inflamatorios, estresse térmico, estresse oxidativo e manejo incorreto das amostras (Varner,
2008). Anormalidades de cabeca, peca intermedidria ou cauda podem comprometer fungdes
essenciais como motilidade, interagdo com o trato reprodutivo da fémea, reacdo acrossomica,
penetragdo da zona pelucida e transporte adequado do material genético. Embora a motilidade
seja frequentemente utilizada como critério de avaliagdo espermatica, sua capacidade isolada

de predizer fertilidade ¢ limitada; entretanto, quando associada a avaliagcdes funcionais e



moleculares, contribui significativamente para a compreensdo global da qualidade seminal

(Sieme, 2008; Love, 2011).

A relagdo entre morfologia espermatica e integridade da cromatina também tem sido tema de
pesquisas. Em diferentes espécies, incluido os equinos, certos defeitos morfologicos —
especialmente aqueles relacionados a cabega espermatica — apresentam associacao com padrdes
inadequados de protaminagdo, suscetibilidade aumentada a fragmentacdo de DNA e maior
vulnerabilidade a estresses ambientais, como o congelamento (Morrell et al., 2008; Serafini et

al, 2015).

Diversas metodologias tém sido utilizadas para mensurar a integridade da cromatina e do DNA
espermatico, incluindo TUNEL, SCSA, Cometa, dispersdo de cromatina espermatica (DCE) e
coloragdes especificas com afinidade a fosfatos expostos ou regides de cromatina
descompactada, como Azul de Toluidina (AT) e Laranja de Acridina (LA). Embora apresentem
diferentes principios e sensibilidades, esses testes t€ém contribuido para identificar garanhdes
subférteis, entender efeitos da criopreservagdo, aprimorar protocolos de resfriamento e
selecionar amostras mais adequadas para técnicas de reproducao assistida. A adogao crescente
destes métodos refor¢a o reconhecimento da cromatina como elemento central da capacidade
reprodutiva, e ndo apenas como estrutura passiva de armazenamento genético (Evenson e

Wixon, 2006; Morrell, 2012).

Assim, a integracdo entre morfologia espermatica e avaliacdo de cromatina permite uma
compreensao mais abrangente da qualidade espermatica e da fertilidade de garanhdes. Tais
parametros completam a andlise seminal convencional fornecendo mais informagdes sobre a o

potencial fertilizante dos espermatozoides.

1.1.3 Objetivos da Revisao

Os artigos reunidos nesta revisao demonstram que a eficiéncia reprodutiva de garanhdes e éguas
¢ pautada por fatores estruturais, fisioldgicos e moleculares que influenciam diretamente a
capacidade fecundante dos gametas e o ambiente uterino. Em garanhdes, a variabilidade
individual na qualidade espermatica, especialmente relacionado a cromatina, metabolismo e
resposta ao processamento seminal, explica parte consideravel da heterogeneidade observada

nas taxas de prenhez (Varner et al., 2000; Lopez-Fernandez et al., 2007).

Diante destas evidéncias, esta revisdo tem como primeiro objetivo descrever os aspectos

estruturais e funcionais do espermatozoide equino, explorando sua organiza¢do nuclear, o



acrossomo, o citoesqueleto flagelar e o aparato mitocondrial conforme detalhado nos estudos
de Varner et al. (2000) e Varner e colaboradores (2014). Esses estudos mostram que
caracteristicas como alteracdes no acrossomo, compactacdo da cromatina, arquitetura do
flagelo, metabolismo baseado em fosforilagdao oxidativa e vulnerabilidade ao estresse oxidativo

tém impacto direto sobre a capacidade fecundante.

O segundo objetivo ¢ analisar as causas e consequéncias da fragmentacdo do DNA espermatico
(FDE), baseando-se em evidéncias de que a cromatina do garanhao pode ser comprometida por
falhas na protaminagdo, estresse oxidativo, danos térmicos, envelhecimento e manipulagdes
como resfriamento e congelamento (Love, 2005; Lopez-Fernandez et al., 2007; Love, 2011;
Wach-Gygax et al., 2017; Hamilton e Assumpg¢do, 2020). Estes trabalhos demonstram que a
FDE esta associada a reducdo da fertilidade, menor viabilidade embrionaria e maior

sensibilidade as biotécnicas de preservagdo seminal.

O terceiro objetivo ¢ realizar uma revisao critica dos testes utilizados para mensurar a qualidade
da cromatina espermatica e sua capacidade em identificar garanhdes subférteis, como SCSA
(Love, 2005), DCE (Lopez-Fernandez et al., 2007), TUNEL e Comet (Hamilton e Assumpgao,
2020) além de técnicas de coloracao como AT e LA (Beletti e Mello, 2004; Naves et al., 2004;
Beletti, 2005). Diversos estudos reforcam que essas metodologias detectam alteragdes nado
acessiveis a andlise seminal convencional, oferecendo melhor capacidade diagnostica para

predizer fertilidade (Varner et al., 2000; Morrell et al., 2008; Love, 2011).

Assim, essa revisdo busca integrar os achados de artigos publicados sobre como danos
estruturais podem afetar a capacidade fecundante dos espermatozoides ressaltando a
importancia da aplicacdo de testes cromatinicos em garanhdes subférteis como parte
fundamental na busca por melhores técnicas de manipulagdo, armazenamento e transporte de

sémen visando incrementar a taxa de concep¢ao.

1.2 ASPECTOS ESTRUTURALIS E FUNCIONAIS DO ESPERMATOZOIDE EQUINO

1.2.1 Cabeca espermatica e nicleo

A cabeca do espermatozoide equino apresenta formato espatulado, com contorno eliptico e
achatamento dorsoventral, sendo constituida principalmente pelo nucleo e pelo acrossomo. O
nucleo ocupa a maior parte do volume cefalico e abriga o genoma haploide paterno em estado

de condensagdo extrema. Essa organizagdo estrutural diferencia profundamente o nucleo
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espermatico daquele observado em células somaticas, tanto do ponto de vista morfologico

quanto funcional (Varner et al., 2000).

Durante a espermiogénese, ocorre extensa remodelagdo da cromatina, processo no qual as
histonas nucleossomais sdo progressivamente substituidas por proteinas de transi¢ao e,
posteriormente, por protaminas. Esse rearranjo culmina na formagao de uma estrutura altamente
compactada, metabolicamente inativa e estruturalmente estavel. A intensa compactacao nuclear
contribui para a redugdo expressiva do volume do ntucleo, estimada em aproximadamente 5—
10% do volume observado em células somaticas, favorecendo a hidrodindmica e aumentando
a resisténcia fisica do espermatozoide durante o transporte no trato reprodutivo da fémea

(Varner et al., 2014).

As protaminas sdo proteinas nucleares altamente basicas, ricas em arginina e cisteina. Os
residuos de cisteina estabelecem pontes dissulfeto intra e intermoleculares que estabilizam o
DNA compactado em estruturas organizadas em toroides, promovendo protecdo mecanica e
quimica adicional ao genoma paterno. Essa arquitetura nuclear reduz a suscetibilidade a danos
ambientais, mas ndo elimina completamente regides estruturalmente mais vulneraveis. Areas
associadas aos dominios de ligacdo entre tordides e regides de ancoragem a matriz nuclear
permanecem relativamente mais susceptiveis a quebras de fita simples ou dupla (Hamilton e

Assumpcao, 2020).

Falhas no processo de protaminagdo, defeitos na formacao das pontes dissulfeto ou persisténcia
de quebras fisiologicas ndo reparadas durante a espermatogénese podem resultar em
fragmentacdo do DNA espermatico. Essas alteracdes estruturais tém sido associadas a redugao
do potencial fértil e a prejuizos no desenvolvimento embriondrio inicial, evidenciando que a
integridade nuclear constitui componente essencial da competéncia funcional espermatica

(Hamilton e Assumpgao, 2020).

Na porcdo caudal do nucleo localiza-se a fossa de implantagdo, regido especializada do
envelope nuclear que constitui o ponto de ancoragem da pega intermediaria do flagelo. Essa
conexdo ¢ estabelecida por meio do capitulum e das colunas segmentadas, estruturas que
integram mecanicamente nlcleo e flagelo, permitindo a transmissdo eficiente das forgas
geradas pelo axonema. Alteragdes morfoestruturais nessa regido podem comprometer a
estabilidade do complexo cabeca-flagelo e interferir na motilidade espermatica, evidenciando

a interdependéncia entre arquitetura nuclear e fungdo locomotora (Varner et al., 2014).
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Dessa forma, a cabeca espermdtica ndo representa apenas um compartimento anatdmico
destinado ao transporte do material genético, mas um sistema estrutural altamente especializado,
cuja organizacdo molecular e integridade mecanica sdo determinantes para O sucesso
reprodutivo. A compreensao detalhada dessa arquitetura nuclear fundamenta a necessidade de
métodos especificos capazes de avaliar a compactacdo da cromatina e detectar alteragdes

submicroscopicas que nao sao identificadas por exames seminais convencionais.

1.2.2 Acrossomo

O acrossomo, situado sobre os dois ter¢os anteriores do nicleo, ¢ uma organela essencial para
que o espermatozoide realize a penetragdo das camadas que envolvem o odcito. E composto
por uma membrana plasmatica externa, membrana acrossomal externa, membrana acrossomal
interna € uma matriz acrossomica contendo proteinas e enzimas hidroliticas que possibilitam a

reagdo acrossomica (Varner et al., 2000).

Durante a reagdo acrossomica, que pode ser induzida pela exposicdo de espermatozoides
capacitados a progesterona, ocorre fusdo controlada entre a membrana plasmdtica e a membrana
acrossomal externa, formando vesiculas e permitindo a liberagao do conteido como receptores
proteicos e enzimas hidroliticas importantes para adesao e penetragao na zona pelucida (Varner
etal., 2000). A fusdo, todavia, ndo ocorre imediatamente, ¢ caracterizada por um processo lento
e altamente regulado, distinto de eventos exociticos convencionais observados em outras

células (Varner et al. 2014).

A integridade acrossdmica ¢ determinante para fertilizagdo. Varner e colaboradores (2000),
identificaram garanhdes clinicamente subférteis cujos espermatozoides ndo respondiam
adequadamente a estimulos que deveriam induzir a reagdo acrossdmica, apesar de apresentarem
motilidade e morfologia dentro dos pardmetros normais. Isso demonstra que falhas no
acrossomo podem comprometer a fecundacdo in vivo sem serem detectados por exames

convencionais.

1.2.3 Peca intermediaria e metabolismo mitocondrial

A peca intermediaria do espermatozoide equino constitui a regido de transi¢do entre a cabeca e
o flagelo, sendo estruturalmente organizada ao redor do axonema e envolvida por uma bainha

mitocondrial helicoidal que se dispde longitudinalmente ao longo da por¢ao proximal do flagelo.



12

Essa regido encontra-se ancorada ao nucleo por meio da fossa de implantagdo, do capitulum e
das colunas segmentadas, formando um complexo de conexdo que assegura a integracao
mecanica entre o nicleo e o aparelho flagelar. A adequada organizagdo dessa interface estrutural
¢ essencial para a transmissao eficiente das forcas geradas pelo batimento flagelar, permitindo
que a energia produzida pelas mitocondrias seja convertida em movimento progressivo eficaz

(Varner et al., 2000).

A peca intermedidria contém uma bainha helicoidal formada por 40-50 giros mitocondriais
(figura 1). Esses giros sdo organizados de maneira altamente simétrica, onde desarranjos nessa
simetria foram correlacionados com queda na fertilidade, indicando que a organizagdo

mitocondrial representa um marcador estrutural relevante para o desempenho reprodutivo

(Gibbs et al., 2014).

cabega cauds

— Pz prinipsl nal

Jerossoma nucles

Fig. 1. ITlustragdo de um espermatozoide equino. Fonte Beletti, M.E.

No que se refere ao metabolismo energético, Varner e colaboradores (2014) demonstram que o
espermatozoide equino depende predominantemente da fosforilagdo oxidativa (OXPHOS)
como fonte principal de produgdo de ATP. Essa caracteristica distingue o espermatozoide
equino de espécies em que a glicolise exerce papel mais preponderante. A atividade
mitocondrial elevada observada pelos autores estd diretamente relacionada a manutengdo da

motilidade linear progressiva e a subsequente aquisicao da hiperativacao.

Entretanto, essa forte dependéncia de OXPHOS traz implica¢des funcionais importantes. A
cadeia respiratoria mitocondrial do espermatozoide equino produz quantidades significativas
de espécies reativas ao oxigénio (ROS) devido ao vazamento de elétrons durante a fosforilagao
oxidativa. Foi apontado que espermatozoides provenientes de garanhdes férteis apresentam
niveis mais elevados de atividade mitocondrial e, consequentemente, maior producdo de ROS

— fendmeno interpretado como reflexo de metabolismo mais intenso (Varner et al., 2014).

Todavia, esse mecanismo de geracdo de energia pode elevar a produgdo de ROS ao ponto de
suplantar a capacidade antioxidante do espermatozoide promovendo uma peroxidagao lipidica,

afetando a membrana plasmatica, acrossomal e mitocondrial. Esses danos também alcancam a
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cromatina resultando em fragmentacdo do DNA como foi observado pds descongelamento

(Lopez-Fernandez et al., 2007).

1.2.4 Cauda, axonema e mecanismos de motilidade

A cauda do espermatozoide equino compreende a pega intermediaria, a peca principal € a pega
terminal. No interior da pega principal encontra-se o axonema, estrutura responsavel pela
motilidade flagelar com um arranjo composto por nove dupletos periféricos e um par central

(Figura 2) (Varner et al., 2014)

Peca final Pega principal Peca intermediaria
Par central
o € microtubulo
L e,
Vo AN \ \
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e ¥ 4

Mitocdndria Fibra densa

Bainha fibrosa Par periférico bxterna

de microtubulo

Fig. 2. Tlustragdo da estrutura interna da peca intermediaria e cauda. Fonte: Beletti, M.E.

A motilidade ¢ produzida por ciclos de ligagdo e liberagdo de bracos de dineina sobre os
microtubulos adjacentes, utilizando ATP derivado das mitocondrias. A presenga de fibras densas
externas e bainha fibrosa confere rigidez, direcionamento e elasticidade ao movimento flagelar.
Durante sua progressao no trato reprodutivo da fémea, inicialmente o espermatozoide apresenta
motilidade progressiva retilinea e apds sua capacitagdo, atinge um padrao hiperativado,
caracterizado por batimentos amplos e assimétricos, permitindo que penetre no complexo

cumulus-oophorus (Varner et al., 2014).

Segundo Varner e colaboradores (2014), a hiperativagdo € um pré-requisito para sucesso na
fecundacao e depende criticamente da integridade do axonema e da homeostase interna de
calcio. Equilibrio que pode ser prejudicado pelos processos de congelamento e
descongelamento uma vez que provocam mudancas nos niveis de calcio (Neuhauser et al.,

2019).
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1.2.5 Membranas espermaticas e suscetibilidade ao estresse

As membranas plasmatica, acrossomal e mitocondrial apresentam composi¢do lipidica
altamente fluida, caracteristica associada a maior vulnerabilidade ao estresse térmico e
oxidativo. Lopez-Fernandez e colaboradores (2007) demonstram que danos subletais na
membrana plasmatica acumulam-se rapidamente apds o congelamento, intensificando-se nas

horas subsequentes.

O processo de criopreservagdo provoca diversas alteragdes espermatica, entre elas: lesdo na
membrana plasmatica, redu¢do do potencial de membrana mitocondrial (causando redugdo da
motilidade) e acimulo de Ca?". Esses achados estdo correlacionados com sémen com menor
potencial de fertilidade (Neuhauser et al., 2019). Danos semelhantes foram observados apds
vitrificagcdo, reforcando que membranas espermaticas sao altamente suscetiveis ao dano

induzido por oscilagdes osmoticas e choque térmico (Restrepo et al., 2018).

