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RESUMO

Investigou-se a correlacdo entre a morfometria da cabeca e a intensidade da condensacdo e
heterogeneidade da cromatina em espermatozoides de coelho (Oryctolagus cuniculus). Para tal,
utilizaram-se 35 esfregacos de sémen de coelhos da raca Nova Zelandia, corados com azul de toluidina e
avaliados por andlise de imagem computacional. As imagens foram obtidas digitalmente em tons de cinza
e avaliadas por algoritmos desenvolvidos em ambiente de programacdo Scilab. As mensuracdes obtidas
da cabeca dos espermatozoides foram &rea, perimetro, comprimento, largura, relagdo comprimento
largura, elipsidade, fator de forma, descritores Fourier e simetria lateral e anteroposterior. Também foram
avaliadas a intensidade da compactagdo e a heterogeneidade da cromatina espermatica. Os
espermatozoides de coelho apresentaram compactacdo e heterogeneidade cromatinica mais intensas do
que os de touro e observou-se correlacdo significativa entre caracteristicas morfométricas da cabeca e
compactacédo e heterogeneidade cromatinica. Conclui-se que a cromatina é importante para a constitui¢do
morfologica da cabeca de espermatozoides de coelho e que a cromatina espermética de coelho é
naturalmente mais heterogénea e menos compactada que a de touro.
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ABSTRACT

The correlation between the head morphometry and the intensity of condensation and heterogeneity of
sperm chromatin were investigated in rabbit (Oryctolagus cuniculus). To this, 35 semen smears from New
Zealand rabbits were stained with toluidine blue and evaluated by computer image analysis. The images
were obtained in digital grayscale and analyzed by algorithms developed in the Scilab programming
environment. The measurements obtained from the sperm heads were area, perimeter, length, width,
length:width ratio, ellipticity, shape factor, lateral and anterior-posterior symmetries, and Fourier
descriptors. The intensity and heterogeneity of the compaction of sperm chromatin was also evaluated.
The rabbit spermatozoa showed chromatin heterogeneity and condensation more intense than the bull
spermatozoa, and it was observed correlation between morphometric characteristics of the head and
chromatin compaction and heterogeneity. The results suggest that chromatin is important for the
morphological constitution of the head morphology spermatozoa head, as well as, rabbit sperm
chromatin is inherently more heterogeneous and less condensed than the bull sperm chromatin.
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INTRODUCAO

Os espermatozoides de mamiferos contém a
cromatina em seu maior grau de compactacéo. O
DNA é compactado pela substituigdo das
proteinas  histbnicas, que participam da
arquitetura molecular das fibras cromatinicas de
células somaticas, por protaminas, que sdo
proteinas ricas em arginina, residuos de lisina e
cisteina e pontos de ligacBes fosforiladas
(Balhorn, 2007). Essa substituicdo das proteinas
ocorre durante a espermatogénese e no tréansito
epididimario. O DNA compactado tem forma
toroidal semelhante a doughnut estabilizados por
pontes dissulfeto entre as protaminas (Shaman et
al., 2007). As protaminas sdo importantes na
condensacdo do material genético, tornando o
nacleo mais compacto e hidrodindmico. Além
disso, devido a extrema condensagdo, 0 DNA
fica protegido contra a acdo de agentes
mutagénicos, radicais livres e nucleases (Oliva,
2006).

Alteracbes na compactagdo da cromatina
espermatica levam a problemas de fertilidade no
macho. Gledhill (1966) foi o primeiro a
identificar espermatozoides com cromatina
malcompactada em touros subférteis, utilizando
reacdo de Feulgen. Outro método empregado
para avaliacdo da cromatina foi desenvolvido por
Mello (1982), o qual emprega o azul de
toluidina, um corante catibnico que apresenta
metacromasia. Assim como 0s métodos
normalmente utilizados no espermograma de
rotina, estes métodos utilizam avaliagdo visual e,
portanto, possuem certo grau de subjetividade. Ja
0 sperm chromatin structure assay (SCSA), que
utiliza citometria de fluxo, € um método de
avaliacdo da cromatina com menor subjetividade,
no entanto de alto custo (Evenson et al., 1980;
Silva et al., 2009). Na tentativa de tornar as
avaliagBes espermaticas mais objetivas e de custo
acessivel a veterindrios de campo, tém-se
desenvolvido métodos de avaliagdo
computacional da morfometria e da compactagédo
cromatinica espermatica (Beletti et al., 2005a;
Silva et al., 2008; Rodrigues et al., 2009).

