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COMPACTAGAO DA CROMATINA E MORFOMETRIA DE
ESPERMATOZOIDES BOVINOS SELECIONADOS E CAPACITADOS

RESUMO - Com o intuito de melhorar a eficiéncia na obtengcdo de embrides
viaveis em processos de fertilizagao in vitro, métodos de selegdo e concentragao
de espermatozoides sao utilizados. No entanto, pouco se sabe sobre a agao
destes métodos sobre a compactagao da cromatina e a morfometria da cabeca
dos espermatozoides. Da mesma forma o efeito da capacitagdo espermatica in
vitro sobre essas caracteristicas espermaticas é controverso. No presente estudo
avaliou-se a agdo da selecdo de espermatozéides por gradiente de Percoll e
“‘swim-up” e da capacitagdo espermatica in vitro por heparina sobre a
compactacdo da cromatina e a morfometria da cabega de espermatozoéides
bovinos. Dezoito amostras de sémen foram submetidas aos dois métodos de
selecédo e posterior capacitagao. Esfregacos foram confeccionados em todas as
etapas e corados pelo método de metacromasia induzida por azul de toluidina
(AT). As imagens digitalizadas obtidas foram processadas em programas
desenvolvidos em ambiente SCILAB. Observou-se que apds a selegdo por
gradiente de Percoll e “swim up” os espermatozoides tendem a possuir cromatina
mais frouxa e mais heterogénea. O método “swim up” selecionou cabegas mais
simétricas, menores e com menor variagdo no tamanho quando comparadas a
mesma amostra de sémen anteriormente a selegao. Apds a capacitagao induzida
por heparina os espermatozoides apresentaram cromatina mais frouxa e leve

alteracéo da forma da cabeca.

Palavras-chave: azul de toluidina, condensacgao, gradiente de Percoll, heparina,

swim-up



CHROMATIN CONDENSATION AND MORPHOMETRIC FEATURES OF
SELECTED AND CAPACITATED BOVINE SPERMATOZOA

ABSTRACT - Aiming to improve the efficiency in obtaining viable embryos in in
vitro fertilization procedures, sperm selection and concentration methods are
used. However little is known about the action of these methods on the
chromatin condensation and sperm head morphometry. Likewise the effect of
sperm in vitro capacitation on these characteristics is controversial. This study
evaluated the effect of sperm selection by Percoll gradient, "swim-up” procedure
and sperm capacitation in vitro by heparin on chromatin condensation and
sperm head morphometry of cattle. Eighteen semen samples were subjected to
both methods of selection and subsequent capacitation tests. Smears were
made at every stage and stained by the metachromasia method induced by
toluidine blue (AT). The scanned images were processed in software developed
in an SCILAB environment. It was observed that after selection by gradient of
Percoll and "swim up" the sperm tend to have looser and more heterogeneous
chromatin. The "swim up" method selected heads more symmetrical, smoller
and with less size variation when compared to the same semen sample prior to
selection. After heparin-induced capacitation the spermatozoa presented looser

crhomatin and slight change of the head.

Key words: toluidine-blue, condensation, Percoll gradient, heparin, “swim-up”
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1. INTRODUGAO

Um importante objetivo das analises de sémen modernas é elucidar os caminhos
moleculares das lesbes estruturais da cromatina espermatica que levam as
anormalidades no processo de fertilizagdo, na formagdo pronuclear, na qualidade
embrionaria inicial e nas taxas de concepgao (EVENSON, 1999). Espermatozoides com
lesdes no DNA permanecem com a capacidade de fertilizar, mas o desenvolvimento
embrionario subsequente torna-se comprometido (PEREZ-CRESPO et al., 2008).

O espermograma é, frequentemente, considerado a melhor forma de avaliagéo da
habilidade reprodutiva de touros. No entanto, esta analise € realizada por inspegao visual
do examinador, conferindo certo grau de subjetividade e mesmo tendenciosidade ao
resultado. A utilizacdo da avaliagdo computacional tem sido considerada uma boa
ferramenta para reduzir esses vieses no que se refere a motilidade e morfologia (BELETTI
et al., 2005).

Hoje ha consideravel quantidade de métodos disponiveis para avaliar a
estabilidade da cromatina espermatica. Contudo poucos permitem a avaliagcao
morfométrica concomitantemente a caracterizacdo da cromatina espermatica. A analise
de imagem computacional de esfregagos de sémen corados com azul de toluidina permite
associar as duas avaliacdes. Este método de “metacromasia induzida” desenvolvido por
Mello (1982) consiste no tratamento acido do esfregago seguido por coloragdo com azul
de toluidina. Enquanto espermatozoides normais apresentam variacoes de tons do verde,
aqueles com anormalidades na cromatina geralmente apresentam tonalidades que variam
de azul escuro ao magenta (BELETTI, MELLO, 2004).

Métodos de selegao e concentragao de espermatozoides moveis podem melhorar a
qualidade do sémen, recrutando espermatozoides com altas taxas de motilidade e
morfologicamente normais (SAMARDZIJA et al., 2006), melhorando procedimentos de
fertilizagcdo. Esta selegao ainda remove plasma seminal, agentes crioprotetores, debris e
outros materiais (ZAVOS, 1992) enquanto inicia a capacitagdo dos espermatozoides
(CENTOLA et al.,1998). As técnicas mais utilizadas para selecao de espermatozoides
moveis sao Filtragdo, Gradiente de Percoll e Swim-up (PERSON et al., 2007). Apesar de

muitos estudos terem sido publicados relacionados a efetividade de diferentes métodos
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de preparagcao do sémen, ndo ha evidéncias suficientes para que se recomende uma
técnica especifica (BOOMSMA et al., 2004; RICCI et al., 2009).

De acordo com Mendes Jr (2003) o método de selegcdo por Gradiente de Percoll
recupera maior nimero de espermatozoides, mas a selecdo por Swim-up seleciona os
melhores. CESARI et al. (2006) observaram maior perda de acrossomas em células
selecionadas pelo primeiro em comparagéo ao segundo. Assim como os separados pelo
Gradiente de Percoll apresentaram maior motilidade espermatica e maior producido de
embrides, apesar do percentual de clivagem ser semelhante entre as técnicas. O uso da
técnica de Gradiente de Percoll aumentou a proporg¢ao de espermatozoides moveis, como
avaliaram Machado et al. (2009), contudo ndo houve efeito significativo para as demais
caracteristicas do esperma. Da mesma forma, as taxas de clivagem e formacgédo de
blastocistos ndo foram afetadas.

A capacitagdo do espermatozéide € definida como alteragbes fisioldgicas que
conferem ao espermatozéide de mamiferos a capacidade de fertilizar ovocitos homdlogos
(CHANG, 1951; AUSTIN, 1952). Porém ainda nao é conhecido se este evento tem algum
efeito sobre a cromatina e a morfometria da cabeca dos espermatozdéides, uma vez que
os diversos tratamentos realizados com o sémen antes da PIV (produgao in vitro) fazem
com que as células sofram constantes alteragbes de osmolaridade e pH (LU, SEIDEL,
2004).

Alguns detalhes da influéncia da selecdo de espermatozéides e da capacitagao
espermatica in vitro sobre a qualidade final dos espermatozdides sao conhecidos, porém
pouco se sabe sobre seus efeitos na compactagdao cromatinica e na morfometria
espermatica.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a agdo da selegdo de espermatozodides
por gradiente de Percoll e “swim-up” e da capacitagao espermatica por heparina sobre a

compactacao da cromatina e a morfometria da cabeca de espermatozdides bovinos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Dados a respeito da estabilidade da cromatina em espermatozoides de mamiferos
tem se modificado progressivamente nos ultimos anos. A unido de conhecimentos ja
consolidados com novos métodos de avaliacdo espermatica, abre novas perspectivas

para a atuacao da pesquisa e avaliacao de resultados.

