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Qualidade da cromatina

espermatica e sua implicacao
no desenvolvimento
embrionario inicial de bovinos

Sperm DNA quality and its implication on
bovine early embryo development

Resumo

Nas Ultimas décadas, a avaliagdo de rotina do sémen bovino vem
sendo estudada exaustivamente e inclui: volume seminal, padrdo de
motilidade retilinea, concentracdo e morfologia espermaticas. Tais
andlises tém sido utilizadas para a selecdo de reprodutores e célculo
do rendimento de ejaculados de modo a melhorar a eficiéncia de
biotécnicas como inseminagao artificial e producdo in vitro de embriGes.
No entanto, estes testes ndo apresentam resultados consistentes,
principalmente para os casos de infertilidade idiopatica. Assim, mesmo
que a fertilidade de um individuo seja dependente de diversos fatores
e que dificlmente um teste ou um conjunto de testes possa predizer
esta caracteristica, a utilizacdo de técnicas funcionais mais avangadas
poderia, em Ultima andlise, tornar esta avaliagio mais completa e
consistente. A integridade da cromatina espermética é fundamental
para a transmissdo das informagGes genéticas paternas, e as alteracdes
de DNA podem levar a falhas no processo reprodutivo. Danos na
cromatina espermatica podem ocorrer por diversos motivos e os mais
importantes sdo: processos semelhantes a apoptose, deficiéncia de
protamina e danos causados pelas espécies reativas de oxigénio (EROs).
Na espécie bovina, as informagdes sobre a influéncia da integridade do
DNA espermético no processo de fecundagdo e no desenvolvimento
embriondrio ainda sdo mais escassas. O presente trabalho tem
como objetivo revisar as principais causas de dano de cromatina

espermatica que influenciam o desenvolvimento embriondrio inicial.

Recebido em 19 de margo de 2014 e aprovado em 30 de maio de 2014

mv&z crmvsp.gov.br

Summary

The conventional evaluation of bovine semen has been studied
for several decades, and it includes sperm volume, forward
motility pattern, concentration and sperm morphology. These
analyses have been routinely used for the selection of bulls
and determination of ejaculates’ yield, aiming to improve the
efficiency of biotechnologies such as artificial insemination and
in vitro embryo production. Unfortunately, inconsistent results
have been obtained, especially in cases of idiopathic infertility.
Therefore, despite the fact that fertility is dependent of several
factors and that one test or a set of tests could hardly be able
to predict fertility, the use of new functional techniques, may
lead to a more complete and robust evaluation. Sperm chromatin
integrity is essential for the transmission of paternal genetic
information. Changes in sperm DNA can lead to failures in the
reproductive process. Loss of chromatin integrity may occur due
to several reasons, and the most important are apoptosis-like
events, protamine deficiency and damages caused by reactive
oxygen species (ROS).Information on the influence of sperm
DNA integrity in the process of fertilization and embryonic
development in cattle are scarce. This paper reviews the main
causes of sperm chromatin damage that can influence the early

embryo development.
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avaliacdo seminal é muito importante para a repro-
dugao animal. Atualmente, a analise da qualidade do
sémen ¢é efetuada com a determinacdo da concentra-
¢ao, a motilidade e morfologia dos espermatozoides.
Entretanto, tais parametros ndo sao suficientes para
a caracterizagao da fertilidade do macho (KHALIFA et al., 2008). Além
disso, ja foi referida a existéncia de baixa correlagdo entre as caracteris-
ticas seminais e a fertilidade (ERENPREISS et al., 2006; FOKSINSKI
etal., 2007) o que indica que as causas de baixa fertilidade devam estar
relacionadas a alteragdes registradas em outras caracteristicas seminais.

Antes da criopreserva¢ao, diversos métodos tém sido usados para
avaliar a viabilidade seminal, incluindo a anélise da motilidade, in-
tegridade de membrana e concentragdo espermatica (WARD et al,,
2001). Quando tais analises sao efetuadas por microscopia, elas apre-
sentam interpretagdes subjetivas; desse modo, um mesmo material
pode oferecer resultados distintos quando examinado por mais de
um laboratério. Espermatozoides anormais podem ndo apresentar
alteragdes de motilidade e serem capazes de fecundar o odcito e ini-
ciar o desenvolvimento embrionério; contudo, estes espermatozoides
podem induzir apoptose apds as primeiras clivagens do embrido
(FATEHI et al., 2006). Nasr-Esfahani et al. (2004) demonstraram que
a analise seminal de rotina néo é capaz de detectar danos de cromatina
espermatica. Neste sentido, testes alternativos devem ser introduzidos
para aumentar a acurdacia da avaliagdo da qualidade seminal.

1 Centro de Ciéncias Naturais e Humanas (CCNH), Universidade Federal do ABC
2 Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, Departamento de Reprodugdo Animal
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A avaliacdo da qualidade do DNA espermatico tem
sido considerada essencial para o sucesso do desen-
volvimento embrionario, principalmente quando da
utilizacdo da produgdo in vitro (PIV) de embrides,
uma biotecnologia que ultrapassa diversas barreiras
naturais de selegdo presentes ao longo do trato repro-
dutivo da fémea (SHAMSI; KUMAR; DADA, 2008).
Aproximadamente 20-40% dos odcitos selecionados para
maturagao in vitro (MIV) atingem o estagio de blasto-
cisto (PALMA; SINOWATZ, 2004). No entanto, diversos
fatores, como a qualidade do odcito, o sistema de cocul-
tivo, os meios de cultura, a concentragao de oxigénio, a
densidade embriondria e os substratos energéticos po-
dem afetar os indices de implantagdo desses embrides
PIV (KHURANA; NIEMANN, 2000).

