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MORFOLOGIA, MORFOMETRIA E INTEGRIDADE DA CROMATINA DE
ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS DE GATOS

RESUMO - A avaliacdo de espermatozoides em tecnologias de reproducao
assistida raramente analisa a integridade do DNA, crucial para o desenvolvimento
embrionario. A técnica do azul de toluidina permite identificar alteracdes da
cromatina com avaliacdo concomitante da morfometria espermatica. O método foi
descrito em diversas espécies, mas ao conhecimento dos autores, ainda nao foi
relatado em gatos. O objetivo deste estudo foi verificar a aplicabilidade da técnica de
coloracdo de azul de toluidina em avaliar as anormalidades de DNA de
espermatozoides epididiméarios (cabeca, corpo e cauda) de gatos. Investigar ainda
se houve correlacdo entre as variaveis: condensacdo do DNA, morfologia e
morfometria da cabeca espermatica. Para este propdsito, os indices de alteracéo de
DNA obtidos pela técnica de azul de toluidina e laranja de acridina foram
comparados, observando correlacdo de 65,38% (p<0,001). A estabilidade da
cromatina aumentou significativamente da regido da cabeca (92,06%) do epididimo
para a cauda (97,94%, p=0,0023), mas ndo houve diferenca entre as regides do
corpo e da cauda, demonstrando que 0s espermatozoides provenientes destas
regides ja possuem maturidade reprodutiva. Nao houve correlacdo entre a
anormalidade do DNA e a morfologia espermatica como nas demais espécies, mas
sim com a morfometria. Observou-se diminui¢cao significativa do tamanho da cabeca
do espermatozoide durante a passagem pelas trés regides epididimarias (p <
0,0001). A porcentagem de espermatozoides com cromatina descondensada
diminuiu significativamente da regido da cabeca até a cauda do epididimo (26,36%,
15,69%, 3,38%, respectivamente, p<0,0001). Assim, concluimos que existe
correlacdo entre area da cabeca do espermatozoide felino e condensacdo da
cromatina.

Palavras-chave: Azul de toluidina, Condensacdo da cromatina, Felinos, Laranja de
acridina
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MORPHOLOGY, MORPHOMETRY AND CHROMATIN INTEGRITY OF
EPIDIDYMAL SPERM IN THE DOMESTIC CAT

ABSTRACT - Sperm selection in assisted reproductive technologies rarely evaluates
the DNA integrity, which is crucial to the embryo’s development. The toluidine blue
technique allows identification of chromatin alterations, simultaneously with
evaluation of sperm morphometry. The method has been described in many species,
but to the authors’ knowledge, it has yet to be described in cats. The objective of this
study was to verify the applicability of the toluidine blue technique in analyzing DNA
abnormalities of epididymal sperm (caput, corpus and cauda) in cats and further
investigating if there was correlation between the variables: DNA condensation,
morphology and morphometry of the sperm head. For this purpose, the DNA
alteration indexes obtained by both toluidine blue and acridine orange techniques
were compared and a 65.38% (p < 0.001) correlation was observed. The chromatin
stability increased significantly in the head region of the epididymis (92.06%) in
relation to the cauda (97.94%, p = 0.0023), however there was no difference between
the caput and cauda regions, which demonstrates that sperm coming from these
region are already mature. There was no correlation between the DNA abnormality
and the sperm morphology as observed in other species, however there was
correlation to morphometry. A significant decrease of the sperm head size was
observed during the passage of the three epididymal regions (p < 0.0001). The
percentage of sperm with deficient chromatin condensation decreased significantly
from caput region to cauda of the epididymis (26.36%, 15.69%, 3.38%, respectively,
p < 0.0001). Therefore, the evaluation of sperm head size can predict the quality of
chromatin.condensation.

Keywords: Toluidine blue, Chromatin condensation, Felines, Acridine orange



1. INTRODUCAO

A familia Felidae é composta por 37 espécies sendo que apenas 0 gato
doméstico (Felis catus) ndo se encontra na lista dos ameacados de extincdo (IUCN,
2015). Com o objetivo de preservar o potencial genético destes animais, diversas
técnologias de reproducdo assistida (TRA) tém sido desenvolvidas em gatos
domésticos e ndo domésticos, a partir de espermatozoides provenientes de sémen
fresco ou criopreservado (POPE et al., 1998; GOMEZ et al., 2000; POPE; GOMEZ;
DRESSER, 2006; POPE et al.,, 2009; POPE et al.,, 2012). O uso de gametas
recuperados do epididimo ou até mesmo de testiculos amplia as possibilidades de
obtencao de espermatozoides de um mesmo individuo e torna-se alternativa aqueles
animais que morrem inesperadamente (BOGLIOLO et al.,, 2001; COMIZZOLI;
WILDT; PUKAZHENTHI, 2006; BUARPUNG et al., 2013).

A avaliacdo de espermatozoides em TRA baseia-se em motilidade e padrdes
de morfologia, ndo dando relevancia adequada a integridade do DNA (CELIK-
OZENCI et al.,, 2004). Considerando que a maturacdo espermatica e parte da
compactacdo da cromatina ocorrem durante o transito no epididimo (HINGST;
BLOTTNER; FRANZ, 1995), o uso de gametas provenientes de testiculos ou de
epididimo torna a andlise do status do DNA ainda mais importante. Sabe-se que
espermatozoides com anormalidades de cromatina possuem capacidade
fecundante, mas que o desenvolvimento embrionario dependera do grau de
alteracdo do DNA (AHMADI; NG, 1999). Varios métodos tém sido desenvolvidos
para avaliar as anormalidades do DNA espermatico, como a técnica de TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase—-mediated nick-end labeling), teste de
dispersdo da cromatina (Sperm Chromatin Dispersion - SCD), ensaio cometa,
técnica da cromomicina A3 (CMA3) e andlise da estrutura da cromatina espermatica
(Sperm Chromatin Structure Assay - SCSA) com coloracdo de laranja de acridina
(LA) por meio de citometria de fluxo (RIBAS-MAYNOU et al., 2013; VERNOCCHI et

al., 2014). Técnicas de execucdo complexa e morosa, exigindo mao-de-obra



gualificada e equipamentos caros, inviabilizando o uso na rotina, sendo mais

utilizadas em pesquisa.

