Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.61, n.6, p.1302-1307, 2009

Analise computacional da compactacio da cromatina de espermatozoides de galo
[Computational analysis of chromatin condensation of rooster spermatozoal
A.CN. Rodrigues', V. Rocha*, M.E. Beletti*

Faculdade de Medicina Veterinaria - Universidade de Uberaba - UNIUBE, Uberaba, MG
2Faculdade de Medicina Veterinaria - Universidade Federal de Uberlandia — UFU, Uberlandia, MG
*Instituto de Ciéncias Biomédicas - Universidade Federal de Uberlandia — UFU
Av. Para, 1720
38400-902 - Uberlandia, MG

RESUMO

Testaram-se variantes metodoldgicas utilizando azul de toluidina (AT), até se estabelecer um protocolo
confiavel para a avaliagdo computacional da compactagdo da cromatina em espermatozoides de galo. Para
tal, foram utilizados sémen de 10 galos com 35 semanas de idade e sémen de 10 galos com 60 semanas de
idade. O melhor método foi o de hidrélise com acido cloridrico IN por 10 minutos, coloragdo em cubeta
com AT 0,025%, pH 4,0, por 20 minutos, desidratagio em alcool, diafanizagdo em xilol e montagem com
balsamo do Canada. Todas as amostras de sémen foram submetidas a este protocolo e posteriormente
avaliadas por analise de imagem computacional, em que foram feitas mensura¢des da area, comprimento,
largura, perimetro, homogeneidade da compactagdo da cromatina dentro de cada cabega e intensidade de
compactacdo da cromatina. Os espermatozoides de galos velhos apresentaram mais alteragdes na
cromatina que os de galos jovens. Os galos jovens apresentaram cabega dos espermatozoides maior que
os galos mais velhos. A analise computacional da compactagdo da cromatina mostrou-se um método
menos subjetivo e mais preciso que a avaliagdo visual das cabegas dos espermatozoides.

Palavras-chave: galo, azul de toluidina, condensagdo de DNA, fertilidade, andlise de imagem,
morfometria

ABSTRACT

The methodological variants using toluidina blue (AT) to establish a trustworthy protocol for the
computational analysis of chromatin condensation of rooster spermatozoa were studied. Twenty semen
samples were used: ten from 35-week-old roosters and ten from 60-week-old roosters. Different methods
of denaturation and staining were tested. The best method was hydrolysis with IN HCI for 10 minutes,
staining in bucket with 0.025% AT, pH 4.0, for 20 minutes, dehydration in alcohol, clearing in xylol, and
mounted with Canada balsam. All the semen samples were submitted to this protocol and later evaluated
by computational image analysis. Area, length, width, perimeter, and chromatin compaction homogeneity
of head spermatozoa were measured. The sperm of older roosters presented more chromatin changes
than the ones of younger ones. The spermatozoa of younger roosters presented bigger heads than the
ones of older roosters. The computational analysis of chromatin compaction showed to be less subjective
and more precise than the visual evaluation for identification of chromatin alterations of rooster
Spermatozoa.
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INTRODUCAO

Em aves, devido a queda da fertilidade do lote
observada com o passar do tempo, a reposicao de
parte dos machos é um recurso utilizado para
melhorar a fertilizacdo. Por isso, a avaliacdo da
fertilidade dos machos é de grande importancia,
assim como a busca por métodos mais precisos.
As técnicas para diagnostico de fertilidade em
galos sdo pouco exploradas. Métodos classicos
utilizados para exames andrologicos em outras
espécies e diretamente relacionados com o
espermatozodide, como motilidade, concentracao,
vigor e morfologia espermatica, também sao
usados para a avaliagdo da fertilidade dos galos.

As alteragdes morfologicas nos espermatozoides
de galos dividem-se em defeitos de cabega e de
peca intermediaria. Porém essas praticas de
rotina ndo tém sido eficientes na identificacdo de
alteragdes espermaticas que podem levar a
subfertilidade, como alteragdes na cromatina dos
espermatozoides (Soares ¢ Beletti, 2006a).