O método proposto por Beletti et al. (2005a),
além de ser objetivo e de baixo custo, permite a
avaliagdo concomitante da cromatina e da
morfometria da cabeca espermética, o que ndo é
possivel nem mesmo com o SCSA, considerado
0 “método ouro” para avaliacdo da cromatina.
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Essa propriedade permite verificar se realmente
existe uma correlacdo entre a forma da cabega do
espermatozoide e a compactagdo da cromatina
(Boe-Hansen et al., 2008; Silva et al., 2008;
Rodrigues et al., 2009). Tal método até hoje sO
foi utilizado para espermatozoides de touro
(Beletti et al., 2005a; Silva et al., 2008) e de galo
(Rodrigues et al., 2009), assim é necessaria sua
validagdo para outras espécies.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a correlagdo
entre condensacdo da cromatina e morfometria
da cabeca de espermatozoides de coelhos,
utilizando analise computacional de imagens
digitais de esfregacos de sémen corados com
azul de toluidina.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 35 amostras de sémen de
diferentes coelhos adultos da raca Nova Zelandia
brancos, coletadas por meio de vagina artificial.
Depois da coleta, foram realizados esfregacos,
que foram fixados com etanol-acético (3:1, V/V)
por um minuto e posterior imersdo em etanol a
70% por trés minutos. Apls esta etapa, foi
realizada a hidrolise 4cida em HCI 4N a 25°C por
15 minutos, seguida de coloracdo com azul de
toluidina 0,025% em tampdo Mcllvaine (citrato-
fosfato sédio) e pH 4 (Beletti e Mello, 2004).
Foram obtidas 100 imagens digitais de cada
esfregaco, por meio de microscopio dptico (Zeiss
Axiolab), em objetiva de 100x (imerséo),
acoplado a uma camera digital (Nikon 300Y) e
conectado a um microcomputador por meio de
placa digitalizadora (Pcmcia Type Il TV Tuner
Card). As imagens foram  capturadas
digitalmente em tons de cinza.

Utilizou-se um programa de processamento de
imagens (Paint Shop Pro 8) para segmentar
interativamente 100 cabecas de espermatozoides
de cada esfregaco, totalizando 3500 cabegas.
Todas as cabecas foram avaliadas por algoritmos
desenvolvidos em ambiente de programacéo
matematica SCILAB (Beletti e Costa, 2003;
Beletti et al., 2004; Beletti et al., 2005a;b).
Inicialmente o algoritmo avaliou os pixels de
cada cabeca em um esfregaco e selecionou as 20
cabecas com valores de pixel mais homogéneos
(menores desvios-padrdo), e dentre essas, 0
programa selecionou as seis cabegas com maior
média dos valores de pixel, ou seja, as menos
coradas. Essas cabecas teoricamente sdo as de
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cromatina mais compactada, e a média dos
valores de pixel que as constituem passa a ser
considerada como o valor padrdo do esfregaco.
Posteriormente, foi determinada a diferenca entre
o valor padrdo do esfregaco da qual a cabeca foi
segmentada e a média dos valores de pixel de
cada cabeca analisada. A diferenca encontrada
foi transformada em porcentagem (Dif%) da
média dos valores de pixel de cada cabeca.
Também foi calculado o coeficiente de variacdo
(CV) da intensidade de tons de cinza de cada
cabeca, 0 qual representa quantitativamente a
heterogeneidade da compactacdo da cromatina
na cabeca (Beletti et al., 2005a).

A érea (A), o perimetro (P), a largura (L), o
comprimento (C), a relagdo comprimento largura
(L/C), a elipsidade (e) e o fator forma (FF) de
todas as cabegas foram determinados pelo uso
dos algoritmos em SCILAB (Beletti e Costa,
2003). Descritores Fourier com amplitude de 0 a
2 (FO, F1, F2) foram determinados para
caracterizacdo e analise da forma (Beletti e
Costa, 2003; Beletti et al., 2005a;b). A simetria
da cabeca espermatica também foi avaliada,
sendo calculada a simetria lateral (SL) e a
simetria anteroposterior (SAP) (Beletti e Costa,
2003; Beletti et al., 2005a;b).

Os coeficientes de correlagcdo (correlacdo de
Pearson) entre as caracteristicas morfométricas
da cabega do espermatozoide e as caracteristicas
de anormalidade da compactacdo da cromatina

(Dif% e CV) foram calculados utilizando-se o
software S-plus 2000. Valores de P<0,05
indicam significancia estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias e os desvios-padrdo de todas as
caracteristicas avaliadas sdo apresentados na
Tab. 1, e os coeficientes de correlacdo entre as
varidveis que caracterizam a compactacdo de
cromatina e as caracteristicas morfométricas da
cabeca do espermatozoide na Tab. 2.