O teste de LA, avaliado por microscopia de fluorescéncia, consiste em técnica
simples, metacromética, de fluorescéncia por excitacdo, emitindo coloracéo verde ou
vermelho-alaranjada, quando ligada a acidos nucleicos de cadeia dupla ou simples,
respectivamente. A intensidade de fluorescéncia vermelha alaranjada indica a
guantidade de quebra da fita dupla de DNA, ou seja, perda de integridade da
cromatina (EVENSON; DARZYNKIEWICZ; MELAMED, 1980).

A coloracdo do azul de toluidina (AT) é outro método que identifica alteracfes
da cromatina, permitindo avaliacdo concomitante da morfometria espermatica.
Espermatozoides com cromatina pouco condensada apresentam maior numero de
grupos fosfato disponiveis para ligagdo com o corante catibnico metacromatico,
corando em azul escuro a violeta. Nos espermatozoides normais, 0os grupos fosfato
séo bloqueados pelas protaminas, tendo poucas moléculas para se ligarem ao DNA,
corando em azul claro (BELETTI; COSTA, 2003). Como as analises visuais
envolvem alto grau de subjetividade, a técnica do AT permite avaliacdo
computadorizada resultando em maior sensibilidade, precisdo, velocidade e
repetibilidade  (BELETTI; COSTA, 2003; BELETTI; MELLO, 2004
CRUZ; BELETTI; TRAVENCOLO, 2014; BELETTI; COSTA, VIANA, 2005).

Considerando a importancia da integridade do genoma paterno para o
desenvolvimento embrionario (SELI; SAKKAS, 2005), a analise da condensacédo do
DNA garante o uso de espermatozoides de alta qualidade em TRA. O método foi
descrito em outras espécies animais, como coelhos (BELETTI; MELLO, 2004),
garanhdes (NAVES et al., 2006; SARDOY; CARRETERO; NEILD, 2008), homens
(ROCHA et al., 2002; MARCHESI et al., 2010), bovinos (KIPPER et al., 2017), mas

ao conhecimento dos autores, ainda nao foi relatado em gatos.

O objetivo deste estudo foi verificar a aplicabilidade da técnica de coloracao
do azul de toluidina em espermatozoides de felinos domésticos avaliando a
compactacdo da cromatina e morfometria da cabeca de espermatozoides

provenientes de por¢des distintas do epididimo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Espermatogénese

O espermatozoide, célula altamente diferenciada em estrutura e funcao, é
produto final da espermatogénese, que apdOs sSucessivos processos mitéticos,
meioticos e pés-meibticos, resulta em célula capaz de transmitir material genético do
macho a fémea. Enquanto as fases de mitose e meiose sdo cruciais para o
desenvolvimento do gameta masculino, € durante a fase pds-meidtica que as
espermatides passam pelo processo de metamorfose, incluindo remodelamento da
membrana plasmatica, perda de grande quantidade de citoplasma, formacédo da
cauda ou aparelho flagelar, desenvolvimento do acrossoma e condensacdo da
cromatina  espermatica, proporcionando capacidade  fecundante aos
espermatozoides (EDDY, 2006). Todo esse processo € ciclico e altamente
coordenado e organizado de acordo com as variacdes celulares (BRINSKO, 1999).
No gato domeéstico o ciclo do tubulo seminifero € caracterizado por oito estagios e
dura em meédia 10,4 dias. Considerando que s&o necessarios aproximadamente 4,5
ciclos, a duracdo da espermatogénese é de 46,8 dias nos felinos (FRANCA,
GODINHO, 2003).

O espermatozoide de mamiferos € 10 vezes menor quando comparado a
célula somatica (MILLER et al., 2010) e por isso a organizacdo do seu material
genético é Unica, tornando sua cromatina altamente condensada e compactada
(WARD; COFFEY, 1991; SHARMA; AGARWAL, 2011). Antes da meiose, assim
como nas células somaticas, a proteina envolvida na estruturacdo do DNA séo as
histonas, ricas em lisina (McGHEE et al, 1983). Com o progresso da meiose e nos
primeiros estagios da espermiogénese, as histonas sdo substituidas por proteinas
de transicdo e, posteriormente, por proteinas de carga positiva, denominadas
protaminas, ricas em arginina e cisteina, evento denominado protaminacao
(BALHORN, 2011). Essa nova dinamica estrutural da cromatina permite que a célula

espermatica tenha forma hidrodindmica e pequena, facilitando o transporte no trato



feminino (BALHORN, 2011), além de garantir a integridade do genoma paterno,
protegendo a cromatina durante o transporte no trato masculino e feminino (OLIVA,
2006; SHARMA; AGARWAL, 2011).

2.3. Maturacdo espermatica

A maturacdo espermatica inicia na cabeca do epididimo e segue pelo corpo
até a cauda. Morfologicamente, o epididimo pode ser dividido nas regides: cabeca,
corpo e cauda. Com base na fungado, Glover e Nicander (1971) subdividiram o
epididimo em segmentos inicial, médio e terminal, tendo os dois primeiros
segmentos funcdo de maturacdo espermatica e o Ultimo de armazenamento até a
ejaculacdo. Por serem baseados na funcao, a localizacdo desses segmentos néo
corresponde a divisdo macroscopica de cabeca, corpo e cauda do epididimo, e varia
entre as espécies (SETCHELL, 1991). No gato, os segmentos inicial e médio estédo
localizados na cabeca do epididimo e as regides do corpo e da cauda correspondem

ao segmento terminal com funcéo de armazenamento (AXNER et al., 1999).

