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AVALIACAO DA CROMATINA ESPERMATICA EM EQUINOS COM AZUL DE
TOLUIDINA E “ACRIDINE ORANGE”

EVALUATION OF EQUINE SPERMATIC CHROMATIN WITH TOLUIDINE BLUE AND
ACRIDINE ORANGE

Christiana Savastano NAVES'; Marcelo Emilio BELETTF; Marcelo Barbanti DUARTE?; Rogério Chaves VIEIRA*;
Elmo Gomes DINIZ*; José Octdavio JACOMINF

RESUMO: Este trabalho teve por objetivo verificar a eficacia das colora¢des Azul de Toluidina (AT) e “Acridine
Orange” (AO) na avaliagdo das anomalias no complexo DNA-proteina de sémen eqiiino. Foram utilizados 20 ejaculados
de diferentes garanhdes, de 3 a 12 anos, férteis, em sua maioria das ragas Quarto de Milha, “Paint Horse” e Puro Sangue
Inglés. As analises das anomalias foram efetuadas em microscopia de luz (1000x) e de fluorescéncia (400x) para AT e
AO, respectivamente, com 10 repeti¢des de cada coloragdo, diferenciando-se 1000 espermatozdides por lamina. Os
exames das morfologias espermaticas foram realizados em microscopia com contraste de fase, registrando-se defeitos de
acrossomo (DA), formas teratologicas (FT), algumas anomalias de cabega: piriforme (CP), subdesenvolvida (CS), contorno
anormal (CCA), pequena anormal (CPA), isolada normal (CIN) e isolada patologica (CIP), bem como o total destes
defeitos (TD), contando-se 200 espermatozoides por lamina. As porcentagens médias de espermatozdides com alteragdes
na condensagio da cromatina verificadas com AT (6,18%) e AO (3,27%) diferiram (P <0,05). Observaram-se correlagdes
(P <0,05) entre AT x TD (r = 0,49), AT x DA (r = 0,67), AT x CP (r =0,70) e AT x AO (r = 0,55). Pode-se inferir que AT
e AO sio eficazes na identificagdo de anomalias no complexo DNA-proteina em espermatozoides de eqiiinos, podendo

ser utilizadas como técnicas complementares de avaliagdo seminal.

UNITERMOS: Espermatozoide, Cromatina, Garanhdo, Fertilidade.

INTRODUCAO

A fertilidade nos animais domésticos, determinada
pela taxa de prenhez/ciclo, varia de 50 a 80% (DAVID,
BISHOP, CEMBROWICS, 1971; HUNTER, 1977;
POLGE, 1978), com a maioria das perdas de prenhez
ocorrendo apoés a fertilizagdo e anterior a terceira semana
de gestacdo (BALL et al., 1989; DUARTE, VIEIRA,
SILVA, 2002; ROCHE, 1986). Do ponto de vista de Love e
Kenney (1998), muito embora o0 mecanismo exato da morte
embrionaria precoce seja desconhecido, a deposigdo de
cromatina espermatica anormal no oocito pode ser,
provavelmente, uma causa relevante.

Proteinas nucleares associadas com DNA consti-
tuem a cromatina espermatica, a qual é muito mais compacta
que a verificada nos nucleos de células somaticas e de células
da espermatogénese, como espermatogonias, espermatocitos

e espermatides redondas (EVENSON, DARZYNKEIWICZ,
MELAMED, 1980). O marcado grau de compactagdo da
cromatina espermatica proporciona protecdo e manutengdo
a integridade do DNA, tornando-o mais resistente a
mutagdes e estresses ambientais, de tal modo que a ferti-
lizagdo do odcito e descondensacdo da cromatina possam
ocorrer normalmente. Alteracdes na cromatina podem
afetar a taxa de descondensagdo da mesma, fendmeno que
parece ser espécie-especifico podendo estar relacionado
com o tipo de protamina presente e extensdes das ligagdes
dissulfeto (PERREAULT et al., 1988).