O efeito bioldgico de um espermatozoide com es-
trutura de cromatina anormal depende da capacidade
do odcito de reparar os danos (EVENSON; LARSON;
JOST, 2002). Odcitos e embrides em estagio inicial de
desenvolvimento foram capazes de reparar danos de
DNA espermatico, porém esta capacidade é limitada
(MENEZO; DALE; COHEN, 2010). Apesar do esper-
matozoide com dano de cromatina conseguir fecundar o
odcito, quando o genoma paterno é ativado, algumas alte-
ra¢des podem ocorrer no desenvolvimento embrionario
como, por exemplo, o bloqueio do desenvolvimento e a
perda fetal precoce (FATEHI et al., 2006).

O espermatozoide nao é apenas um vetor do DNA
paterno, pois também carrega fatores citoplasmaticos
essenciais para o inicio do desenvolvimento embrionario
normal (ERENPREISS et al., 2006). Tesarik; Mendoza e
Greco (2002) observaram que a influéncia paterna no
inicio do desenvolvimento embrionario pode estar re-
lacionada a deficiéncia de fatores de ativagdo oocitdria
oriundos do espermatozoide. As alteragdes nessa fase
coincidem com o periodo de menor expressio de genes
paternos. Isso pode explicar a auséncia de influéncia da
qualidade da cromatina espermatica nos estagios iniciais
do desenvolvimento embriondrio. No entanto, com o
avancar do processo, quando ha a ativagdo do genoma
embriondrio os danos de DNA e as alteragdes de em-
pacotamento da cromatina espermaética podem afetar
a expressao dos genes paternos e, consequentemente, o
desenvolvimento embrionério (TESARIK, 2005).

Em seres humanos, nas clinicas de reproducéo assistida,
a analise de cromatina espermatica passou a ser utilizada
rotineiramente, para evitar a ocorréncia de falhas de fe-
cundagdo e perda embrionaria (ESTERHUIZEN et al.,
2000; ENCISO et al., 2006). Ao contrario da reproduc¢io
humana assistida, o sémen utilizado na PIV de embrides
bovinos provém de animais com genética comprovada;
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entretanto, os indices de desenvolvimento embrionario
ainda sdo inferiores aos obtidos in vivo e podem estar re-
lacionados nao apenas a qualidade do odcito e dos meios
de cultivo, mas principalmente com fatores intrinsecos do
espermatozoide (COMIZZOLI et al., 2000).

Visto que a fragmentagdo de DNA espermatico pode
ndo alterar os pardmetros avaliados na analise seminal
de rotina, ndo impedindo que as células defeituosas fe-
cundem um odcito, os testes de avaliacao da integridade
do DNA espermatico devem ser empregados antes da
utilizacdo do sémen, evitando-se assim a ocorréncia de
possiveis perdas embrionarias precoces, de desperdicio
do material genético da fémea e de custos com a PIV de
embrides. Além disso, na espécie bovina, pouco se sabe
sobre a influéncia da fragmentagdo de DNA espermatico
sobre a capacidade fecundante de espermatozoides e o
desenvolvimento embrionario in vitro.

A estrutura da cromatina espermatica

A espermatogénese é o processo de produgdo de esper-
matozoides a partir da espermatogonia que, nos bovinos,
apresenta a duragdo média de 61 dias. A espermatocito-
génese e a espermiogénese sdo os dois principais eventos
da produgao de espermatozoides. A espermatocitogénese
tem a duragdo média de 44 dias e inclui divisdes mitdticas
e meioticas da espermatogonia, originando os esper-
matdcitos primarios, secundarios e, posteriormente, as
espermatides. A espermiogénese estende-se, em média,
por 17 dias e compreende as alteragdes morfoldgicas da
espermatide redonda, dando origem ao espermatozoide
maduro (AMANN; SCHANBACHER, 1983).

A cromatina dos espermatozoides maduros difere em
composicdo e estrutura da cromatina das células soma-
ticas (ROCHA et al., 2002; MCLAY; CLARKE, 2003).
Durante a espermiogénese, as histonas, proteinas nu-
cleares responsaveis pela compacta¢ao da cromatina das
células somaticas, sdo substituidas por nucleoproteinas
especificas, as protaminas. Estas proteinas constituem
aproximadamente 85% das nucleoproteinas presentes no
espermatozoide humano e o restante da cromatina esper-
matica (15%) continua associado as histonas (SINGH;
MULLER; BERGER, 2003).

Carrell, Emery e Hammoud (2007) observaram que
a cromatina das espermatides apresenta estrutura simi-
lar a das células somaticas e que possuem alta atividade
transcricional. Nos estagios iniciais da espermiogé-
nese ha o processo de substituicao das histonas por
protaminas (protaminagdo). Durante esse processo, as
histonas sdo hiperacetiladas e os nucleossomos disso-
ciados. O DNA ¢ remodelado e no lugar das histonas
ocorre a ligacdo com as proteinas de transi¢ao (PTs).