A absorcao de fluidos foi descrita na porcéo proximal da cabeca do epididimo
em varias espécies (SETCHELL, 1991; SENGER, 2003) assim como no gato
(AXNER, 2006), comprovada pelo aumento na concentracio espermatica.
Espermatozoides comecam a adquirir motilidade na porcéo inicial da cabeca do
epididimo, mas a migracdo da gota citoplasmatica sO se inicia quando atingirem a
porcdo distal desta regido, como foi descrito em touros, carneiros (BLOM;
NICANDER, 1961) e gatos (SRINGAM et al., 2011).

Durante o transito epididimario ocorre diminuicdo das porcentagens de
cabecas espermaticas anormais (SRINGAM et al., 2011), defeitos acrossomais e
anormalidades da peca intermediaria (AXNER; LINDE-FORSBERG; EINARSSON,
1999), sugerindo a participacdo do epididimo na remocdo de espermatozoides
anormais. A fagocitose de espermatozoides por células epiteliais ou macrofagos

pode ser uma explicacdo para a remocéao seletiva de espermatozoides (SETCHELL,



1991; AXNER, 2006; SRINGAM et al., 2011). Outro mecanismo para a remocao de
gametas anormais poderia ser pelo mecanismo de ubiquitinacdo. A ubiquitina é
secretada pelo epitélio do epididimo e se liga a espermatozoides defeituosos
tornando-os mais sensiveis a autolise ou fagocitose pelas células epididimarias
(SUTOVSKY et al., 2001; SUTOVSKY; NEUBER; SCHATTEN, 2002).

O espermatozoide possui caracteristicas morfoldégicas Unicas que sé&o
importantes para a sua funcionalidade (KAYA et al, 2014). Embora cada espécie
possua particularidades, principalmente quanto ao formato e ao tamanho, as
principais estruturas morfométricas sédo similares (SULLIVAN, 1978). Modificacdes
estruturais do espermatozoide sao descritas em todas as espécies, e na maioria
delas, a correlacdo com fertilidade foi documentada (KAYA et al, 2014). Ja em
felinos, esta associacdo ainda ndo estd bem consolidada (HOWARD et al., 1990;
AXNER; STROM; LINDE-FORSBERG, 1997; AXNER; FORSBERG, 2007). Felideos
apresentam, frequentemente, baixa porcentagem de espermatozoides normais, em
média apenas 44% (AXNER; STROM; LINDE-FORSBERG, 1997; AXNER; STROM-
HOLST; LINDE-FORSBERG, 1998; AXNER; FORSBERG, 2007), sem associa¢&o
com fertilidade comprovada (SELI; SAKKAS, 2005; AXNER; FORSBERG, 2007).

A condensacdo da cromatina do espermatozoide s6 ird ser completada
durante a passagem pelo epididimo. O ndcleo torna-se cada vez mais compactado
devido a substituicdo das histonas pelas protaminas (HINGST; BLOTTNER; FRANZ,
1995; BALHORN, 2011; SRINGAM et al., 2011). A interacdo dos grupos fosfato das
fitas do DNA com as protaminas sO sera estabilizada devido a formacéo de pontes
dissulfidicas que ocorre no epididimo (BIANCHI; MANICARDI; URNER, 1996).

2.4. Avaliacado da Integridade da Cromatina

O método mais utilizado para identificar alteracbes na estabilidade da
cromatina € a analise da estrutura da cromatina espermatica baseado na avaliacao

por citometria de fluxo pela coloracdo de laranja de acridina (OSTERMEIER et al.,



2001). J&4 o teste de LA, avaliado por microscopia de fluorescéncia, consiste em
técnica simples eliminando a necessidade de equipamentos caros. Seu efeito de
metacromasia emite fluorescéncia por excitacdo, corando de verde ou vermelho-
alaranjado, quando ligada a acidos nucleicos de cadeia dupla ou simples,
respectivamente (EVENSON; DARZYNKIEWICZ; MELAMED, 1980).

O AT, outro método utilizado para identificar alteracdes da cromatina, permite
avaliacdo concomitante da morfometria espermatica (BELETTI; COSTA, 2003;
BELETTI; MELLO, 2004, BELETTI; COSTA; GUARDIEIRO, 2005). Utiliza corante
catidbnico com fendmeno de metacromasia, ou seja, ocorre alteracao de cor induzida
pela ressonancia de elétrons entre as moléculas do corante (MELLO, 1982). Nos
espermatozoides com a cromatina pouco condensada, 0 complexo
desoxiribonuclear-proteico (DNP) estara alterado, havendo maior nimero de grupos
fosfato disponiveis para a ligacdo com o corante, que possui pH 4,0, corando em
azul escuro a violeta. Espermatozoides normais, nos quais 0s grupos fosfato estéao
bloqueados pelas protaminas, permitem que somente poucas moléculas do corante
se liguem ao DNA, corando-se em azul claro (MELLO, 1982). Este método permite
avaliacdo computadorizada promovendo maior sensibilidade, precisédo, velocidade e
repetibilidade em contraste com analises de rotina que envolvem elevado grau de
subjetividade (BELETTI; COSTA, 2003; BELETTI; MELLO, 2004, BELETTI; COSTA;
VIANA, 2005).

Imagens obtidas de esfregacos corados com azul de toluidina séo
processadas e avaliadas por software desenvolvido em linguagem MATLAB e
executado no programa OCTAVE. Este software identifica e segmenta cabecas
espermaticas presentes na imagem e libera o valor da area total da cabeca em
pixels. Quando detecta espermatozoides com anormalidades da cromatina, o
programa delimita area e regido alterada, identificada pela coloracdo mais intensa
(BELETTI; MELLO, 2004, BELETTI; COSTA; VIANA, 2005; CRUZ, BELETTI e
TRAVENCOLO, 2014).