A condensagdo do material nuclear é um
importante evento da diferenciagdo nuclear
durante a espermatogénese. Estudos mostram
que a permanéncia de histonas somaticas ou
ocorréncia de anormalidades nas protaminas
podem levar a formagdo de distarbios de
condensac¢do da cromatina dos espermatozoides
que se torna frouxa, o que leva a consequéncias
sobre a fertilidade (Evenson et al., 1980; Beletti ¢
Mello, 2004). No caso das aves, a protamina,
presente no nucleo da célula espermatica, ¢
conhecida como galline (Nakano et al., 1989;
Soares e Beletti, 2006b).

Evenson et al. (2002) preconizam que fatores
metacromaticos, como os proporcionados pelo
alaranjado de acridina (AA) e o azul de toluidina
(AT), podem ser utilizados na avaliagdo da
integridade cromatinica do espermatozoide
humano e de outras espécies animais, pois 0s
pardmetros classicos de qualidade espermatica
ndo estdo bem correlacionados aos quadros de
infertilidade e subfertilidade.

Mello (1982) desenvolveu um método para
avaliacdo da cromatina com o uso do AT, um
corante  catidbnico que exibe fenomeno
metacromatico. A ligagdo de moléculas do
corante azul de toluidina (pH 4,0) aos grupos
fosfatos ionizados do DNA ¢é importante para
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avaliagdo de  alteragdes na  cromatina
espermatica. Este pH de 4,0 garante que outros
sitios (&nions) ndo sejam ionizados. Os
espermatozoides normais se corariam em verde,
mas aqueles com anomalias no complexo DNA-
proteina se corariam em violeta. Isto ocorre
porque em cromatina normal de
espermatozoides, a maioria dos grupos fosfatos
esta bloqueada por protaminas e,
consequentemente, poucas moléculas do corante
se ligariam ao DNA, resultando em uma
coloragdo de verde a azul claro. Ja para
espermatozoides com  cromatina  pouco
compactada, haveria mais ligacdes com as
moléculas do corante, resultando numa coloragao
de azul escuro a magenta. Porém, somente um
alto grau de alteragdo cromatinica seria
identificado por esse método. A sensibilidade
desse processo pode ser aumentada pela hidrolise
antes da coloragdo, ou seja, de acordo com o
seguinte protocolo: tratamento acido (HC14 N a
25 °C, 15 a 20min) seguido de coloragdo com
azul de toluidina (pH 4,0). Espermatozoides
normais, que sdo caracterizados por cromatina
altamente compactada, seriam pouco afetados
pela hidrdlise e, consequentemente, corariam-se
em azul claro. Cromatina espermatica com baixo
grau de alteracdes poderia ter as protaminas
parcialmente extraidas, promovendo ligagdes das
moléculas do corante com os grupos fosfatos do
DNA. Deste modo, a sensibilidade do método
para identificar anormalidades na cromatina
espermatica ¢ aumentada.

A deteccdo de anomalias na cromatina dos
espermatozoides em  aves tem  sido
negligenciada. Soares e Beletti (2006a)
compararam as alteragdes morfologicas e de
compactacdo de cromatina com a fertilidade de
dois lotes de galos. Eles observaram que, no lote
com os galos mais férteis, foi encontrado maior
nimero de espermatozoides com alteragdes
morfologicas, enquanto no lote com menor
fertilidade foi encontrado um maior namero de
alteragdes na compactacdo da cromatina,
mostrando a importincia desta caracteristica na
fertilidade dos galos.

A maioria das técnicas usadas para avalia¢do do
sémen ¢ realizada pela andlise visual do
examinador, a qual possui certo grau de
subjetividade. Na tentativa de se diminuir a
subjetividade, as falhas do examinador e
aumentar a repetibilidade entre examinadores,

1303



Rodrigues et al.

vem sendo proposto o uso de analise de imagem
por computador para a avaliagdo da motilidade e
da morfologia dos espermatozoides (Beletti et
al., 2005b). Outra aplicacdo para analise de
imagem ¢ a caracterizagdo da cromatina de
espermatozoides corada com azul de toluidina,
que vem sendo concomitantemente usada com a
analise morfométrica (Beletti et al., 2005a).
Recentemente, o grupo de pesquisa "Cybernetic
Vision" do Instituto de Fisica de Sdo Carlos da
USP, em colaboragdo com Instituto de Ciéncias
Biomédicas da UFU, criaram programas em
ambiente "Scilab", para analise morfologica de
espermatozoides, independente da espécie
(Beletti e Costa, 2003; Beletti et al., 2005b, c).
Esses programas avaliam detalhadamente a
morfologia da cabeca e estabilidade da
cromatina, utilizando esfregacos de sémen
corados com azul de toluidina. Esta demonstrado
que esses programas identificam alteragdes
morfologicas e de cromatina em sémen de
mamifero, ndo percebidas pela analise visual do
espermograma de rotina (Beletti e Costa, 2003;
Beletti et al., 2005a, b, ¢).