2.1 O espermatozoide

Como descrito por Eddy (2006) o espermatozoide € o produto final do processo
denominado espermatogénese, o qual resulta em uma célula altamente diferenciada em
sua estrutura e fungado, capaz de combinar-se com um ovdcito homdélogo e iniciar uma
nova geragao. Os dois principais componentes do espermatozoide sdo a cabeca e a
cauda, conectados pela pega conectora ou pescogo. A cabega contém o nucleo,
acrossoma, estruturas do citoesqueleto e uma pequena quantidade de citoplasma.
Partindo do pescoco, a cauda é dividida sucessivamente em peca intermediaria, peca
principal e pecga terminal, onde uma formagdo central complexa de microtubulos
denominada axonema € cercada por fibras densas, desde o pescog¢o até a peca principal.
Uma hélice de mitocOndrias envolve fortemente estas fibras densas, assim como o
axonema na regiao da peca intermediaria (Figura 1).

Enquanto a maioria dos espermatozoides mamiferos possuem estas caracteristicas
gerais, existem diferengas espécie especificas no tamanho e formato das cabecas,
comprimento e componentes flagelares. As estruturas especializadas dos
espermatozoides de mamiferos sao essenciais para a entrega do material genético
masculino a célula hapléide feminina, onde os pro-nucleos formarao o zigoto e iniciarédo o
desenvolvimento embrionario. O acrossoma, por exemplo, contém enzimas necessarias
para penetrar no ovocito e atingir a fertilizagdo, enquanto o flagelo contém a fonte
energética e maquinaria para gerar a motilidade necessaria afim de que o espermatozoide
alcance seu objetivo. Além disso, na maioria dos mamiferos o sexo cromossomal do

nucleo espermatico haploide determina o sexo do animal resultante (Oliver 1895).
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Figura 1 — Caracteristicas gerais dos espermatozoides de mamiferos. A cabecga conectada
a cauda pela pega conectora (a). Regides flagelares: pega intermediaria (b), pega principal
(c), pecga terminal (d), conjunto de fibras densas (e), envoltério de mitocondrias (f), formagao
central complesa de microtibulos denominada axonema (g) (EDDY, 2006).

2.2 Espermatogénese

Entende-se por espermatogénese o processo de diferenciagcéo celular continua que
ocorre em mamiferos (BELLVE et al., 1977a) e culmina na formagdo do gameta
masculino. Procede em trés fases principais: renovacao celular e proliferacdo de
espermatogonias através de mitoses, meiose e espermiogenese (BELLVE et al., 1977b).
As duas primeiras fases s&do conhecidas como espermatocitogénese. Ja a
espermiogénese compreende as modificagbes metamorficas, estruturais e de

desenvolvimento celulares (HAFEZ, 2004). Este processo advém no epitélio seminifero,
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que forma o maior compartimento testicular, sendo composto por dois tipos celulares
basicos: as células germinativas em desenvolvimento intercaladas as células de suporte
de Sertoli (BELLVE et al., 1977, HAFEZ, 2004). A complexidade do epitélio seminifero
consiste no fato de que a citocinese ndo se completa a cada mitose sucessiva ou divisées
meioticas. Logo as células em diferentes estagios de desenvolvimento permanecem como
em sincicios, nos quais sao interconectadas por pontes citoplasmaticas (FAWCETT,
1959).

2.2.1 Espermatocitogénese

Células germinativas ou espermatogOnias sofrem diversas divisbes celulares e
modificagbes de desenvolvimento ao longo do epitélio seminifero, progredindo em
direcdo ao lumen tubular (DYM, FAWCETT, 1970). De acordo com Roosen-Rung
(1952), por meio de mitoses estas células tanto se renovam como proliferam. Na
sequéncia aparecem outros tipos, como as espermatogébnias A, intermediarias e B. As
tipo B formam os espermatdcitos primarios apos iniciarem a divisdo meidtica. Estes
terminam a primeira divisdo meidtica formando os espermatdécitos secundarios, que ao
concluirem a meiose, originam células hapldides, as quais recebem o nome de
espermatidas (BELLVE et al.,, 1977, HAFEZ, 2004). Na espécie bovina s&o necessarios

em meédia 45 dias para a conclusado desta fase (HAFEZ, 2004).

2.2.2 Espermiogénese

Modificagbes morfolégicas marcam esta etapa, incluindo condensagdo da
cromatina nuclear, formagdo da cauda do espermatozoide ou aparelho flagelar e
desenvolvimento do capuch&o. Segundo Hafez (2004) com a coalescéncia de granulos
proacrossomaticos dentro do aparelho de Golgi e aderéncia de um fino saco
membranoso ao envelope nuclear, inicia-se a formagédo do acrossoma que distriui estes
granulos sobre a superficie do nucleo das espermatides. A alongagéo de componentes

da cauda (axonema) inicia a formagéao do aparelho flagelar.
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Conforme reportado por Ross (1976), durante a meiose e inicio da
espermiogénese, as células permanecem cercadas por processos interdigitais
citoplasmaticos provenientes das laterais das células de Sertoli. A medida que a
diferenciagdo ocorre, os espermatocitos e novas espermatides sao gradualmente
desalojados em diregdo ao lumen dos tubulos seminiferos até que, durante o final da
espermiogénese, as espermatides permanecem dentro de dobras profundas do
citoplasma apical das células de Sertoli.

Durante a espermiogénese em bovinos, as histonas (proteinas nucleares) sao
substituidas por proteinas ricas em cisteina e arginina, a qual compacta o DNA
firmemente (GLEDHILL et al., 1966; MELLO, 1982), dentro de densos granulos e
possibilita mudangcas em seu formato. A célula torna-se mais alongada e achatada
perdendo seu aspecto esferoidal (HAFEZ, 2004). A espermiogénese culmina com a
excisdo do corpo residual e a espermiagcéo com a liberacdo do espermatozoide ao lumen
dos tubulos seminiferos (BELLVE, 1977b).

2.3 Compactacao da Cromatina

Durante a espermiogénese a cromatina hapldide passa por uma das mais
significativas mudangas conhecidas na biologia. Proteinas nucleares basicas, as
histonas, sdo substituidas por proteinas de transicdo e depois por protaminas
(MEISTRICH et al, 2003), pequenas proteinas basicas ricas em arginina (CHO et al,
2003).

O modelo de ligagdo protamina-DNA foi inicialmente proposto por Balhorn (1982)
que apresentou a ligagédo desta proteina ao sulco menor da fita de DNA. Ao neutralizar
completamente as cargas negativas da dupla hélice, é possivel que as fitas se encaixem
lado a lado, formando um conjunto linear. Estes conjuntos de aproximadamente 50 Kb
de DNA sao compactados firmemente pelas protaminas em estruturas em formato de
rosca, chamados tordides ou “donut”. Os tordides representam a unidade basica da
cromatina espermatica (Figura 2).

Em ndcleos espermaticos de mamiferos a estabilidade da compactagédo da
cromatina é alcangcada por pontes covalentes dissulfidicas entre as protaminas
intermolecular e intramolecularmente (CHO et al., 2003; WARD, COFFEY, 1991). Cho et
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al. (2003) demonstram a importancia da protamina na estabilidade da compactagao, ao
evidenciar que pequenas redugdes nos niveis de protamina nas células espermaticas
resultam em danos no DNA, tornando-o incapaz de transmitir o genoma masculino para
a préxima geragao.

Além de sua capacidade de gerar um genoma paterno compacto, muitas outras
atribuicbes foram dadas as protaminas como: protecdo da mensagem genética as
nucleases ou agentes potencialmente mutagénicos dos meios internos e externos,
competicdo e remogao de fatores transcricionais e outras proteinas da espermatide
resultando em uma mensagem paterna livre de informagbes epigenéticas e portanto,
permitindo uma nova reprogramacgao pelo ovacito, envolvimento na reprogramacao
genética paterna durante a espermatogénese e outras (OLIVA, 2006).