Muitas das caracteristicas dos espermatozoides
relacionam-se com a fertilidade, por exemplo, motilidade,
alteragdes morfologicas e funcionalidade do acrossomo
(ACOSTA et al., 1988; LINFORD etal., 1976; UWLAND,
1984). Em garanhdes, a fertilidade tem sido associada com
a morfologia espermatica (JASKO, LEIN, FOOTE, 1990)
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e motilidade (JASKO et al., 1992). A técnica de citometria
de fluxo, chamada “sperm chromatin structure assay”
(SCSA), vem sendo usada para avaliar in vitro a
susceptibilidade do DNA a desnaturagdo em touros
(BALLACHEY, HOHENBOKEN, EVENSON, 1987,
KARABINUS et al., 1990), cachagos (EVENSON,
THOMPSON, JOST, 1994), homens (EVENSON,
DARZYNKEIWICZ, MELAMED, 1980) e garanhdes
(KENNEY etal., 1995; LOVE; KENNEY, 1998). Por outro
lado, falhas no complexo DNA-proteina podem ser
investigadas por biotécnicas mais simples, como por exemplo
coloragdes de fluorescéncia com “acridine orange” (AO)
(TEJADA et al., 1984), ¢ “metacromasia induzida” com
azul de toluidina (AT) (BELETTI; MELLO, 1996; MELLO,
1982).

O método denominado de “metacromasia induzida”
¢ baseado no tratamento acido (HCI 4N a 25 °C) seguido
de coloragdo com AT a pH 4,0, na qual ha uma larga
variedade de tonalidades expressadas conforme a
disponibilidade e proximidade de grupos fosfato do DNA
ndo ligados a proteina, aptos a ligarem moléculas do corante
(BELETTI, 1992). Por sua vez, o teste com fluorocromo
AO é um método citoquimico que permite a diferenciagdo
entre fita dupla e simples do DNA devido as propriedades
metacromaticas desse corante (ICHIMURA, 1975; RIGLER
et al., 1969), cujas moléculas se intercalam entre as bases
nitrogenadas do DNA nativo ndo desnaturado (fluorescéncia
verde-amarelada) ou se ligam aos grupos fosfato no DNA
desnaturado (fluorescéncia vermelho-alaranjada) (MELLO,
1982; PRETORIUS; KRUGER, 1990).

Este trabalho teve como objetivo verificar a eficacia
das coloragdes AT e AO na avaliag@o da cromatina esper-
matica de garanhdes.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 garanhdes, em sua maioria das
ragas Quarto de Milha, “Paint Horse” e Puro Sangue Inglés,
com idades entre 3 e 12 anos. Os animais foram considerados
férteis, sem historico prévio de subfertilidade em programas
de monta natural. As colheitas de sémen (1 ejaculado /
animal) foram efetuadas por meio de vagina artificial, com
auxilio de égua em cio.

Para avaliagcdo da morfologia espermatica, adicio-
nou-se 0,5 ml de sémen fresco a 1,0 ml de solugéo de citrato
de sodio formolada a 4% (WEITZE, 1977), retirando-se
desta uma gota para preparagdo umida entre lamina e
laminula. Efetuou-se a contagem diferencial de 200 células,
obedecendo-se as recomendagdes do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA, 1998), em microscopio de
contraste de fase (ZEISS Standard 20, aumento 1000x),
registrando-se os valores em porcentagem. Considerou-se,
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para efeito desta investigagdo, apenas os percentuais de
formas teratoldgicas (FT), defeitos de acrossomo (DA),
algumas anomalias de cabega: piriforme (CP), subdesen-
volvida (CS), contorno anormal (CCA), pequena anormal
(CPA), isolada normal (CIN) e isolada patoldgica (CIP),
bem como o total desses defeitos (TD).

Com objetivo de processar as coloragdes AO e AT
foram confeccionados, logo ap6s as colheitas de sémen, 20
esfregacos em ldminas para microscopia (76 x 26 mm), com-
preendendo 10 repetigdes/coloracdo, secos em temperatura
ambiente e encaminhados ao Laboratdrio de Histologia da
Universidade Federal de Uberlandia. Efetuou-se a fixagdo
dos esfregacos mergulhando-os por um minuto em solugéo
de etanol-acido acético 3:1 (Carnoys), seguido de lavagem
em etanol a 70% durante 3 minutos (BELETTI; MELLO,
1996).

A coloragdo com AO foi baseada na técnica pro-
posta por Tejada et al. (1984) que consiste, inicialmente, no
preparo de uma solugdo estoque (1 g de AO diluido em
1000 ml de agua destilada). A solugdo corante foi preparada
adicionando-se 10 ml da solugdo estoque a 40 ml de acido
citrico 0,1 M e 2,5 ml de Na,HPO,.7H,0 0,3 M. O pH final
desta solugdo foi de 2,5 com concentragdo de 0,19 mg/ml.
Os esfregagos foram cobertos com 4 ml da solugéo corante
por 5 minutos, seguido de lavagem com agua destilada
corrente e secagem em temperatura ambiente. Contaram-
se, aleatoriamente, 1000 células em microscopio de fluo-
rescéncia (Polyvar, Reichert-Jung) com filtro de excitacdo
azul e aumento de 400X, por no maximo 40 segundos por
campo, determinando-se a porcentagem de espermatozoides
com DNA nuclear desnaturado. Células com condensagio
alterada da cromatina apresentam fluorescéncia vermelho-
alaranjada e as normais, com cromatina integra, fluorescem
em verde-amarelado (Figura 1).