Soares ¢ Beletti (2006a) realizaram estudos
preliminares com sémen de galo corados com
AT e andlise visual em microscopio de luz e,
apesar de ndo conseguirem desenvolver um
protocolo de avaliagdo confiavel, verificaram alta
correlagdo entre cromatina frouxa e baixa
fertilidade.

O objetivo deste trabalho foi testar a analise
computacional da compactagdo da cromatina de
espermatozoides de galo, utilizando coloragdo
com azul de toluidina e rotinas de analise de
imagem desenvolvidas em ambiente de
programacao Scilab.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 20 amostras de sémen de galo
de duas diferentes idades, coletadas por
massagem cloacal, de acordo com a técnica
descrita por Wilson (1988). Dez amostras foram
coletadas de aves pertencentes a um lote com 35
semanas de idade, peso médio de 4,9kg e taxa de
fertilidade de 99,4% (galos novos). As demais
amostras foram coletadas de aves pertencentes a
um lote com 60 semanas de idade, peso médio de
5,3kg e taxa de fertilidade de 96,4 % (galos
velhos). Para conservagdo das amostras, foi
colocada uma gota de sémen em 2ml de formol
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citrato (Rodenas et al., 2005; Soares e Beletti,
2006a)

Em seguida, foram testadas variantes
metodologicas utilizando coloragdes com AT
com diferentes métodos de desnaturacdo e
coloragdo. Foram testadas desnaturacdo pré-
coloracdo com acido cloridrico 4N, 1IN e 0,5N
por 5, 10, 15 e¢ 20 minutos e desnaturagdo
térmica a 60°C por 1, 5 e 10 minutos, bem como
coloragdo sem prévia desnaturacdo. Como
variantes de coloragdo, foram testadas solugdes
de azul de toluidina 0,025% em pH 3, 4 ¢ 5,
utilizando-se uma gota entre ldmina e laminula
com observacdo ap6s trés minutos ou coloracao
em cubetas por 20 minutos com posterior
desidratagdo em série de concentragdes
crescentes de alcool, diafanizacdo com xilol e
montagem com balsamo do Canada. Portanto,
foram testadas 96 variantes metodologicas (16
variantes de desnaturagdo ¢ seis de coloragdo)
em todas as amostras.

A escolha do melhor protocolo de coloragdo para
a visualizagdo das alteragdes na compactagdo do
DNA dos espermatozoides foi feita pela
observacdo das laminas em microscopia de luz,
sendo escolhido o método em que mais
facilmente observaram-se espermatozoides com
diferentes intensidades de coloracgao.

Apds a escolha do melhor protocolo de
coloragdo, os esfregagcos submetidos ao método
escolhido foram novamente visualizados, e
imagens foram capturadas com o intuito de
passarem pela analise computacional.

Para a andlise computacional, imagens digitais
foram capturadas em microscopio binocular
Olympus BX40 com objetiva de 100x (imersdo),
acoplado a camera Olympus OLY-200, ligada a
um computador PC por meio de placa
digitalizadora Data Translation 3153.
Deslocando-se a lamina em ziguezague, foram
capturadas imagens de forma aleatdria em toda a
extensdo da lamina. Posteriormente, estas
imagens foram trabalhadas no programa Jasc
Paint Shop Pro 8®, no qual eram primeiramente
passadas para tons de cinza. Em seguida, as
cabecas dos espermatozoides que ndo possuiam
sobreposi¢do de imagem foram cortadas e
coladas em fundo branco, processo este
denominado de segmentacao. Foram
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segmentadas 50 cabecas por animal para serem
avaliadas individualmente.