3. HIPOTESE

e H& correlacdo entre anormalidades de cabeca e defeitos da cromatina na
espécie felina;

e Ocorre maior compactacdo do DNA espermatico durante o transito epididimario
em felinos, diminuindo o tamanho da cabeca do espermatozoide;

e A coloracdo com azul de toluidina é eficaz na avaliacdo da condensacédo do DNA

espermatico felino.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos Gerais

Verificar a aplicabilidade da técnica de coloracdo de azul de toluidina em

avaliar as anormalidades de DNA de espermatozoides epididimarios de gatos.

4.2. Objetivos Especificos

o Avaliar a morfologia espermatica nas trés por¢des do epididimo;

o Investigar a morfometria espermatica e a condensagdo da cromatina nas
diferentes porcdes do epididimo pela técnica do azul de toluidina;

o Verificar se ha correlacdo entre a técnica do Azul de Toluidina e Laranja de
Acridina;

o Observar se ha correlagcdo entre morfologia, morfometria e condensagédo da

cromatina espermatica.



5. MATERIAL E METODOS

5.1. Sele¢do dos Animais

Foram selecionados 30 gatos machos sem raca definida, com idade entre
sete e 36 meses, que se apresentavam higidos ao exame fisico geral. Todos os
animais possuiam os dois testiculos na bolsa testicular, simétricos, com consisténcia
fibroelastica, pénis com presenca de espiculas e dosagem de testosterona acima de
0,1ng/mL, caracterizando animais puberes (ARONSON; COOPER, 1967;
APPARICIO; VICENTE, 2015).

Os animais foram provenientes do setor de Obstetricia Veterinaria, do
Departamento de Clinica, Cirurgia e Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria, campus de Aracatuba — Unesp e todos os procedimentos e analises
foram feitos nas dependéncias desta instituicdo. Os procedimentos desta pesquisa
foram aprovados pela comissdo de ética no uso de animais (CEUA) - da Unesp -

Campus de Aracatuba, protocolo Processo FOA, n° 2015-00754.

5.2. Coleta das amostras

Os animais foram submetidos a jejum hidrico (2 horas) e alimentar (12 horas)
e sob anestesia geral (APENDICE 1 — Protocolo Anestésico) uma amostra de
sangue (1mL) foi colhida por puncdo venosa jugular imediatamente antes do inicio
do procedimento de orquiectomia (APENDICE 2 — Técnica Cirdrgica). A amostra foi
acondicionada em eppendorf de 2 mL contendo 10 puL de EDTA, centrifugada
(1609,92 g por 10min - Excelsa Baby | 206 FANEM®) e o plasma obtido colocado
em eppendorf de 2mL e mantido a -20°C para posterior dosagem da testosterona

sérica pelo ensaio da quimiluminescéncia (Immulite® 1000 Siemens).



Apés realizacdo do procedimento cirdargico, os testiculos e epididimos foram
imersos em PBS (Laborclin®) a 37°C e transportados até o laboratério em no
maximo duas horas. As porcdes dos epididimos (cabeca, corpo e cauda) foram
identificadas macroscopicamente (KUNKITTI et al.,, 2015) pela mesma pessoa e
separadas por meio de ligaduras com fio de nylon (TECHNOFIO®). Para remocé&o
do sangue foi realizada lavagem externa com PBS a 37°C. Ato continuo cada porgéo
foi dissecada livre de vasos sanguineos visiveis, fatiada transversalmente em
pequenos fragmentos e acondicionada separadamente em tubos eppendorf de 2 mL
contendo 200 uL de PBS a 37°C, permitindo dissipagéo dos espermatozoides para a
solucdo. As amostras dos epididimos (direito e esquerdo) do mesmo animal foram

agrupadas em pool. (Figura 1)

Testiculo

Figura 1. (A) Identificacdo macroscopica das porcdes epididimarias: cabeca
(CB), corpo (CP) e cauda (CD) e do ducto deferente (DD). (B) Dissec¢ao do
epididimo e separacdo das porcdes por ligaduras. (C) Acondicionamento dos
fragmentos de cada porcdo em tubos eppendorf. (ARQUIVO PESSOAL).
Laboratério de Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria,
Unesp, Campus de Aracatuba, SP, 2017.

ApOs 10 minutos de incubacdo a 37°C, os segmentos de tecido foram
removidos e 50 yL da amostra de cada porg¢éo foram diluidos em formol-salina 4%
(1:1) para posterior avaliacdo das anormalidades espermaticas em camara umida.
Com o restante do volume foram realizados esfregacos, secos a temperatura
ambiente e fixados em solucdo de etanol (Dindmica®) e acido acético (Synth®) 3:1
(Solucao de Carnoy), por 1 minuto, e em seguida em etanol 70%, por 3 minutos e

secos ao ar (BELETTI; MELLO, 1996). Os esfregacos fixados foram armazenados
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em caixas porta-laminas a temperatura ambiente para posterior avaliacdo pelas

técnicas de coloragdo com o azul de toluidina e laranja de acridina.

5.3. Azul de Toluidina

A avaliacdo computadorizada da morfometria da cabeca do espermatozoide e
condensacao da cromatina foi feita pelo método de esfregacos corados com azul de
toluidina, segundo o protocolo estabelecido por Beletti e Costa (2003).

Os esfregacos previamente fixados, conforme descrito no item anterior, foram
hidrolisados por 25 minutos em acido cloridrico (Synth®) 4N, lavados em agua
destilada e secos a temperatura ambiente. Em seguida, 50 yL de azul de toluidina
(Merck KGaA) a 0,025% em tampao Mcllvaine (citrato de sodio-fosfato SIGMA-
ALDRICH), pH 4, foram colocados sobre a lamina, coberta com laminula e deixada
corar por 3 minutos (BELETTI; COSTA, 2003). As imagens dos esfregacos foram
obtidas utilizando microscopia de luz (microscéopio Olympus BX61) em aumento de
1000X sob oleo de imerséo, acoplado a uma camera DP71 (Olympus) e conectado a
microcomputador PC. As imagens digitais foram usadas para identificar e segmentar
100 cabecas de espermatozoides de cada lamina (Figura 2) para, em seguida,
serem processadas por programas desenvolvidos em linguagem MATLAB e
executadas no OCTAVE, obtendo assim a area total de cada cabeca, e delimitando
area e regido com descompactacdo da cromatina (Figura 3) (CRUZ; BELETTI;
TRAVENCOLO, 2014).
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& 5 v s K s L
Figura 2: Fotomicrografias de (A) espermatozoides da cauda do epididimo de gato
domeéstico corados com azul de toluidina (X1000). (B) Identificacdo e (C)
segmentacdo das cabecas de espermatozoides pelo programa OCTAVE

(ARQUIVO PESSOAL). Laboratério de Reproducdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria, Unesp, Campus de Aracatuba, SP, 2017.