Tabela 1. Caracteristicas  morfométricas,
avaliadas por andlise computacional, da cabeca
dos espermatozoides de coelho (médiatdesvio-

padrao)

Variavel Média
Area (um?) 33,3+3,9
Perimetro (um) 20,1+1,4
Largura (um) 4,0+0,3
Comprimento (um) 7,5+0,3
Largura/Comprimento 0,54+0,04
Elipsidade 0,30+0,03
Fator de forma 0,92+0,03
Fourier 0 1995,6+298,5
Fourier 1 138,2+76,2
Fourier 2 193,0+92,4
Simetria lateral 0,96+0,02
Simetria anteroposterior 0,95+0,02
Heterogeneidade da cromatina (%) 10,3+3,6
Descompactacdo da  cromatina 5,3+4,19

(Dif%)(%)

Tabela 2. Coeficiente de correlagdo entre as variaveis relacionadas a compactacdo da cromatina e as

variaveis morfométricas da cabega do espermatozoide

Coeficiente de Diferenca
correlacdo valor de pixel
(%) (%)
Area (um?) -0,34* -0.18*
Perimetro (um) -0.26* -0.13*
Largura (um) -0.31* -0.17*
Comprimento (um) -0.20* -0.06*
Largura/Comprimento -0.18* -0.15*
Elipsidade 0.19* 0.15*
Fator de forma 0.04* -0.01
Fourier 0 -0.07* -0.01
Fourier 1 0.19* 0.12*
Fourier 2 -0.07* -0.05*
Simetria lateral -0.07* -0.03*
Simetria anteroposterior -0.32* -0.17*
Heterogeneidade da cromatina (%) 1.00* 0.61*
Descompactacdo da cromatina (%) 0.61* 1.00*

*Coeficiente de correlagdo significativo (0<0,05)
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Os valores médios para as caracteristicas
morfométricas da cabeca de espermatozoides de
coelho mostraram-se semelhantes aos
encontrados por Beletti et al. (2005b) para
espermatozoides de touros. Entretanto, séo
menores quando comparados com os de suinos
(Saravia et al., 2007) e maiores que o0s de
garanhdes (Gravance et al., 1996). Em relacdo as
caracteristicas relacionadas a compactacdo de
cromatina (CV e Dif%), os valores médios
encontrados foram mais elevados que 0s
encontrados por Beletti et al. (2005a), para
espermatozoides considerados normais, e mesmo
em relagdo aos considerados anormais
encontrados em touros férteis. Os animais
utilizados no presente trabalho ndo foram
selecionados; desse modo, provavelmente foram
usados animais férteis e subférteis. Assim, os
valores médios de CV e Dif% sofreram
influéncia do grande nimero de espermatozoides
andmalos encontrados nos animais subférteis.
Mas, mesmo quando comparados com
espermatozoides de  touros  considerados
andmalos (Beletti et al., 2005a), os valores
obtidos neste trabalho foram mais altos.
Possivelmente, porque os espermatozoides de
coelho possuem a cromatina mais heterogénea na
extensdo de sua cabeca, aumentando o
coeficiente de variacdo dos valores dos pixels
(CV) que compdem a imagem, ou seja, 0s pixels
tinham maior variagdo de cor na extensdo da
cabeca, diferentemente dos espermatozoides de
touro. E importante salientar que o CV ndo é
uma medida estatistica dos resultados obtidos,
mas sim uma caracteristica morfométrica que
representa de  forma  quantitativa a
heterogeneidade da compactacdo da cromatina
dentro de uma cabeca (Beletti et al., 2005a).
Também provavelmente os espermatozoides de
coelho possuem maior variacdo de compactacédo
na cromatina entre espermatozoides normais e
andmalos, aumentando a média geral da Dif%.
Portanto, ndo se devem utilizar 0os mesmos
valores de Dif% e CV encontrados em touros
para se identificar alteracGes da fertilidade em
coelhos.