Um segundo nivel de arranjo cromatinico € formado com a organizagcao destes

toroides fixados a uma mesma estrutura denominada matriz nuclear proteinacea (Figura

2), em locais denominados de Regides de anexagao da matriz (MARs) (SOTOLONGO et
al., 2003; SHAMAN et al., 2007).

Toroide de Protamina-DNA

Fibras de DNA-Protamina

@ Externas
@ Internas

T
_"i':
O

Matriz nuclear Regido de anexacao
espermatica da matriz (MARs)

\

Figura 2 — Modelo estrutural da compactacdo da cromatina em espermatozoides de mamiferos. Detalhe a
esquerda: formacao de conjuntos lineares decorrente da ligagéo protamina-DNA. Detalhe a direita: Fibras de
DNA unidas as protaminas dentro do toréide (SHAMAN, 2006).
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Devido ao grau de complexidade destes modelos, torna-se evidente que a
espermatogénese € apenas parte do processo. A compactagdo da cromatina
espermatica e consequente manutencédo da integridade do DNA s&o essenciais para
garantir que aquela célula espermatica sera capaz de fertilizar e suportar o
desenvolvimento inicial do zigoto (BELETTI et al., 2004).

2.4 Avaliagao espermatica

A expansao da biotecnologia na area da reprodugédo animal tem auxiliado sistemas
de produgcdes que buscam melhores desempenhos de seus rebanhos. A natureza da
infertilidade ou sub-fertilidade masculina é tdo ou mais relevante que a feminina, uma vez
que o progresso desta ciéncia relaciona-se com a manipulagdo e escolha de gametas
saudaveis de ambos os sexos. Logo, estudos com modelos bovinos tém adquirido
importancia no contexto geral da medicina reprodutiva, pois seus resultados podem ser
extrapolados para modelos humanos além de oferecer maior niumero de dados a respeito
do tipo de criagao, fertilidade e progénie (PEDDINTI et al., 2008).

Os padrées para julgamento de sémen animal para doadores foram aprovados pelo
Ministério da Agricultura e Abastecimento (Portaria SDR, numero 26 de 05 de setembro
de 1996). Para bovinos inicialmente realiza-se uma avaliagdo androlégica de posi¢ao e
biometria testicular, epididimos, palpagédo de ampolas dos canais deferentes, glandulas
vesiculares, pénis e prepucio. Em seguida se avalia o comportamento sexual do animal
de acordo com sua origem (Zebuinos ou Taurinos). Apos a escolha do método de coleta
de sémen (vagina-artificial, eletro-ejaculador e massagem de ampola; nesta ordem de
eleicdo) inicia-se a avaliagdo das caracteristicas do ejaculado. Estas caracteristicas
englobam volume de sémen ejaculado, movimento de massa, vigor, numero total de
espermatozoides, motilidade espermatica, porcentagem de espermatozoides normais e
numero de ejaculados por semana. Exames complementares podem ser realizados como
testes de termo-resisténcia, exames soroldgicos e microbiolégicos (CBRA, 1998).

Estas analises sdo superficiais uma vez que anormalidades na condensagao da

cromatina espermatica podem ser encontradas em touros. Fitas de DNA quebradigas
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podem ser provocadas em parte, pelo estresse oxidativo e mecanismos apoptéticos.
Estes espermatozoides podem vir a fecundar ovécitos in vivo e in vitro (FATEHI et al.,
2006), porém estes defeitos induzirdo a apoptose, desnaturagdo embrionaria e aborto
(TWIGG, 1998; PEREZ-CRESPO et al, 2008). Os efeitos potenciais do pai no
desenvolvimento embrionario parecem ocorrer no inicio da fase S no zigoto e apos a
expressao do genoma do embrido no estagio de 4 a 8 células (EID et al., 1994). Logo
testes laboratoriais do sémen devem incluir avaliacbes dos atributos necessarios para a
fertilizagcao e desenvolvimento embrionario, como a integridade do genoma espermatico
(BELETTI et al., 2004; EVENSON, WIXON, 2006).

2.4.1 Avaliagao da compactacao da cromatina espermatica

Complexos anédmalos de DNA-proteina foram inicialmente identificados por Gledhill
(1966) em touros subférteis a partir da Reacdo de Feulgen. Estas alteragbes nos
complexos produziam cromatinas menos compactas que eram mais sensiveis a hidrolise
intencional, causando coloragdes mais intensas nestas cabegas.

A andlise da estrutura da cromatina espermatica (SCSA) tem sido frequentemente
utiizada e é baseada na avaliagdo de espermatozoides corados com alaranjado de
acridina (AA) e avaliados por citbmetro de fluxo. Evenson et al. (1980) descrevem que a
resisténcia da cromatina espermatica nuclear é determinada pela coloragao com AA. De
acordo com as propriedades metacromaticas do corante, quando intercalado com DNA
fita dupla a célula é corada de verde e ao refletir sua ligagdo eletrostatica com os
fosfatos livres do DNA (fita simples) a célula fluoresce vermelho. O grau de
desnaturacao pode ser medido pela variagdo da fluorescéncia em comparagdo com a
fluorescéncia nuclear total.

Este método foi modificado por Tejada et al. (1984), que em esfregagcos de sémen
humano conseguiram bons resultados na diferenciagcdo de espermatozoides normais e
an6malos. Em bovinos esta técnica foi realizada por Beletti e Mello (1996). Os
esfregagcos foram avaliados em microscopios de fluorescéncia, o que tornou o método
mais barato. Porém uma vez que a fluorescéncia desaparece com o tempo, esfregagos
corados com AA devem ser rapidamente avaliados e nao é possivel realizar avaliagdes

morfométricas concomitantes a estes métodos.
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Um método simples, eficaz e menos oneroso foi desenvolvido por Mello (1982),
baseado nas propriedades do azul de toluidina, um corante catibnico que exibe
metacromasia; alteracdo de cor induzida pela ressonéncia elétrica entre varias
moléculas coradas. Quando esfregacos de sémen sédo corados em pH 4,0, as moléculas
do corante se ligam com fosfatos ionizados do DNA. Este pH é necessario para garantir
que outros locais de ligagao, outros anions, ndo existam.

No espermatozoide normal, a cromatina se encontra compacta e a maioria dos
fosfatos se encontra ligados as protaminas, resultando em uma coloragéo do verde ao
azul—-claro. Espermatozoides com cromatina mais frouxa permitem ligagdo de mais
moléculas do corante resultando uma coloragédo de azul-escuro a magenta. Submeter os
esfregacos a hidrélise antes de cora-los aumenta a sensibilidade deste teste, uma vez
que extrai proteinas nucleares de cromatinas mal compactadas, expondo os fosfatos
livres do DNA e promovendo mais sitios de ligacdo ao corante. Variagdes na coloragao
podem ser avaliadas por analise de imagem computacional eliminando a subjetividade
inerente a outros métodos (BELETTI et al., 2004; ERENPREISS et al., 2004).

2.5 Avaliagado da morfologia e morfometria de espermatozoides bovinos

Avaliagdes seminais possuem a finalidade de diferenciar ejaculados de alta e baixa
qualidade ou suspeitos de sub-fetiidade. Considerando que as cabegcas dos
espermatozoides de mamiferos sao compostas quase que inteiramente de cromatina,
acredita-se que seu formato deva estar relacionado com seu conteudo e compactacéo do
DNA (SAILER et al., 1996; OSTERMEIER et al., 2001a; BELETTI, MELLO, 2004).

Sabe-se que existem correlagdes significantes entre anormalidades de cromatina e
alteragbes morfolégicas (SAILER et al., 1996; OSTERMEIER et al., 2001a), e estas
diminuem as taxas de fertilizagdo. Somente espermatozodides viaveis, ou seja, sem
alteragdes morfoldgicas que prejudiquem suas propriedades hidrodinédmicas inclusive sua
progressao retilinia, sdo capazes de interagir com o ovocito (WALTERS et al., 2004;
KAWAI et al., 2006).