No nucleo das espermatides, diversas PTs ja foram ca-
racterizadas. Em suinos, bovinos, humanos, carneiros e
ratos, esse grupo é constituido por quatro proteinas (PT
1-4), das quais PT1 e PT2 sdo as mais caracterizadas
(WOUTERS-TYROU et al., 1998).

No final da espermiogénese, as PTs sdo substituidas
pelas protaminas, que se ligam a curvatura menor do
DNA (WOUTERS-TYROU et al., 1998). Rocha et al.
(2002), constataram que, ap6s a ligacdo da proteina, a
cromatina espermatica apresenta-se extremamente con-
densada e inerte, devido a neutralizagdo do esqueleto de
fosfodiéster do DNA pela interagdo dos residuos amina
da protamina com os grupos fosfatos das fitas do DNA.
Durante a maturag¢do espermatica no epididimo, devido
a formagao de pontes dissulfidicas pela conversdo das
pontes -SH para -S-S- das protaminas, é estabilizada a
ligagdo da nucleo-proteina (BIANCHI et al., 1993).

Apesar de diversos mamiferos apresentarem o
DNA espermatico ligado as protaminas, algumas di-
ferencas ocorrem entre espécies. A protamina 1 (P1) é
expressa em todos os mamiferos (CARRELL; EMERY;
HAMMOUD, 2007), enquanto que a protamina 2 (P2)
s0 foi descrita em espermatozoides humanos e murinos.
Maier et al. (1990) observaram que a P2 em bovinos
e suinos nao ¢ funcional e acreditam que apenas a P1
possa ser responsavel pela compactacdo da cromatina e
que a P2 seja degradada durante as tltimas etapas da
espermiogénese. Mutagdes pontuais no gene da P2, que
na espécie bovina ganha aminoacidos neutros e hidrofo-
bicos, diminuindo a afinidade do produto transcrito ao
DNA, justificam a degradagao.

McLay e Clarke (2003) verificaram que a capacidade
da protamina compactar o material genético do esper-
matozoide é seis vezes superior ao das histonas do DNA
das células somaticas. Estas nucleoproteinas compactam,
estabilizam e protegem o material genético do ntcleo do
espermatozoide. A compacta¢do da cromatina esperma-
tica diminui o volume da célula, o que facilita o trajeto do
espermatozoide pelo trato reprodutivo feminino. A com-
pactacdo do DNA paterno pelas protaminas permite que o
espermatozoide passe pelas barreiras do trato reprodutivo
feminino, penetre e ative o o6cito, e ainda desencadeie o
inicio do desenvolvimento embrionério, sem que ocorram
danos do DNA, permitindo que as informagdes genéticas
se expressem corretamente (OLIVA, 2006).

Durante a protaminac¢io, a cromatina espermatica
necessita da atividade das nucleases endogenas, como
as topoisomerases. Durante a espermiogénese essas
enzimas clivam o DNA espermadtico e aliviam a tensao
de tor¢ao da estrutura terciaria da cromatina, o que fa-
cilita o processo de protaminagdo. Sakkas et al. (2002),
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constataram que as clivagens sao evidentes em estagios
especificos da espermatogénese (espermatides redonda e
alongada). Contudo, as quebras de DNA sido temporarias
e devem ser reparadas pela propria célula, antes do final
do processo de protaminagdo (BALHORN, 1982).

Meistrich et al. (2003), verificaram que a PT1 diminuia
temperatura de desnaturacao (melting temperature - Tm),
relaxa 0 DNA estimulando a atividade da topoisomerase
I, facilita a remogao das histonas, e ainda pode estimular
o reparo de quebras de fita-simples de DNA in vitro. Tais
caracteristicas sugerem que as PTs sdo fundamentais para
o reparo das quebras observadas durante o processo de
remodela¢do da cromatina associado a perda das histo-
nas. Por outro lado, a PT2 aumenta a Tin e compacta o
DNA em nucleossomos, por isso tem sido descrita como
uma proteina de condensag¢ao de cromatina.

A existéncia de mecanismos de reparo de DNA du-
rante o desenvolvimento do espermatozoéide tem sido
observada; contudo, os mesmos sdo bloqueados apds a
espermiogénese (LEWIS; AGBAJE, 2008; GONZALEZ-
MARIN; GOSALVEZ; ROY, 2012). Desse modo, durante
o transito e armazenamento no epididimo ou pds-ejacula-
¢do as células em estados avancados de diferenciagdo niao
possuem um mecanismo de reparo de DNA. A despeito
das células serem anormais durante o transito e arma-
zenamento destas no epididimo ou pds-ejaculagio, elas
podem néo ser descartadas, permanecendo no ejaculado.
Isso pode explicar o aparecimento de espermatozoides
defeituosos mesmo em animais férteis. Contudo, o odcito

Imagens ilustrativas da avaliagdo de fragmentacdo de DNA em embrides em estadio de
blastocisto (D7) pelo Ensaio de TUNEL. (A) Blastocisto controle positivo com todos os nu-
cleos corados; (B) Blastocisto corado com Hoechst 33342 para avaliagdo do ntimero total
de nucleos. (C) Blastocisto com células positivas marcadas para o ensaio TUNEL (setas).
(D) Blastocisto corado com Hoechst 33342 para avaliagdo do nimero total de nucleos
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e os embrides em estagios de desenvolvimento iniciais
parecem reparar alguns tipos de dano do DNA esperma-
tico (MENEZO; DALE; COHEN, 2010).