1.3 TESTES DE AVALIACAO DA CROMATINA

1.3.1 Ensaio Cometa

O ensaio Cometa, também denominado eletroforese em gel de célula unica, ¢ amplamente
empregado na avaliacdo de danos primarios ao DNA, sendo reconhecido por sua elevada
sensibilidade para detectar quebras de fita simples, sitios alcalino-labeis e lesdes associadas
a processos incompletos de reparo (Tice et al., 2000; Speit e Hartmann, 2012). A técnica
permite a analise em nivel individual de célula, sendo aplicavel tanto em estudos in vitro
quanto in vivo.

O principio do método baseia-se na migracao diferencial do DNA sob campo elétrico apds
lise celular e exposicdo a condigdes altamente alcalinas. Inicialmente, as células sdo
incorporadas em agarose e submetidas a solugdes de lise contendo alta forga idnica e
detergentes, promovendo a remog¢ao de membranas celulares e a liberagdo do DNA nuclear.
Posteriormente, a incubagdo em meio alcalino (pH superior a 13) induz a desnaturagao do
DNA e converte sitios alcalino-sensiveis, como sitios apurinicos, em quebras de fita simples
detectaveis, ampliando a expressao de lesdes pré-existentes (Tice et al., 2000).

Durante a eletroforese alcalina, fragmentos ou regides contendo quebras apresentam maior
mobilidade em direcdo ao polo positivo, enquanto o DNA menos fragmentado permanece
concentrado na regido nuclear original. Essa dindmica origina a morfologia caracteristica

semelhante a um “cometa”, composta por uma regido correspondente ao DNA retido
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(“cabeca”) e outra referente ao DNA migrado (“‘cauda”). Parametros como comprimento da
cauda, porcentagem de DNA migrado e momento de cauda estdo associados a magnitude
do dano estrutural detectado (Tice et al., 2000; Speit e Hartmann, 2012).

Além da identificacdo de quebras primarias, o ensaio possibilita a detec¢ao indireta de
ligagdes cruzadas entre DNA-DNA e DNA-proteina, uma vez que tais alteragdes reduzem
a migragao eletroforética da molécula, resultando em menor formagao de cauda (Tice et al.,
2000). O método também pode ser adaptado para a investigacdo de lesdes oxidativas
especificas mediante o emprego de enzimas reparadoras, como a formamidopirimidina-
DNA-glicosilase (FPG), que converte bases oxidadas em quebras detectaveis durante a
eletroforese, ampliando o espectro de danos avaliaveis (Speit e Hartmann, 2012).

Entre as principais vantagens do ensaio destacam-se sua elevada sensibilidade, a
necessidade de pequeno nuimero de células, a andlise individualizada e a versatilidade
metodologica. Como limitagdes, ressaltam-se a influéncia de varidveis técnicas —
incluindo condi¢des de lise, alcalinizagdo e eletroforese — a necessidade de padronizagao
rigorosa para comparacdo interlaboratorial e o fato de que o método detecta
predominantemente danos estruturais primarios, ndo permitindo, isoladamente, inferir a

ocorréncia de mutagdes fixadas.

1.3.2 TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick-End Labeling)

O teste TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling)
¢ um método destinado a deteccdo direta de quebras de DNA por meio da identificagdo de
terminais 3’-hidroxila (3°-OH) expostos nas regides onde ocorreram rupturas das fitas
nucleotidicas. Diferentemente de técnicas baseadas em suscetibilidade a desnaturacdo ou
alteragdes indiretas da estrutura cromatinica, o TUNEL identifica quebras ja estabelecidas
na molécula de DNA, refletindo lesdes estruturais presentes no nucleo celular (Kakasi et al.,
2015).

O principio da técnica fundamenta-se na agdo da enzima Terminal deoxynucleotidyl
Transferase (TdT), que reconhece os terminais 3’-OH livres e catalisa a incorporagdo de
nucleotideos marcados, como BrdUTP (5-bromo-2’-deoxiuridina-5’-trifosfato). Apds essa
etapa, anticorpos fluorescentes especificos contra o nucleotideo incorporado permitem a
visualizacdo e quantificacdo das quebras por microscopia de fluorescéncia ou citometria de
fluxo. A intensidade do sinal fluorescente estd relacionada ao niimero de nucleotideos

incorporados e, consequentemente, ao nimero de extremidades livres detectaveis. Dessa
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forma, células com maior fluorescéncia tendem a apresentar maior quantidade de quebras
acessiveis a enzima, enquanto células com DNA integro apresentam marca¢do minima ou
ausente (Kakasi et al., 2015).

O objetivo do teste € quantificar fragmentacao real do DNA, sendo amplamente utilizado
como marcador de apoptose ¢ dano gendmico em diferentes tipos celulares. Entre suas
principais vantagens destacam-se a andlise individualizada das células, a aplicabilidade em
citometria de fluxo — permitindo avaliagdo de grande ntimero de eventos — ¢ a detec¢do
direta de quebras de fita simples ou dupla.

Entretanto, na espécie equina, a aplicagdo do TUNEL apresenta limitagdes relacionadas a
acessibilidade da cromatina espermatica. Em estudo conduzido por Mesa et al. (2016), a
incubac¢do de s€émen equino a 41 °C por uma hora nao resultou em aumento significativo da
porcentagem de células TUNEL-positivas. Além disso, a exposi¢ao a 50 uM de H20: foi
associada a reducao da marcagdo TUNEL. Esses achados indicam que, sob determinadas
condi¢des experimentais, o0 método pode ndo evidenciar alteragdes detectdveis, mesmo
diante de estimulos potencialmente lesivos.

Resultados semelhantes foram observados por Burns e Herickhoff (2014), nos quais a
fragmentacdo detectavel pelo TUNEL tornou-se mais evidente apos exposi¢do prolongada
a condi¢des oxidativas intensas. Nos grupos controle ou em momentos iniciais de avaliacao,
o teste nao identificou alteragdes detectaveis, sugerindo que determinados niveis ou padrdes
de dano podem ndo ser prontamente evidenciados pela técnica.

A limitacao de sensibilidade do TUNEL em espermatozoides equinos tem sido atribuida a
elevada compactagdo protaminica do DNA, caracterizada pela formacao extensiva de
pontes dissulfeto entre protaminas, o que restringe o acesso da enzima TdT as extremidades
3’-OH. Por essa razao, protocolos adaptados incluem o uso prévio de agentes redutores,
como o dithiothreitol (DTT), com o objetivo de promover relaxamento cromatinico e
aumentar a penetracdo dos reagentes (Mesa et al., 2016). Contudo, mesmo com essa
modificacdo metodologica, parte das lesdes pode permanecer ndo detectavel, indicando que
o teste pode subestimar a extensdo real da fragmentagdo em cromatina altamente

compactada.

1.3.3 Nicoletti
O teste de Nicoletti foi originalmente descrito como um método simples e rapido para
deteccao de apoptose e fragmentagao de DNA por meio de citometria de fluxo em timocitos,

utilizando o corante fluorogénico iodeto de propidio (IP), um fluorocromo intercalante
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amplamente empregado para quantificacdo do conteudo de DNA celular. A técnica baseia-
se na mensuracao do conteudo total de DNA intracelular, permitindo identificar popula¢des
celulares que apresentem reducao mensuravel desse contetido (Nicoletti et al., 1991; Kakasi
et al., 2015).

O principio do método fundamenta-se no fato de que células com DNA integro mantém seu
conteudo nuclear ap6s a permeabilizagdo controlada, formando um pico bem definido no
histograma de intensidade de fluorescéncia. Em contraste, células com DNA fragmentado
apresentam perda de fragmentos menores durante o processamento, resultando em redugao
da intensidade do sinal fluorescente e formag¢dao de uma populagdo sub-haploide
(subdiploide em células somaticas), caracteristica de diminui¢do do conteido de DNA
(Nicoletti et al., 1991; Kakasi et al., 2015).

O objetivo do teste ¢ identificar células que sofreram fragmentacdo associada a perda
detectavel de DNA, tradicionalmente relacionada a processos apoptoticos em células
somaticas. Diferentemente de métodos baseados na marcagao direta de quebras de fita, o
teste de Nicoletti detecta a consequéncia estrutural da fragmentagdo, isto ¢, a redugdo
mensuravel do conteudo total de DNA celular (Nicoletti et al., 1991).

Do ponto de vista metodoldgico, o ensaio envolve a incubacdo das células em solugao
contendo citrato de sodio a 0,1%, Triton X-100 a 0,1% e iodeto de propidio, promovendo
permeabilizacdo da membrana e marcagdo do DNA remanescente. Apos aproximadamente
uma hora de incubag¢do a temperatura ambiente, as amostras podem ser analisadas
diretamente no citdmetro de fluxo, gerando histogramas nos quais células com DNA
preservado formam o pico principal de fluorescéncia, enquanto células com perda de DNA
sdo identificadas por sinal de menor intensidade relativa (Nicoletti et al., 1991). A
metodologia destaca-se pela simplicidade operacional, reduzido niimero de etapas e
auséncia de reagdes enzimaticas complexas, quando comparada a técnicas como o TUNEL
(Kakasi et al., 2015).

No estudo conduzido por Kakasi et al. (2015), o teste de Nicoletti foi comparado ao teste
TUNEL em doze amostras de sémen equino criopreservado. Os valores médios de
fragmentacgdo detectados pelo método de Nicoletti foram significativamente mais baixos
(1,93 + 0,98%) do que aqueles obtidos pelo TUNEL (30,77 + 13,03%). A analise estatistica
demonstrou grande discordancia entre os métodos, sugerindo que nao sdo intercambiaveis
e que podem refletir fendmenos distintos relacionados ao dano ao DNA (Kakasi et al., 2015).
Outro ponto discutido no estudo refere-se a especificidade analitica. Enquanto o TUNEL

apresentou marcagao inespecifica de membrana plasmatica e mitocondrias em anélise por
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microscopia de fluorescéncia, o teste de Nicoletti ndo demonstrou evidéncias de ligagao
inespecifica nas condi¢des avaliadas, o que foi interpretado como uma vantagem
metodoldgica no contexto do estudo. Ainda assim, os proprios autores ressaltam que
analises adicionais sao necessarias para determinar o valor diagndstico do teste de Nicoletti
em estudos de fertilidade equina (Kakasi et al., 2015).

Assim, com base nos dados disponiveis, o teste de Nicoletti pode ser caracterizado como
uma técnica de citometria de fluxo de execucdo simples, capaz de detectar redugdo
mensuravel do conteudo de DNA em espermatozoides equinos. Destaca-se pela praticidade
metodoldgica e pela auséncia de marcagdes inespecificas observadas no teste comparativo.
Contudo, sua menor propor¢ao de células classificadas como fragmentadas em relagdo ao
TUNEL e a auséncia de validagdao robusta em estudos de fertilidade indicam que sua
aplicabilidade clinica ainda requer investigacdo adicional antes de ser incorporada como

ferramenta rotineira na avalia¢ao reprodutiva.

1.3.4 Dispersao de Cromatina Espermatica (SCD)

O teste de dispersdo da cromatina espermatica (Sperm Chromatin Dispersion — SCD),
também conhecido como teste de Halo, consiste na avaliagdo da integridade do DNA
espermatico por meio da analise do padrdo de dispersdo cromatinica apos exposi¢ao das
células a tratamentos controlados de lise e deplecdo proteica. Em equinos, a metodologia
tem sido aplicada por meio de kits comerciais especificos, como o Sperm-Halomax®,
originalmente desenvolvido para garanhdes (Lopez-Fernandez et al., 2007). O principio do
método baseia-se na remogao parcial de proteinas nucleares sob condi¢des padronizadas,
permitindo que a cromatina se expanda diferentemente conforme o estado estrutural do
DNA. Assim, a classificagdo dos espermatozoides ¢ realizada com base na morfologia do
halo observado ao redor do nticleo apos o processamento (Lopez-Fernandez et al., 2007;
Cortés-Gutiérrez et al., 2009).

Em estudo conduzido em garanhdes, foram descritas duas populagdes principais apos o
SCD: nucleos que permanecem compactos ou apresentam halos pequenos e regulares e
nucleos que exibem halos mais amplos de dispersdao cromatinica. A associa¢do entre o
padrdo de halo e a presenga de quebras de DNA foi corroborada por ensaio de incorporagao
enzimatica utilizando Klenow polimerase, que demonstrou marcagao preferencial em
espermatozoides classificados como portadores de DNA fragmentado (Lopez-Fernandez et
al., 2007). Deve-se considerar, entretanto, que diferentes variantes metodologicas do SCD

podem empregar critérios distintos de classificagdo morfoldgica, razdo pela qual a
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interpretacdo dos halos deve ser realizada de acordo com o protocolo especifico adotado
(Cortés-Gutiérrez et al., 2009).

A aplicacdo do SCD na avaliagdo de s€émen equino submetido a criopreservacao tem sido
descrita na literatura. Em estudo experimental, foram avaliadas amostras em diferentes
etapas do processamento seminal, incluindo sémen fresco e pos-descongelamento, bem
como apos exposicao a agentes indutores de dano, como calor, hidroxido de s6dio (NaOH)
e radiagdo ultravioleta, utilizados como controles positivos para o ensaio (Carretero et al.,
2012). Esses procedimentos produziram padrdes de dispersdo compativeis com alteragao
estrutural da cromatina, demonstrando a capacidade do SCD de responder a condi¢des
experimentalmente lesivas. Além disso, a fragmentacao do DNA espermatico avaliada pelo
SCD foi descrita como um fendmeno dindmico, podendo aumentar ao longo do tempo de
incubacdo e sob diferentes condi¢des de processamento, como refrigeracao e congelamento
(Lopez-Fernandez et al., 2007).

Estudos adicionais confirmaram a aplicabilidade do SCD na avaliacdo rotineira da
fragmentacdo do DNA em sémen equino, destacando sua execug¢ao relativamente simples e
a possibilidade de analise por microscopia convencional (Olaciregui et al., 2016).
Entretanto, o padrao de dispersdao obtido no ensaio depende ndo apenas da presenca de
quebras na molécula de DNA, mas também da organizagdo protaminica da cromatina
espermatica, a qual pode variar entre espécies e influenciar a resposta ao tratamento lisante
(Cortés-Gutiérrez et al., 2009).

Dessa forma, os dados disponiveis indicam que o SCD constitui ferramenta util para
avaliacdo da integridade da cromatina espermatica em garanhdes, especialmente em estudos
que envolvem manipulacdo e processamento seminal. Contudo, sua interpretacdo deve
considerar as especificidades do protocolo empregado e as caracteristicas estruturais da
cromatina equina (Lopez-Fernandez et al., 2007; Carretero et al., 2012; Olaciregui et al.,

2016).

1.3.5 Teste de estrutura da cromatina espermatica ou Sperm Chromatin Structure Assay
(SCSA)

O Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) foi introduzido como método destinado a
avaliar a suscetibilidade do DNA espermatico a desnaturagao e relaciona-la a fertilidade. O
ensaio baseia-se na exposi¢ao controlada do DNA a condicdes 4cidas, seguida da coloragao
com laranja de acridina, um fluorocromo metacroméatico que permite distinguir DNA de fita

dupla e fita simples por emissao diferencial de fluorescéncia (Evenson et al., 1980). Nessa
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condi¢do, o DNA estruturalmente estdvel mantém-se predominantemente em fita dupla e
emite fluorescéncia verde, enquanto regides suscetiveis a desnaturacdo tornam-se
parcialmente de fita simples, emitindo fluorescéncia vermelha (Evenson et al., 1980; Love,
2005).

A analise ¢ realizada por citometria de fluxo, o que possibilita a avaliagdo de milhares de
espermatozoides em curto intervalo de tempo, conferindo robustez estatistica e
reprodutibilidade ao método (Love, 2005). A partir da razdo entre fluorescéncia vermelha e
fluorescéncia total (vermelha + verde), obtém-se o indice de fragmentagdo de DNA (DFI),
anteriormente descrito como percentual de células fora da populacao principal (%COMPat),
além de parametros derivados como média e desvio-padrdo da distribui¢ao populacional
(Love, 2005; Evenson et al., 2002). Esses indicadores refletem a proporcdo de
espermatozoides com cromatina estruturalmente instdvel e a heterogeneidade dessa
instabilidade dentro da amostra.