No entanto as andlises das caracteristicas morfométricas de espermatozoides
geralmente sdo feitas de forma subjetiva, por métodos de baixa acuracia e repetibilidade
(OSTERMEIER et al., 2001b). Métodos de avaliagdo por analise de imagem



22

computacional podem fornecer dados mais objetivos da motilidade celular e
anormalidades morfoldgicas (SAILER et al., 1996; BELETTI et al., 2005b). Uma vez que a
maioria dos métodos desenvolvidos é aplicada em espermatozoides de humanos viu-se a
necessidade de desenvolver novas metodologias que envolvessem medidas
morfométricas espécie-independente (GRAVANCE et al., 1999; BELETTI, COSTA, 2003).

As analises computacionais geralmente compreendem medidas como: area da
cabeca, perimetro, comprimento, largura. (SAILER et al., 1996), bem como fatores
derivados destas medidas: razédo largura/ comprimento, elipsidade, fator forma, simetria
lateral, simetria antero-posterior (BELETTI, COSTA, 2003). Para avaliar ndo somente
modificagdes de tamanho, mas também alteragdes de forma, utilizam-se as harménicas
de Fourier que medem a curvatura do perimetro (OSTERMEIER et al., 2001b). Acredita-
se que anormalidades de cromatina ou danos no DNA resultem em alteragées minimas
na morfologia da cabega de espermatozoides e que as harmdnicas de Fourier seriam
capazes de detectar estas pequenas alteracdes, podendo funcionar como indicador de
fertilidade (OSTERMEIER et al., 2001a).

O grupo de pesquisa Cybernetic Vision do Intituto de Fisica/Sado Carlos da
Universidade de S&o Paulo, em colaboragdo com o grupo Reprodugé&o e Analise de
Imagem do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU), criaram programas em ambiente Scilab, para andlise morfométrica de
espermatozoides espécie-independente, concomitante com avaliagdo da estabilidade da
cromatina espermatica pelo método de coloragao por azul de toluidina (BELETTI, COSTA,
2003; BELETTI et al., 2004; BELETTI et al., 2005a).

2.6 Métodos de preparagao e selegao espermatica

Em 1970 surgiram as primeiras incursdes na produgéao in vitro de embrides (PIVE)
no que concerne aos animais de produgao. Ja no inicio de 1980 constatava-se o
nascimento do primeiro bovino. A partir da possibilidade de viabilizar todo o processo de
fertilizagao artificialmente, a PIVE tem recebido grande impulso, seja por suas potenciais
aplicacbes para as espécies humana e animais, bem como utilidade para as ciéncias
basicas e aplicadas (GONCALVES et al., 2008).
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A manipulagcédo e escolha de gametas de ambos os sexos faz parte da rotina da
PIVE. Para isso é necessario estabelecer metodologias que priorizem a manutengao das
estruturas nucleares espermaticas, uma vez que predeterminam o sucesso dos estagios
inicias de desenvolvimento do embrido, em virtude de suas contribuigdes genéticas e
epigenéticas (WALTERS et al., 2004).

A técnica ideal para separacdo espermatica deve ser rapida, simples, de baixo
custo, capaz de recuperar a maioria dos espermatozoides moveis, nao resultar em
alteracbes espermaticas, remover espermatozoides mortos e outras células, incluindo
microorganismos, remover substancias bioativas e toxicas (como crioprotetores, fatores
decapacitantes, radicais livres ), permitir o processamento de grandes volumes de sémen,
além de permitir o controle da concentragao final da suspensao espermatica (HENKELL,
SCHILL, 2003; GONCALVES et al., 2008).

Sugere-se que técnicas de preparagdo do sémen envolvendo centrifugagoes
podem ser téxicas as células, pois estimulam a producao e liberacdo de radicais livres
(ROS) pelos espermatozoides e leucdécitos seminais, induzindo danos ao DNA. Por outro
lado técnicas delicadas como a selegao por gradiente de Percoll e método de migracéo
ascendente (swim up) recuperam células com o minimo de disfungdes (ZINI et al., 2000;
AITKEN, CLARKSON, 1988). Logo para propésitos de fecundagéo in vitro estas séo as
técnicas mais utilizadas (SOMFAI et al., 2002; RHEINGANTZ et al., 2002; PERSON et al.,
2007).

O método de “swim up” utiliza a caracteristica espermatica de se deslocar contra
forgcas que o pressione. Logo, a pressao exercida pela forca da gravidade na coluna de
meio onde os espermatozoides se encontram, faz com que os viaveis se desloquem
contra e permanecam na superficie da coluna (MENDES JR et al., 2003). O meio utilizado
deve ser apropriado, geralmente o Tyrode com albumina, lactato e piruvato (TALP)
(MATSUYAMA et al., 1993). Durante a migracdo ascendente dos espermatozoides
através do meio, ocorre a remocgado dos fatores de decapacitagdo, diluentes e
crioprotetores (SHAMSUDDIN et al.,, 1993; SHAMSUDDIN, RODRIGUEZ-MARTINEZ,
1994).

Percoll® (GE Healthcare, Upsalla, Suécia) € um meio para centrifugacédo de
células, virus e particulas subcelulares por gradiente de densidade. E composto por

particulas de silica coloidais (15-30nm de diametro), ndo dialisaveis, cobertas com
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polivinilpirolidona (PVP) (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1997; SAMARDZIJA et al.,
2006). O método de gradiente de Percoll consiste na deposicdo dos espermatozoides
sobre duas ou mais camadas deste meio em diferentes concentracdes. Apesar de seu
mecanismo de agao nao ser completamente esclarecido, acredita-se que a centrifugacéo
por Percoll® separe as estruturas de acordo com densidades, selecionando
espermatozoides com morfologia nuclear mais densa (PRAKASH et al., 1998).

Inimeros estudos em diferentes espécies animais tém sido desenvolvidos: bovinos
(MENDES JR et al., 2003; SUZUKI et al., 2003; CESARI et al., 2006; RICCI et al., 2009),
equinos (MORRELL et al., 2009), bufalos (MEHMOOD et al., 2009) entre outros, com o
intuito de definir qual método atende a mais pré-requisitos, podendo tornar-se o de
eleicéo.

Avaliagbes com diferentes enfoques sao realizadas a fim de padronizar os efeitos
de cada um dos métodos. Em relacdo a preparacdo e selecdo por gradiente de Percoll
admite-se que ha separacao satisfatoria das células espermaticas e de material estranho
como solucdes extensoras, células e bactérias (WALTERS et al., 2004; SAMARDZIJA et
al., 2006) além de recuperar maior numero de espermatozoides (MENDES JR et al.,
2003). Porcentagens maiores de células com acrossoma intacto foram encontradas em
sémen selecionado por este método (BRANDEIS, MANUEL, 1993), pois a exposi¢gdo ao
Percoll protege as células de produgbes excessivas de radicais livres, 0s quais causam
disfungbes de membrana relacionadas com peroxidagao de seus lipidios (OOSTERHUIS
et al., 2000). Cesari et al. (2006) discordam destes resultados, pois encontraram maior
perda de acrossomas nas mesmas condigdes. Amostras de sémen submetidas a este
tratamento apresentaram maior motilidade espermatica (YAO et al., 1996; CESARI et al.,
2006) e maior produgao de embrides. No entanto o percentual de clivagem é semelhante
entre as técnicas de acordo com Cesari et al. (2006).

O método de “swim up” seleciona os melhores espermatozoides (MENDES JR et
al.,, 2003) e preferencialmente os de 6tima motilidade (BRANDEIS, MANUEL, 1993).
Recruta uma porcentagem menor de espermatozoides viaveis (10-20% das amostras
originais), ou seja, sem anormalidades significativamente maiores em comparagdo com o
outro método de selecédo (WALTERS et al., 2004; RICCI et al., 2009). Porém outros

autores observaram taxas de clivagem superiores apos a fecundagéo in vitro (FIV) com
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sémen selecionado por este método, em relagéo a outros métodos de selecdo (PARRISH
et al., 1995; RHEINGANTZ et al., 2002).

