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Resumo

Durante a espermiogénese e a maturacao epididimal em mamiferos, a estrutura da cromatina espermatica sofre
substitui¢ao de histonas nucleares por proteinas de transi¢ao e protaminas, levando a uma cromatina altamente
condensada resistente a agressdes oxidativas. Alteragdes na compactagao da cromatina espermatica, apesar de
nao serem avaliadas no espermograma de rotina, tém sido estudadas nas diversas espécies animais por terem
sido relacionadas a subfertilidade e gerarem prejuizos nos resultados de biotécnicas reprodutivas. Embora o
efeito do congelamento do sémen utilizado na produgao de embrides seja bastante controverso, esta pratica é
amplamente utilizada principalmente na reprodugao de bovinos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
por Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) possiveis alteracdes cromatinicas no sémen de cinco touros
da raca Guzera provocadas pela criopreservacio, a fim de identificar descompactag¢ao no material genético, que
poderia ser utilizada como potencial biomarcador e assim prever a fertilidade em touros e o consequente suces-
so reprodutivo destes animais. Apds as analises observou-se um aumento progressivo nas alteragoes relaciona-
das a descompactagdao cromatinica mais grave das amostras de sémen submetidas ao protocolo de criogenia.
Tais alteragoes referentes aos graus mais graves sio frequentemente associadas a diminui¢io no desenvolvi-
mento embrionario de bovinos. Assim, os dados apresentados sugerem que o protocolo de congelamento utili-
zado nas amostras de sémen bovino causou maior descompactagdo cromatinica, o que pode afetar negativa-
mente o sucesso reprodutivo desta espécie.

Palavras-chave: Bovinos. compacta¢io espermatica, microscopia eletronica de transmissao, congelamento.

Criopreservation in the chromatin ultrastructure of bovine sperm

Abstract

During spermiogenesis and epididymal maturation in mammals, the sperm chromatin structure undergoes re-
placement of nuclear histones by transition proteins and protamines, leading to a highly condensed chromatin
resistant to oxidative insults. Alterations in the compaction of sperm chromatin, despite not being evaluated in
the routine spermogram, have been studied in different animal species because they are related to subfertility
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and may impair the results of reproductive biotechniques. Although the effect of freezing semen used in the
production of embryos is quite controversial, this practice is widely applied, mainly in cattle reproduction.
Thus, the objetive of this work was to evaluate by Transmission Electron Microscopy (TEM) possible chroma-
tin alterations in the semen of five Guzera bulls caused by cryopreservation in order to identify decompaction
in the genetic material that could be used as a potential biomarker, predict fertility in bulls and the consequent
reproductive sucess of these animals. After analyses, it can be seen that there was a progressive increase in the
most severe chromatin decompaction alterations of the semen samples submitted to freezing. These changes
referring to most severe degrees are often associated with a decrease in the bovine embryonic development.
Summary, the data presented here suggest that the semen cryopreservation protocol causes chromatin decom-

paction and has the potential to negatively affect the reproductive sucess of this species.

Key-words: Cattle; Sperm compactation; Transmission electron microscopy; Freezing.

Introducao

Touros que apresentam sémen com parame-
tros andrologicos normais, como morfologia e moti-
lidade espermaticas, podem se comportar como sub-
férteis. Uma das causas para esse comportamento é
a ocorréncia de alteragdes na compactagao da cro-
matina espermatica, que pode apresentar-se hetero-
génea e descondensada (BELETTI; MELLO, 1996;
SOUZA et al., 2018). Estudos especificos em tauri-
nos reportaram que o comprometimento da estrutu-
ra da cromatina espermatica ¢ indicativo de subferti-
lidade masculina (IKASIMANICKAM et al., 2000).