Figura 3: Fotomicrografias representativas de cabecas
espermatozoides provenientes da cabeca (A — E), corpo (F H) e
cauda (I — K) do epididimo de gatos identificadas por andlise
computacional (MATLAB), com marcacdo das areas com
descompactacdo da cromatina (ARQUIVO PESSOAL). Laboratorio
de Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria,
Unesp, Campus de Aracatuba, SP, 2017.
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5.4. Laranja de Acridina

A coloracdo com Laranja de Acridina foi baseada na técnica proposta por
Tejada et al. (1984), que consistiu na preparacdo de uma solucéo estoque (0,1g de
LA (SIGMA) em 100mL de agua destilada) e uma solugcdo corante, preparada
adicionando-se 10 mL da solugdo estoque a 40 mL acido citrico 0,1M e 2,5 mL de
fosfato dissédico 0,3M. Os esfregacos previamente fixados, conforme descrito no
item 5.2 foram cobertos com 3mL da solugcdo corante por 3 minutos, em camara
escura, seguido de lavagem com agua destilada corrente e cobertos com laminula.
As laminas foram examinadas em microscopio de epifluorescéncia (microscoépio
Olympus BX61) em filtro de excitagdo 460-570nm e emissdo de 460-610nm e
aumento de X1000 sob oOleo de imersédo. Para cada esfregaco foram contadas 100
células e classificadas de acordo com Tejada et al. (1984), sendo que as células que
emitiram fluorescéncia verde foram consideradas normais, ou seja, com a cromatina
integra, enquanto, as células que emitiram fluorescéncia vermelha, laranja, amarela
distribuidas de forma regular ou irregular no interior da cabeca foram consideradas

anormais, indicando desnaturacéao total ou parcial da cromatina (Figura 4).

Figura 4: Fotomicrografias de espermatozoides provenientes da cabeca (A) e da
cauda (B) do epididimo de gato domeéstico corados com laranja de acridina
(captura com camera acoplada a microscépio de epifluorescéncia; 1000x).
Coloracdo esverdeada cromatina integra; coloracdo vermelha, laranja, amarela
desnaturacao total ou parcial da cromatina. Laboratorio de Reproducdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria, Unesp, Campus de Aracatuba, SP, 2017.
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5.5. Morfologia espermatica

Para avaliacdo das anormalidades espermaticas foi utilizada a técnica camara
umida, na qual uma gota da amostra de sémen diluida em formol-salina tamponada
(CBRA, 2013) foi depositada entre lamina e laminula. Foram contadas 200 células
em microscopia de contraste de interferéncia diferencial (Differential interference
contrast — DIC) (1000x). O numero de anormalidades morfoldgicas foi expresso em
porcentagem de acordo com a classificagdo de Blom (1973), defeitos maiores e
menores. Espermatozoides que apresentaram gota citoplasméatica como Unica
alteracdo foram considerados normais (AXNER; HERMANSSON; LINDE-
FORSBERG, 2004; MULLER et al., 2012), ja que a migracdo da gota ocorre durante
o transito epididimario e sua perda no momento da ejaculagdo (AXNER; LINDE-
FORSBERG; EINARSSON, 1999).

5.6. Delineamento Experimental

O estudo foi iniciado pela avaliacédo clinica dos animais, colheita de sangue
seguida de orquiectomia. As porcoes epididimarias foram identificadas, dissecadas e
seccionadas e 0s espermatozoides recuperados de cada porcao do epididimo foram
submetidos as analises de morfologia, morfometria, condensacédo da cromatina e
integridade do DNA espermatico pela técnica do Azul de Toluidina e Laranja de

Acridina (Figura 5).
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30 gatos

Exame clinico geral e especifico + dosagem de testosterona

Orquiectomia
bilateral

Morfologia

.........................................

Azul de Toluidina Laranja de Acridina

Figura 5 — Delineamento experimental com as etapas: Selecdo dos animais,
orquiectomia, isolamento das porcdes do epididimo e analise morfoldgica,
morfométrica, condensacdo e integridade do DNA de espermatozoides
epididimarios felinos.

5.7. Andlise Estatistica

Inicialmente, os dados experimentais foram testados quanto a normalidade
(Shapiro-Wilk). Dados que apresentaram distribuicdo normal foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas por meio do Teste de
Tukey. Os resultados que ndo apresentaram distribuicdo normal foram submetidos
ao teste ndo paramétrico de Friedman, utilizando-se o software Action® verséo 2.7
(ESTATCAMP, 2014). A andlise de correlacdo foi realizada para as variaveis: area
total da cabeca dos espermatozoides e area com descondensacgédo da cromatina, e
entre as técnicas azul de toluidina e laranja de acridina. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (ZAR, 1984).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 30 gatos envolvidos neste trabalho apresentaram em média 17,13 + 8,9
meses, mais de 3 kg (3,97 + 0,55 kg) e dosagem sérica de testosterona de 0,22 a

3,79 ng/mL, indicando que todos os animais eram puberes.

Na Tabela 1 encontram-se as médias das porcentagens de espermatozoides
agrupados em defeitos maiores, menores e totais de cada porcdo do epididimo.
Verificou-se reducao significativa na porcentagem dos defeitos desde a cabeca até a
cauda. As anormalidades esperméticas também foram analisadas separadamente

nas diferentes regides epididimarias (Tabela 2).