Ambos os métodos produzem efeitos comparaveis em defeitos especificos como
de cabeca, peca intermediaria e anormalidades de cauda. No entanto, o método com
Percoll® tem demonstrado maior habilidade que o método de “swim up” em concentrar
espermatozoides morfologicamente normais (SAMARDZIJA et al., 2006), promovendo
melhoras de 20% na média qualitativa da morfologia dos espermatozoides normais. De
acordo com Prakash (1998) e Somfai (2002), este fato confirma a capacidade do Percoll®
em converter populagdes heterogéneas em homogéneas.

As evidéncias sao insuficientes para que se recomende uma técnica especifica
(BOOMSMA et al., 2004; RICCI et al., 2009; MACHADO et al., 2009), principalmente
porque ndo ha dados que esclarecam o recrutamento de espermatozoides, por estes
metodos de selegcdo, em relacdo a manutencdo de suas estruturas nucleares e

compactacao da cromatina.

2.7 Capacitacao Espermatica

Em meados dos anos 50 Chang e Austin observaram que os espermatozoides de
mamiferos em sémen recém ejaculado ndo possuiam a habilidade de fertilizar in vivo. Era
necessaria a permanéncia no trato genital feminino para que completassem o processo
de maturacéo, posteriormente definido como capacitagao (BARROS, 1968).

A capacitacdo envolve a exocitose de enzimas que possibilitam a penetracdo na
zona pelucida e a aquisicdo de propriedades pela membrana da cabeca do
espermatozoide que permitam sua fusdo com o ovdcito (YANAGIMACHI, 2006). Ocorrem
mudangas no padrdao de movimentacdo do flagelo que passa de movimentos de
motilidade progressiva com curvaturas de pequena amplitude, para movimentos de
curvatura da cauda de grande amplitude. O que caracteriza a hiperativacdo do
espermatozoide, necessaria para sua movimentagao pelo epitélio do oviduto e penetragéo
na zona pelucida (FRASER, 1998; DEMOTT, SUAREZ, 1992; KATZ et al., 1978). Este

processo envolve também a reorganizagdo de proteinas e lipidios de membrana e
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modificagdes na atividade metabdlica que culminam com a reacado acrossomal (HAFEZ,
2004; ASSUMPCAOQ et al., 2002).

Para que acontecam estas mudancas bioquimicas e estruturais sdo necessarios
eventos como dessorcdo de macromoléculas para a superficie espermatica, modificacdes
ibnicas, aceleragao dos ciclos da adenil-ciclase e proteina quinase A, distribuicdo de
fosfolipidios pela membrana plasmatica e fosforilagdes proteicas (principalmente em
capacitagoes in vitro (FLORMAN, DUCIBELLA, 2006).

Alguns ions sdo imprescindiveis para o processo. Estudos tém demonstrado que o
processo de capacitacdo € bicarbonato-dependente (GADELLA, HARRISON, 2000;
GADELLA, VISCONTI, 2006). Presente no trato reprodutivo feminino in vivo, acredita-se
que sua contribuicdo seja na regulagcédo do pH e principalmente na regulacédo da atividade
da adenil-ciclase, a enzima responsavel pela sintese de Camp. Outra modificagédo idnica
ocorre com um grande influxo do ion Ca’*e hiperpolarizacdo do potencial de membrana.
O calcio também se associa com as mudangas de motilidade (FLORMAN, DUCIBELLA,
2006; GADELLA, VISCONTI, 2006). Outros ions como sédio (Na*) e potassio (K')
também estdo envolvidos.

Para que ocorra a fecundagao dos ovdcitos € preciso que os espermatozoides
entrem em contato com a zona pelucida previamente capacitados, de forma que sejam
capazes de responder aos seus estimulos e sofram a reagdo acrossomal (YANG, JIANG,
FOOTE, 1993; ASSUMPCAO et al., 2002). Muitos estudos tém demonstrado que a
capacitagao in vitro pode ser realizada adicionando-se agentes capacitadores ao meio,
como o glicosaminoglicano heparina, onde os espermatozoides permanecerdo antes da
fertilizacdo. O mecanismo ainda ndo é conhecido por completo, mas parece estar
envolvido com o desencadeamento de mudangas bioquimicas na membrana plasmatica
dos espermatozoides (GOLCALVES et al., 2008; BLONDIN, 2009) .

Muitos avancos foram feitos nos ultimos anos a respeito dos processos envolvidos
na capacitagao espermatica, mas as bases moleculares deste fendbmeno ainda néao séo
bem entendidas. Em vista de todas as transformagdes as quais as células espermaticas
passam durante este evento, dados sdo necessarios para maiores esclarecimentos a
respeito das consequéncias para a morfometria e compactacdo da cromatina

espermatica.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Local

O experimento foi realizado nos laboratorios do setor de Citologia, Histologia e
Embriologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas e na Fazenda do Gldéria da Universidade

Federal de Uberlandia (UFU), no periodo de maio a novembro de 2009.

3.2 Amostras de sémen

Foram coletadas 18 amostras de sémen por meio de vagina artificial de touros
mesticos (Bos indicus x Bos taurus) de fertilidade desconhecida, utilizados em cobertura
natural na Fazenda do Gldria. As coletas foram realizadas em intervalos de uma semana.

As amostras foram transportadas do local de coleta até o laboratério, em intervalos
menores que duas horas, resfriadas a 4°C. Foram incubadas em estufa a 39°C, 5% de
CO;, e maxima umidade por 30 minutos. Uma gota de todas as amostras de sémen fresco
foi utilizada para se obter dois esfregacos, os quais foram fixados em etanol-acido acético
3:1 por um minuto e etanol 70% por mais trés minutos, sendo posteriormente secos em

temperatura ambiente.

3.4 Preparacgao e selegao do sémen por Gradiente de Densidade

A obtencgao do gradiente de Percoll foi de acordo com o protocolo estabelecido por
Parrish (1995) com modificagdes, colocando-se em tubos Falcon cdnicos de 15ml, 2000
ML de solugéo isotbnica de Percoll a concentragéo de 45% cuidadosamente sobre 2000uL
de solugdo isotdbnica de Percoll a 90% (Nutricell, Campinas) sem permitir
homogeneizagdo entre as duas solugdes. Todos os meios foram previamente

estabilizados em estufa a 39°C, 5% de CO, e maxima umidade, por no minimo 60
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minutos. De cada amostra foram retirados 500uL de sémen e colocados cuidadosamente
sobre o gradiente, os quais foram submetidos a centrifugagdo por cinco minutos a 500xg.
Retirou-se o0 sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 1500ul de meio SP-TALP
(Nutricell, Campinas) seguindo para nova centrifugacdo a 200xg por sete minutos. O
sedimento final foi ressuspendido em meio de fecundagéo (Nutricell, Campinas) como
sera esclarecido no processo de capacitagao in vitro (item 3.6). Dois esfregagos foram
obtidos desta solugdo e foram fixados pelo mesmo processo dos esfregacos de sémen

fresco.

3.5 Preparacao e selegdo do sémen por “swim-up”

Trezentos microlitros de cada amostra de sémen foram colocados em tubos falcon
cbnicos de 15mL, cuidadosamente cobertos com 500 pL de meio SP-TALP (Nutricell,
Campinas) e incubados por uma hora em estufa a 39°C, 5% de CO, e maxima umidade.
Retirou-se 200 pL de sobrenandante contendo os espermatozoides selecionados, de
forma a ndo permitir que outros componentes do sémen que permaneceram no fundo do
tubo entrassem em contato com o material aspirado. Foi utilizada uma pequena aliquota
para fazer dois esfregacos. O restante do sobrenandante foi utilizado para os testes de

capacitagao (item 3.6).