A metodologia seguida na coloragdo com AT foi a
descrita por Mello (1982), porém com diminuigéo no tempo
de hidrolise acida (HCI 4N) de 10 a 30 minutos para 5. A
solucdo do corante foi preparada tomando-se AT 0,0025¢g /
100ml de 4gua destilada, acido citrico 0,1 M e Na,HPO,
0,2M (tampao de Mc Ilvaine; pH 4,0) conforme Mello e
Vidal (1980). Apds hidrélise, lavagem com agua destilada
corrente e secagem em temperatura ambiente, procedeu-
se a coloragdo do esfregago utilizando uma gota de solugéo
do corante entre lamina e laminula (BELETTI; MELLO,
1997). Foram avaliados 1000 espermatozdides ao acaso,
em microscopio de luz (Polyvar, Reichert-Jung; aumento
1000x), estabelecendo a porcentagem de células com meta-
cromasia nuclear. Neste método, células normais coram-se
em azul claro, enquanto aquelas com anomalias na con-
densagdo de cromatina coram-se de azul escuro a violeta,
fendmeno este denominado de metacromasia (Figura 2).
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Para as analises estatisticas as médias dos defeitos  verificar possiveis associa¢des entre os defeitos esperma-
espermaticos e de espermatozdides com cromatina alterada  ticos e anormalidades no complexo DNA-proteina. Para
foram comparadas por meio do teste t de Student. Utilizou-  efeito de significancia considerou-se P < 0,05.
se o coeficiente de correlagdo linear de Pearson para

Figura 1. Esfregaco de sémen eqiiino corado com “Acridine Orange”. Setas indicam espermatozdides com DNA nuclear
desnaturado (aumento 400x).

Figura 2. Esfregaco de s€émen eqiiino tratado com HCI 4N por 5 minutos e corado com Azul de Toluidina. Setas indicam
espermatozdides metacromaticos (aumento 1000x).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As porcentagens médias de espermatozdides com
alteragdes na cromatina detectadas por AT e AO foram de
6,18% e 3,27%, respectivamente (P <0,05; Tabela 1). Dado
que os animais investigados eram férteis, esses valores
podem ser considerados baixos, ainda que superiores aos
relatados por Machado (2002) em bufalos de 3,05% e 1,60%
para AT e AO, respectivamente. No trabalho de Rocha et
al. (2002), em humanos, seguindo essa mesma seqiiéncia
de coloragdes, os valores encontrados foram de 71,88% e
24,33%, enquanto que Machado et al. (2003), em suinos,
relataram 11,68% e 2,82%. Tais diferencas devem-se,
provavelmente, a heterogeneidade da cromatina esperma-
tica existente entre espécies, mensurada pela extensdo da
desnaturacdo do DNA nuclear espermatico in situ
(EVENSON, DARZYNKEIWICZ, MELAMED, 1980).

A superioridade de AT em relag@o a AO sugere ser
esta colorag@o mais sensivel na identificagdo de altera¢des
no complexo DNA-proteina em espermatozdides de eqiiinos,
concordando com o observado em sémen de humanos
(ROCHA etal., 2002), bubalinos (MACHADO, 2002) e de
suinos (MACHADO et al., 2003). Do ponto de vista de
Rocha et al. (2002), alteragdes mais leves sdo identificadas
com AT provavelmente pelo fato dos espermatozoides
apresentarem metacromasia com propor¢do menor de
moléculas desse corante ligadas ao complexo DNA-proteina.

Verificaram-se diferencas (P < 0,05) entre as
médias de AT x AO; AT x DA; AT x FT; AT x CP; AT x CS;
AT x CCA; AT x CPA; AT x CIP; AT x CIN; AO x TD;
AO x DA; AOx FT; AO x CP; AO x CS; AO x CCA; AO
x CPA e AO x CIP (Tabela 1). A diferenga entre AT x AO
pode ser explicada pelo fato das coloragdes detectarem
fatores distintos que contribuem para a heterogeneidade da
estrutura da cromatina ou seja, enquanto AT detecta a
quantidade de grupos fosfato livres, AO detecta a proporgdo
de fitas simples e duplas do DNA. Vale ressaltar que o
tratamento quimico com HCI 4N, utilizado na coloragéo de
AT, pode ter contribuido na detec¢do de maior porcentagem
de anormalidades na estrutura da cromatina espermatica.