Em garanhdes, demonstrou-se associagdo inversa entre o percentual de células com maior
suscetibilidade a desnaturagao e indices de fertilidade, incluindo prenhez por ciclo e prenhez
sazonal, evidenciando que aumentos no DFI ou no %COMPat acompanham redugdes nas
taxas de concepcdo (Love e Kenney, 1998; Love, 2005). De modo semelhante, ejaculados
equinos utilizados para inseminagao artificial com sémen resfriado apresentaram correlagao
negativa entre DFI e taxa de prenhez, reforcando o valor clinico do teste na identifica¢do de
subfertilidade (Morrell et al., 2008). Esses achados sustentam a utilizagao do SCSA como
ferramenta complementar na investigagao de desempenho reprodutivo inferior ao esperado.
Uma das principais contribuigdes do método reside na sua capacidade de detectar alteragdes
que ndo necessariamente se refletem em pardmetros convencionais como motilidade ou
morfologia espermatica. Estudos clinicos indicam que a qualidade do DNA pode declinar
mesmo quando a motilidade permanece dentro de padrdes considerados adequados,
especialmente durante armazenamento e resfriamento do sémen (Love, 2005). Assim, o
SCSA amplia a avaliacdao andrologica ao incorporar um componente estrutural nuclear que
ndo € rotineiramente mensurado nos exames tradicionais.

Apesar de sua utilidade diagnostica, o SCSA apresenta limitagdes que devem ser
consideradas na interpretacao dos resultados. A propria organizacgao altamente compactada
da cromatina espermatica impde restrigoes fisicas a acdo do fluorocromo. Evidéncias
indicam que o método detecta com maior eficiéncia alteracdes localizadas em regides de
ligagdo entre tordides de protaminas, onde o DNA apresenta maior acessibilidade. Em

contrapartida, regides internas fortemente compactadas podem ndo ser plenamente
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acessiveis a intercalagdo da laranja de acridina, o que pode levar a subestimagdo de
determinados tipos de lesdo estrutural (Serafini et al., 2015). Essa caracteristica ajuda a
explicar por que o teste Cometa, capaz de promover descondensag¢do mais extensa do DNA
por meio da extragdo de proteinas nucleares, pode identificar danos persistentes nao
integralmente evidenciados pelo SCSA (Serafini et al., 2015).

Adicionalmente, modelos experimentais de estresse testicular leve demonstraram que o
SCSA pode apresentar sensibilidade limitada para alteragdes discretas ou de evolugdo
prolongada. Em garanhdes submetidos a orquiectomia unilateral, observou-se elevacao
transitéria de pardmetros como mean-at aproximadamente 14 dias apds o procedimento,
com posterior retorno aos valores basais, enquanto o teste Cometa continuou a detectar
alteracdes nucleares até 60 dias (Serafini et al., 2015). Esses resultados sugerem que o SCSA
¢ eficaz para identificar altera¢des iniciais de suscetibilidade a desnaturagao, mas pode ser
menos sensivel para monitoramento de danos persistentes localizados em regides menos
acessiveis ao corante.

Do ponto de vista operacional, a execu¢do do SCSA depende da disponibilidade de
citometria de fluxo, o que restringe sua aplicagdo a centros especializados. Essa exigéncia
técnica limita sua incorporagdo ampla na rotina de muitos laboratérios veterinarios, apesar
de sua relevancia diagnostica (Love, 2005). Além disso, a interpretacao clinica deve
considerar que a fertilidade ¢ fendmeno multifatorial. Fatores maternos, ambientais e
relacionados ao manejo reprodutivo podem influenciar significativamente os resultados
gestacionais, independentemente da integridade do DNA espermatico (Love, 2005).

Dessa forma, o SCSA nao deve ser utilizado como preditor isolado de fertilidade, mas como
componente integrado de uma avaliagdo androldgica abrangente, contribuindo para a

compreensdo da qualidade nuclear espermatica dentro do contexto clinico reprodutivo.

1.3.6 Azul de toluidina

O azul de toluidina (AT) ¢ amplamente empregado como ferramenta histoquimica para a
avaliacdo da condensacdao da cromatina espermadtica, fundamentando-se no fenomeno de
metacromasia induzida apos hidrélise acida controlada. A técnica foi originalmente descrita
em espermatozoides bovinos com o objetivo de detectar alteracdes no complexo DNA—
proteina por meio da exposi¢ao de grupos fosfato do DNA, tornando-se um método simples
e rapido para identificacdo de subpopulagdes espermaticas com possivel instabilidade
cromatinica. O protocolo classico envolve fixacao, hidrdlise em acido forte e coloragdo com

solugdo de AT em pH 4,0, condigdo considerada critica para garantir que
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predominantemente os fosfatos do DNA permanecam ionizados, reduzindo ligagdes
inespecificas a outros sitios anidnicos e aumentando a especificidade da reagdo (Mello,
1982).

O principio biologico que sustenta a interpretagdo da coloragao baseia-se na organizacao
altamente compactada da cromatina espermdtica. Em espermatozoides normais, a
substituicdo de histonas por protaminas promove forte empacotamento do DNA,
restringindo a disponibilidade de fosfatos livres para interagdo com o corante. Nessas
condigdes, a coloragdo tende a variar de verde a azul-claro. Por outro lado, quando ha
descompactagdo ou instabilidade estrutural, ocorre maior exposi¢ao de grupos fosfato,
favorecendo maior ligagdo do AT e resultando em tonalidades mais intensas,
frequentemente azul-escuro a violeta, compativeis com a metacromasia (figura 3). Assim,
o AT permite inferir diferencas estruturais no complexo DNA—proteina a partir de alteragdes
cromaticas observaveis em microscopia optica convencional (Mello, 1982; Beletti e Mello,

2004).
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Fig. 3. Esquema de ligacdo do Azul de Toluidina aos grupos fosfato do DNA . Fonte: Beletti, M.E.

Desde sua descri¢do inicial, a técnica foi aplicada em diferentes espécies e contextos
experimentais. Em coelhos, demonstrou equivaléncia diagnostica com a reag¢ao de Feulgen
na identifica¢do de alteracdes cromatinicas, porém com maior capacidade de discriminar
graus de alteracdo em virtude da variagdo de cor caracteristica da metacromasia (Beletti e
Mello, 2004). Em bovinos, a coloracdo por AT mostrou-se util para identificar
heterogeneidade cromatinica e regides localizadas de descompactagdo, permitindo ainda
associacao com parametros morfométricos da cabega espermatica, reforgando a integracao

entre avaliagdo estrutural nuclear e morfologia. Esses achados sustentam a relevancia do
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método tanto na investigacao basica da biologia nuclear espermatica quanto na avaliagao
aplicada da qualidade seminal (Beletti et al., 2005).

Do ponto de vista pratico, o principal objetivo da aplicacdo do AT na andrologia ¢ identificar
alteragdes estruturais da cromatina que possam comprometer a estabilidade nuclear e,
potencialmente, a competéncia fertilizante. Entre suas vantagens destacam-se o baixo custo,
a facilidade de execu¢do, a possibilidade de aplicacdo em rotina laboratorial sem
necessidade de equipamentos complexos e a capacidade de discriminar graus de altera¢ao
por variagdo cromatica. Tais caracteristicas tornam o AT especialmente atrativo em cenarios
onde métodos como citometria de fluxo ou microscopia eletronica nao estao disponiveis.
A robustez metodologica da técnica foi ampliada com a incorporacao de sistemas de analise
computacional de imagens. Por meio da segmentagao digital da cabega espermatica e da
quantificagdo de valores de pixel, tornou-se possivel mensurar objetivamente intensidade
de coloracdo, descondensacdo e heterogeneidade cromatinica, reduzindo a subjetividade
inerente a avaliacdo visual (Beletti et al., 2005). Essa abordagem foi aplicada em estudos
que investigaram efeitos de estresse térmico escrotal, fertilidade in vitro e diferengas entre
reprodutores com distintas taxas de concepgao, demonstrando que parametros derivados da
analise digital podem discriminar populacdes espermaticas e identificar padroes especificos
de alteracdo cromatinica. A classificagdo de tipos de descompactagdo — como alteracdes
na base, no eixo central, na metade basal ou em padrao disperso — acrescenta um
componente topografico a avaliagdo, sugerindo que ndo apenas a intensidade, mas também
a localizacdo das alteracdes pode ter relevancia bioldgica (Lucio et al., 2016; Riveros et al.,
2023; Silva et al., 2025).

Apesar de suas qualidades, o AT apresenta limitagdes que devem ser consideradas. A
avaliagdo exclusivamente visual pode ser influenciada por subjetividade, sobretudo em
casos de coloragdo intermediaria, dificultando a distingdo entre cromatina normal e
discretamente alterada. Essa limitacdo também € observada na reagdo de Feulgen; contudo,
0 AT tende a oferecer melhor discriminagdo entre graus de alteragdo, uma vez que envolve
variacdo de tonalidade e ndo apenas de intensidade de coloragdo. Além disso, a interpretagao
dos resultados depende de padronizacao rigorosa das condi¢des de hidrdlise e coloracao,
uma vez que pequenas variacdes metodologicas podem influenciar a intensidade e o padrao

cromatico obtido (Beletti e Mello, 2004).
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1.3.7 Laranja de acridina

O teste de laranja de acridina (LA), também denominado Acridine Orange Test (AOT), foi
proposto como método simples para avaliar a suscetibilidade do DNA espermatico a
desnatura¢do, utilizando as propriedades metacromaticas do fluorocromo como indicador
indireto da estabilidade cromatinica. O principio do método baseia-se na emissao
diferencial de fluorescéncia da laranja de acridina quando ligada ao DNA, emitindo
fluorescéncia verde quando intercalada ao DNA em conformacdo nativa (dupla fita) e
fluorescéncia vermelha (figura 4) quando associada ao DNA desnaturado (fita simples),

permitindo distinguir células com maior ou menor resisténcia a desnaturagao (Tejada et al.,

1984).
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Fig. 4. Esquema de ligagdo do Laranja de Acridina ao DNA . Fonte: Beletti, M.E.

Na formulagdo classica descrita por Tejada et al. (1984), o método foi apresentado como
alternativa mais acessivel a citometria de fluxo, possibilitando avaliacdo por microscopia
de fluorescéncia em esfregacos fixados. Nesse estudo, os autores introduziram o conceito
de effective sperm count, obtido pela multiplicacdo da porcentagem de espermatozoides
fluorescendo em verde pela concentracdo espermatica total, sugerindo potencial aplicacdo
clinica na triagem inicial da fertilidade masculina. Com base na comparagdo entre
individuos férteis e inférteis, foi proposto um ponto de corte para esse indice, reforgando a
perspectiva de uso diagnodstico do teste (Tejada et al., 1984).

Protocolos subsequentes mantiveram a estrutura metodologica original, incluindo fixagao
em solugdo de Carnoy, coloracdo com laranja de acridina e leitura imediata em microscopia
de fluorescéncia (figura 5), com classificagdo das cabecas espermaticas como verdes (DNA

predominantemente nativo) ou vermelho-alaranjadas (DNA suscetivel a desnaturagao).
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Essa abordagem preserva o cardter semiquantitativo da avalia¢do visual da estabilidade

cromatinica (Tejada et al., 1984).

Fig. 5. Espermatozoides corados com LA, florescendo verde DNA intacto e vermelho DNA fragmentado Fonte:
Arquivo Pessoal.

Entretanto, a utilidade clinica do LA em lamina passou a ser questionada em investigagdes
posteriores. Em estudo prospectivo envolvendo 103 homens subférteis, observou-se ampla
variagdo na propor¢do de fluorescéncia verde, com mediana de 24% e grande dispersdao
entre os individuos avaliados (Eggert-Kruse et al., 1996). Nesse mesmo estudo, ndo foram
identificadas correlagdes significativas entre os resultados do LA e parametros
convencionais do espermograma, como concentra¢do, motilidade, morfologia ou vigor,
tampouco associa¢do consistente com a ocorréncia subsequente de gravidez. Com base
nesses achados, os autores concluiram que o teste ndo apresentava utilidade clinica como
ferramenta isolada de triagem na investigacao bésica da infertilidade (Eggert-Kruse et al.,
1996).

No contexto da fertilizacdo in vitro, foi avaliado um escore baseado no LA (Acridine Orange
Score — AOS), incluindo leituras com e sem desnaturagao térmica como forma de estimar a
resisténcia cromatinica. Embora maior suscetibilidade a desnaturagao tenha se associado a
menor capacidade fecundante, o desempenho do AOS foi inferior ao da morfologia estrita
como preditor isolado de fertilizagdo. Apenas quando incorporado a modelos de regressao
logistica juntamente com a morfologia estrita o AOS contribuiu modestamente para
melhorar a capacidade preditiva do conjunto. Os autores também destacaram limitagoes

metodoldgicas relevantes, incluindo subjetividade na leitura microscopica e
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desvanecimento da fluorescéncia, fatores que comprometem a robustez do método (Duran
et al., 1998).

Limitacdes adicionais foram descritas em modelo experimental com sémen equino
liofilizado, no qual o LA detectou percentuais de dano ao DNA significativamente superior
aos observados por métodos como SCD e Diff-Quick, além de apresentar correlagdes
negativas com esses ensaios. Esses achados sugerem possivel superestimacao de danos em
determinadas condi¢des experimentais e reforcam a necessidade de interpretacdo cautelosa
dos resultados obtidos por essa técnica (Olaciregui et al., 2016).

O contraste entre o0 LA em lamina e abordagens citométricas como o Sperm Chromatin
Structure Assay (SCSA) evidencia diferengas importantes em termos de padronizacio e
reprodutibilidade. Embora ambos utilizem a laranja de acridina como fluorocromo, o SCSA
emprega condigdes rigorosamente controladas de desnaturagdo e leitura automatizada por
citometria de fluxo, com andlise de milhares de células por amostra, reduzindo
substancialmente a influéncia da subjetividade (Evenson et al., 1999). Em contrapartida, o
método em lamina permanece mais suscetivel a variagdes técnicas e interpretativas, como
também discutido no contexto da avaliagdo microscopica do LA (Duran et al., 1998;
Evenson et al., 1999).

Dessa forma, o teste de LA constitui abordagem historicamente relevante para avaliacao da
suscetibilidade do DNA espermatico a desnaturagdo. Contudo, a literatura indica que sua
aplicacdo clinica isolada apresenta limitagdes relacionadas a variabilidade metodologica e
ao poder preditivo inconsistente, devendo ser interpretado de maneira complementar a
outros parametros laboratoriais e clinicos (Eggert-Kruse et al., 1996; Duran et al., 1998;

Evenson et al., 1999; Olaciregui et al., 2016).

1.3.8 Reacao de Feulgen

A reagdo de Feulgen foi descrita por Robert Feulgen e Heinrich Rossenbeck, em 1924, como
um método citoquimico especifico para a demonstragdo de DNA em nucleos celulares,
produzindo coloragdo magenta apds a hidrolise acida do DNA e posterior ligacdo do
reagente de Schiff aos grupos aldeidos expostos da desoxirribose. Desde sua proposi¢do,
consolidou-se como técnica capaz de revelar DNA de forma especifica e estequiométrica,
permitindo analises qualitativas e quantitativas em células individuais (Mello e Vidal, 2017).
O principio do método baseia-se em dois estagios fundamentais: a hidrélise 4cida controlada,
que promove depurinacdo e desmascaramento de residuos de desoxirribose que passam a

atuar como aldeidos, e a reacdo desses aldeidos com o reagente de Schiff, resultando na
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coloragdo caracteristica. A cinética da hidrolise segue uma curva tipica, com aumento
progressivo da intensidade da reacdo até um ponto maximo, seguido de declinio decorrente
da degradagdo e solubilizagdo do 4cido apurinico, o que torna o procedimento altamente
dependente de condigdes rigorosamente padronizadas de tempo, temperatura e
concentracao do acido (Mello e Vidal, 2017).

Historicamente, a reagcdo de Feulgen teve papel central na demonstragdo de que a replicagao
do DNA ocorre durante a fase S do ciclo celular, além de contribuir para o estabelecimento
da constancia do conteudo médio de DNA por conjunto cromossémico haploide em
diferentes organismos. A partir desses achados, passou a ser amplamente utilizada em
estudos de ploidia, aneuploidias e quantificacdo absoluta de DNA nuclear por microscopia
e microdensitometria, com reconhecida reprodutibilidade entre diferentes observadores e
possibilidade de armazenamento prolongado das 1aminas (Mello e Vidal, 2017).