3.6 Capacitagao in vitro

A contagem de espermatozoides foi realizada em Céamara de Newbauer para
determinagao da concentracdo de cada amostra. Tubos falcon cénicos de 15mL foram
preparados para receber as solugdes finais dos processos de selegdo. Seguindo as
recomedacgbes feitas pelo fabricante (Nutricell, Campinas) das proporgbes a serem
utilizadas de meio de fecundagao em relagéo a heparina e o PHE (0,045ml| de PHE:1ml
de meio e 0,012ml de Heparina:1ml de meio), a cada 400 uL de meio de fecundagéao
adicionaram—-se 5 yL do agente capacitante heparina e 20 yL de PHE (Penicilina,
Hipotaurina e Epinefrina). De acordo com a concentragdo obtida, foram colocados

aproximadamente um milhdo de espermatozdides por tubo, os quais foram devidamente
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identificados e colocados em estufa a 39°C, 5% de CO, e maxima umidade por um
periodo de 20 horas. Apds este periodo, uma gota referente a cada amostra foi retirada
para a obtencdo de dois esfregacos, os quais foram fixados pelo mesmo processo dos

anteriores.

3.7 Metacromasia induzida por coloragao com Azul de Toluidina e obtencao de
imagens

Todos os esfregacos passaram por hidrélise em acido cloridrico 4N por 20 minutos
e foram lavados em agua destilada. Apds secagem, foi colocada uma gota de azul de
toluidina 0,025%, pH 4,0 em tampéao acido citrico-fosfato de sodio (tampao Mcllvaine)
sobre a lamina do esfregago, a qual foi imediatamente coberta com uma laminula
(BELETTI, COSTA, 2003; BELETTI, MELLO, 2004; SILVA et al., 2008).

Passados trés minutos, foram capturadas 50 imagens digitais de cada lamina
(Figura 4), usando-se microscépio de luz Olympus BX40 com objetiva de 100x (imersao),
acoplado a uma camera Olympus OLY-200 e conectada a um microcomputador PC
através de placa digitalizadora Data Translation 3153. As imagens digitais foram usadas
para segmentar por limiarizagao (thresholding) 100 cabegas de espermatozéides em tons
de cinza (Figura 4), de cada lamina (BELETTI et al., 2005 a,b; SILVA et al., 2008). O
programa utilizado para a segmentagao foi o JASC PAINT SHOP PRO 8.

Figura 4 - A esquerda imagem obtida pelo microscopio de luz de um dos esfregagos
corados pelo corante metacromatico azul de toluidina. A direita uma cabega de
espermatozoide segmentada por limiarizagdo em tons de cinza.
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3.8 Analise de imagem computadorizada e avaliagdo da compactagiao cromatinica

espermatica

Todas as analises computacionais foram realizadas por algoritmos desenvolvidos
em ambiente de programagao matematica Scilab com o “tool box” denominado SIP. O
Scilab é disponibilizado gratuitamente pela INRIA (Institut national de recherche en

informatique et automatic) gratuitamente no site http://www.scilab.org/. J&4 o SIP é uma

ferramenta para trabalhar com imagens desenvolvida pelo Cybernetic Vision Research

Group e é disponibilizado gratuitamente no site http://siptoolbox.sourceforge.net/.

Apds a segmentacdo das cabecas, estas foram processadas por programas
desenvolvidos em ambiente Scilab para se obter a média dos valores de pixel que
compdem cada uma das cabecgas. Para se ter uma referéncia da coloragéo da cabeca do
espermatozoide normal, foram selecionadas automaticamente dentre as cabecgas de cada
esfregaco, as seis mais claras e com coloragdo mais homogénea. A média dos valores de
pixel destas cabegas foi considerada como o valor de referéncia da coloragao normal dos
espermatozodides (cabegas padrdes) no respectivo esfregago. Depois, as diferengas entre
os valores médios das cabecas padroes e a média dos valores dos pixel de cada cabeca
analisada foram determinadas. Esta diferenca foi transformada em porcentagem (Dif%) do
valor das cabecgas padrées do esfregagco o qual a cabeca foi segmentada. O coeficiente
de variagao (CV) dos niveis de cinza (valores dos pixels) de cada cabega também foi
calculado (BELETTI et al., 2005 a; SILVA et al., 2008).

As mensuragdes da area (A), perimetro (P), largura (L), comprimento (C), razao
largura:comprimento (L/C), elipsidade (E) e fator forma (FF) de todas as cabegas foram
realizadas pelo uso de algoritmos desenvolvidos em ambiente de programacéo SCILAB e
publicados por Beletti e Costa (2003).

A érea foi calculada pela somatoéria do numero de pixels que compdéem a imagem
da cabega. O perimetro foi dado pelo numero de pixels contidos no contorno da imagem
da cabeca.

Para se obter comprimento e largura da cabega, o centro de massa de cada
cabeca foi determinado e a cabeca foi transladada a uma posi¢cdo onde o novo centro de
massa corresponda a origem dos eixos da coordenada Cartesiana. Tendo normalizado a

posicao da cabega, sua principal orientacdo foi encontrada usando a transformada de
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Karhunen-Leéve. Este processo envolve a matriz de correlagcdo das coordenadas dos
pixels que compdem o nucleo; determinando-se seu auto-valor e seu auto-vetor e usando
o Uultimo para definir uma transformagdo linear que rotaciona o objeto original
considerando o eixo x alinhado ao longo da orientagdo da maxima dispersdo. Apos
reposicionar a cabeca, a projecado dos pixels no eixo x permite determinar-se o
comprimento do nucleo e a projecao no eixo y corresponde ao valor da largura.

A elipsidade é dada pela expressao matematica E=(C-L)/(C+L). Ja o fator de forma
é dado pela expressdo matematica FF=(1-E)xP?/4TrA.

Também foram considerados para caracterizagcdo e analise da forma as
harménicas da transformada de Fourier com amplitude de 0 a 2 (FO, F1, F2)
(OSTERMEIER et al., 2001a; BELETTI e COSTA, 2003), os quais foram obtidos também
pelo uso de programas desenvolvidos em ambiente Scilab.

A simetria da cabeca espermatica foi calculada avaliando-se a simetria lateral (SL)
pelo eixo principal e a simetria antero-posterior (SAP) ao longo do segundo eixo principal.
Este procedimento utilizado por Beletti e Costa (2003), envolve dobrar a cabega ao longo
de sei eixo maior (SL) ou menor (SAP), preenchendo o0s espagos vazios com
representacées computacionais e identificando a intersegédo entre as areas originais e as
preenchidas. Alteracoes nestas medidas refletem falhas nas propriedades hidrodinamicas
da célula e patologias especificas como cabecga piriforme e pescogo estreito (BELETTI et
al., 2005 a,b; BELETTI, COSTA, 2003).

3.9 Analise Estatistica

Para verificagdo da distribuicio normal dos dados obtidos pela avaliagao
computacional das amostras de sémen foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov
(a=0,05). O teste t (0<0,05) foi utilizado para verificar se existem diferengas
estatisticamente significantes entre as amostras de sémen fresco, selecionadas por

gradiente de Percoll, “swim-up” e capacitadas.



32

4.0 RESULTADOS

Os resultados referentes as anadlises da cromatina espermatica estdo demonstrados
nas tabelas 1 e 2 sendo a primeira referente a espermatozoides selecionados pelo
método de Gradiente de Percoll e sua subsequente capacitagdo, e a segunda aqueles

submetidos a sele¢ao por “swim-up” e sua posterior capacitagao.

Tabela 1: Média e desvio-padrao dos coeficientes de variagdo (CV) e da diferenga
percentual dos valores de pixel (Dif%) das cabecas analisadas em relagdo as cabegas

padrées nas amostras de sémen fresco, selecionados por gradiente de Percoll e

capacitados.

cv Dif %
Sémen fresco 2,31+0,332° 3,90+1,592
Percoll 2,62 +0,395° 4,62+1,36°
Percoll Capacitado 2,60+0,312° 6,19+1,35°

Letras diferentes em uma mesma coluna significam médias diferentes (p<0,05)

Tabela 2: Média e desvio-padrao dos coeficientes de variagdo (CV) e da diferenga
percentual dos valores de pixel (Dif%) das cabegas analisadas em relagcdo as cabegas

padrdes nas amostras de sémen fresco, selecionados por “Swim-up” e capacitados.