Recentemente, Martins e colaboradores
(2021) demonstraram que a matura¢ao no epididimo
¢ crucial a compacta¢ao da cromatina e morfometria
final da cabeca de espermatozoides bovinos. A cro-
matina espermatica sofre alteragdes, principalmente
no ambito da compacta¢iao, em fun¢ao da substitui-
¢ao de histonas por proteinas de transicao e depois
por protaminas, que irdo condensar a0 maximo a
cromatina espermatica. Por conterem residuos de
arginina, as protaminas se ligam mais fortemente ao
DNA quando comparadas as histonas somaticas,
resultando assim no alto grau de compactagio da
cromatina espermatica no nucleo da célula
(GOLAN et al., 1990).

Alteragbes na membrana espermatica, inte-
gridade acrossomal, potencial energético, oxidagdo
celular, compactagio e heterogeneidade cromatini-
cas podem levar a diminui¢ao no potencial de fertili-
zag¢ao do espermatozoide (LUCIO et al., 2016). A
descompactagdo da cromatina aumenta os niveis de
fragmentagdo do DNA, o que estia relacionado a
baixas taxas de fertilizagao e de implantacido embrio-
naria, bem como 2 altas taxas de aborto. Assim, a
integridade da cromatina espermatica se revelou um
parametro muito importante apds a intensificagdo
do uso de biotécnicas reprodutivas como a inje¢ao
intracitoplasmatica de espermatozoide na produgao
in vitro de embrides (PIVE) (LEWIS; AITKEN,
2005).

Estudos demonstram que o processo de cri-
opreservacao provoca danos ao DNA espermatico
em diversas espécies (HAMMADEH et al., 2001;
GURLER et al., 2016; LE et al., 2019; RARANI et
al., 2019), induzidos pelo estresse oxidativo causado
por espécies reativas de oxigénio (EROs) (LEWIS;
AITKEN, 2005). Além disso, mudangas osmoticas
na célula e os cristais de gelo formados durante este
processo, provocam o relaxamento da cromatina e
possibilitam a fragmentacio do DNA espermatico
por ruptura fisica da estrutura terciaria do complexo
DNA-protamina (JOHNSTON et al,, 2012). Além
disso, a motilidade, a viabilidade e a integridade
acrossomal e da membrana perinuclear sao prejudi-
cadas pela criopreservagio do sémen de touros
(MARTINEZ et al., 2005).

A avaliacdo da cromatina nao é contemplada
entre os parametros avaliados em um espermograma
de rotina, mas a relagdo negativa entre a sua des-
compactagao com a fertilidade de touros e o desen-
volvimento embrionario tem sido relatada em varios
estudos (ENCISO et al.,, 2011). O desenvolvimento
de técnicas que determinem a relagao entre os para-
metros morfologicos destes espermatozoides e a
fertilidade ¢ talvez o maior desafio a ser superado
pelos centros de inseminacdo artificial (FUNK,
2000).

As tecnologias de reprodugdo assistida vem
utilizando ferramentas sofisticadas, tais como: anali-
se de esperma assistida por computador (AMANN;
WABERSKI, 2014) e analise de citometria de fluxo
(CHRISTENSEN et al., 2004) para avaliar a integti-
dade da cromatina (GOLAN et al., 1997). No en-
tanto, técnicas laboratoriais especializadas, como a
analise morfométrica da cabega do espermatozoide e
o uso de métodos estatisticos elaborados, nio sio
rotineiramente aplicados uma vez que demandam
alto custo e maior tempo de execugdo (VALLE et
al.,, 2012; VICENT-FIEL et al., 2014).
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Assim, o investimento em pesquisa € O aper-
feicoamento na caracterizagao da estrutura cromati-
nica de espermatozoides submetidos ao congela-
mento sao necessarios para possibilitar a identifica-
cao de amostras de sémen com maior fertilidade e
sucesso reprodutivo. Neste contexto, o objetivo
deste estudo foi de analisar a compactacao cromati-
nica de espermatozoides bovinos através da micros-
copia eletronica de transmissao submetidos a crioge-
nia.