Na Tabela 1, pode-se visualizar os coeficientes de
correlacdo (r) entre os defeitos espermaticos e as coloragdes
utilizadas. Constataram-se correlagdes (P < 0,05) entre AT
xTD (r=0,49), ATx DA (r=0,66) e AT x CP (r=0,70). A
correlagdo (r = 0,49) entre AT x TD justifica-se pela alta
afinidade desse corante com altera¢des da cromatina. Neste
sentido, sabe-se que durante a espermiogénese as esper-
matides diferenciam-se em espermatozdides e concomi-
tantemente com mudancas morfoldgicas observam-se
modifica¢des na organizagdo e composi¢do da cromatina,
sendo as histonas substituidas por protaminas (GLEDHILL
et al., 1966; McPHERSON; LONGO, 1993; RISLEY,
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EINHEBER, BUMCROT, 1986). Ao contrario, foi consta-
tada correlagdo nio significativa (r=0,11) entre AO x TD,
corroborando relatos de Dobrinski, Hugues e Barth (1994),
segundo o qual alteragdes na condensagdo da cromatina
podem ocorrer na auséncia de defeitos morfoldgicos ou
mesmo sem o aumento desses.

Verificou-se correlagdo entre AT x AO (r=0,55; P
<0,05), concordando com o observado por Machado (2002)
em espermatozodides de biifalos. Nao obstante, Machado et
al. (2003) utilizaram ambas coloracdes para avaliar a inte-
gridade da cromatina em espermatozdide de suinos, ndo
encontrando correlaco significativa entre os métodos. Isto
evidencia a necessidade de cautela quando do uso dessas
coloragdes no exame seminal de diferentes espécies.

A colorag@o de esfregagos com AO e exame em
microscopia de fluorescéncia é um método simples de
avaliacdo da cromatina espermatica quando comparado ao
citometro de fluxo, porém sua interpretacdo é mais subjetiva.
No trabalho de Love e Kenney (1998), no qual utilizaram
esta ultima técnica, foi encontrado indice de 16% de
espermatozdides com alteragdes na cromatina, proporcio-
nando os garanhdes, entretanto, taxa de prenhez de 8§9%.
Segundo esses autores, nos eqiiinos o nimero de células
espermaticas anormais pode ser maior que nos bovinos sem
prejuizos a fertilidade. Assim, quando comparado aos resultados
desses autores, o percentual de células com anomalias detec-
tadas no presente experimento com AO (3,27%; Tabela 1)
pode ser considerado normal para os padrdes de sémen eqiiino.

Ainda em relagdo a AO, os esfregagcos mostraram-
se irregulares, apresentando campos em que as porcenta-
gens de espermatozdides verde-amarelados e vermelho-
alaranjados variaram amplamente. No inicio do esfregago
houve concentragdo intensa de espermatozoides verde-
amarelados comparado ao final do mesmo, ndo permitindo
contagem segura neste ponto. Deste modo, a leitura foi
realizada do meio para o final dos esfregagos.

No trabalho de Mello (1982), em touros, o tempo
de hidrolise acida para inducdo da metacromasia, previa-
mente a coloracdo com AT, foi de 10 a 30 minutos, enquanto
que neste experimento tal tempo foi reduzido para 5 minutos.
Essa modificacdo foi efetuada pelo fato de que ao submeter-
se os esfregacos ao tratamento quimico por mais de 5
minutos, todas as células coravam-se em violeta, ndo sendo
possivel diferenciar espermatozdides anomalos de normais.
A partir do trabalho de Mello (1982), alteragdes no tempo
de hidrdlise acida tém sido investigada por outros autores.
Costa e Beletti (1996), em humanos, utilizaram hidrdlise por
3 minutos, enquanto que Rocha et al. (2002), também em
humanos, ndo utilizaram este tratamento quimico. Por seu
turno, Machado (2002), em bubalinos, utilizaram hidrélise
por 15 minutos, ao passo que Machado et al. (2003), em
suinos, estabeleceram o tempo de 8 minutos. O pequeno
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tempo de hidrolise utilizado neste trabalho, necessario para ~ comparada aos de bovinos, suinos e bubalinos, porém mais
indugdo da metacromasia, indica que os espermatozdides  compactada que os de humanos.
de eqiiinos possuem cromatina pouco compactada quando

Tabela 1. Comparagio entre porcentagens médias de anomalias do complexo DNA-proteina e defeitos espermaticos em
sémen de garanhdes por meio do teste t e correlagdo linear (r).