Ccv Dif %
Sémen fresco 2,31+0,332° 3,90+1,59°
Swim-up 2,35 +0,431° 3,99+1,08?
Swim-up Capacitado 2,38 +0,498° 5,22+1,54°

Letras diferentes em uma mesma coluna significam médias diferentes (p<0,05)
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As analises em relacdo ao tamanho das cabecas dos espermatozdides estao
demonstradas nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Média e desvio-padrao da area (A), perimetro (P), largura (L) e comprimento
(C) da cabecga dos espermatozoides nas amostras de sémen fresco, selecionados por
gradiente de Percoll e capacitados.

A P L C
Sémen fresco 229,45+28,54 17,05+1,12 3,270,223 6,43+0,476
Percoll 231,24+41,89 17,08+1,54 3,26+0,340 6,430,572
Percoll Capacitado 228,75+39,23 17,01+£1,46 3,25+0,301 6,420,563

Tabela 4: Média e desvio-padrao da area (A), perimetro (P), largura (L) e comprimento
(C) da cabega dos espermatozoides nas amostras de sémen fresco, selecionados por

“Swim-up” e capacitados.

A P L C
Sémen fresco 229,45+28 54  17,05+1,122 3,27+0,223°% 6,43+0,476%
Swim-up 191,22+14,26°  15,58+0,669° 2,98+0,157°  5,89+0,312°

Swim-up Capacitado 204,15+25,24*°  16,10+1,02*° 3,08 +0,233* 6,07+0,412°

Letras diferentes em uma mesma coluna significam médias diferentes (p<0,05)
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As tabelas 5 e 6 demonstram as analises das variaveis relacionadas com a forma da
cabeca do espermatozoide. As harménicas do descritor de Fourier com amplitudes de

zero a dois podem ser visualizadas nas tabelas 7 e 8.

Tabela 5: Média e desvio-padrao da razao largura:comprimento (L/C), elipsidade (E), fator
de forma (FF), simetria lateral (SL) e simetria antero-posterior (SAP) da cabega dos
espermatozoides nas amostras de sémen fresco, selecionados por gradiente de Percoll e

capacitados.

L/C E FF SL SAP

Semén fresco  0,511+0,036° 0,324+0,031° 0,923+0,016* 0,962+0,003° 0,915+0,012°
Percoll 0,508+0,031* 0,326+0,027° 0,921+0,013* 0,963+0,001* 0,918+0,010°

Percoll
0,507+0,030° 0,327+0,026% 0,921+0,013% 0,964+0,002° 0,914+0,009°
Capacitado

Letras diferentes em uma mesma coluna significam médias diferentes (p<0,05)

Tabela 6: Média e desvio-padrao da razao largura:comprimento (L/C), elipsidade (E), fator
de forma (FF), simetria lateral (SL) e simetria antero-posterior (SAP) da cabega dos
espermatozoides nas amostras de sémen fresco, selecionados por “Swim-up” e

capacitados.

L/C E FF SL SAP

Semén fresco  0,511+0,036°  0,324+0,03® 0,923+0,016* 0,962+0,003* 0,915+0,012°
Swim-up 0,508+0,037°  0,327+0,032° 0,919+0,014° 0,964+0,001° 0,917+0,006°

Swim-up b
. 0,509+0,037%  0,325+0,032° 0,922+0,015* 0,965+0,002° 0,916+0,0072
Capacitado

Letras diferentes em uma mesma coluna significam médias diferentes (p<0,05)
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Tabela 7: Média e desvio-padrao das harmdnicas do descritor de Fourier com amplitudes
de zero a dois (FO, F1 e F2) da cabega dos espermatozéides nas amostras de sémen

fresco, selecionados por gradiente de Percoll e capacitados.

FO F1 F2
Sémen fresco 1566,65+273,76 211,28+46,32 128,51+17,88
Percoll 1571,14+281,63 204,48+46,30 133,56+27,20
Percoll Capacitado 1571,02+289,45 212,48+49,10 127,05+26,84

Tabela 8: Média e desvio-padrao das harmdnicas do descritor de Fourier com amplitudes
de zero a dois (FO, F1 e F2) da cabega dos espermatozéides nas amostras de sémen

fresco, selecionados por Swim-up e capacitados.

FO F1 F2
Sémen fresco 1566,65+273,76 211,28+46,32 128,51+17,88
Swim-up 1313,70+189,97 177,09+21,51 107,22+12,08

Swim-up Capacitado 1397,20£216,17 190,04+32,83 115,52+18,82
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5.0 DISCUSSAO

No contexto da reproducao assistida de humanos e animais, o grau de aberragdes
do DNA ou danos nas células espermaticas tem sido ligado ao ndo emparellhamento
durante a fertilizacdo e desenvolvimento embrionario, reduzindo as chances do
nascimento de uma cria saudavel (PARRISH et al., 1995).

Alguns pesquisadores tém citado a selegdo por Gradiente de Percoll como o
método de eleicdo para a preparagcdo de amostras seminais utilizadas em rotinas de
fecundacéo in vitro, pois ele rende amostras de melhor qualidade (LESSLEY, GARNER,
1983; LEE et al., 2009). Outros estudos tém concluido que ainda nao ha método ideal a
ser utilizado (BOOMSMA et al., 2004; RICCI et al., 2009; MACHADO et al., 2009). Em
conformidade com RICCI et al. (2009) ainda s&o necessarios dados que auxiliem na
escolha de um método que selecione espermatozoides com boa motilidade e capacidade
de fecundagao do ovécito homdélogo. Com este objetivo, este trabalho avaliou a agéao da
selecdo de espermatozéides por gradiente de Percoll e “swim-up” e da capacitagéo
espermatica por heparina sobre a compactacao da cromatina e a morfometria da cabeca,

Considerando que a selegcdo com Percoll e “swim up” eliminam parte dos
espermatozdides com alteragdes morfolégicas e de motilidade e que problemas na
cromatina espermatica geralmente sdo acompanhados por essas alteragdes
(OSTERMEIER et al., 2001a; BELETTI et al., 2005), era de se esperar que apos a
selecdo restassem apenas células mais compactadas. Entretanto, ndo foi isso que
ocorreu pois de acordo com a avaliagio da compactagdo da cromatina de
espermatozoides bovinos, pelo método de metacromasia por meio do corante azul de
toluidina verificou-se que ambas as selegbes tendem a selecionar espermatozoides com
cromatina menos compactada e mais heterogénea (Tabelas 1 e 2). Porém esta é apenas
uma tendéncia, pois nao houve diferengca estatistica (a<0,05) antes e depois dos
tratamentos, entre as variaveis Dif% e CV, que refletem respectivamente, a
descompactagao e a homogeneidade da cromatina espermatica. Na selegéo por Percoll
este fato torna-se mais evidente e pode ser explicado, porque apesar de eliminar alguns

espermatozoides com alteragcbes de cromatina, este método também os submete a um
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grande estresse mecanico durante as centrifugagdes, o que poderia diminuir a
compactagéo no geral.

Resultados complementares utilizando outro método de analise, o da estrutura da
cromatina espermatica (SCSA), descrevem que de acordo com os parametros avaliados,
amostras seminais preparadas pela técnica de “swim up” apresentam porcentagens
maiores de espermatozoides com cromatina normalmente condensadas em comparagcao
com os preparados pelo método de Percoll, além de que este método n&o induz danos ao
DNA (HENKEL et al., 1994; SPANO et al., 1999; ZINI et al., 2000; YOUNGLAI et al.,
2001). Rheingantz (2002) obteve melhores taxas de clivagem com sémen de bovino
preparado por “swim up”, indicando-o como método de eleigao para FIV. Mehmood (2009)
concluiu o mesmo em seu experimento com sémen descongelado de bufalos. No entanto,
Cesari et al. (2006) e Silva et al. (2008) nao encontraram relagdo entre estas pequenas
alteragdes na compactacado da cromatina, taxa de fertilizacdo e formacao de blastocistos
na producao in vitro de embrides.