Principais causas de danos na cromatina espermatica
Diversos mecanismos podem afetar a integridade do
DNA espermatico. Dentre as principais causas de dano
da cromatina, destacam-se os processos semelhan-
tes a apoptose, a deficiéncia de protamina e as EROs
(BARROSO et al., 2009).

Fragmentacao de DNA espermatico por processo
semelhante a apoptose na espermatogénese

A apoptose é um tipo de morte celular programada que
ocorre em condigoes fisioldgicas, como, por exemplo, du-
rante o desenvolvimento embrionario normal; no entanto,
pode estar presente em condi¢des patologicas, como no
desenvolvimento tumoral ou na aquisi¢ao de resisténcia a
quimioterdpicos (KAUFMANN; HENGARTNER, 2001).
A apoptose, em condigdes fisioldgicas, remove células
desnecessarias ou danificadas e contribui para a manu-
ten¢do da homeostase do tecido. Durante a apoptose, a
célula apresenta condensacdo e fragmentagao da croma-
tina nuclear, compactag¢do das organelas citoplasmaticas,
dilatagdo do reticulo endoplasmatico, diminui¢do do vo-
lume celular e alteragdes na membrana plasmatica (RAFE,
1998). Estagios de indugao, execugdo e degradagio assim
como as vias de sinalizacdo (intrinseca e extrinseca) es-
tdo envolvidos. Os sinais da via extrinseca sdo ativados
por receptores da familia TNF (Tumor Necrosis Factor —
Fator de Necrose Tumoral) e os sinais da via intrinseca
sdo ativados por fatores como estresse oxidativo e danos
de DNA mitocondrial (AITKEN et al., 2011).
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Exemplos de graficos gerados pelo teste SCSA. Gréficos B, D e F - histogramas corres-
pondentes de aT. Gréficos A e B - espermatozoides com cromatina normal; Gréficos C e
D - espermatozoides com DNA fragmentado; Gréficos E e F - populagdo com 50% dos
espermatozoides com DNA fragmentado, na qual as células com fragmentacao de DNA
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A apoptose ¢ um mecanismo muito conhecido de
morte celular e é regulada por diversos genes e mo-
léculas que desempenham papel importante na sua
inducido, como os membros das familias BAX, BAK,
PUMA, p53, c-Myc e Bcl-2, fatores pré e antiapoptoti-
cos e que também ativam outras caspases (REED, 2006;
PENA etal.,, 2009; AITKEN et al., 2011). A ativacdo das
proteinas BAX/BAKI induz a liberagdo do citocromo
C e de outros fatores apoptéticos da mitocondria com
a formagdo de apoptossomo, que, por sua vez, ativa as
caspases 9, 3 e 7. Durante o processo de apoptose, ha
a transloca¢ao de fosfatidilserina para a superficie da
membrana celular, o que recruta macréfagos para a fa-
gocitose (AITKEN et al,, 2011).

O processo de morte celular programada também esta
presente nos testiculos. Durante a puberdade, a apoptose
das células germinativas, que afeta principalmente as
espermatogOnias e espermatdcitos, parece ser essencial
para o funcionamento normal da espermatogénese. Na
espermatogénese de individuos adultos também ocorrem
episodios de apoptose. Sakkas et al. (1999) verificaram
que cerca de 50 a 60% das células germinativas que
entram em divisdo (meiose I) sofrem apoptose e sao fa-
gocitadas e eliminadas pelas células de Sertoli.

Devido a espermatogénese ser um processo con-
tinuo, é necessario um mecanismo que controle a
producao dos espermatozoides. Contudo, o processo
anormal de apoptose pode resultar em alteragdes esper-
maticas (SAKKAS et al., 1999; AITKEN et al., 2011).
A razdo da morte celular programada de grande parte
das espermatogonias acontecer durante a espermato-
génese normal ainda ndo estd totalmente esclarecida.
Contudo, sabe-se que as células de Sertoli disponiveis s6
sustentam e promovem um ambiente favoravel quando
ha uma quantidade limitada de células germinativas.
Dessa forma, a apoptose ocorre para eliminar o excesso
de células germinativas que as células de Sertoli nao po-
dem abrigar. Por outro lado, a apoptose também pode
ocorrer para eliminar algumas células germinativas nao
detectadas por alguns pontos criticos de checagem,
como, por exemplo, durante as divisdes mitoticas e mei-
oOticas. A apoptose nesses pontos de checagem auxilia
nao apenas na eliminagdo do numero de células germi-
nativas em relacdo as células de Sertoli, mas também
influencia o controle de danos irreversiveis de DNA
(BAUM; ST GEORGE; MCCALL, 2005; MAKKER;
AGARWAL; SHARMA, 2009). Os danos de cromatina
induzidos por apoptose tém sido observados em dife-
rentes espécies de mamiferos: humanos (SAKKAS et al,,
1999; RICCI et al., 2009; RIBEIRO et al., 2013), muri-
nos (GONG et al., 2009; RAHIMIPOUR et al., 2013) e



bovinos (ANZAR et al., 2002; CHAVEIRO; SANTOS;
DA SILVA, 2007; DOGAN et al,, 2013). O balan¢o
entre as células germinativas e as células de Sertoli no
testiculo durante a espermatogénese é mantido pela
apoptose e um desequilibrio nesse processo, conhecido
como “apoptose abortiva”, pode causar a infertilidade.