Todos os coeficientes de correlagdo entre as
caracteristicas morfométricas e as relacionadas
com a compactacdo de cromatina foram
significativos, exceto entre Dif% e FF e FO,
diferindo do obtido por Beletti et al. (2005a).
Isso provavelmente ocorreu porque, no presente
trabalho, avaliaram-se 3500 cabecas de
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espermatozoides e, na pesquisa de Beletti et al.
(2005a), somente 750. Independentemente do
nimero de cabegas avaliadas, percebe-se que as
variaveis morfométricas de tamanho (A, P, L e
C) séo geralmente correlacionadas
negativamente com as de compactacdo de
cromatina (CV e Dif%), ou seja, as cabecas
menos compactadas e com cromatina mais
heterogénea tendem a possuir cabecas com area
menor. Contudo, era de se esperar que
espermatozoides com menor compactacéo
cromatinica possuissem cabecas com maior
volume. Uma possivel explicacdo para essa
contradigdo é que nesses trabalhos a maior parte
da cabeca com alteragbes possuia cromatina
levemente mais frouxa e isso poderia apenas
torna-la um pouco mais esférica, diminuindo a
area e aumentando a altura e, consequentemente,
o volume da cabeca. E importante salientar que a
cabeca dos espermatozoides de touro e de coelho
sdo0 achatadas e que as avaliacGes morfométricas
utilizadas nesses trabalhos séo bidimensionais,
ndo existindo necessariamente relacdo entre a
drea avaliada e o volume da cabeca do
espermatozoide.

Os coeficientes de correlacdo entre L/C e as
varidveis relacionadas a compactagdo de
cromatina foram negativos tanto para CV quanto
para Dif%, ao contrario do observado em relagéo
a elipsidade. Ambos os casos demonstram que
qguanto mais heterogénea e menos compactada a
cromatina espermatica mais longa tende a ser a
cabega do espermatozoide. Ja o fator de forma
esta correlacionado positivamente para a
heterogeneidade, e negativamente, mas ndo de
forma significativa, para a descompactacdo da
cromatina. Os valores dessas correlacfes em
espermatozoide de touros variam muito de
amostra para amostra de sémen (Beletti et al.,
2005a). Ferrari et al. (1998) encontraram
espermatozoides estreitos na base e com cabecas
piriformes em  alteragbes  cromatinicas.
Entretanto, outras correlacfes entre forma e
alteragdo cromatinicas ndo foram observadas.

Ostermeier et al. (2001) e Sailer et al. (1996)
descreveram que ha correlagdo significativa entre
anomalia na cromatina e alteragdes na
morfologia da cabe¢ca do espermatozoide, ao
usarem a técnica SCSA para analisar a
cromatina. Contudo, essa metodologia ndo avalia
simultaneamente a compactagdo da cromatina e a
morfometria em um mesmo espermatozoide,
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portanto a correlacdo foi feita com as varidveis
obtidas em cada amostra. A avaliagdo
computacional descrita no presente trabalho
permitiu correlacionar diretamente compactacgéo
da cromatina e morfometria em um mesmo
espermatozoide, transformando cada
espermatozoide em uma amostra.

Em espermatozoides de touros, as harmonicas de
Fourier zero e dois geralmente apresentam
correlacdo negativa, e a um positiva em relagdo a
CV e Dif% (Beletti et al., 2005a). As correlagdes
obtidas para espermatozoides de coelho foram
muito semelhantes.

A simetria lateral apresenta correlagdo negativa
significativa em relacdo a descompactacdo de
cromatina, demonstrando que espermatozoides
com cromatina mais frouxa tendem a ser menos
simétricos lateralmente. Em relagdo a simetria
antero-posterior, ha correlagdo negativa tanto
para CV como para Dif%, ou seja,
espermatozoide com alta simetria
anteroposterior, geralmente, apresenta cromatina
mais descompactada e heterogénea, semelhante
ao encontrado em touros (Beletti et al., 2005a).

O fato de ocorrer correlaco significativa entre a
descompactacdo e a heterogeneidade da
cromatina e a maioria das caracteristicas
morfométricas da cabe¢a do espermatozoide
demonstra que a estrutura cromatinica é
importante na defini¢cio da forma da cabeca.

CONCLUSOES

O método de analise computacional de imagens
de esfregacos corados com azul de toluidina
mostrou que a cromatina espermatica de coelho é
naturalmente mais heterogénea e menos
compactada que a de touro, desse modo ndo
devem ser utilizados os mesmos valores para as
duas espécies para se determinar alteracBes na
fertilidade. Independentemente desses valores,
pode-se afirmar que h& correlacdo entre as
caracteristicas morfométricas da cabeca e a
descompactacdo e a heterogeneidade da
cromatina de espermatozoides de coelho, assim
como de touro, demonstrando que a cromatina é
importante para definir a morfologia da cabeca.
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