Sakkas et al. (2000) ao utilizarem o método de Gradiente de Percoll encontraram
diminuigdes na porcentagem de espermatozoides com danos no DNA, concordando com
Le Lannau e Blanchard (1988). Acrescentam-se a esses dados os resultados obtidos com
a avaliagdo em microscopia de luz de esfregagos também corados com azul de toluidina,
0s quais mostram nao haver alteragdes na cromatina em espermatozoides selecionados
por este método (ZUCCARI et al., 2008).

As tabelas 1 e 2 também mostram que os espermatozéides apresentam cromatina
ainda mais frouxa apds a selegdo com Percoll e “swim up” e posterior capacitagdo com
heparina. Corroborando com outros autores (DELGADO et al., 1988; REYES et al., 1989;
ROMANATO et al., 2003, 2005; PERSON et al., 2007; SANCHEZ-VAZQUEZ et al., 2008;
BARRATT et al.,, 2010), que tém relatado o importante papel de glicosaminoglicanos
sulfatados (GAGs), como a heparina. Durante a fertilizagéo in vivo sua atuagao transforma
a cromatina firmemente condensada e inerte a transcricdo, em uma cromatina
descondensada e competente. Em condigdes fisiologicas os GAGs se ligam aos
receptores especificos na membrana plasmatica (PELUSO et al., 1992; SANCHEZ-
PRIETO et al., 1996) dos espermatozoides, induzindo-os a capacitacao (REYES et al.
1989; MILLER et al., 1990; MEDEIROS, PARRISH, 1996) e a reagédo acrossomal (REYES
et al., 1984; DELGADO et al., 1988). Além disso, induzem a liberacado de nucleoproteinas
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basicas necessarias para a manutencdo da conformagdo cromatinica, levando a
descompactacdo da mesma (REYES et al., 1991). Este mecanismo de solubilizagdo do
nucleo espermatico com liberacdo das histonas H1 e protaminas pela heparina
(ROMANATO et al., 2003, 2005; SANCHEZ-VAZQUEZ et al., 2008), € um pré-requisito
para a descondensagao da cromatina apds a fertilizacdo do ovdécito. Estudos in vitro
também tém demonstrado esta sequéncia de eventos apos a utilizagdo de heparina e
outros GAGs, incluindo o heparan sulfato (PERSON et al., 2007; BARRATT et al., 2010).

Em espermatozoides humanos tém sido proposto que a descondensacio rapida e
necessaria da cromatina apos a fecundacao é facilitada pela ligagdo do ion zinco nos
locais onde se formariam as pontes de dissulfeto, prevenindo sua formagao. Por outro
lado a heparina, com suas propriedades quelantes de zinco, levaria a deplecédo dos niveis
do ion no meio, possibilitando a formagdo destas pontes e consequentemente
aumentando a compactagdo da cromatina. Porém, além de quelar, a heparina substitui o
zinco, exercendo uma forca de repulsdao que mantém ou até aumenta a separagao das
fitas de cromatina, de forma semelhante a que ocorre experimentalmente com o uso de
detergentes anidnicos como dodecil sulfato de sbédio (SDS), causando uma
descondensacao imediata da cromatina (ROMANATO et al., 2005). Com esta sequéncia
de eventos é possivel explicar a tendéncia a diminuicdo da compactacdo da cromatina
apo6s a capacitacdo com heparina, observada pelos resutados das tabelas 1 e 2.

Sabe-se que existe uma relagédo entre a variagdo da morfometria, o potencial fértil
de cada animal e estruturas anormais de cromatina (SAILER, 1996). Assim como se
acredita que o método utilizado para selegcao de espermatozoides méveis pode influenciar
alguns parametros relacionados com motilidade e morfologia das cabegas de
espermatozoides (MELLO, FALCO, 1996; BELETTI et al., 2004). Nos resultados
demonstrados pelas tabelas 3 e 4 observamos diferengas referentes ao tamanho da
cabeca somente em espermatozdides selecionados pelo método de “swim up”. As
medidas referentes a area, perimetro, largura e seus desvios padrao diminuiram,
demonstrando o recrutamento de cabecas menores e com menor variagdo no tamanho
quando comparadas a mesma amostra de sémen anteriormente a selecao.

De acordo com Beletti et al. (2010), por meio de analise de imagem 2D é possivel
confrontar os valores obtidos da area média de cabegas (p=0,046) de espermatozoides

com cromatina normalmente compactada (23,6um?) e area média de células com
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cromatina frouxa (21,4 pm?). Assim como a partir da obtencdo de fatias virtuais e
reconstrucdo 3D, mensurou-se a altura da cabeca dos mesmos espermatozéides,
possibilitando o calculo aproximado do volume médio de cada cabeca, obtendo-se
31,2um® nas cabecas normais e 61,3 pm® em espermatozoides com cromatina
descompactada (p=0,000). Logo espermatozdides com cromatina mais frouxa possuem
area da cabeca menor dos que 0s normais, pois na realidade o volume da cabecga destes
espermatozodides € maior. Ou seja, os espermatozéides com cromatina normal, altamente
compactada, sdo achatados e os com cromatina frouxa tendem a se tornar esféricos ou
cilindricos.

Observa-se nas tabelas 5 e 6 que espermatozéides selecionados por Percoll e
“swim up” nao sofreram mudancas significativas no tamanho. Porém existe uma tendéncia
ao aumento da elipsidade nas células selecionadas pelo método de gradiente de Percoll,
as quais apresentaram descondensacado da cromatina mais evidente (tabelas 1 e 2),
seguidos de um novo aumento apos a capacitagdo quando ha um maior afrouxamento da
mesma.

Quanto a forma da cabega, somente apds o “swim up” houve diferenga significativa
na simetria lateral, demonstrando que este método de selecio recruta espermatozodides
com cabecas mais simétricas, portanto, mais hidrodindmicas.

Apds a capacitacdo, os espermatozéides selecionados por Gradiente de Percoll
apresentaram alteragao significativa na simetria lateral e antero-posterior, sendo estas
maior e menor, respectivamente, indicando que durante a capacitacdo ha uma mudanca
na forma das cabegas, possivelmente provocada pela descompactagao da cromatina.

Os descritores de Fourier ndo foram capazes de identificar alteragdes em nenhum
dos tratamentos. Vasta literatura demonstra que o0s métodos de selegao de
espermatozoides alteram a distribuicdo morfolégica dos espermatozoides, aumentando a
porcentagem dos normais. Semelhante aos resultados obtidos por Beletti e Mello (2004),
os resultados do presente estudo demonstram que apesar de mudangas na cromatina
alterarem a morfometria espermatica de diversas formas, ndo sdo seguidas
obrigatoriamente de alteragdes morfoldgicas evidentes (BELETTI et al., 2005), ou que

sejam detectaveis pelas harménicas utilizadas.
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6.0 CONCLUSOES

Apbs a selegdo por gradiente de Percoll e “swim up” os espermatozoides tendem a
possuir cromatina mais frouxa e mais heterogénea quando comparados aos da mesma
amostra de sémen anteriormente a selecéo.

O método de swim-up seleciona cabegas menores e resulta em amostras
mais homogéneas em relagdo a simetria e variacdo de tamanho, quando
comparadas com as mesmas amostras de sémen anteriormente a selegdo e
apos a selegao por Gradiente de Percoll.

Apos a capacitagdo induzida por heparina os espermatozoides apresentam

cromatina mais frouxa e leve alteragao da forma da cabeca.
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