A despeito de ter sido sugerido que o esperma-
tozoide seja submetido a apoptose, até o momento
nenhuma evidéncia indicou que esse processo real-
mente ocorra. Nos espermatozoides, a morte celular
programada difere do processo de apoptose observado
nas células somaticas. Aitken e De Iuliis (2010) veri-
ficaram que os espermatozoides sdo células que nédo
apresentam transcri¢ao e tradugdo das informagdes ge-
néticas, pois devido ao processo de protaminagdo a sua
cromatina possui menor quantidade de nucleossomos
e, portanto, nao podem apresentar as caracteristicas de
fragmentacao de DNA verificadas nas células somati-
cas, e a sua arquitetura impede que as endonucleases
ativadas no citoplasma ou liberadas pela mitocéndria
consigam acessar o DNA espermatico. Desse modo,
o processo de morte celular programada das células
espermaticas recebe o nome de “apoptose-like” ou
“processo semelhante a apoptose”.

O processamento seminal, incluindo a criopreserva-
¢do e os procedimentos pds-descongelagdo do sémen,
podem afetar negativamente as células espermaticas.
Mazur (1984) observou que a sensibilidade a tempera-
turas muito baixas pode variar entre touros. Durante
a criopreservagdo, a formagdo de cristais de gelo e o
aumento da concentra¢do de soluto sao os principais
responsaveis pela reducido da viabilidade espermatica.
Durante o processo de criopreservagio, o espermato-
zoide passa por uma série de estresses quimicos e fisicos
(ANZAR et al.,, 2002). A criopreservagio altera a
composigdo lipidica da membrana plasmatica dos es-
permatozoides de suinos, reduz o tamanho da cabega de
espermatozoides de bovinos e transloca a fosfatidilserina
da membrana plasmatica de espermatozoides de seres
humanos e de carneiros (BUHR; CANVIN; BAILEY,
1989; GRAVANCE et al. 1998; GLANDER; SCHALLER,
1999; MULLER et al., 1999).

Chaveiro, Santos e Da Silva (2007), utilizando o ensaio
de coloracio tripla anexina V-FICT/PI, verificaram, em
bovinos, que a translocagdo da fosfatidilserina e a inte-
gridade de membrana espermatica sdo indicadores da
morte celular apos o descongelamento e o processamento
seminal. Os resultados obtidos mostraram que a criopre-
servagdo e/ou o descongelamento induziu a uma série de
alteragdes espermaticas, incluindo a diminui¢do da mo-
tilidade e desestabilizagdo de membrana, a capacitagao
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espermatica e a reagdo acrossdmica, o que indica o inicio
do processo de apoptose. Além disso, também foi cons-
tatado que o processamento seminal (necessario para
realizar a técnica de fecundagéo in vitro - FIV) pode es-
timular a capacita¢ao espermatica, que envolve diversas
alteracdes bioquimicas e ultraestruturais da membrana
plasmatica do espermatozoide e, consequentemente,
pode levar a translocacdo da fosfatidilserina, que também
¢ um sinal precoce de apoptose.

Sakkas et al. (1999) verificaram que homens oligo-
zoospérmicos apresentavam niveis mais elevados de
expressdo de Fas (um dos receptores de morte celular)
nos espermatozoides, que os individuos férteis. O que
os levou a sugerir que a apoptose fosse um mecanismo
de controle da espermatogénese; entretanto, o aumento
de células marcadas com Fas no ejaculado de individuos
oligozoospérmicos também pode ser indicativo de fa-
lha no mecanismo de controle (apoptose abortiva). Em
concordéancia com esse relato, Francavilla et al. (2000)
acrescentaram que os individuos com espermatogénese
reduzida podem nao produzir espermatozoides sufi-
cientes para desencadear o processo de apoptose, 0 que
pode acarretar o aumento de células marcadas para a
apoptose no ejaculado.

Na tentativa de diminuir as falhas de fertilizacao e
também as consequéncias mais tardias que a apoptose
espermatica pode causar, Ribeiro et al. (2013) demons-
traram que, com o emprego da técnica de colora¢ao com
YO-PRO-1 (capaz de identificar alteragdes de permea-
bilidade de membrana) associada a citometria de fluxo,
foi possivel o isolamento de espermatozoides com baixo
nivel de fragmentacao de DNA, antes do seu emprego nas
técnicas de reproducao humana assistida.

Os mecanismos da infertilidade masculina nao foram
exaustivamente estudados como os da infertilidade fe-
minina e s6 nas ultimas duas décadas é que passaram a
despertar maior interesse. Ainda ha lacunas significativas
no conhecimento de tais mecanismos e das suas relagoes
com a apoptose e o dano de cromatina do espermato-
zoide. A analise seminal de rotina ndo permite a previsao
do sucesso reprodutivo, e é uma avaliagdo muito mais
subjetiva do que quantitativa da fertilidade masculina
(AITKEN, 2006; BROWN et al., 2013). Diversos estudos
foram efetuados procurando correlacionar a fragmenta-
¢do de DNA espermatico com infertilidade (AITKEN;
BAKER; O'BRYAN, 2004; BLUMER et al., 2008; ZORN
et al., 2012); contudo, os resultados obtidos sdo muito
controversos. De fato, os detalhes dos mecanismos res-
ponsaveis por danos de DNA bem como dos efeitos
especificos dos danos de cromatina na fertilidade ainda
permanecem obscuros.
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A fragmentacao do DNA espermatico por deficiéncia
de protamina

A protamina é a proteina responsavel pela preservagao
da integridade do material genético do espermatozoide.
O alto poder de compactagao promovido por essa nucle-
oproteina faz com que a cromatina do espermatozoide
fique inerte e protegida até o momento da fecundagao.
Em situacdes de deficiéncia de protaminas, o DNA
espermatico pode apresentar pontos susceptiveis a frag-
mentacao por falta de compactagdo da cromatina.