Tabela 1. Média e desvio padrdo da porcentagem de espermatozoides com
defeitos maiores, menores e totais obtidos das porcdes de cabeca,
corpo e cauda de epididimo de gatos domeésticos (n=30) Jaboticabal,

SP, 2017.
Porcéo Defeitos Maiores Defeitos Menores Defeitos Totais
Epididiméaria (%) (%) (%)
Cabeca 14,38 + 5,06* 17,48 + 6,36% 31,86 + 8,93°
Corpo 13,28 + 5,26" 12,64 + 5,58° 25,92 + 9,34°
Cauda 9,22 +5,03° 7,48 + 6,28° 16,7 +9,87°¢
p 0,0003 < 0,0001 < 0,0001

2P Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05).
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Tabela 2. Média e desvio padrdo da porcentagem de espermatozoides com
anormalidades morfolégicas obtidos das porgdes de cabeca, corpo e cauda

de epididimo de gatos domésticos (n=30) Jaboticabal, SP, 2017.

AlteracBes Morfolégicas

Porgdes Epididimarias

Cabeca Corpo Cauda P

Acrossoma 3,25+2,71% 2,17 + 1,30b 0,83+0,81° <0,0001

Subdesenvolvida 0,14+ 0,34 0,17 + 0,37 0,06 + 0,36 0,1482

Cauda enrolada na 058+1,02° 1,14+138° 1,47+1,69° 0,0002

cabeca

Isolada patolégica 0,03 +0,12 0,00 £ 0,00 0,06 £0,35 0,3679

0 Estreita na base 0,02 +£0,09 0,00 £ 0,00 0,02 £ 0,09 0,6065
m

% Piriforme 0,00 + 0,00 0,02 £ 0,09 0,00 £ 0,00 0,3679
g Pequena anormal 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 -

8 Contorno anormal 0,30 £ 0,47 0,47 £0,72 0,33+0,92 0,1965
'—

E Pouch formation 0,48 £ 0,792 0,44 + 0,632 0,20 + 0,40b 0,0468
m

O Formas . 067+121 041+092 028+054  0,3823

duplas/teratoldgicas

Defeitos de membrana 0,08 + 0,29 0,09 + 0,20 0,03+0,12 0,2231

Pega intermediaria 4,33+3,02° 297+1,92*° 214+155°  0,0096

(edema, fratura)

Cauda fortemente 450+281% 541+270° 3,80+2,77° 0,0274

enrolada

, equenanormal, delgada, 4 13,7888  020:0,38° 027£062° 0,0005
A gigante

o

% Decapitacéo 12,11+ 6,66 6,47 +4,06° 2,63+2,37° <0,0001
5 recaintermediaria 0,38+0,60 0,31+045 0,28%057  0,6578
o} (abaxial, obliqua, retroaxial)

|_

i Caudaenrolada ou 1,80 £1,47° 2,63+1,97*° 150+3,32° 0,0001
m dobrada

a)

Cauda dobrada com gota 2,08 +2,10 3,03 +2,39 2,81 +2,69 0,1045
Normais . 68,14+ 8,93° 74,08+09,34° 83,30+9,87° <0,0001
(incluindo defeitos de gota)

Gota citoplasmatica proximal 14,58 + 7,93 4,45+3,43"  373+350° < 0,0001

Gota citoplasmatica distal 11,77 + 8,23° 22,25+9,21" 37,14+1558°  <0,0001

abMedias seguidas de letras distintas na linha diferem entre si pelo teste de Friedman (p < 0,05).
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Nesta analise individual foi observada reducdo de todos os defeitos durante
transito epididimario, com excecdo do defeito de cauda enrolada na cabeca,
considerado defeito primario com origem no epitélio seminifero durante o processo
de espermatogénese (BARTH; OKO, 1989). A tendéncia das anormalidades de
origem priméria é diminuir durante o transito, devido aos mecanismos de remocao
ou fagocitose dos espermatozoides anormais (SETCHELL, 1991; AXNER, 2006;
SRINGAM et al., 2011) diferente de nossos achados. Suzuky-Toyota et al. (2004)
demonstraram que espermatozoides knockout para determinado gene (GOPC)
associado a formacdo da cauda apresentaram desenvolvimento normal durante a
espermiogénese, mas encontraram anormalidade no anel posterior que define o
limite entre a porcdo poéds-acrossomal da cabeca e a peca de conexdao do
espermatozoide (EDDY, 2006). Na regidao proximal da cabeca do epididimo, as
caudas permaneceram normais e retas, mas a maioria delas enrolou-se em torno do
nucleo durante o transito epididimario, aumentando na regido da cauda. Esses
pesquisadores acreditam que o enrolamento da cauda pode ter ocorrido com a
migracdo da gota citoplasmatica devido a auséncia do anel posterior (SUZUKY-
TOYOTA et al., 2004). Nao existem pesquisas semelhantes em gatos, mas se a ma
formacdo do anel posterior for a origem do aumento deste defeito, certamente a
porcentagem de espermatozoides com cauda enrolada na cabeca seria maior
durante o transito epididimario. A menor porcentagem de espermatozoides com este
defeito na porgcéo da cabeca do epididimo pode ser explicada devido a diferenca dos
epitélios presentes na cabeca e cauda do epididimo. O epitélio epididimario na
cabeca € mais espesso, composto por células longas com estereocilios altos e
pequeno diametro tubular. Comparativamente o epitélio da cauda do epididimo,
composto por células curtas, possui limen mais amplo (AXNER, 2006). Deste modo,
a cauda do epididimo liberaria maior quantidade de espermatozoides no momento
do fatiamento, enquanto que na porcdo da cabeca do epididimo, estes ficariam
presos no espesso epitélio. Agora se essa suposicdo é verdadeira ou nao, ainda

precisa ser elucidado.