As cabegas dos espermatozoides foram
analisadas em programa desenvolvido em
ambiente de programacdo SCILAB no qual
foram avaliados: area, comprimento, largura,
perimetro (Beletti et al., 2005b), homogeneidade
da coloracdo da cabeca (CV) e diferenga
percentual do valor médio dos pixels que
compdem a cabega em relagdo ao valor médio
dos pixels de cabecas-padrio (Dif. %). Para se ter
uma referéncia da coloragdo normal da cabeca do
espermatozoide, foram selecionadas visualmente
em cada esfregaco seis cabecas desses com
coloragdo homogénea e clara. A média dos
valores de pixel dessas cabecas foi considerada
como o valor de referéncia da coloragdo normal
dos espermatozoides (cabecas-padrdo) (Silva,
2006).

Para avaliar a homogeneidade da coloragdo da
cabega, foi calculado o coeficiente de variagdo
(CV) dos valores dos pixels que a compdem
(Beletti et al., 2005a; Silva, 2006).

Para a analise estatistica, foi utilizado teste
Kolmogorov-Smirnov para verificar se os dados
possuiam  distribui¢do normal. Uma vez
confirmada a normalidade dos dados, utilizou-se
o teste t para comparacdo entre médias com
P<0,05. Também foram calculados os
coeficientes de correlacdo de Pearson entre as
variaveis referentes ao tamanho da cabega (area,
perimetro, largura e comprimento) e a
compactacdo de cromatina (coeficiente de
variagdo e diferenga percentual).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo de fixacdo utilizando uma gota de
sémen em 2ml de formol citrato apresentou bons
resultados. Soares e Beletti (2006a) descreveram
que a fixagdo dos espermatozoides em laminas
faz com que sua cabega helicoidal sofra algumas
fraturas, alterando o acesso das moléculas de
corante, fazendo com que todos os
espermatozoides sejam corados como se
possuissem alteragdes cromatinicas, por isso foi
utilizado formol citrato (Rodenas et al., 2005).

Para a determinagdo do protocolo de coloragdo,
procurou-se  estabelecer inicialmente  um
protocolo de desnaturacdo da cromatina para a
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posterior coloragdo com AT. O melhor método
de desnaturagdo foi a hidrélise com acido
cloridrico 1IN por 10 minutos, e a melhor
coloracdo foi a realizada em cubeta com azul de
toluidina 0,025%, pH 4,0, por 20 minutos, e
posterior desidratagdo em séries de concentragdo
crescentes de alcool e diafanizacdo em xilol.
Com este protocolo, foi possivel diferenciar
visualmente o0s espermatozoides mais bem
corados em relagdo aos outros métodos testados.
Por essa razdo, este foi o protocolo escolhido
para  diferenciar computacionalmente  os
espermatozoides normais daqueles com altera¢ao
de cromatina, sendo aplicado a todas as amostras
de sémen dos galos jovens e velhos.

Soares e Beletti (2006a) ndo conseguiram chegar
a um protocolo confiavel para a avaliagdo visual
da compactagdo de cromatina utilizando AT. A
principal diferenga entre os protocolos utilizados
por esses autores ¢ o escolhido para a avaliagdo
computacional neste trabalho é a hidrélise com
acido cloridrico feita antes do inicio da
coloragdo, que ndo foi realizada no trabalho
citado. Apesar de esses autores afirmarem que os
espermatozoides de galo apresentam cromatina
mais frouxa que a de outras espécies,
dispensando a desnaturagdo 4cida, o protocolo
escolhido como o mais eficiente no presente
trabalho permitiu a diferenciagdo visual dos
espermatozoides mais bem corados (cromatina
alterada), por isso, foi aplicado para a analise
computacional das cabegas.

Na analise morfométrica computacional, a partir
dos valores das variaveis de cada uma das 50
cabegas, chegou-se a média de cada animal. Com
base nessa foi obtida uma média de cada variavel
dos galos jovens e dos galos velhos (Tab. 1).

Os coeficientes de correlagdo entre as variaveis
analisadas referentes ao tamanho da cabeca e a
compactacdo de cromatina sdo mostrados na
Tab. 2, na qual ndo foi possivel observar
correlagdo estatisticamente significativa.
Portanto, baseado nestes dados, ndo foi possivel
fazer qualquer inferéncia sobre a influéncia da
compactacdo da cromatina sobre a forma da
cabeca dos espermatozoides de galo. Segundo
Beletti et al. (2005a), as alteracdes morfologicas
causadas por alteragdes na estrutura da cromatina
deveriam aumentar o tamanho da cabeca do
espermatozoide. Neste trabalho, ndo foi
mensurado o volume dos espermatozoides,
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somente a area. Apesar de ndo serem
significativos estatisticamente, os coeficientes de
correlagdo foram negativos, demonstrando uma

tendéncia de os espermatozoides dos animais
com maior nimero de alteragdes na cromatina
serem menores.