A importancia da detec¢ao de populagdes de esperma-
tozoides com defeitos de protaminagao foi proposta por
Bizzaro et al. (1998), ao observarem que espermatozoi-
des com deficiéncia de protamina poderiam apresentar
maior susceptibilidade aos danos de DNA por estresse
quimico e radiagéo.

Erenpreiss et al. (2006) verificaram que a utilizagdo de
espermatozoides com dano de DNA na PIV de embri-
6es humanos aumentou a chance de perda embrionaria
e que os embrides produzidos por espermatozoide com
fragmentacdo de DNA podem ter o seu desenvolvimento
bloqueado em qualquer estagio de sua evolugdo. Caso
ndo ocorra esse bloqueio, os fetos poderdo chegar a
termo; contudo, os recém-nascidos poderao apresentar
anormalidades. Nasr-Esfahani et al. (2004) observaram
que as falhas de fecundagdo estavam mais relacionadas a
problemas no espermatozoide (59,09%), que a alteragdes
intrinsecas do odcito (27,30%).

Desde o final da década de 80, ha relatos de que a pro-
tamina exerce grande influéncia na fertilidade humana
(BALHORN, 1982). Em humanos, ja foi descrito que nao
é apenas o aumento (ou a diminuicido) da P1 ou da P2
que pode acarretar em dano no DNA do espermatozoide.
Aoki, Liu e Carrell (2005) verificaram que a relagao P1/
P2 também é importante para a avaliagdo da qualidade
seminal, e que a razdo 1:1 é a ideal. Oliva (2006) salientou
que as alteragdes da razdo P1/P2 podem ser consequén-
cia de falha generalizada na substituigdo das histonas por
protaminas durante a espermiogénese.

McPherson e Longo (1992) descreveram a importin-
cia da quebra do DNA pela topoisomerase II durante a
troca das histonas pelas protaminas. A presenca de tais
quebras de DNA em espermatozoides pode ser indicativa
de maturagdo espermatica incompleta durante a esper-
miogénese, o que acarreta alteracdo da condensacgao da
cromatina devido a falha de protaminagao.

Em camundongos, foi observado que o desequilibrio
da razdo P1/P2 altera a integridade do DNA e o subse-
quente desenvolvimento embriondrio (SUGANUMA;
YANAGIMACHI; MEISTRICH, 2005). Em bovinos,
pouco se sabe sobre o papel e aimportancia da P1 e da P2.
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Por haver degradagao da P2 no final da espermatogénese,
a razdo P1/P2 podera ser importante apenas durante as
fases iniciais do processo; contudo, sao necessarios novos
estudos para esclarecer a influéncia de tais proteinas e
o efeito de uma possivel alteragdo nas mesmas sobre a
fertilidade dos touros.

Nasr-Esfahani, Razavi e Mardani (2001) ressaltaram
que uma das melhores técnicas para a avaliacdo da defi-
ciéncia da protamina ¢ a coloragdo com cromomicina A,
(CMA,). O CMA, é um fluorocromo que compete com
as protaminas pela associagdo com o DNA (IRANPOUR
et al. 2000). A avaliagdo com CMA, ¢ efetuada pela
diferenca de fluorescéncia entre espermatozoides,
apresentando coloragdo amarelo intenso (células CMA, -
positivo) e espermatozoides com coloragdo amarelo fraco
(CMA -negativo). Esse procedimento ¢ um método indi-
reto de detecgdo de deficiéncia de protamina e pode ser
um instrumento util para a avaliagao da susceptibilidade
de fragmentacdo do DNA espermatico, ja que a falta de
protamina faz com que a cromatina da célula fique menos
compactada e, portanto, mais sujeita a danos de estrutura.

Esterhuizen et al. (2000) descreveram que, em huma-
nos, havia uma correla¢ao negativa entre a morfologia
espermatica e a coloragdo com CMA,, destacando-se
que, quando o nimero de células CMA,-positivo au-
menta, o indice de embrides PIV diminui. De acordo
com tais resultados, quando o CMA, foi empregado para
discriminar a morfologia espermatica, houve uma espe-
cificidade de 65% na identificagdo de espermatozoides
com forma alterada. Lolis et al. (1996) mostraram que
a porcentagem de células CMA ,-positivo em humanos
variou entre 8,62% e 77%. Essa ampla variagdo também
foi observada por Iranpour et al. (2000), que encontra-
ram a faixa de 6,2 a 70,2% de células CMA -positivo em
ejaculados de pacientes humanos. A técnica de coloragao
por CMA, foi descrita pela primeira vez por Bianchi et al.
(1993), ao utilizarem a microscopia de fluorescéncia para
a avaliagdo de células coradas. Nos ultimos anos, a téc-
nica foi aprimorada e passou a ser avaliada por citometria
de fluxo. Fathl et al. (2011) verificaram que a avaliagdo
do CMA, pela citometria de fluxo apresenta como vanta-
gens a analise de milhares de células em alguns segundos,
e avaliagdo estatistica mais precisa por ser uma técnica
com maior reprodutibilidade e reducio das variacdes en-
tre observadores. Até o presente momento, a citometria
de fluxo ndo foi empregada para a avalia¢ao da deficién-
cia de protamina em espermatozoides de bovinos.