Apesar de sua especificidade para DNA, a intensidade da reacdo ndo depende
exclusivamente da quantidade de DNA presente, mas também da arquitetura da cromatina
e da organizagdo do complexo DNA-proteina (Gledhill, 1970; Mello e Vidal, 2017).
Nucleos com 0 mesmo contetdo gendomico podem apresentar respostas a coloragdo distintas
quando diferem na composicdo ou no grau de associacdo das proteinas nucleares,
especialmente no contexto do complexo desoxirribonucleoproteico (Gledhill, 1970; Mello
e Vidal, 2017). Estudos classicos com espermatozoides bovinos demonstraram que
alteracdes na associagdo entre DNA e proteinas nucleares podem modificar a cinética de
hidrolise e a intensidade da coloracdo, mesmo na auséncia de variagoes reais no conteudo
de DNA, evidenciando que a técnica € sensivel a mudancas estruturais da cromatina
(Gledhill, 1970; Mello e Vidal, 2017).

No campo da andrologia, essa sensibilidade estrutural fundamentou o uso da reacdo de
Feulgen como ferramenta indireta para avaliacdo da integridade da cromatina espermatica.
Em espermatozoides, variagdes na compactacao nuclear e na composicao das proteinas
basicas podem alterar a acessibilidade do DNA a hidrolise acida, influenciando a
intensidade da coloragdo obtida (Beletti ¢ Mello, 2004; Mello ¢ Vidal, 2017).

Entre as vantagens do método destacam-se sua especificidade para DNA, a possibilidade
de analise estequiométrica em células individuais e a estabilidade das preparacdes ao longo
do tempo, caracteristicas que sustentaram sua ampla aplicagdo em citogenética e
diagnostico. Entretanto, a reagdo ¢ altamente dependente de padronizag@o rigorosa, pois
variagoes nas condi¢des de hidrdlise podem comprometer a reprodutibilidade dos resultados

(Mello e Vidal, 2017).
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A escolha do fixador também influencia a acessibilidade do DNA a hidrdlise, podendo
alterar o perfil da curva reacional. Além disso, a presenca de grupos aldeidos
citoplasmaticos podem gerar reagdes inespecificas, fendmeno descrito como reacdo
“plasmal”, o que reforca a necessidade de controle técnico cuidadoso (Mello e Vidal, 2017).
Em andlises comparativas com outras técnicas de coloracao nuclear, verificou-se que a
reagdo de Feulgen ¢ capaz de identificar alteragdes cromatinicas, porém apresenta menor
capacidade de discriminar diferentes intensidades ou gradacdes de comprometimento
quando comparada a coloragdo por azul de toluidina, cuja metacromasia facilita a distingao
entre graus distintos de alteracdo. Ainda assim, ambas as técnicas demonstraram
concordancia na identificagdo de cromatina alterada, indicando que a reagdo de Feulgen
permanece Util como método estrutural, embora com limitagdes na avaliagdo da intensidade
das alteragoes (Beletti ¢ Mello, 2004).

O advento da analise digital de imagens ampliou substancialmente o potencial interpretativo
da reacdo de Feulgen, permitindo mensuragdo objetiva de densidade Optica, area nuclear e
parametros texturais associados a organizagdo da cromatina. A aplicacdo de algoritmos de
segmentacdo e quantificacdo de intensidade possibilitou identificar contrastes entre regides
mais compactadas e menos compactadas do nucleo, aumentando a sensibilidade para
alteragOes estruturais sutis nao facilmente detectdveis por avaliagdo visual convencional.
Abordagens baseadas em citometria de imagem também permitiram calcular indices
derivados, como o contraste médio de absorbancia (“Average Absorbance Ratio”), utilizado
para caracterizar reorganizagdes cromatinicas em diferentes contextos biologicos (Mello e
Vidal, 2017).

No ambito da reprodu¢do animal, a aplica¢do da reacdo de Feulgen associada a analise por
imagem em espermatozoides de touros submetidos a degeneracao testicular experimental
permitiu identificar vactolos nucleares e padrdes de cromatina anormal, os quais se
associaram a alteragdes nas taxas de desenvolvimento embrionario in vitro. Esses achados
indicam que, quando combinada a métodos digitais de quantificagdo, a técnica pode revelar
alteragdes estruturais relevantes mesmo em nucleos altamente compactados como os
espermaticos (Fernandes et al., 2008).

Estudos comparativos recentes envolvendo RF, AT e LA demonstraram correlacao
significativa entre essas técnicas quando analisadas por processamento digital de imagens,
indicando que identificam padrdes semelhantes de comprometimento da integridade

cromatinica. Esses resultados reforgam que, embora metodologicamente mais antiga, a
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reagdo de Feulgen permanece capaz de fornecer informagdes estruturais consistentes,
sobretudo quando integrada a ferramentas computacionais de analise (Silva et al., 2025).

De modo geral, a RF permanece como método especifico para DNA, apto a evidenciar nao
apenas seu conteudo, mas também alteragdes estruturais decorrentes de modificagdes na
organizacdo do complexo DNA-proteina, desde que suas condigdes experimentais sejam
cuidadosamente controladas (Mello e Vidal, 2017). Apesar das limitacdes relacionadas a
sensibilidade as condi¢des de hidrélise e a menor capacidade de discriminacdo de
intensidade em comparagdo a técnicas metacromaticas, sua integragao com analise digital
mantém o método atual e relevante para investigacdes sobre integridade, organizagdo e
dindmica da cromatina em diferentes contextos celulares (Beletti ¢ Mello, 2004; Mello ¢

Vidal, 2017, Silva et al., 2025).

1.3.9 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) tem sido empregada na avaliagdo da
qualidade seminal de garanhdes como método complementar & microscopia Optica,
especialmente em situagdes nas quais a analise convencional pode nao discriminar
adequadamente alteracdes associadas a subfertilidade ou infertilidade. Em estudo
conduzido com 46 garanhdes com fertilidade conhecida, a MET demonstrou ser adequada
para o diagndstico avancado, evidenciando associacdo entre alteragdes morfoldgicas
ultraestruturais e desempenho reprodutivo (Pesch et al., 2006).

O objetivo da aplicacdo da MET na andrologia equina ¢ aprofundar a investigagao
morfoldgica por meio da identificacdo de alteragdes ultraestruturais que ndao podem ser
caracterizadas com precisdo pela microscopia Optica. Nesse contexto, foram descritas
alteracdes envolvendo acrossomo, nucleo, peca intermedidria e flagelo, incluindo
desprendimento do acrossomo, desvios no padrdo microtubular e presenga de multiplas
caudas, alteracdes que ndo sao plenamente avalidveis por métodos convencionais (Pesch et
al., 2006).

A metodologia empregada para MET em espermatozoides equinos envolve protocolos
padronizados de fixagdo e processamento, incluindo fixacao inicial em glutaraldeido, pds-
fixacdo em tetroxido de 6smio, desidratagdo em séries alcoolicas crescentes, inclusdo em
resina epoxi, obtengdo de cortes ultrafinos e contraste com acetato de uranila e citrato de
chumbo. Esses procedimentos permitem a andlise de cortes longitudinais e transversais do
flagelo, bem como a avaliacdo detalhada do acrossomo e da regido nuclear (Pesch et al.,

2006; Atroshchenko et al., 2019).
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Na avaliagdo ultraestrutural de 46 garanhdes classificados segundo suas taxas de concepgao,
diversas alteragdes foram identificadas, incluindo vacuolizagdo nuclear, desvios do padrao
microtubular e multiplas caudas. Entretanto, dentre as alteragcdes analisadas, apenas o
desprendimento do acrossomo apresentou correlacao estatisticamente significativa com a
redugdo da fertilidade, indicando possivel relevancia funcional dessa alteracao especifica
(Pesch et al., 2006).

Além da aplicacao na investigacao da fertilidade, a MET foi utilizada para avaliar o impacto
da criopreservagao sobre a integridade espermatica. A comparagao entre sémen nativo e
criopreservado demonstrou reducdo significativa da motilidade progressiva apds o
congelamento e descongelamento, acompanhada por aumento de alteragdes estruturais
(Atroshchenko et al., 2019). Entre as alteragdes mais evidentes destacaram-se hipoplasia
acrossomal, degradagcdo do acrossomo, vacuolizacdo nuclear e alteragdes mitocondriais,
algumas das quais apresentaram incremento significativo apds a criopreservagao
(Atroshchenko et al., 2019).

Observou-se ainda redugdo na proporc¢ao de espermatozoides com cabegas integras apds a
criopreservagdo, bem como diminui¢do na frequéncia de mitocondrias estruturalmente
normais, enquanto alteracdes do axonema apresentaram reducdo mais discreta. Esses
achados reforcam que o processo de congelamento e descongelamento estd associado a
comprometimento estrutural mensuravel em nivel ultraestrutural, particularmente

envolvendo a regido acrossomal (Atroshchenko et al., 2019).

1.4 AVALIACAO MORFOMETRICA

1.4.1 Analise computadorizada da morfometria espermatica (ASMA)

A Analise Automatizada da Morfometria Espermatica (ASMA) corresponde a um método
computadorizado destinado a mensurac¢do objetiva das dimensdes e da forma da cabecga
espermatica. Seu principio fundamenta-se na captura digital de imagens e na segmentacao
automatizada do contorno celular, permitindo a extracdo padronizada de parametros como
comprimento, largura, area, perimetro e indices derivados (Davis et al., 1993). Essa
abordagem surgiu como resposta a variabilidade inerente a avaliagdo morfologica subjetiva
tradicional, cuja reprodutibilidade pode ser influenciada por fatores técnicos, pelo preparo
da lamina e pela experiéncia do avaliador, além do método de coloragdo empregado,

comprometendo a objetividade dos resultados (Davis et al., 1993; Hidalgo et al., 2005).
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O objetivo central da ASMA ¢ substituir a observacao visual por medigdes digitalizadas e
reprodutiveis, aumentando a precisdo analitica e reduzindo a interferéncia do observador
(Davis et al., 1993). Na espécie equina, demonstrou-se que a metodologia ¢ capaz de
identificar diferengas sutis na morfometria da cabega entre garanhoes férteis e subférteis,
além de revelar subpopulacdes espermaticas com caracteristicas distintas associadas ao
status reprodutivo dos animais. Essa capacidade discriminatdria decorre da quantificacio
objetiva de descritores geométricos, como comprimento, largura, area e perimetro, tornando
perceptiveis variagdes que podem nao ser detectadas por métodos subjetivos (Gravance et
al., 1996).

A relagdo entre morfometria e integridade cromatinica foi estudada em bovinos utilizando
o azul de toluidina associado a analise computacional de imagens. Demonstrou-se que
espermatozoides podem apresentar alteragdo de cromatina mesmo quando exibem
morfologia aparentemente normal, assim como alteracdes morfologicas ndo implicam
necessariamente descompactagdo cromatinica, evidenciando dissociagdo entre forma
nuclear e estado da cromatina (Beletti et al., 2005). Observou-se ainda que alteragcdes na
compactacdo cromatinica podem influenciar, de forma varidvel entre individuos,
parametros morfométricos como area, perimetro e simetria, sem que exista um padrdo
universal aplicavel a todos os animais, o que reforca a variabilidade individual na expressao
dessas alteracdes (Beletti et al., 2005).

Do ponto de vista metodoldgico, a padronizagdo da coloragcdo constitui requisito
fundamental para a confiabilidade da ASMA. Em estudo comparativo envolvendo Diff-
Quick, Hemacolor e Hematoxilina de Harris, verificou-se que esta ultima apresentou maior
percentual de células corretamente segmentadas e menor coeficiente de variacdo,
favorecendo a delimitacdo acurada dos contornos nucleares. Demonstrou-se também que
diferentes protocolos de coloragdo geram diferencas sistematicas nas dimensdes
mensuradas, exigindo consisténcia metodoldgica para comparagdes entre individuos ou
estudos distintos (Hidalgo et al., 2005).

Avangos recentes ampliaram a compreensao da intera¢do entre morfometria e cromatina ao
classificar os tipos de descompacta¢do segundo sua localizacdo na cabega espermatica.
Verificou-se que categorias como descompactagao do eixo central e descompactagao total
apresentaram correlagdo negativa significativa com taxas de clivagem em producao in vitro
de embrides, indicando que determinadas alteragcdes cromatinicas podem impactar o

desempenho embriondrio inicial (Hiraiwa et al., 2021).
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Outro estudo comparativo entre diferentes métodos de avaliagdo da cromatina — azul de
toluidina, reagdo de Feulgen, laranja de acridina e microscopia eletronica de transmissao —
também demonstrou que alteragdes detectadas por essas técnicas podem correlacionar-se
com taxas de clivagem e com o desenvolvimento embrionario, evidenciando que a avaliacao
da integridade cromatinica fornece informagdes funcionais relevantes (Silva et al., 2025).
A incorporagdo de métodos objetivos na andrologia veterindria traz vantagens em relagdo
aos exames tradicionais baseados exclusivamente em motilidade e morfologia subjetivas. A
literatura destaca que parametros convencionais podem ndo revelar todas as alteragdes
capazes de comprometer a fertilidade, reforcando a necessidade de ferramentas analiticas
mais precisas, padronizadas e complementares (Varner, 2008).

Assim, a ASMA representa um avango metodologico relevante ao proporcionar mensuragao
objetiva da forma espermatica. Contudo, sua interpretacdo isolada apresenta limitacoes,
especialmente diante da possivel dissociagdo entre morfologia e integridade cromatinica, o
que justifica a integracdo entre analise morfométrica e avaliagdo da cromatina em
investigagdes reprodutivas contemporaneas (Beletti et al., 2005; Hiraiwa et al., 2021; Silva

et al., 2025).

1.4.2 Harmonicas de Fourier

A aplicacdo de fungdes harmonicas de Fourier a analise da forma nuclear espermatica foi
proposta como alternativa as limitagdes das medidas lineares tradicionais, como érea,
perimetro, comprimento e largura, consideradas inadequadas para capturar variagdes sutis
da curvatura do perimetro nuclear. O método baseia-se na digitaliza¢do do contorno nuclear
e na conversdo das coordenadas cartesianas em coordenadas polares, permitindo a
decomposicdo do perimetro em séries harmodnicas cujas amplitudes representam a
contribuicao de diferentes frequéncias para a forma final. Demonstrou-se que as amplitudes
harmdnicas sdo independentes da orientagdao da célula durante a captura da imagem e que
as seis primeiras harmdnicas (0—5) sdo suficientes para descrever a forma nuclear dentro
dos limites técnicos da digitalizagao (Ostermeier et al., 2001).

Posteriormente, a utilizacdo de descritores elipticos de Fourier permitiu a normalizacao
quanto ao tamanho, rotagcdo e ponto inicial do contorno, sendo demonstrado em garanhdes
que poucos componentes principais explicam a maior parte da variagdo morfologica. A
razdo comprimento/largura respondeu por aproximadamente 48—53% da variancia entre

ejaculados considerados normais e por mais de 70% em ejaculados com maior propor¢ao
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de cabegas defeituosas, evidenciando a sensibilidade do método para variagdes discretas e
acentuadas do contorno nuclear (Severa et al., 2010).

A integragdo entre descritores de Fourier e avaliagdo cromatinica demonstrou que alteragdes
de compactagao podem ocorrer em espermatozoides com morfologia aparentemente normal,
enquanto alteragdes morfoldgicas nem sempre correspondem a alteracdes detectaveis na
cromatina, sendo essas relagdes varidveis entre individuos. Esses achados refor¢gam que a
forma nuclear quantificada por Fourier representa um dominio estrutural parcialmente
independente da integridade cromatinica (Beletti et al., 2005).