GIxG2 Gl (n=20) G2 (n=20) Valores de r
Meédias + Desvios padréo Meédias + Desvios padréo

ATxAO 6,18+3,90? 3,27+2,87° 0,55"
AT xDA 6,18+3,90? 1,45+1,66° 0,66"
ATXFT 6,18+3,90? 0,37+0,53° -0,38
ATx CP 6,18+3,90? 0,02+0,11° 0,70
ATxCS 6,18+3,90? 0,02+0,11° -0,01
ATx CCA 6,18+3,90? 0,95+0,99° 0,04
AT x CPA 6,18+3,90? 1,62+1,62° 0,44
ATx CIP 6,18+3,90? 0,67+0,89° 0,37
ATx CIN 6,18+3,90? 2,174+2,17° 0,16
ATxTD 6,18+3,90 7,30+£4,92 0,49°
AOxDA 3,274+2,87° 1,40+ 1,66° 0,07
AOXFT 3,274+2,87° 0,37+0,53° -0,15
AOxCP 3,274+2,87° 0,02+0,11° 0,28
AOxCS 3,27+2,87° 0,02+0,11° 0,01
AOxCCA 3,274+2,87° 0,95+0,99° 0,13
AOxCPA 3,27+2,87° 1,62+1,62° 0,24
AOxCIP 3,274+2,87° 0,67+0,89° -0,04
AOxCIN 3,27+2,87 2,17+£2,17 -0,01
AOXTD 3,274+2,87° 7,30+4,92° 0,11

G1 = anomalias do complexo DNA-proteina detectadas por AT e AO.

G2 = defeitos morfoldgicos.

n=numero de garanhdes.

AT =Azul de Toluidina; AO =*“Acridine Orange”; DA = Defeitos de Acrossomo; FT = Formas Teratoldgicas; CP = Cabeca Piriforme; CS = Cabega
Subdesenvolvida; CCA = Cabeca com Contorno Anormal; CPA = Cabeca Pequena Anormal; CIP = Cabeca Isolada Patologica; CIN = Cabega Isolada
Normal; TD = Total de Defeitos.

(**) Letras distintas na mesma linha diferem (P < 0,05).

" Correlagdo significativa em nivel de 5% de probabilidade.

CONCLUSOES A incidéncia de alterag¢des da cromatina foi maior
nas amostras coradas com AT, indicando ser esta coloragio
Em garanhdes férteis, € baixa a incidéncia de altera-  mais sensivel na detec¢do de anomalias do complexo DNA-

¢des na condensacdo da cromatina espermatica. proteina em espermatozoides de eqiiinos.

ABSTRACT: The aim of this work was to verify the efficacy of Toluidine Blue (TB) and Acridine Orange (AO)
stains to assessment of abnormal DNA-protein complexes in the equine semen. Twenty different semen samples from 3
to 12 years old fertile stallions, mostly Quarter Horse, Paint Horse and Thoroughbred races were collected. The analysis
were carried out in light microscopy (1000x) and fluorescence microscopy (400x) to TB and AO respectively, with ten
repetitions for each method, couting 1000 spermatozoa per smear. The examination of sperm morphology was carried out
in phase contrast microscopy there being recorded acrosome defects (AD), teratologic forms (TF), the following head
anomalies: pyriform head (PH), microcephalic head (MH), abnormal head shape (AHS), small abnormal head (SAH),
normal detached heads (NDH), pathologic detached heads (PDH). The total of defects (TD) were verifyed counting 200
spermatozoa per smear. The average percentage of spermatic chromatin alterations to TB and AO obtained was 6.18 and
3.27% (P < 0.05), respectively. Correlations (P < 0.05) between TB x TD (r = 0.49), TB x AD (r=0.67), TB x PH (r =
0.70) and TB x AO (r = 0.55) were found. Thus, it can be inferred that TB and AO are effective in identifying DNA-
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protein complex anomalies in equine spermatic chromatin, and may be utilized as complementary techniques in semen
evaluation.

UNITERMS: Sperm, Chromatin, Stallion, Fertility.
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