Metodologia

Este trabalho fez parte do projeto “RNAs es-
permaticos envolvidos no desenvolvimento embrio-
nario inicial em bovinos”, e foi aprovado pelo Co-
mité de Ftica em Pesquisa de uso animal (CEUA)
da Universidade Federal de Uberlandia, segundo o
parecer 044/17.

Foram coletadas cinco amostras de sémen de
touros da raca Guzera (T1, T2, T3, T4 ¢ T5) com
idades entre 24 a 36 meses. Cada amostra foi dividi-
da em dois grupos, sendo um a fresco que niao sera
congelado e o outro grupo submetido ao protocolo
criogénico. Para as amostras a fresco, 1 mL de cada
amostra foi fixada em microtubos contendo 1 mL
de glutaraldeido a 2,5% tamponado em PBS pH 7.4.
Ja as amostras submetidas ao protocolo criogénico
foram diluidas na propor¢io 1:3 (v/v) em diluente
TRIS-gema e glicerol a 6,5% (CHACUR et al,
2012), envasadas em palhetas de 0,5 mL e congela-
das automaticamente em equipamento modelo 3000
Compacta TK (Uberaba, MG, Brasil) com curva de
congelamento ps2 e mantidas em nitrogénio liquido.
Apds um més de condicionamento em nitrogénio
liquido, 2 mL de sémen de cada touro foram des-
congelados e fixados em microtubo contendo 1 mL
de glutaraldeido a 2,5% tamponado em tampao sali-
na — fostato (PBS) em pH 7,4. Tanto as amostras a
fresco quanto as submetidas ao congelamento, per-
maneceram em geladeira por 24 horas para postetior
centrifugacao a 9000x G durante dez minutos. Cen-
trifugou-se as amostras, trocando o tampao PBS
entre as centrifugagcdes por duas vezes. Apos esta
etapa o material foi pos-fixado em solugao de tetrd-
xido de 6smio a 1% por 1 hora. Todas as amostras
foram entio submetidas ao protocolo de inclusio
para microscopia eletronica de transmissao segundo
Bozzola e Russell (1998). Apds a polimerizagao do
material, os blocos foram submetidos a ultramicro-
tomia (UltracutE; Reichert-Jung; Leica) obtendo-se

cortes ultrafinos (entre 60 e 90 nm), os quais foram
contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo e analisados em microscépio eletronico de
transmissao HT 7700 (Hitachi Ltda; Tokyo; Japao).

Os cortes foram analisados e documentados
fotograficamente, sendo que para cada amostra 100
imagens digitais com 100 cabegas de espermatozoi-
des foram obtidas. Verificou-se a porcentagem de
modificagdes na cromatina espermatica, seguindo
critérios adaptados de Alves (2016), no qual cada
cabe¢a espermatica foi classificada em um dos se-
guintes grupos: Grau 0 — auséncia de alteragdo cro-
matinica; Grau 1 — presenca de até 3 pequenos pon-
tos claros na cromatina; Grau 2 — presenca de até 6
pequenos pontos claros ou regido mais clara ocu-
pando até "4 da cabega espermatica; Grau 3 — pre-
senga de varios pontos claros (acima de 6) ou regiao
mais clara ocupando até metade da cabeca esperma-
tica; Grau 4 — Acima da metade da area nuclear mais
clara ou grandes regioes totalmente claras na cabega
espermatica.

O software Excel-Action foi utilizado nas ana-
lises estatisticas, adotando nivel de significancia de
95% (a = 0,05). Considerando que os dados obtidos
tratam se de scores de descompactagdao cromatinica,
utilizou-se o teste niao paramétrico de Mann-
Whitney com intuito de verificar a diferenca estatis-
tica dos dados tanto dentro de cada grupo de altera-
¢ao cromatinica quanto entre eles.

Resultados e discussao

Foram avaliadas por MET cinco amostras de
sémen bovino, totalizando 500 cabegas espermaticas
analisadas. As classificagdes quanto aos graus de
alteragdo da cromatina espermatica estao apresenta-
das na Tabela 1.