Em aplicacdo direcionada a predicao de fertilidade, a Analise de Harmonicas de Fourier foi
utilizada para classificar bufalos com fertilidade conhecida in vivo por meio de modelo
discriminante baseado nas amplitudes harmonicas 0—5. Nesse estudo, a harmonica 1 foi o
parametro utilizado para discriminacdo entre grupos de alta e baixa fertilidade, sendo os
animais classificados como de alta fertilidade aqueles que apresentaram maior motilidade
progressiva e maior taxa de eclosdo embrionaria in vitro. Esses resultados indicam
associacdo entre caracteristicas da curvatura nuclear e desempenho funcional espermatico
(Duran et al., 2020).

De modo geral, os estudos disponiveis demonstram que a analise harmoénica de Fourier
constitui ferramenta objetiva e reprodutivel para quantificagdao da forma nuclear, permitindo
identificar padrdes morfoldgicos, explorar sua relagdo com a cromatina e, em determinados
contextos, discriminar grupos com diferentes niveis de fertilidade (Ostermeier et al., 2001;

Beletti et al., 2005; Severa et al., 2010; Duran et al., 2020).

1.5 CORRELACAO ENTRE TESTES DE CROMATINA E MORFOMETRIA

A relagdo entre integridade de cromatina e morfometria espermatica tem sido explorada em
diferentes espécies, revelando que esses dois conjuntos de caracteristicas nem sempre se
manifestam de forma conjunta. A avaliagdo morfoldgica tradicional apresenta limitagdes
bem documentadas, especialmente porque depende da interpretagdo do observador e do
método de coloragao utilizado, o que introduz variacdo significativa entre analises (Hidalgo
et al., 2005). A introducdo da andlise computadorizada da morfometria espermatica
(ASMA) reduziu essa variabilidade ao fornecer medig¢des objetivas e reprodutiveis (Davis,
1993)

Apesar deste avanco, estudos demonstram que a morfologia da cabeca espermatica e a

integridade da cromatina ndo sdo caracteristicas que se desenvolvem necessariamente em
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paralelo. Em bovinos, ha evidéncias de que espermatozoides morfologicamente normais
podem apresentar alteracdes cromatinicas, enquanto células morfologicamente alteradas
podem exibir cromatina considerada normal dependendo dos métodos de avaliacao,
indicando independéncia parcial entre forma nuclear e organizacio do DNA. Ainda
dependendo do padrdo da descompactacao cromatinica havera influéncia nas variaveis
morfométricas de maneira individualizada, sem um padrdo uniforme entre animais,
reforcando que as relagdes entre morfometria e cromatina variam conforme o individuo
(Beletti et al., 2005).

Em equinos, andlises de danos induzidos por estresse térmico e oxidativo demonstram que
alteracdes de cromatina podem ocorrer na auséncia de mudangas perceptiveis na
morfologia espermatica (Mesa et al., 2016). Estudos ultraestruturais mostram ainda que
vacuoliza¢do nuclear e alteragcdes acrossomais ou mitocondriais podem ser detectadas
apenas por MET, permanecendo invisiveis a morfologia convencional. Esses achados
reforcam que a integridade cromatinica pode estar comprometida mesmo quando analises
rotineiras de forma nao identificam anomalias (Atroshchenko et al., 2019).

Por outro lado, existem estudos que demonstram interagdes funcionais entre alteragdes de
cromatina e desenvolvimento embrionario. Em bovinos, padrdes especificos de
descompactagdo cromatinica (alteracdo no eixo central e descompactagdo total)
correlacionaram-se negativamente com a clivagem embrionaria, mesmo quando a
morfologia espermatica permanecia aparentemente preservada. Essa observagao indica que
determinados danos nucleares tém impacto direto na capacidade de desenvolvimento, ainda
que nao produzam alteracdo morfologica detectavel por métodos convencionais (Hiraiwa
etal., 2021).

As metodologias baseadas em Fourier contribuiram para aprofundar o entendimento das
relagdes entre forma e cromatina. A decomposi¢do harmonica permite quantificar variagdes
do contorno nuclear com sensibilidade superior a pardmetros lineares tradicionais
(Ostermeier et al., 2001). Contudo, estudos apontam que, embora Fourier identifique
padrdes morfologicos caracteristicos, seus coeficientes ndo necessariamente refletem o
estado da cromatina (Beletti, 2005). Em equinos, descritores de Fourier ndo apresentaram
correlagdo significativa com motilidade ou concentracdo, mostrando que apenas captam as
propriedades geométricas, sem traduzir diretamente aspectos funcionais ou nucleares

(Severa et al., 2009).
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De acordo com estes trabalhos, a combinag¢do entre testes de morfometria e testes de
cromatina fornecem uma avaliacdo mais abrangente da qualidade espermatica do que

qualquer abordagem isolada.

1.6 CONSIDERACOES FINAIS

A andlise dos artigos evidencia que nenhuma metodologia isolada ¢ capaz de descrever
plenamente a qualidade espermatica. A avaliagdo morfologica tradicional apresenta
limitagdes importantes devido a subjetividade e a influéncia do método de coloragao, o que
justifica o uso de abordagens objetivas como ASMA (Hidalgo et al., 2005).Ainda assim, a
morfometria ndo detecta anomalias nucleares essenciais para a fungdo espermatica, como
demonstrado por danos cromatinicos e acrossomais que sé6 se tornam evidentes em analises
mais detalhadas (Atroshchenko et al., 2019).

Os estudos também demonstram que integridade da cromatina e morfologia da cabeca nao
apresentam relacdo obrigatoria. Em bovinos, espermatozoides morfologicamente normais
podem exibir cromatina alterada, enquanto outros com alteragcdes externas podem
apresentar cromatina preservada, refor¢ando a independéncia parcial entre forma e
organizacao nuclear (Beletti et al., 2005). Em equinos, danos ao DNA podem ocorrer sem
alteracdo morfologica, como evidenciado em modelos de estresse térmico e oxidativo
(Mesa et al., 2016).

Algumas alteragdes cromatinicas possuem impacto funcional direto, como a reducao de
clivagem em bovinos (Hiraiwa et al., 2021). Ja métodos como Fourier e ASMA ampliam a
precisdo da andlise do contorno nuclear, mas nao substituem testes dedicados a avaliagdo
do DNA (Ostermeier et al., 2001; Severa et al., 2009).

Considerando as publicagdes, podemos concluir que a avaliagdo integrada da cromatina e
da morfometria fornece uma compreensdo mais completa do estado funcional do
espermatozoide do que qualquer método aplicado isoladamente. Cada técnica contribui de
maneira distinta e complementar, permitindo caracterizagdo mais sensivel e detalhada da

subfertilidade e dos efeitos do processamento seminal.
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CAPITULO 2 - INTEGRIDADE CROMATINICA E MORFOMETRIA DA CABECA
DO ESPERMATOZOIDE AVALIADAS EM ESFREGACO DE SEMEN E SUA

RELACAO COM A CONCEPCAO NA INSEMINACAO ARTIFICIAL EM EGUAS
RESUMO

A avaliagdo da cromatina e da morfometria espermdtica tem ganhado relevancia para
diagnoéstico de subfertilidade em garanhdes, especialmente quando pardmetros seminais
convencionais ndo explicam falhas reprodutivas. Este estudo investigou se alteragdes de
compactagdo da cromatina, detectadas por Azul de Toluidina, Reac¢do de Feulgen e Laranja de
Acridina, bem como variaveis morfométricas computacionais da cabeca espermatica,
correlacionam-se com a concepgdo de éguas inseminadas. Adicionalmente, comparou-se a
morfometria espermatica entre garanhdes Quarto de Milha e Mangalarga a fim de avaliar
possiveis diferencas entre racas e se havia correlacdo com a concepgdo. Foram analisadas 97
amostras de sémen utilizadas para inseminacdo artificial. As caracteristicas avaliadas da
cromatina ndo apresentaram correlagdo com a concepg¢do indicando baixa sensibilidade dos
métodos de esfregago para predizer o desempenho reprodutivo quando os ejaculados se situam
dentro do padrao minimo de qualidade. Em contraste, varidveis morfométricas mostraram
correlagdo significativa, destacando-se a razao largura/comprimento (= -0,226; P = 0,0398) e
elipticidade (r= 0,226; P = 0,0400), além de correlagdo moderada para fator de forma (r= -
0,211; P =0,0556) e Fourier 0 (= 0,172; P = 0,1210). Diferengas importantes também foram
observadas entre ragas, embora sem impacto na concep¢do. Os resultados indicam que,
enquanto os métodos cromatinicos avaliados nao sdo preditores eficazes, a morfometria
computacional da cabeca espermatica mostra potencial como ferramenta objetiva

complementar para estimar a fertilidade do garanhao.

Palavras-chave: Azul de Toluidina, Cromatina, Feulgen, Laranja de Acridina.
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ABSTRACT

The evaluation of sperm chromatin and morphometry has gained relevance for diagnosing
subfertility in stallions, especially when conventional seminal parameters do not explain
reproductive failures. This study investigated whether changes in chromatin compaction,
detected by Toluidine Blue, Feulgen Reaction, and Acridine Orange, as well as computational
sperm head morphometric variables, correlate with conception in mares inseminated with
fresh or cooled semen. Additionally, sperm morphometry was compared between Quarter
Horse and Mangalarga stallions in order to evaluated possible differences between breeds and
whether there was a correlation with conception. Ninety-seven semen samples used for
artificial insemination were analyzed, and at least 150 sperm heads per sample were examined
for chromatin compaction and morphometric variables. Chromatin characteristics evaluated
showed no significant correlation with conception, indicating low sensitivity of these smear
methods to predict reproductive performance when ejaculates meet minimum quality
standards. In contrast, morphometric variables showed a significant correlation, with the
width/length ratio (r=-0,226; p= 0,0398) and ellipticity (r= 0,226; p= 0,0400) standing out, in
addition to a moderate correlation for form factor (r=-0,211; p= 0,0556) and Fourier 0 (1=
0,172; p=0,1210). Significant differences were also observed between breeds, although these
did not impact conception rates. The results indicate that, while the evaluated chromatin
methods are not effective predictors, computational sperm head morphometry shows potential

as a complementary objective tool for estimating stallion fertility.

Keywords: Toluidine Blue, Chromatin, Feulgen, Acridine Orange.



2.1 INTRODUCAO

A equideocultura apresenta expressiva relevancia econdmica e social em diversos paises, incluindo
o Brasil, onde o rebanho equino ultrapassa 5,8 milhdes de animais ¢ movimenta um importante
setor do agronegdcio nacional (Lima e Cintra, 2016). A eficiéncia reprodutiva ¢ um dos pilares do
desempenho deste setor, ¢ as biotécnicas, em especial a inseminagao artificial (IA), constituem
ferramentas essenciais para o avango genético, possibilitando que garanhdes com maior valor
zootécnico possam ser utilizados em uma rotina comercial onde suas doses espermaticas possa

produzir um nimero muito maior de descendentes (Canisso et al., 2008).

Embora a analise seminal convencional, como motilidade, vigor e morfologia espermatica
permanecga como base da avaliagdo andrologica em garanhdes, elas apresentam capacidade limitada
de predizer fertilidade. Estudos demonstram que resultados de analises seminais aparentemente
satisfatorios podem ndo refletir adequadamente o desempenho reprodutivo, evidenciando
limitacdes diagnosticas da avaliagdo convencional (Varner, 2008; Love, 2011). Alteracdes na
organizagdo da cromatina e na integridade do DNA espermatico, podem comprometer a
competéncia fecundante mesmo na auséncia de alteracdes detectaveis na avaliacdo seminal
convencional. Por esse motivo, métodos complementares para avaliagdo da organiza¢do nuclear tém

recebido maior atencdo na andrologia (Morrell et al., 2008; Evenson, 2016).

Na pratica, observa-se que éguas jovens, higidas e sem historico reprodutivo desfavoravel
frequentemente permanecem vazias apos IA com sémen considerado normal, revelando a limitagdo

dos parametros classicos na detecgdo de subfertilidade (Coutinho da Silva, 2008).

Entre os fatores nao revelados pela analise convencional, a integridade da cromatina espermatica se
destaca como um dos mais relevantes. Desde os trabalhos pioneiros de Evenson e colaboradores nas
décadas de 70 e 80, demonstrou-se que a heterogeneidade cromatinica esta diretamente associada a
subfertilidade em diversas espécies, incluindo humanos, touros e equinos (Evenson et al., 1980;
Evenson, 2016). A cromatina do espermatozoide apresenta um grau de compactagdo extremamente

elevado, resultado da substituicdo progressiva das histonas por protaminas durante a
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espermiogénese, formando estruturas altamente compactadas e estabilizadas por pontes de
dissulfeto (Perreault et al., 1988). Alteragdes nesse processo, como falhas de protaminagao,
descompactagdo prematura do DNA, comprometem a protecdo do material genético, afetando a
fertilizagdo, o desenvolvimento embriondrio inicial e, potencialmente, a viabilidade da gestacdo
(Carretero et al., 2012; Silva et al., 2025). A compactagdo da cromatina influencia diretamente a
arquitetura do nicleo espermadtico e a conformagdo da cabeca do espermatozoide (Ward e Coftey,
1991; Ausio et al., 2014). Dessa forma, alteracdes na organiza¢do ou na compactacdo do material
genético podem refletir-se em modificagdes mensurdveis na morfologia nuclear, estabelecendo
uma relagdo funcional entre arquitetura cromatinica e morfometria da cabeca espermadtica (Beletti

et al., 2005; Severa et al., 2010).

Apesar da relevancia da integridade cromatinica, o0 método consagrado para sua avaliagdo o Sperm
Chromatin Structure Assay (SCSA), depende de citometria de fluxo, equipamento de alto custo e
pouco disponivel na rotina clinica. Embora altamente sensivel e considerado referéncia para
avaliacdo da integridade do DNA espermatico, a aplicabilidade do SCSA permanece restrita a
centros especializados, uma vez que sua execucdo depende, além da citometria de fluxo, uma
padronizacdo técnica rigorosa, fatores que limitam sua utilizagdo como ferramenta diagndstica na
rotina andrologica equina (Evenson, 2016). Em busca de alternativas, diferentes técnicas de
coloracdo em esfregagos vém sendo exploradas como Azul de Toluidina (AT), Reagdo de Feulgen
(RF) e Laranja de Acridina (LA). Essas técnicas sdo acessiveis e de baixo custo, mas sua
interpretagdo € majoritariamente subjetiva e seus resultados, inconsistentes entre estudos (Beletti e
Mello, 2004; Naves et al.,, 2004; Silva et al., 2025). A aplicacdo de algoritmos de analise
morfométrica, como desenvolvido por Beletti et al. (2005), pode reduzir essa subjetividade,
permitindo quantificagdo objetiva de intensidade de colora¢do e da distribuicdo das areas de

descompactacdo na cromatina espermatica.

Além da integridade cromatinica, a morfometria espermatica tem se revelado um importante
marcador da fertilidade em garanhdes. Estudos utilizando analise automatizada (ASMA) e

descritores de Fourier identificaram diferengas significativas na forma da cabega espermatica entre
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garanhOes férteis e subférteis, bem como entre subpopulagdes espermaticas dentro do mesmo
ejaculado (Casey et al., 1997; Ostermeier et al., 2001; Severa et al., 2010). Alteracdes na
elipticidade, na razdo largura/comprimento ou nas harmonicas de Fourier podem refletir falhas
simultdneas de compactacdo cromatinica, visto que a forma do nucleo esta intrinsicamente
relacionada a arquitetura interna da cromatina (Beletti, 2013). Assim, alteragdes morfométricas da
cabeca espermatica podem refletir alteragdes estruturais da cromatina nuclear, uma vez que
alteracdes na compactagdo do DNA podem refletir-se em modificagcdes mensuraveis na forma da
cabeca espermadtica (Beletti et al., 2005; Ostermeier et al., 2001). Entretanto, permanece incerto se
métodos acessiveis baseados em esfregago espermatico, associados a analise computacional de
imagem, sdo capazes de detectar alteracdes estruturais com relevancia funcional suficiente para
predizer a concepcao em programas de reproducao assistida em equinos (Love, 2005; Morrell et al.,

2008; Evenson, 2016).