A soma dos defeitos totais de cabeca (defeitos de acrossoma,
subdesenvolvida, cauda enrolada na cabeca, isolada patolégica, estreita na base,

piriforme, pequena anormal, contorno anormal, pouch formation, defeitos de
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membrana, pequena normal, delgada, gigante) diminuiu durante a passagem pelas
trés porcdes epididimarias (6,00+4,072; 4,70+2,68%; 3,27+2,69°, respectivamente p=
0,0356) ndo sendo influenciado pelo aumento dos defeitos de cauda enrolada na

cabeca.

A migracao da gota citoplasmatica ao longo da peca intermediaria € alteracéo
morfolégica evidente durante a maturacdo do espermatozoide e sempre ocorre em
regido especifica do epididimo variando entre as espécies (ROBAIRE & HERMO,
1988; SETCHELL, 1991; AXNER, 2006; COOPER, 2011). Grupo de pesquisadores
suecos observou migracdo da gota citoplasmatica na transicdo entre a cabeca e o
corpo do epididimo felino (AXNER; LINDE-FORSBERG; EINARSSON, 1999)
diferente de outro estudo no qual o inicio da migracdo da gota foi verificado ja na
porcdo distal da regido da cabeca (SRINGAM et al.,, 2011). Em nosso estudo
somente 14,58% dos espermatozoides apresentavam gota citoplasmatica proximal
(GCP) na cabeca do epididimo quando comparado aos espermatozoides com gota
distal (GCD) (11,77%) ou sem gota citoplasmatica (41,8%). Esses resultados
sugerem a eficiéncia do processo de migracdo da gota no gato e que 0 mesmo tem
inicio na porgao proximal da cabeca do epididimo. Em ratos os espermatozoides ja

possuem gota citoplasmatica distal nesta regido (ROBAIRE; HERMO, 1988).

No presente estudo, a condensacdo e fragmentacdo do DNA de 18000
espermatozoides foram avaliadas, 9000 pela técnica de coloracdo com azul de
toluidina e 9000 pela técnica do laranja de acridina, sendo 3000 provenientes de
cada porcédo do epididimo. A condensacao da cromatina do espermatozoide comeca
no testiculo e continua durante sua passagem pelo epididimo, tornando seu nucleo
cada vez mais compactado devido a substituicdo das histonas pelas protaminas,
num processo denominado protaminacdo (HINGST; BLOTTNER; FRANZ, 1995;
BALHORN, 2011; SRINGAM et al., 2011) (Figura 6). A reorganizacdo da cromatina
permite que a célula espermatica se torne cada vez menor (BALHORN, 2011),
corroborando com nossos dados, nos quais evidenciamos significativa diminuicéo
tanto da area total da cabeca do espermatozoide quanto da area com cromatina
descondensada, diferindo estatisticamente entre cabeca e cauda do epididimo
(Tabela 3).
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Figura 6. AlteragBes celulares, genéticas e da cromatina nos
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Tabela 3. Média e desvio padrdo da éarea total da cabeca e da area com
alteracdo da condensagdo da cromatina de espermatozoides
epididimarios de gatos (n=30) Jaboticabal, SP, 2017.

Porcéo Coloracéo de Azul de toluidina
Epididimaria Areatotal (um2)  Area alterada (um?) Area alterada (%)
Cabeca 10,22 + 1,55% 0,47 +0,38° 3,38 +2,72°
Corpo 9,40 + 2,71% 0,20 + 0,24° 1,58 + 1,68"
Cauda 8,55+ 2,18° 0,04 +0,05° 0,39 + 0,49°
p 0,0120 < 0,0001 < 0,0001

2 PMédias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey.
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Como a cabeca do espermatozoide € composta quase inteiramente de DNA,
espera-se que diferencas sutis na sua conformacdo estejam relacionadas ao
contelddo e organizacdo da cromatina (OSTERMEIER et al., 2001; LANGE-
CONSIGLIO et al., 2010; ENCISO et al., 2011; MANGIARINI et al., 2013). Grupo de
pesquisadores observou correlacdo entre a porcentagem de espermatozoides com
cromatina descondensada e cabecas morfologicamente anormais (HINGST;
BLOTTNER; FRANZ, 1995), diferentemente do nosso estudo (r = 0,2304; p =
0,2045) e de outra pesquisa (VERNOCCHI et al., 2014), nos quais nao foi observada
correlacdo entre morfologia e alteracdo da cromatina, mesmo quando analisado

apenas defeitos especificos de cabeca.

No entanto, quando correlacionamos a morfometria com a condensacao da
cromatina concomitantemente, pela técnica de AT, verificamos correlacdo de
67,61% (r=0,6761; p=0,0001) entre a area total da cabeca do espermatozoide e a
area com cromatina descondensada, ou seja, cabecas maiores apresentaram
cromatina mais descondensada. Desta forma, a analise computadorizada se
mostrou mais sensivel e precisa na deteccdo da relacdo entre a compactacdo da

cromatina e o tamanho da cabeca de espermatozoides de gatos.

Como a técnica de AT ainda néo foi descrita na espécie felina, procuramos
associar a avaliacdo das anormalidades do DNA com a técnica de laranja de
acridina, como realizado previamente em homens (ROCHA et al., 2002), equinos
(NAVES et al.,, 2006), galos (ROCHA; BELETTI, 2008), ovinos e caprinos
(KAMIMURA; JACOMINI; BELETTI, 2010). A coloracdo com AT avalia indiretamente
a presenca ou nao de protaminas, corando com maior intensidade as cabecas com
maior numero de grupos fosfato livres, ndo blogueados pelas protaminas (MELLO,
1982). O laranja de acridina por sua vez, avalia quebra de fita dupla de DNA
(EVENSON; DARZYNKIEWICZ; MELAMED, 1980), portanto, essas técnicas avaliam
tipos de anormalidades diferentes do DNA. Contudo, o processo de compactacao da
cromatina exige que as fitas duplas de DNA sofram quebras para se reorganizarem.
As quebras causadas pela Topoisomerase Il beta desenrolam as fitas de DNA
organizadas por histonas, permitindo a substituicdo por protaminas. Ao final deste

processo de protaminagdo, que ocorre no transito epididimario (ANDRABI, 2007)
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(Figura 6), essas quebras devem estar totalmente reparadas, pois, apés nova
compactagdo, o espermatozoide perde a capacidade de reparacdo e se torna
quiescente (BALHORN, 2011), justificando assim a comparagao dos resultados das

duas técnicas.