A partir das analises das eletromicrografias
observou-se que nenhuma amostra de sémen sub-
metida a criopreservagdo apresentou auséncia de
alteracao nuclear (Grau 0).

A Figura 1 apresenta os graus de descompac-
tacdo encontrados neste estudo e a base de suas
classificagoes. Ja na Figura 2 pode-se observar um
aumento progressivo das alteracGes cromatinicas
mais graves devido a criopreservacao (Graus 3 e 4) e
consequente diminui¢do das alteragdes menos gra-
ves (Graus 0, 1 e 2). Considerando a média dos gru-
pos, tanto os dados referentes ao Grau 1 quanto ao
Grau 3, apresentaram diferenca estatistica, porém
com perfis diferentes. Enquanto o congelamento
diminuiu o aparecimento de poucos pontos de des-
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compacta¢ao cromatinica (Grau 1) no sémen anali-
sado, este método aumentou a frequéncia de varios
pontos claros de descompactagdo cromatinica ocu-

pando até a metade da cabega espermatica (Grau 3).

Tabela 1: Porcentagem de cada classificacao dos graus de descompactagdo cromatinica de espermatozoides
bovinos antes e apds a criopreservacao. Legenda: 0 — Auséncia de alteracdo nuclear; 1 — Presenga de até 3 pe-
quenos pontos claros na cromatina; 2 — Presenca de até 6 pequenos pontos claros ou regido mais clara ocupan-
do até "4 da cabega espermatica; 3 — Presenca de varios pontos claros (acima de 6) ou regido mais clara ocupan-
do até metade da cabega espermatica; 4 — Acima da metade da area nuclear mais clara ou grandes regides total-

A fresco (%)

Grau de

Descom T1 T2 T3 T4

pactacdo
0 2,2 0,96 2,91 7,96
1 23,7 35,6 33 38
2 31,8 33,6 30,1 40,7
3 41,5 27,9 33 13,3
4 0,74 1,92 0,97 0

Criopreservado (%)

T1 T2 T3 T4 T5
0 0 0 0 0
5,94 517 23 7,27 1,59
23.8 27,6 37 32,7 26,2
59,4 55,2 40 59,1 71,4
10,9 12,1 0 0,91 0,79

Ao analisarmos se o processo de criopreser-
vagao alterou a quantidade média de descompacta-
¢do cromatinica nas amostras de sémen bovino ana-
lisadas, observou-se um aumento significativo des-
tas alteragbes em comparagao as amostras que nao
foram submetidas a este protocolo de criogenia in-
dependente do Grau de descompactacio apresenta-
do (Figura 3).

Alves (2016) observaram regides ou pontos
mais claros devido a menor compactagao dos toroi-
des de protamina na cromatina espermatica de bovi-
nos, semelhantemente aos resultados aqui encontra-
dos. F importante ressaltar que toroides de protami-
nas nada mais sao do que aproximadamente 50.000
pb de DNA firmemente enrolados pelas protami-
nas, formando uma estrutura em forma de
“donut” (rosca) ou toroide na cromatina espermati-
ca. Beletti (2013) afirmou que essas alteragcbes po-
dem levar a distarbios durante o desenvolvimento
embrionario, o que foi corroborado pelo mesmo
grupo de pesquisa em 2021 ao demonstrar que es-
permatozoides com 5% ou mais de descompactagao
cromatinica apresentaram interferéncia na fertilida-
de do touro, uma vez que diminufram a produgio
de embriodes 7z vitro (PIVE) (HIRAIWA et al., 2021).
Embora Perdrix e colaboradores (2011), tenha suge-
rido que a presenca de grandes vactolos nucleares
em espermatozoides humanos com tamanho superi-
or a 13% da area total da cabeca espermatica nao
apresente correlagio com a fragmentagao do DNA,
diversos trabalhos associam tais vactolos a anomali-

as acrossomais (KACEM et al,, 2010; PERDRIX et
al., 2011; LAVOLPE et al,, 2015). Por outro lado,
estes vacuolos, especialmente quando ocupam mais
de 50% da superficie nuclear, tém sido associados
ao aumento na fragmenta¢do e desnaturacio de
DNA (FRANCO et al,, 2008, 2011; GAROLLA et
al., 2008), bem como a baixa eficiéncia nas técnicas
de reprodugio assistida (BERKOVITZ et al., 2006.