Simoes et al. (2009) avaliaram a protaminagédo de es-
permatozoides bovinos usando a coloragdo com CMA.,.
Uma comparagio entre ragas e partidas de sémen foi re-
alizada. Quatro partidas por animal foram avaliadas para



verificar a possivel influéncia do ambiente na qualidade
seminal. A porcentagem de células CMA -positivo variou
entre partidas de um touro Bos taurus indicus (0 e 0,33%)
e dois touros Bos taurus taurus (0,33-2% e 0,33-1,33%, res-
pectivamente; p<0,05), com uma diferenca significativa de
células CMA ,-positivo entre animais (p<0,0167). Os tou-
ros Bos taurus indicus apresentaram maior quantidade de
células CMA -positivo (1,16%), quando comparados com
os Bos taurus taurus (1,08%). Analisando-se tais dados,
inferiores aos descritos em humanos, pode-se presumir
que, nos bovinos, deva ocorrer algum outro mecanismo
além do processo de protaminagao.

A fragmentacdo de DNA espermatico por espécies
reativas de oxigénio (EROs)

As células que vivem sob condi¢oes de aerobiose constan-
temente se deparam com o paradoxo do oxigénio (O,),
necessario para a vida; porém, os seus metabdlitos, como
as espécies reativas de oxigénio (EROs), podem alterar
a fungédo celular (STOHS, 1995; AGARWAL; SALEH;
BEDAIWY, 2003). As EROs sao moléculas ou atomos que
contém elétrons nao pareados na sua 6rbita mais externa
(LANZAFAME et al., 2009). Isso torna as substancias ex-
tremamente instaveis, conferindo-lhes uma reatividade
quimica de interagdo com outras moléculas. Os principais
metabolitos de oxigénio produzidos pela reducdo de um
dos elétrons sdo: radical superéxido (O,-), radical hidro-
xila (OH-) e peréxido de hidrogénio (H,0,). As EROs
podem reagir com qualquer molécula que contatem,
extraindo elétrons e gerando novos radicais livres citoto-
xicos (URREGO et al., 2008). A produgdo descontrolada
de EROs que excede a capacidade antioxidante da célula é
conhecida como estresse oxidativo (EO) (JONES, 2006).

Os espermatozoides sdo particularmente mais vulne-
raveis ao EO devido a grande quantidade de acidos graxos
poli-insaturados (PUFAs) presentes em sua membrana
plasmatica (JONES; MANN; SHERINS, 1979; AITKEN,
2004) contendo mais de duas duplas-ligagdes carbono-
carbono, que sdo mais facilmente clivadas pelas EROs.
As EROs atacam preferencialmente as ligagdes carbono-
hidrogénio adjacentes as duplas-ligacdes presentes nos
PUFAS e iniciam uma cascata de peroxidacao lipidica
que, quando nao interrompida, pode afetar a integridade
da cromatina espermadtica e aumentar a frequéncia de
quebras no DNA (AITKEN; KRAUSZ, 2001).

Os PUFAs, essenciais para os mamiferos, pois sdo
incapazes de sintetiza-los, contribuem para a fluidez
de membrana; o que é importante para 0 movimento
dos espermatozoides e garante uma maior resisténcia
a criopreservacio, além de favorecer a motilidade das
células (BLUMER et al., 2008; NICHI, 2009). Apesar

REPRODUGCAO ANIMAL

das EROs serem essenciais para processos fisioldgicos,
como capacitagdo espermatica, reagdo acrossomica, ma-
nutencdo da capacidade fecundante e estabilizacao das
mitocondrias na peca intermedidria do espermatozoide
(AGARWAL; MAKKER; SHARMA, 2008; DESALI et al.,
2009; GONCALVES et al., 2010), elas devem ser continu-
amente inativadas a uma pequena quantidade necesséria
para a manutenc¢ao da funcédo celular normal (AITKEN;
KRAUSZ 2001; MAKKER; AGARWAL; SHARMA,
2009). Contudo, os espermatozoides possuem apenas
uma limitada capacidade de resistir ao EO, pois, durante
o processo de maturac¢io, os espermatozoides expulsam
uma parte de seu citoplasma, que é a maior fonte de an-
tioxidantes (AITKEN, 1994; COCUZZA et al., 2007).
Nesse sentido, a escassez de citoplasma e a grande quan-
tidade de PUFAs na membrana plasmatica fazem com
que o espermatozoide seja altamente susceptivel ao EO.
Na membrana plasmatica dos espermatozoides, o radical
hidroxila inicia a oxidagao dos acidos graxos poli-insa-
turados, em um processo conhecido como peroxida¢ao
lipidica. Como cada acido graxo que participa da pero-
xidagdo lipidica pode gerar um radical com potencial
para produzir a peroxidagao de outro acido graxo, esse
fendmeno ¢é altamente deletério e acarreta a diminuigao
da fluidez de membrana e a redu¢io da capacidade fe-
cundante do espermatozoide (MAKKER; AGARWAL;
SHARMA, 2009).