Diante desse contexto, este estudo parte da hipdtese de que alteragdes na compactagdo da cromatina
e na forma da cabeca espermadtica, identificadas por métodos aplicados em esfregacos de sémen,
estdo correlacionadas a concepgdo em éguas inseminadas com sémen fresco ou refrigerado.
Especificamente, propde-se que alteragdes morfométricas da cabeca espermatica possam refletir
modificagdes subjacentes na organizagdo da cromatina nuclear, potencialmente associadas a
alteragdes na competéncia fecundante dos espermatozoides. Adicionalmente, buscou-se comparar
de forma objetiva a morfometria da cabega espermatica entre garanhdes das racas Quarto de Milha

e Mangalarga, a fim de investigar possiveis diferengas raciais na conformagéo nuclear.

Com isso, pretende-se fornecer subsidios praticos para aprimorar a avaliacdo androldgica
na rotina clinica e fortalecer o uso da morfometria computacional como ferramenta
complementar para estimativa da fertilidade em equinos. Adicionalmente, este estudo
busca contribuir para a compreensdo da relagdo entre organizacdo estrutural da cromatina,
morfologia nuclear e fertilidade funcional em garanhdes e a possibilidade de aplicacdo na

avaliacdo do desempenho reprodutivo em programas de inseminagao artificial equina.
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2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Animais e amostras de sémen

Este estudo foi aprovado pela comissdo de ética na utilizagdo de animais (CEUA) da Universidade
Federal de Uberlandia (processo n° 23117.035316/2023-13). Foram utilizadas 96 amostras de
sémen equino destinadas a inseminagdo artificial e transferéncia de embrides de éguas das racas
Quarto de Milha e Mangalarga presentes em uma central de reprodugdo equina localizadas em
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. Doses de sémen refrigerado foram acondicionadas em caixas de
transporte propria (Botuflex®) capaz de manter a temperatura em torno de 5°C com auxilio de duas
barras de gelo reciclavel, e utilizadas em até 12 horas apds a coleta. Todas as doses de sémen
utilizadas apresentavam motilidade progressiva, classificada através de observagdo em microscopio
de luz, variando entre 45 e 85 %, de acordo com o mesmo avaliador, no momento da sua utilizagao.
Foi adicionado as amostras diluente a base de leite desnatado (Botusémen®) na propor¢do 3:1 (trés
partes de diluente ¢ uma do ejaculado). As concentragdes espermaticas minimas para inseminacao
com sémen fresco eram 500 x 10° e para sémen refrigerado 1 x 10°. As inseminagdes, realizadas no
corpo uterino, ocorreram entre 18 e 24 horas ap6és a indugdo da ovulagdo com gonadotrofina
corionica humana (hCG), sendo a ovulacdo confirmada 24 horas apds a inseminagdo por exame
ultrassonografico. Quando a ovulagdo ndo ocorreu nesse intervalo, a amostra correspondente foi

excluida do estudo.

Foram utilizados 23 garanhdes, clinicamente saudaveis, da raca Quarto de Milha e
Mangalarga ativos durante a estacdo de monta, com idade entre quatro e quinze anos € peso
corporal variando entre 380 e 510 kg. Os animais eram mantidos em diferentes centrais de
reprodugdo parcialmente estabulados, recebendo concentrado, feno de Tifton (Cynodon
dactylon) com acesso a agua e sal mineralizado proprio ad libitum. Entre agosto de 2023 e
dezembro de 2025, foram avaliadas 96 amostras de sémen destinadas a IA ¢ TE em 68
éguas diferentes mantidas na mesma central de reprodugdo, sendo 79 inseminacdes em

diferentes ciclos realizadas em éguas Quarto de Milha e 17 em éguas Mangalarga. Como o
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estudo foi conduzido ao longo de trés diferentes estacdes de monta, algumas éguas voltaram
a ser utilizadas nas estagdes subsequentes apos a pari¢do e por isso foi utilizado um numero
maior de amostras em relacdo as éguas do estudo. As amostras foram analisadas em
microscopio Optico de luz para avaliagio da concentragdo (cadmara de Neubauer),
motilidade e vigor (realizados por um unico avaliador). A concepg¢ao foi avaliada através de
exame ultrassonografico transretal aos 15 dias apos a ovulacdo nas éguas destinadas a
gestacdo e no 7° dia apds a ovulagdo quando a inseminagdo tinha finalidade de transferéncia
de embrido (TE) sendo considerado como concepgao positiva quando houve a recuperagio

embriondria.

2.2.2 Avaliagdo da cromatina espermatica

A cromatina espermatica das amostras de sémen foi submetida a avaliagdo por meio de uma
abordagem metodoldgica variada. A quantificacdo da diferenca de intensidade de coloragao
nos testes AT e RF foi realizada por processamento computacional de imagem utilizando o
algoritmo desenvolvido por Beletti et al. (2005). Adicionalmente, empregou-se analise
visual de esfregagos corados com LA, utilizando microscopia de epifluorescéncia. Para cada
ejaculado, uma aliquota representativa da dose inseminante (diluida na propor¢ao 3:1
diluente/ejaculado) foi utilizada para preparar os esfregacos imediatamente antes de cada

inseminacgao.

2.2.2.1 Preparagao da lamina

Esfregacos finos e homogéneos foram confeccionados imediatamente antes da inseminacao
com 20 pl da amostra em laminas desengorduradas. Apds secagem a temperatura
ambiente, as laminas foram submetidas ao processo de fixacdo. Inicialmente, foram

imersas em uma solugdo de etanol e 4cido acético (propor¢do 3:1) por um periodo de um
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minuto e posteriormente mergulhadas em solugdo de alcool 70% por trés minutos. As

laminas assim fixadas foram reservadas para as coloracdes de AT, RF e LA.

2.2.2.2 Captura de imagem dos esfregagos corados com Azul de Toluidina

O procedimento para coloragdo com AT, aplicado as laminas previamente fixadas, seguiu a
metodologia descrita por Hiraiwa et al. (2021). Este processo inclui a hidrélise acida do
HCL 4 N por 10 minutos seguidas por uma lavagem delicada em agua destilada. Apods a
secagem a temperatura ambiente, foram adicionadas 3 gostas da solugdo de AT pH 4,0 ¢
cobertas por uma laminula cujas bordas foram seladas com esmalte de unha. Para a
aquisi¢ao das imagens, foi utilizado um sistema composto por um microscopio Optico
trinocular Olympus® BX40 com objetiva de 40x, com uma camera Kaisi® 4K acoplada a
um PC por conexdo HDMI. Para a captura das imagens foi utilizado o software S-EYE®
1.6.0.11, com resolug¢dao de 3840x2160 pixels. Foram capturados 15 campos diferentes de

cada lamina.

2.2.2.3 Captura de imagem dos esfregacos corados com Reacao de Feulgen

As laminas previamente fixadas foram submetidas RF como descrito por Silva et al. (2025)
iniciando com hidrolise 4cida em 4N HCI em temperatura ambiente por 45 minutos. Apos
a hidrolise, as laminas foram delicadamente lavadas em 4gua e coradas com reagente de
Schiff’s por 60 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram
mergulhadas em solugdes com concentracdes crescentes de alcool e xileno e a montagem da
lamina foi finalizada com Entellan® (Merk®). As amostras finalizadas foram utilizadas

para captura de imagens no mesmo sistema utilizado para os esfregacos corados com AT.

2.2.2.4 Analise computacional de imagens com Azul de Toluidina e Reacao de Feulgen

As imagens dos esfregacos corados com AT e RF foram submetidas a analise de imagem
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quantitativa. Apos a etapa de aquisi¢do, as cabegas espermaticas foram isoladas através de um
processo de segmentagdo que utilizou a técnica de limiarizagdo baseada em histograma. Este
procedimento gerou uma imagem binaria (mascara) individualizada para cada cabega espermatica,
com o proposito de excluir elementos indesejaveis da imagem original, como caudas e artefatos de

coloragdo (Silva et al., 2025).

A avaliacdo das cabecas segmentadas foi realizada em um programa (algoritmo) de analise de
imagem desenvolvido e implementado no ambiente de programacdo Scilab®. Neste software, foi
obtido o valor médio de pixel para cada cabeca espermatica. Para a padronizacdo e o
estabelecimento da referéncia normal (maxima compactagdo), o programa executou uma
selecdo automatica das dez cabecas mais claras e homogéneas dentro das centenas segmentadas por
esfregaco. Essa selecao foi baseada nos critérios de maior valor médio de pixel (indicativo de maior
clareza/compactagdo) e menor coeficiente de variagdo do valor de pixel (indicativo de maior
homogeneidade) e uma vez que todas as amostras utilizadas no experimento possuiam bons
parametros de qualidade, ndo houve prejuizo relacionado a sensibilidade diagnoéstica. (Hiraiwa et

al., 2021).

Foram classificadas como regides de descompactacdo da cromatina as areas da cabeca espermatica
onde o valor do pixel fosse 2,5% ou mais baixo que o valor de referéncia da amostra para a coloragdo
AT. Para o teste RF, esta regido foi definida quando o valor do pixel estava 4% ou mais baixo do que
a referéncia determinada pela avaliagdo prévia das dez cabecas espermaticas mais claras e

homoggéneas de cada amostra indicando suscetibilidade cromatinica.

As alteragdes na integridade da cromatina foram classificadas de acordo com sua localizagdo,
seguindo estritamente a metodologia de Hiraiwa et al. (2021). As categorias incluiram:
descompactacdo de base (DB), descompactagdo da meia base (DMB), descompactacdo do eixo
central (DEC), descompactagdo base-apice (DBA), descompactagdo total (DT), descompactagéo
dispersa (DD) (figura 1). Todas as andlises de classifica¢do foram executadas pelo mesmo técnico,

garantido a consisténcia do avaliador.
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A cromatina também foi avaliada quanto a diferenga de compactacdo média de todas as cabegas em
relacdo as cabegas padroes. Para isso foi feito a média dos valores de pixel de cada cabeca
analisada e calculada a diferenga desse valor em relagdo ao valor médio dos valores de pixel das
cabegas padroes. Esta diferencga foi transformada em percentagem (% de descompactacao) do valor
da média das cabegas padroes. Também foi avaliada a heterogeneidade da compactagdo da cromatina,
a qual foi definida como sendo o coeficiente de variagdo (heterogeneidade %) do valor dos niveis de

cinza de cada cabeca (Beletti, 2005).

Fig. 1. Analise computacional da compactacdo de cromatina em espermatozoides de garanhdo
submetidos a rea¢do de Feulgen (magnificacdo 400x). As areas circuladas em branco indicam regides de
suscetibilidade cromatinica identificadas pelo software Scilab. Essas areas foram nomeadas de acordo
com o semento da cabega espermatica afetado. N: normal; SB: suscetibilidade de base; SMB:
suscetibilidade de meia base; SEC: suscetibilidade eixo central; SD: suscetibilidade dispersa; SBA:

suscetibilidade base-apice; ST: suscetibilidade total.

2.2.2.5 Microscopia de epifluorescéncia com Laranja de Acridina

Uma avaliagdo visual (subjetiva) adicional foi conduzida empregando microscopia de

epifluorescéncia dos esfregagos coradas com LA. O protocolo de coloracdo foi realizado de
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acordo como o método estabelecido por Evenson e Jost (2000) onde os esfregacos foram
expostos a solugdo de LA (4cido citrico 0,1M, Na2HPO4 0,2M, EDTA 0,001M, NaCL
0,15M estoque AO 6pg/ml em agua destilada pH 6) depositando-se entre 3 ¢ 5 ml da
solugdo sobre a superficie da ldmina e incubando por cinco minutos. Posteriormente os
esfregacos foram delicadamente lavados por cinco minutos em 4agua destilada,
procedimento este repetido por trés vezes. Antes que a superficie da lamina estivesse
totalmente seca foram instiladas duas gotas de glicerina e uma laminula posicionada sobre
ela que entdo foi selada com esmalte. Para cada esfregago foram analisadas 150 cabecas
espermaticas, nas quais foi contabilizado o percentual de células que exibiam fluorescéncia
amarela ou alaranjada. Tais cores indicam a presenca de DNA desnaturado (caracterizado
pela sobreposi¢do do espectro vermelho sobre o verde). Esta analise foi realizada em um
microscopio Zeiss® Axiovert 200 M (Zeiss®, Jena, Germany), que operava com lampada

de merctrio (HbO) e um filtro de excitacdo na faixa azul.

2.2.3 Analise morfométrica das cabecas dos espermatozoides

O mesmo algoritmo desenvolvido para avaliacdo da descompactagdo e heterogeneidade da
cromatina citado no item 2.2.4, também realiza andlise morfométrica da cabeca dos
espermatozoides. Para isso foram utilizadas as mesmas imagens capturadas dos esfregagos
corados com RF para analise de cromatina. Foram mensuradas as seguintes variaveis: area,
perimetro, largura, comprimento, razao largura/comprimento, elipticidade, fator de forma,
harmoénica de Fourier 0 (zero), 1 e 2, simetria lateral e simetria antero-posterior. Detalhes

de como funciona tal algoritmo pode ser acessados no trabalho de Beletti et al. (2005).

2.2.4 Anélise estatistica

As amostras foram categorizadas de acordo com os seguintes grupos experimentais: concepcao

positiva ou negativa, raca (Quarto de Milha ou Mangalarga) e técnica reprodutiva empregada
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(inseminag@o artificial ou transferéncia de embrides).

A normalidade da distribui¢do dos dados foi avaliada por meio do teste de Kolmogorov— Smirnov.
Para a comparagdo entre grupos, foram empregados testes paramétricos, utilizando-se analise de
variancia unidirecional (ANOVA) ou teste t ndo pareado, conforme o numero de grupos

comparados.

Adicionalmente, foi realizada analise de correlagdo de Spearman para investigar a
associacdo entre as varidveis seminais avaliadas e os indices de concepgao, sendo

considerado como significativo P < 0,05.

2.3 RESULTADOS

As variaveis classicas de avaliagdo seminal — vigor, motilidade € concentragdo — ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre os grupos concepg¢ao positiva e concep¢do negativa (tabela 1). Ambos
os grupos exibiram valores médios dentro da faixa considerada normal para garanhdes utilizados
em programas de inseminagdo artificial, e nenhuma dessas varidveis mostrou correlagdo

significativa com a concepgao (tabela 2).

A analise de Spearman aplicada aos pardmetros classicos confirmou a auséncia de correlagdo
significativa entre vigor (P=0,5829), motilidade (P =0,9125), e concentracao (P = 0,8299) com a

concepgao (tabela 1).

Tabela 1 - Coeficiente de correlagdo de Spearman (R) e valor de P das variaveis classicas de avaliagdo de
sémen em relacdo a concepcao

Variaveis Classicas R P-valor
Vigor -0,056  0,5829
Motilidade -0,011 0,9125

Concentracao 0,022 0,8299
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Tabela 2 - Média e desvio padrao (DP) das variaveis classicas de avaliagdo de sémen

Variaveis Classicas  Concepc¢ao Positiva Concepcao Negativa
Média (DP) Média (DP)

Vigor 3,742 + 0,651 3,714+ 0,519

Motilidade 70,661 + 15,438 71,000 £ 12,765

Concentracao 205,369 + 136,398 221,100 £ 132,498

Quando avaliamos a concep¢do em relacdo as éguas destinadas a levar a gestacdo a termo em
comparagdo com aquelas no programa de transferéncia de embrido ndo foi observada diferenca

estatistica significativa entre os grupos.

Da mesma forma, as variaveis relacionadas a compactagdo da cromatina, suscetibilidade cromatinica
e desnaturac@o de cromatina, obtidas por AT, RF ¢ LA, também nao diferiram entre os grupos. Os
percentuais de descompactagdo (DD, DB, DBA, DEC, DMB e DT) e suscetibilidade (SD, SB, SBA,
SEC, SMB ¢ ST) classificados por regido, bem como os indices computacionais de diferenga de
niveis de cinza e heterogeneidade de cromatinica, ndo apresentaram correlagdo significativa com a

concepgao (tabelas 3 e 4).

Observou-se apenas tendéncia de correlagdo negativa moderada para a descompactagdo base- apice
detectada por AT (r=-0,165; P = 0,1240) e suscetibilidade base-apice detectada por RF (r=-0,168;
P =0,1284), além da descompactagdo total identificada por AT (r= -0,169; P = 0,1149), embora

sem significancia estatistica.
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Tabela 3 - Coeficiente de correlacio de Spearman (R) e P-valor das varidveis de alteragdo de
cromatina identificadas pela coloracdo Azul Toluidina, Reacdo de Feulgen e Laranja de Acridina em relagdo
a concepgao.