E comprovado que processos de congelamen-
to espermatico diminuem a motilidade e o sucesso
da fertilizacao (MARTINS et al., 2007), ¢ afetam
negativamente a integridade do DNA (LE et al,,
2019). Nishizono (2004) ainda relata a perda da ca-
pacidade de fertilizacio em camundongos C57BL/6
devido a criopreservacao espermatica.

Por meio de microscopia e estudando esper-
matozoides humanos, Spano e colaboradores (1999)
constataram grande deterioragdo na maior parte de
suas amostras apos criopreservacao e descongela-
mento.

Até o momento, é muito escasso o conheci-
mento sobre os efeitos ultraestruturais causados
pela criogenia em sémen de touros, procedimento
rotineiramente utilizado em protocolos de reprodu-
¢ao animal assistida. A analise em MET de esperma-
tozéides submetidos a criogenia, proposta nesta
pesquisa, certamente implementou esta ferramenta
na analise de possiveis alteragdes cromatinicas neste
contexto. Estudos complementares devem ser reali-
zados a fim de comprovar se a criopreservagao ¢é
um fator limitante no sucesso de técnicas de repro-
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dugio como a Fertilizagao In Vitro (FIV). Ressaltan-
do que o cenario brasileiro denota a grande impor-
tancia em tais estudos, uma vez que o Brasil é um
dos maiores produtores de carne bovina do mundo,

além de ser um dos principais centros de melhora-
mento genético para reproducao de taurinos puro
de origem (PO), sobretudo na regidao do Triangulo

1 pm

Mineiro.

1 pm
D )
‘,".. :T}‘
\i'\r 2 pm

Figura 1. Eletromicrografias representativas dos
Graus de descompactagao cromatinica. A — Grau 0:
auséncia de alteracdo cromatinica; B — Grau 1: pre-
senca de até 3 pequenos pontos claros na cromatina;
C - Grau 2: presenca de até 6 pequenos pontos cla-
ros ou regido mais clara ocupando até "4 da cabeca
espermatica; D — Grau 3: presenga de varios pontos
claros (acima de 6) ou regiao mais clara ocupando até
metade da cabega espermatica; E — Grau 4: acima da
metade da area nuclear mais clara ou grandes regides
totalmente claras na cabeca espermatica. Imagens
capturadas pelo Microscopio Eletronico de Trans-
missao HITACHI Modelo 7700. Barra de escala em
cada imagem. Setas brancas apontando regides de
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Figura 2. Descompactacio média da cromatina
espermatica de bovinos antes e apds o protocolo
de criopreservacao analisadas em Microscopia
Eletronica de Transmissao em relacao a cada Grau
de descompactacao. Aplicagao do teste de Mann-
Whitney para analise estatistica dos dados adotan-
do nivel de significancia de 95% (*a < 0,05).

Conclusao

A descompactagao da cromatina espermatica
de sémen bovino ¢ um excelente indicador da
fertilidade do touro conforme resultados alcancados
na producio de embrides 7 vitro (PIVE). Neste
contexto, o protocolo de criopreservacao adotado
neste estudo aumentou significativamente a
descompactagio cromatinica de espermatozoides
bovinos avaliados por microscopia eletronica de
transmissio (MET). Diversos antioxidantes bem
como protocolos alternativos de criogenia vém
sendo testados e validados com o intuito de reduzir
tais alteracOes cromatinicas. Assim, estudos como
este ampliam e aprimoram o conhecimento de
técnicas uteis na avaliagdo dos efeitos criogénicos
neste contexto, garantindo assim maior eficiéncia na
reprodugao assistida em bovinos.
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