Quando comparadas as técnicas, obtivemos maior proporcdo de
espermatozoides com alteragdo da cromatina evidenciados pelo AT que pelo LA
(Tabela 4) independente da porcdo do epididimo. Isso ocorre, pois o AT induz
metacromasia mesmo quando ligado a poucas moléculas do complexo DNA-
proteina, identificando alteragbes mais sutis, como observado num estudo em
humanos, no qual 71,88% dos espermatozoides foram detectados com alteracdo da
cromatina pelo AT e apenas 24,23% pelo LA (ROCHA et al., 2002). Em bufalos
(MACHADO; BELETTI, 2002), equinos (NAVES et al.,, 2006), ovinos e caprinos
(KAMIMURA; JACOMINI; BELETTI, 2010), também foi observada maior
sensibilidade do AT quando comparado ao LA. Quando as técnicas foram
comparadas, observou-se 55% de correlagcdo em espermatozoides equinos (NAVES
et al., 2006), 35% em caprinos, 89% em ovinos (KAMIMURA; JACOMINI; BELETTI,
2010) e em gatos, encontramos 65,38% (r=0,6538; p=0,0002) de correlagcao entre as

duas técnicas.

Tabela 4. Média e desvio padréo da porcentagem de espermatozoides com DNA
compactado, descompactado, integro ou fragmentado obtidos das trés
porcdes do epididimo de gatos domésticos (n=30) Jaboticabal, SP,

2017.
Azul de Toluidina Laranja de Acridina
Porcéo
do DNA DNA DNA DNA
Epididimo compactado descompactado integro fragmentado
(%) (%) (%) (%)
Cabeca 73,64 +18,84° 26,36 + 18,84° 92,06 + 9,86° 7,94 +9,86°%
Corpo 84,31 + 15,72° 15,69 + 15,72 96,16 + 6,78° 3,84 +6,78°
Cauda 96,62 + 3,64 3,38 + 3,64° 97,94 + 3,90° 2,06 +3,00°
P < 0,0001 < 0,0001 0,0023 0,0023

2 P Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Friedman
(p<0,005).
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Ao analisarmos os resultados obtidos pelas técnicas de AT e LA (Tabela 4),
observamos aumento significativo na porcentagem de espermatozoides com DNA
compactado e integro, durante o transito epididimario, demonstrando a continua
substituicdo das histonas por protaminas, compactando o material genético e
garantindo a integridade do genoma paterno (OLIVA, 2006; SHARMA; AGARWAL,
2011).

Com relacdo a porcentagem de espermatozoides com DNA integro (Tabela
4), ndo houve diferenca significativamente entre os espermatozoides do corpo e da
cauda, corroborando com outros estudos que apoiam a hipétese de que
espermatozoides do corpo ja possuem maturidade reprodutiva (HINGST;
BLOTTNER; FRANZ, 1995; SRINGAM et al., 2011). Entretanto, a utilizagcdo dos
espermatozoides provenientes da cabeca deve ser considerada em conjunto com 0s
do corpo e da cauda, ja que grande quantidade destes espermatozoides encontra-se
com a cromatina condensada (73,64%) e integra (92,06%). Mais estudos sé&o
necessarios para avaliar a qualidade dos espermatozoides da cabeca do epididimo
e confirmar a possibilidade de preservacdo dessas células ampliando as
possibilidades de obtencdo de um numero maior de gametas provenientes do

mesmo individuo.

7. CONCLUSAO

Constatamos que existe correlacdo entre area da cabeca do espermatozoide
felino e condensacdo da cromatina. Ha diminuicdo da cabeca devido a maior
compactacdo do DNA durante o transito epididimario. Demonstramos que a técnica
de coloracdo com azul de toluidina é aplicavel na espécie felina, permitindo analise
eficiente e rotineira da condensacdo do DNA espermatico, sendo mais sensivel que

a coloracao com laranja de acridina.
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APENDICE - 1. TECNICA CIRURGICA - ORQUIECTOMIA

ApG6s ampla tricotomia da regido perineal e da bolsa testicular pds-anestesia,
o animal foi colocado em decubito dorsal com os membros fletidos no sentido cranial
e procedeu-se com a antissepsia (élcool iodado seguido de &lcool). O campo
cirargico foi isolado com pano de campo fenestrado e compressas estéreis e o
procedimento iniciado com a incisdo da bolsa testicular do lado direito paralelo a
rafe, abertura da tlnica vaginal parietal, exposicdo do testiculo e divulsdo até o
cordao espermatico. Trés pin¢cas (mosquito/Kelly) foram colocadas no cordao, a
excisao foi feita entre a 22 e 32 pinca e ligadura dupla abaixo da 12 pin¢ca com fio de
nylon 2-0 (TECHNOFIO®). O mesmo procedimento foi realizado do lado esquerdo.
N&o foi feita a rafia da pele.

APENDICE - 2. PROTOCOLO ANESTESICO

MPA + INDUCAO: (Via intramuscular)
Acepromazina (Vetnil®) = 0,03mg/kg
Quetamina (Vetnil®) =12mg/kg
Morfina (Cristalia®) = 0,2mg/kg
Midazolam (Cristalia®) = 0,2mg/kg

* Aplicacdo de 1mg/kg de Propofol (Cristalia®) por via endovenosa para realizacao

da anestesia epidural.

ANESTESIA EPIDURAL (L7S1):

0,25mL/kg de Lidocaina 2% com vasoconstritor (Cristalia®)