Variaveis Cromatina R P-valor
% DD AT 0,054 0,6164
% DB AT 0,005 0,9603
% DBA AT** - 0,165 0,1240%*
% DEC AT 0,077 0,4749
% DMB AT 0,103 0,3411
% DT AT** -0,169  0,1149**
% Alterados AT 0,068 0,5303
Heterogeneidade AT 0,052 0,6345
% DIF AT 0,068 0,5308
% SD RF 0,062 0,5756
% SB RF 0,105 0,3456
% SBA RF** -0,168  0,1284**
% SEC RF 0,103 0,3541
% SMB RF - 0,017 0,8798
% ST RF 0,124 0,2640
% Alterados RF 0,124 0,3541
Heterogeneidade RF 0,100 0,3688
% DIF RF 0,042 0,7079
% Laranja de acridina 0,027 0,8028

DD - descompactacao dispersa, DB - descompactagdo de base, DBA - descompactacdo base-apice, DEC -
descompactagdo eixo central, DMB - descompactacdo de meia base, DT - descompactagdo total, Dif. -
diferenca percentual nos niveis de cinza. SD - suscetibilidade dispersa, SB - suscetibilidade de base, SBA -
suscetibilidade base-apice, SEC - suscetibilidade eixo central, SMB - suscetibilidade de meia base, ST -
suscetibilidade total.

* Correlacao significativa entre os grupos concepgao positiva e negativa (P < 0,05)

** Correlag@o moderada entre os grupos concepgao positiva e negativa (0,05 <P <0,13)



Tabela 4 - Média e desvio padrdo (DP) das varidveis de alteracdo de cromatina identificadas pela coloragdo
Azul Toluidina, Reacdo de Feulgen e Laranja de Acridina nos grupos concep¢do positiva e negativa.

Variaveis Cromatina

Concepc¢iao Positiva

Concepcio Negativa

Média (DP) Média (DP)

% DD AT 0,758 1,136 0,63+1,114
% DB AT 16,369 + 14,425 16,206 + 15,529

% DBA AT** 0,038 = 0,225 0,130+ 0,331
% DEC AT 7,073 £ 9,648 5,721 £ 6,284
% DMB AT 9,771 £ 11,323 7,561 + 8,897
% DT AT** 0,013 + 0,094 0,067 £ 0,220
% Alterados AT 34,013 £27,216 30,327 £25,416
Heterogeneidade AT 3,927 + 1,760 3,762+ 1,169
% DIF AT 7,886 + 2,980 7,496 + 2,500
% SD RF 0,706 + 1,180 0,568 + 0,892
% SB RF 15,590 + 13,538 12,687 + 13,397

% SBA RF** 0,033 +0,135 0,113+£0,334
% SEC RF 43,971 £23,213 38,848 + 25,855

% SMB RF 17,077 £ 15,575 17,626 £ 16,562

% ST RF 0,887+ 1,551 0,552 0,747
% Alterados RF 78,263 + 33,969 70,400 + 42,087
Heterogeneidade RF 6,384 + 4,364 5,513 £ 4,040
% DIF RF 10,584 £ 3,578 10,255 +£4,289

% Laranja de acridina 21,638 £ 22,761 20,400 + 20,353

DD - descompactacao dispersa, DB - descompactagdo de base, DBA - descompactacdo base-apice, DEC -
descompactagdo eixo central, DMB - descompactacdo de meia base, DT - descompactagdo total, Dif. -
diferenca percentual nos niveis de cinza. SD - suscetibilidade dispersa, SB - suscetibilidade de base, SBA -
suscetibilidade base-apice, SEC - suscetibilidade eixo central, SMB - suscetibilidade de meia base, ST -
suscetibilidade total.

** Correlag@o moderada entre os grupos concepgao positiva e negativa (0,05 <P <0,13)

Em contraste, a analise morfométrica da cabeca espermatica revelou associacdes relevantes. A
razdo largura/comprimento apresentou correlagdo negativa significativa com a concepgdo (= -
0,226; P = 0,0398), enquanto a elipticidade exibiu correlagdo positiva significativa (r= 0,226; P =

0,0400). Além disso, foram observadas correlagdes moderadas para o fator de forma (r= - 0,211; P



= 0,0556) e para harmoénica de Fourier 0 (r= 0,172; P = 0,1210), indicando tendéncia de influéncia

sobre a concepgdo (tabelas 5 ¢ 6).

Tabela 5 — Coeficiente de correlagdo de Spearman (R) e valor de P das variaveis morfométricas em relagéo
a concepcao

Variaveis Morfométricas R P-valor
Area pm? 0,056 0,6174
Perimetro pm 0,082 0,4638
Largura pm -0,016 0,8853
Comprimento pm 0,113 0,3103

Largura/Comprimento pm* - 0,226 0,0398*

Elipticidade* 0,226 0,0400*
Fator de Forma** -0,211 0,0556**
Fourier 0** 0,172 0,1210%*
Fourier 1 0,136 0,2207
Fourier 2 0,036 0,7450
Simetria Lateral - 0,008 0,9458
Simetria Antero-Posterior -0,055 0,6213

* Correlagdo significativa entre os grupos concepgao positiva e negativa (P < 0,05)

** Correlagdo moderada entre os grupos concepgao positiva e negativa (0,05 < P <0,13)



Tabela 6 -Média e desvio padrdo (DP) das varidveis morfométricas nos grupos concepgao positiva e negativa

Variaveis Morfométricas

Concepciao Positiva

Média (DP)

Concepcao Negativa

Média (DP)

Area pm?

Perimetro pm

26,711 4,085

15,677 + 1,281

26,241 + 4216

15,461 £ 1,301

Largura pm 3,286 + 0,309 3,296+ 0,318
Comprimento pm 6,032+ 0,491 5,918 + 0,490
Largura/Comprimento pm* 0,545 + 0,026 0,557+ 0,023
Elipticidade* 0,296 + 0,022 0,286 + 0,019
Fator de Forma** 0,889+ 0,010 0,893 + 0,009

Fourier 0**

Fourier 1 98,265 + 18,780 93,165 + 17,201
Fourier 2 213,727 +£40,033 210,764 + 39,966
Simetria Lateral 0,966 + 0,004 0,966 + 0,004
Simetria Antero-Posterior 0,967 + 0,004 0,967 £ 0,005

1646,905 + 263,167

1555,598 + 245,561

* Correlagdo significativa entre os grupos concepgao positiva e negativa (P < 0,05)
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** Correlagdo moderada entre os grupos concepgao positiva e negativa (0,05 < P <0,13)

A comparac¢do morfométrica entre garanhdes Quarto de Milha e Mangalarga evidenciou apenas
tendéncias em praticamente todas as variaveis analisadas (tabela 7). As diferencgas incluiram area,
perimetro, largura, comprimento, razdo largura/comprimento, elipticidade, fator de forma, Fourier 2
e 0, simetria antero-posterior, simetria lateral, enquanto Fourier 1 foi a unica que ndo apresentou
diferenca. Apesar disso, tais diferencas morfométricas entre ragas ndo se refletiram na concepgao

entre éguas.



Tabela 7 —-Médias e desvios-padrao das variaveis morfométricas das racas mangalarga e quarto de milha.

Variaveis Morfométricas Valores MM Valores QM P

2
Area um 23,29+4.82 27374349 0,72
Perimetro pm 14,6941,56  15,831,10 0,55
Largura pm 2,9840,37 3,37+024 0,80
Comprimento pm 5,68+0,58 6,07+0,44 038
Largura/Comprimento pm 0,530,03 0,56:0,02 0,05
Elipticidade 0,3140,02 0,29+0,02 0,05
Fator de Forma 0,88+0,01 0,89+0,01 0,07
Fourier 0 1518,134286,84 163719424791 0,15
Fourier 1 91,74422,55  97,55+17,00 0,20
Fourier 2

175,16+42,56 222,27+33,01 0,83

Simetria Lateral 0,97+0,00 0,97+0,00 0,67

Simetria Antero-Posterior 0,96+0,00 0,97+0,00 0,52
P<0,05: existe diferenga entre as ragas

0,10>P>0,05: existe tendéncia a diferenga

2.4 DISCUSSAO

Nossos resultados evidenciam que, em garanhdes com sémen dentro dos padrdes minimos de
qualidade espermatica, variaveis classicas da avaliagdo seminal, como motilidade e concentragdo
espermatica, apresentam capacidade limitada de predizer a concepcdo em éguas. Esses achados
estdo de acordo com Voss et al. (1981), que observaram fraca relagdo entre motilidade e fertilidade,
e com Amann (2005), que destacou a influéncia de multiplos fatores extrinsecos, incluindo
momento da inseminagdo, manejo reprodutivo e fertilidade inerente da fémea sobre a taxa de
prenhez. Testes baseados em analises visuais, como os esfregacos corados com laranja de acridina,
possuem dificuldade de padronizagdo e mesmo concordancia entre diferentes observadores. Além
disso, quando o ejaculado apresenta valores acima do limiar minimo necessario para fertilizagdo,
diferencas sutis entre amostras tendem a ndo se refletir no resultado reprodutivo, fenomeno também

observado no presente estudo.
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De forma semelhante, as técnicas de avaliacdo da integridade da cromatina, AT, RF e LA, ndo
demonstram correlagdo significativa com a concepcdo. Embora amplamente acessiveis e
economicamente vantajosas, técnicas baseadas em esfregaco apresentam maior grau de subjetividade e
sensibilidade limitada na deteccdo de alteracdes discretas da compactagdo nuclear, especialmente
quando comparadas a métodos de maior acuracia como SCSA e microscopia eletronica de transmissao
(Evenson, 2016; Silva et al., 2025). Os achados deste estudo sugerem que, em garanhdes com
ejaculado de boa qualidade, pequenas variagdes de compactag@o, suscetibilidade e desnaturacdo
cromatinicas identificadas por AT, RF e LA provavelmente ndo sfo suficientemente intensas para
impactar a fertilidade. Entretanto, esses métodos ainda podem ser titeis em garanhdes com alteragdes
seminais mais acentuadas, condi¢do na qual alteragdes cromatinicas mais marcantes podem exercer

influéncia fisiologica relevante.

Adicionalmente, deve-se considerar o delineamento experimental adotado resultou em grupos
relativamente homogéneos quanto a qualidade seminal, uma vez que apenas ejaculados dentro dos
padrdes minimos para utilizagdo em IA foram incluidos no estudo. A inclusdo de ejaculados dentro

dos padrdes minimos para IA provavelmente reduziu a variabilidade entre os grupos.

Em contraste as avaliagdes cromatinicas, a analise morfométrica computacional revelou varidveis
significativamente associadas a concepcdo, destacando-se a razdo largura/comprimento e a
elipticidade, além das correlagdes moderadas para o fator de forma e Fourier 0. Esses achados estdo
em consonancia com os estudos de Ostermeier et al. (2001) e Severa et al. (2010), que demonstraram
que a conformacdo da cabeca espermatica representa um marcador sensivel de defeitos estruturais do
nucleo e da arquitetura da cromatina. Espermatozoides com cabegas mais largas e menos alongadas
poem refletir alteracdes na condensaciao nuclear e na organizagdo estrutural do nucleo, defeitos no
processo de protaminacdo ou desvio na organizagdo do citoesqueleto nuclear, todos fatores

potencialmente capazes de comprometer a hidrodindmica e a competéncia fecundante (Beletti, 2013).

A relagdo negativa entre concepcao e razao largura/comprimento, observada no presente estudo, sugere
que espermatozoides com cabegas mais curtas e largas sdo menos eficientes, possivelmente devido a
pior hidrodinamica, menor capacidade de penetracdo ou imperfeigdes estruturais do niicleo. A

elipticidade, por sua vez, comportou-se de maneira inversa, refor¢cando a interpretacdo de que cabecas
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mais alongadas sdo mais compativeis com a normalidade estrutural. Os resultados sugerem que a
morfometria computacional pode complementar a avaliagdo androldgica convencional, uma vez que ¢

capaz de quantificar diferengas na intensidade da cor que sdo imperceptiveis ao olho humano.

Em relacdo as diferengas morfométricas observadas entre garanhdes Quarto de Milha e Mangalarga, os
resultados indicam que essas distingdes refletem caracteristicas raciais inerentes € ndo comprometem a
concepgdo. Essa interpretacdo esta de acordo com a ideia de que a morfometria espermatica possui
importante componente genético, estando relacionada a linhagem e ao padrdo racial. Diferencas
morfométricas entre ragas ja forma descritas em garanhdes, sendo sugerido que parte dessa

variabilidade decorra de efeitos genotipicos (Phetudomsinsuk et al., 2008).

Uma limitagdo do presente estudo é que as medidas morfométricas obtidas a partir de espermatozoides
submetidos a reacdo de Feulgen podem ndo corresponder completamente aquelas obtidas em preparagoes
de células vivas ou em microscopia de contraste de fase, uma vez que a hidroélise 4cida e as condigoes de
coloragdo podem influenciar a organizagdo da cromatina e as interagdes DNA-proteina. Ainda assim, a
reacdo de Feulgen € considerada um método especifico e reprodutivel para avaliagdo da cromatina
nuclear, sendo amplamente empregada em estudos da estrutura da cromatina ¢ da morfologia nuclear
(Beletti e Mello, 2004; Mello e Vidal, 2017).

Desta forma, os resultados reforcam que métodos simples baseados em esfregagos, embora
uteis, possuem valor limitado para predi¢do da fertilidade em animais com sémen de boa
qualidade. Por outro lado, a morfometria espermatica computacional emerge como uma
ferramenta promissora para aprimorar o prognostico andrologico, fornecendo dados objetivos
capazes de revelar desvios estruturais relevantes da cabega espermatica e, possivelmente, da

integridade nuclear.

2.5 CONCLUSAO

Em garanhdes com sémen dentro dos padrdes minimos para inseminagao artificial, os parametros
classicos da avaliacdo seminal e os métodos de coloragdo para avaliagdo da cromatina (AT, RF e

LA) n3o apresentaram associagdo significativa com a concep¢do em éguas. Em contraste, a
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morfometria computacional da cabega espermatica mostrou associagdo com 0O Sucesso
reprodutivo, destacando-se a razdo largura/comprimento e a elipticidade como varidveis
relacionadas a concepcao. Esses resultados indicam que a analise morfométrica da cabecga
espermatica pode representar uma ferramenta complementar Util para a avaliagdo do potencial

fertilizante de garanhdes.
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CAPITULO 3 - Reinterpretacio do método de Nicoletti para avaliacio de integridade da

cromatina espermatica equina: analise comparativa com SCSA

RESUMO

A integridade da cromatina espermadtica ¢ fundamental para a fertilidade. O “Sperm
Chromatin Structure Assay (SCSA) ¢ considerado o padrao-ouro para sua avaliagdo,
baseando-se na desnaturacdo acida do DNA, coloracdo com Laranja de Acridina e analise por
citometro de fluxo. Uma alternativa ao SCSA é método de Nicoletti, desenvolvido
originalmente para identificar timdcitos em apoptose pela deteccdo de perda de DNA (pico
sub-diploide) usando Iodeto de Propidio. Neste estudo, buscou-se avaliar a aplicabilidade do
método de Nicoletti para analise da cromatina espermatica equina por meio da correlagao de
seus resultados com o SCSA utilizando o teste de Spearman. Durante a analise pelo método
de Nicoletti, foi observada uma subpopulacao de espermatozoides com maior intensidade de
fluorescéncia. A analise tradicional de Nicoletti, que identifica células com perda de DNA
que formariam uma subpopulacdo com menor intensidade de fluorescéncia, nao apresentou
correlagdo com o SCSA. No entanto, foi observado alta correlagdo entre 0o SCSA e a
subpopulagdo de espermatozoides com maior intensidade de fluorescéncia (SCSA com
Nicoletti 2: r=0,73; p<0,05 e Nicoletti 3: r=0,70; p<0,05 e entre Nicoletti 2 e 3: r= 0,68;
p<0,05). Esses resultados sugerem que, devido a elevada compactacao da cromatina
espermatica, o dano cromatinico em espermatozoides nao se manifesta predominantemente
por perda de DNA detectavel, mas por aumento da acessibilidade do corante ao material
genético. Dessa forma, a interpretacao tradicional do método de Nicoletti pode nao ser
adequada para espermatozoides de garanhdes, indicando a necessidade de reinterpretar o

método para essa espécie.