Tabela 1. Média das caracteristicas avaliadas na analise computacional da cabega dos espermatozoides

dos galos jovens e velhos (médiatdesvio-padrio)

Variavel Galos novos Galos velhos
Area (um?) 9,9+1,8a 8,8+1,9b
Perimetro (um) 29,1+3,1a 27,7+3,6b
Largura (pm) 1,0+0,15a 0,98+0,15b
Comprimento (um) 11,0£2,4a 10,242,2b
()% 3,8+2.9a 7,5+7,8b
Dif. % 1,942 ,3a 5,7£3.2b

Letras distintas na mesma linha indicam diferencas estatisticas entre os valores, segundo o teste t com

P<0,05.

Tabela 2. Coeficiente de correlagdo entre as varidveis avaliadas na analise computacional da compactagéo
da cromatina dos espermatozoides dos galos jovens e velhos

Variavel analisada Area Perimetro Largura Comprimento
Dif % -0,118 -0,021 -0,064 -0,075
Cv -0,107 -0,002 -0,019 -0,107

Dif%= diferen¢a percentual dos valores de pixel das cabecas-padrao.

CV=coeficiente de variagdo dos valores de pixel da cabega.

Nenhum dos coeficientes € estatisticamente significativo para P<0,05.

Os galos novos apresentaram as variaveis de
tamanho de cabeca maiores que os galos velhos
(Tab. 1). Essa diferenca pode ser justificada pela
presenca de um maior nimero de alteragdes
morfologicas, independentes das alteragdes de
cromatina nos espermatozoides dos galos jovens,
0 que também foi observado por Soares ¢ Beletti
(2006a) em preparados corados com alaranjado
de acridina.

Observou-se maior numero de alteragcdes na
cromatina (CV e Dif%) nos animais velhos (Tab.
1), ou seja, estes animais apresentavam
espermatozoides ~com  cromatina = menos
homogénea dentro de uma mesma cabega (CV) e
com menor compactacdo em relacdo a cabegas
normais (Dif%). Soares e Beletti (2006a)
também observaram que galos velhos (60
semanas) apresentam maior numero de
alteragdes na compactagdo cromatinica do que
galos jovens, porém ndo conseguiram uma
avaliagdo confiavel de esfregacos corados com
azul de toluidina, pois esta foi feita visualmente,
de maneira subjetiva. A diferenciacdo foi
realizada em esfregacos corados com alaranjado
de acridina. Rocha Junior e Baido (2001)
avaliaram sémen de galos jovens (35 semanas) e
velhos (68 semanas) e ndao encontraram diferenga
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significativa  nas caracteristicas fisicas
espermaticas (motilidade, vigor e
turbilhonamento), mostrando que a queda de
fertilidade em galos velhos seria causada por
outros fatores. No presente trabalho, fica
demonstrado que um dos fatores que poderia
estar influenciando a fertilidade de galos mais
idosos seria as alteragdes na compactagdo da
cromatina espermatica.

A avaliagdo computacional de esfregagos de
sémen de galo corados com azul de toluidina
permitiu uma avaliagdo menos subjetiva e mais
sensivel da compactacdo da cromatina dos
espermatozoides. Varios estudos (Beletti et al.,
2004; Beletti et al., 2005a, b) concordam que a
avaliagdo  computacional pode  encontrar
alteragdes que ndo seriam percebidas pelas
analises tradicionais.

CONCLUSOES

A andlise computacional da compactagdo da
cromatina de espermatozoides de galo em
preparados corados com azul de toluidina ¢ um
método de avaliacdo objetivo. Galos velhos
apresentam sémen com mais alteracdes na
cromatina, tanto na homogeneidade como na
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intensidade de compactagdo. Nao existe
correlagdo significativa entre tamanho da cabeca
de espermatozoides de galo e condensacdo de
cromatina, no entanto, a cabe¢a dos
espermatozoides de galos velhos tende a ser
maior.
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