Palavras-chave: Espermatozoide, Garanhao, Fragmentacdo de DNA, lodeto de propidio
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3.1 INTRODUCAO

A arquitetura nuclear do espermatozoide distingue-se drasticamente das células somaticas
pela organizacao do DNA em tordides extremamente compactos, estabilizados por protaminas
ricas em pontes dissulfeto, uma estrutura singular que confere resisténcia e protecao ao
genoma paterno (Ward e Coffey, 1991; Ausio et al., 2014). Falhas nesse processo de
compactagdo comprometem a integridade nuclear e estdo diretamente ligadas a infertilidade
masculina (Aitken e Lewis, 2023). Para detectar tais defeitos, o SCSA estabeleceu-se como a
técnica de referéncia, utilizando a metacromasia do laranja de acridina (LA) para quantificar a

suscetibilidade da cromatina a desnaturacao acida (Evenson, 2012).

O principio do SCSA fundamenta-se na exposicao dos espermatozoides a um tampao de baixo
pH (1,2), o qual induz a desnaturagao parcial da dupla hélice de DNA exclusivamente em
células com cromatina alterada ou deficiéncia de proteinas nucleares (Evenson, 2016;
Evenson et al., 2020). A subsequente coloracao com LA permite a distingao simultanea do
DNA integro, onde o corante se intercala emitindo fluorescéncia verde (515-530 nm), e do
DNA desnaturado (fita simples), onde o empilhamento eletrostatico do corante gera
fluorescéncia vermelha (>630 NM) (Evenson, 2012). A extensdo do dano € expressa pelo
indice de fragmentagdo de DNA (DFI), calculado pela razao entre a fluorescéncia vermelha e

a fluorescéncia total determinados pela citometria de fluxo (Evenson, 2016).

Em contrapartida, o método de Nicoletti utiliza iodeto de propidio (IP) em tampao hipotdnico
para identificar células apoptdticas, baseando-se na premissa de que a fragmentagdo do DNA
em células somaticas resulta na extragdo de fragmentos nucleares (Nicoletti et al., 1991;
Riccardi e Nicoletti, 2006). A técnica submete as células a uma solugdo contendo 50 pg/ml de
IP, 0,1% de citrato de sodio e 0,1% de Triton X-100, onde o detergente permeabiliza a

membrana plasmatica, permitindo que fragmentos de DNA lisados por endonucleases se
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difundam para o meio extracelular (Darzynkiewicz et al., 1992). Como consequéncia, niicleos
apoptoticos apresentam contetido reduzido de DNA e emitem fluorescéncia inferior ao pico
diploide normal, formando a regido conhecida como “sub-G1” a esquerda do pico principal de

hiperfluorescéncia diploide (Nicoletti et al., 1991; Riccardi e Nicoletti, 2006).

Embora este método tenha sido extrapolado para uso em espermatozoides, ¢ questionavel se a
premissa de perda de DNA pela extracao de fragmentos ¢ biologicamente aplicavel a uma
cromatina altamente protaminada e insolivel (Kakasi et al, 2015). Diante disso, o objetivo
deste estudo foi validar o método de Nicoletti em garanhdes comparando-o ao padrao-ouro
SCSA, testando diferentes interpretacdes dos histogramas de intensidade de fluorescéncia

para determinar sua eficécia diagndstica nesta espécie.

3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido de acordo com aprovagao da Comissao de Etica na Utilizagao

de Animais (CEUA — UFU, PARECER N° 33/2023/CEUA/PROPP/REITO).
3.2.1 Animais

Foram avaliadas 15 amostras de sémen refrigerado de garanhdes com idade variando entre
trés e quize anos, sendo regularmente utilizados durante a estacdo de monta. Os ejaculados

possuiam caracteristicas seminais normais avaliadas por microscopia de luz.

3.2.2 Citometro de fluxo

As amostras foram analisadas em um citdmetro de fluxo, CytoFLEX® (Beckman Coulter),

em até 24 horas ap0s a coleta. Todas as amostras foram padronizadas para 20.000 eventos.



69

3.2.3 Analise SCSA

Para analise de SCSA foi seguida a metodologia descrita por Evenson et al. (2020). As
amostras foram lavadas por centrifugacao (400G, 3 minutos) repetida trés vezes com PBS 1X
(1:1) para remogao de debris, sendo o sedimento final ressuspendido em 1,5 ml de tampao
TNE (0,01 M Tris-HCL, 0,15 M NaCl, ImM EDTA). As solugdes utilizadas incluiram:
detergente acido pH 1,2 (0,08 N HCL, 0,15 M NacCl, 0,1% Triton-X 100) e solu¢ao de LA
tamponado pH 6,0 (0,1 M acido citrico, 0,2 M Na2PO4, | mM EDTA, 0,15 M NaCl).
Imediatamente antes das analises, foi preparada a solugao de LA diluindo-se a solugao

estoque (0,1%) na solucdo de coloracao (9ul: 1,5 ml).

Para analise de cromatina, aliquotas de 0,5 ml da suspensao de espermatozoides em TNE
foram submetidas ao protocolo padrdo: adi¢ao de 50ul de detergente 4cido por 30 segundos,

seguida de 150 pl de solugdo LA, com leitura apos 150 segundos.

A aquisi¢ao dos dados foi realizada em citdmetro de fluxo, registrando-se nos canais FIT-A
(525/40 nm) e ECD (584/42 nm). A andlise posterior utilizou software CytoExpert.
Inicialmente, a populagdo espermatica foi isolada de debris celulares através de um gate
morfologico em dot-plot de tamanho, “Forward Scatter” (FSC) versus granulosidade, “Side
Scatter” (SSC). A partir desse histograma foi selecionada a populagdo de eventos que possuia
menor dispersao de tamanho (FSC) para excluir outros eventos e anormalidades que nao
fossem espermatozoides. Entao foi gerado um histograma de fluorescéncia verde (DNA
integro) versus vermelho (DNA desnaturado). O indice de fragmentacao de DNA (DFI) foi
calculado quantificando-se a propor¢ao de células com fluorescéncia vermelha aumentada,

correspondente a cromatina desnaturada.
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3.2.4 Analise pelo método Nicoletti

O protocolo de preparagao das amostras para analise através da metodologia de Nicoletti
seguiu a metodologia descrita por Riccardi e Nicoletti (2006). Aliquotas contendo 1-2 x 10°
espermatozoides foram lavadas por centrifugagao em PBS (400G, 10 minutos) e
ressuspendidas em 1 ml de solucao fluorocromo (0,1% de citrato sodico, 0,1% de Triton X-
100 50 mg 1-1 de IP em agua destilada). Apos incubagao por 60 minutos a 20°C, a
fluorescéncia vermelha foi analisada por citometria de fluxo em escala logaritmica (canal

FL3, 620 nm).

A populagdo espermatica foi isolada de debris através de gating em grafico de dispersdo FSC
x SSC, similar ao procedimento do SCSA. A partir destes eventos, geraram-se histogramas
unidimensionais de intensidade de fluorescéncia do IP, sobre os quais foram aplicadas trés

estratégias distintas de analise para calculo do DFI:

1. Nicoletti (tradicional): baseado no protocolo de Riccardi e Nicoletti (2006),
quantificou-se a proporcao de eventos hipodiploides, localizados a esquerda do
pico principal (baixa fluorescéncia), interpretados classicamente como células com

DNA fragmentado.

2. Nicoletti 2 (modificado — alta fluorescéncia global): tendo-se observado uma
subpopulagdo distinta com intensidade de fluorescéncia superior ao pico principal,
criou-se um gate para quantificar esses eventos hiperhaploides, considerando a

totalidade dos eventos adquiridos sem restrigado morfologica.
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3. Nicoletti 3 (modificado — alta fluorescéncia Gated): Quantificou-se a mesma
populacdo de alta fluorescéncia descrita em Nicoletti 2, porém restringindo a
analise exclusivamente aos eventos previamente selecionados no gate morfologico
(FSC x SSC), visando excluir agregados ou células somaticas maiores que a

cabeca espermatica.

3.2.5 Analise estatistica

Utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov verificou-se que os dados ndo possuiam
distribui¢cdo normal (Gaussiana). Assim sendo, para verificar a relacdo entre SCSA e as
variagdes do teste de Nicoletti, foi aplicado o teste de correlagdo de Spearman. Para
interpretagdo da intensidade das associagdes observadas, considerou-se a correlagdo alta
quando r > 0,216 (P <0,05), correlagdo moderada quando r entre 0,167 ¢ 0,216 (0,05 <P <

0,15) e fraca quando r < 0,167 (P > 0,15).

3.3 RESULTADOS

As analises demonstraram correlacao distintas entre o método SCSA e as diferentes variagoes

do método de Nicoletti.

A comparacao entre o método SCSA e Nicoletti 1 ndo apresentou correlacao (= 0,000). Em
contrapartida, foram observadas correla¢des positivas significativas entre SCSA e Nicoletti 2

(r=0,73; p<0,05) e 3 (r=0,70; p<0,05) e entre Nicoletti 2 e 3 (r= 0,68; p<0,05).
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Fig. 1 Resultados provenientes da amostra de um tnico garanhdo. A- SCSA representado em dot plot da
fluorescéncia verde (DNA fita dupla) versus fluorescéncia vermelha (DNA desnaturado), com delimitagdo
da populagdo espermatica com DNA fragmentado (12,54%); B-D Histogramas de intensidade de
fluorescéncia obtidos pelo método de Nicoletti. B — Nicoletti 1 quantificando a propor¢ao de Hipodiploides
a esquerda (47,25%); C — Nicoletti 2 considerando o pico hiperhaploides a direita (37,81%); D — Nicoletti 3
Excluindo agregados e células somaticas maiores que as cabegas espermaticas (9,58%).

3.4 DISCUSSAO

A falta de correlacdo entre o SCSA e a técnica de Nicoletti 1 (tradicional) demonstra que o
fendmeno bioldgico observado em timdcitos (Ricciardi e Nicoletti, 2006) ndo se replica em
espermatozoides de garanhdes. A técnica original depende da difusdo de fragmentos de DNA
para fora do nucleo de timdcitos com apoptose (Darzynkiewicz et al., 1992). Contudo, a
cromatina espermatica € insoluvel e estruturada em cristais liquidos de complexo DNA-
protamina (Ward e Coffey, 1991). Portanto, interpreta-se que, devido a essa compactacao
extrema descrita por Ausio et al. (2014), mesmo na presenca de fragmentacao, os fragmentos
permanecem retidos na matriz nuclear, impedindo a formacao do pico hipodiploide
caracteristico de perda de DNA. Deve-se ainda considerar que as analises por SCSA e pela
técnica de Nicoletti foram realizadas simultaneamente nas mesmas amostras, de modo que

eventuais variagoes relacionadas a qualidade ou estabilidade do DNA afetariam ambos os
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testes de maneira equivalente, reforcando que a auséncia de correlagdo observada decorre das

diferencas conceituais entre os principios biologicos dos métodos.

Por outro lado, a forte correlagdo positiva encontrada com o Nicoletti 2 e 3, e destes em si,
sugere um mecanismo oposto para o espermatozoide. Com base em Beletti ¢ Mello (2004),
tratamentos acidos ou liticos em espermatozoides ndo removem o DNA, mas descompactam a
cromatina. Em espermatozoides com integridade comprometida (ex.: pontes dissulfeto
reduzidas ou substituicao deficiente de histonas), a solu¢ao de Nicoletti promove um
relaxamento da estrutura nuclear superior ao das células normais. Isso aumenta a
acessibilidade do IP, resultando em eventos de alta fluorescéncia. A associacao entre as
populacdes hiperfluorescentes (2 e 3) refor¢ca que ambas refletem graus distintos dessa mesma

descompactagao.

Portanto, a inconsisténcia observada em estudos prévios pode decorrer da extrapolagdo direta
do modelo somatico para os espermatozoides. Enquanto em células somaticas o dano resulta
em perda de sinal (menos fluorescéncia), no gameta masculino a patologia se manifesta
estruturalmente como descompactagao de cromatina, levando a um aumento da intensidade de

fluorescéncia.

3.5 CONCLUSAO

O método de Nicoletti ndo foi eficiente para avaliar a integridade da cromatina espermatica
equina quando interpretado segundo os critérios originais de apoptose somatica (baixa
fluorescéncia), pois a compactacao por protaminas impede a perda de DNA. No entanto, o
método demonstrou alta correlagdo com o padrao-ouro SCSA quando reinterpretado para

detectar eventos de alta fluorescéncia. Isso indica que, no espermatozoide, o dano a cromatina



reflete-se em uma maior acessibilidade ao fluorocromo, validando “Nicoletti Modificado”

como uma ferramenta potencial para a andrologia equina.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nesta tese, a cromatina espermatica equina foi avaliada a partir de uma perspectiva integrada,
considerando sua organizacao estrutural, a integridade do DNA e as caracteristicas
morfoldgicas do nicleo espermatico. Os resultados obtidos ao longo do estudo reforcam que a
cromatina espermatica deve ser compreendida como uma estrutura altamente especializada,
cuja avaliacdo exige abordagens que vao além dos parametros seminais tradicionais.

Os testes histoquimicos empregados, como a azul de toluidina, o laranja de acridina e a reagao
de Feulgen, permitiram evidenciar diferentes aspectos da organizacdo da cromatina e do
estado do DNA. Cada método contribuiu de forma complementar, fornecendo informagdes
relacionadas a compactacdo, a acessibilidade e a distribuicdo do material genético no ntcleo
espermatico. Esses resultados demonstram que métodos classicos, quando corretamente
aplicados e interpretados, continuam sendo ferramentas relevantes para a avaliagao estrutural
da cromatina.

A utilizagao dos testes fluorométricos e citométricos, como o método de Nicoletti e SCSA,
ampliou a andlise da integridade do DNA espermatico, permitindo a obten¢ao de dados
quantitativos relacionados a fragmentacao e a estabilidade do material genético. A associagdo
desses testes com as coloragdes histoquimicas mostrou-se util para uma compreensao mais
ampla do ntcleo espermatico, evidenciando que diferentes técnicas acessam diferentes niveis
de organizagdo do DNA e da cromatina.

Um aspecto central deste trabalho foi a incorporagao de analises morfométricas e
computacionais aplicadas ao nticleo espermatico. A quantificacdo objetiva de parametros
morfologicos, associada a analise digital de imagens coradas pela reacdo de Feulgen e pelo
azul de toluidina, contribuiu para reduzir a subjetividade da avaliagdo visual e aumentar a
consisténcia das analises. A aplicagdo de descritores matematicos de forma, como as
harmonicas de Fourier, mostrou-se particularmente sensivel para identificar alteragdes na
forma nuclear, reforgando o valor da morfometria avancada como ferramenta complementar
na avaliagdo da organiza¢do nuclear.

A integragdo entre coloragdes especificas para DNA, analises morfométricas e descritores de
forma permitiu relacionar, de maneira indireta, alteragdes na forma do nticleo espermatico
com a organizacao interna do material genético. Embora essas abordagens nao avaliem
diretamente a composi¢do molecular da cromatina, os resultados indicam que mudangas
estruturais detectadas por métodos morfométricos podem refletir variagdes na compactagio e
na distribui¢do do DNA, especialmente quando interpretadas em conjunto com testes
especificos da cromatina.

Assim, este trabalho contribui para o aprofundamento do conhecimento sobre a cromatina
espermatica e reforga a importancia de abordagens variadas na avalia¢do da qualidade
espermatica. Ao integrar diferentes métodos e niveis de analise, a presente tese oferece uma
base consistente para estudos futuros na area, encerrando-se com a perspectiva de que a
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compreensao da organizagao nuclear do espermatozoide continua sendo um campo relevante
e promissor dentro da biologia reprodutiva equina.