Imagens ilustrativas da avaliagdo da fragmentacdo de DNA espermatico pelo Ensaio
Cometa Alcalino. (A) células com halo ao redor do ntcleo corado, porém sem cauda de
Cometa evidente, indicando pouca fragmentagao; (B) células com pequena formagdo de
cauda de Cometa, indicando danos leves de DNA espermatico; (C) células com cauda de
Cometa bem evidente, porém ainda com ntcleo corado, indicando dano moderado de
DNA espermatico; (D) células com cauda de Cometa bem evidente, porém com nticleo
fracamente corado, indicando intensa fragmentacdo de DNA espermatico
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Todos os componentes celulares, incluindo lipideos,
proteinas, dcidos nucleicos e acucares, sao alvos em po-
tencial para o EO (AGARWAL; MAKKER; SHARMA,
2008). O EO esta relacionado com o desenvolvimento
de diversas doengas, como cancer (HALLIWELL, 2007);
doenca de Parkinson, Alzheimer (VALKO et al., 2007);
aterosclerose, insuficiéncia cardiaca (SINGH et al., 1995);
infarto do miocardio (RAMOND et al., 2011); Sindrome
do cromossomo X fragil (DE DIEGO-OTERO et al.,
2009); doenga falciforme (AMER et al., 2006); vitiligo
(ARICAN; KURUTAS, 2008) e autismo (JAMES et al,,
2004). Além disso, o EO pode ser considerado como a
principal causa de disfungdo espermatica (AITKEN;
CLARKSON, 1988). Essa condigéo esté relacionada a di-
minuicdo da fertilidade de amostras seminais durante a
sua manipulagdo e armazenamento (criopreservagio ou
refrigeracdo), principalmente quando existe a retirada
do plasma seminal (WATSON, 2000; BALL; VO, 2001;
CALAMERA et al,, 2001; AITKEN; BAKER, 2002).
Amirat et al. (2005) verificaram a ocorréncia de efeitos
deletérios ao espermatozoide durante as primeiras di-
lui¢oes do sémen e até mesmo durante o processo de
congelagdo. Sendo assim, o processo de criopreserva-
¢do de sémen pode, como consequéncia, causar EO no
espermatozoide criopreservado e, portanto, levar a frag-
mentacdo do seu DNA.

Os antioxidantes sdo substidncias com a capacidade
de retardar ou prevenir significativamente a reagdo de
oxidagao. Para proteger os espermatozoides contra a pro-
dugdo excessiva de EROs, o plasma seminal possui uma
série de antioxidantes enzimaticos: superéxido desmu-
tase, sistema glutationa peroxidase/glutationa redutase e
catalase; e nao enzimaticos: ascorbato, urato, a-tocoferol,

Imagens ilustrativas de células espermaticas bovinas coradas com Hoescht 33342 (A);
Controle positivo da coloragdo de CMA, - protocolo de deportaminagdo mostrando todas
as células deprotaminadas (B); As setas indicam células positivas para CMA, (C); Controle
negativo - amostra de sémen sem células coradas com CMA, (D)
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piruvato, glutationa, taurina e hipotaurina. Contudo, a
capacidade de protecio do espermatozoide por si s6 é
muito pequena e dependente dos antioxidantes presentes
no plasma seminal. Os antioxidantes, como o a-tocoferol,
tém a capacidade de quebrar a cadeia de formacgao das
EROs, resultando na formagao de produtos sem elétrons
nio pareados (NICHI, 2009).

No sémen existem pelo menos duas fontes princi-
pais de EROs, o proprio espermatozoide e os leucdcitos.
Aitken et al. (1992) verificaram que no sémen com es-
permatozoides morfologicamente anormais e leucdcitos
a quantidade de EROs produzida ultrapassava a produ-
¢do de antioxidantes e, normalmente, o sémen com tais
caracteristicas apresentava diminuicdo dos indices de
embrides PIV associados a danos de DNA.

Os espermatozoides possuem grande quanti-
dade de mitocondrias, as principais fontes de EROs
(ALLAMANENI et al., 2005). Makker, Agarwal e Sharma
(2009) observaram que a geragao de EROs pelos esperma-
tozoides pode ocorrer via sistema nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH) presente na
membrana plasmadtica do espermatozoide ou pela oxi-
redutase NADPH-dependente presente na membrana
mitocondrial, as quais sdo fontes de elétrons para a pro-
duc¢ido de EROs. Espermatozoides anormais ou imdveis
sdo exemplos de células produtoras de EROs. Os meca-
nismos responsaveis pela geracdo de EROs mitocondriais
ainda nio sao totalmente conhecidos; entretanto, uma
hipétese é que as mitocondrias que perdem elétrons se-
jam as responsaveis por uma parte das EROs produzida
pelos espermatozoides (ANDRABI, 2007). As alteragoes
no funcionamento da mitocodndria podem ser um fator
relacionado a infertilidade. A organela celular é a chave
para a manutengdo energética da motilidade espermatica,
um dos maiores determinantes da fertilidade do macho
(RUIZ-PESINI et al., 1998). Os leucdcitos, em humanos,
sao considerados a maior fonte produtora de EROs no
plasma seminal e, quando ativados, podem produzir até
1000 vezes mais EROs que os espermatozoides (POTTS;
PASQUALOTTO, 2003). Entretanto, a a¢do deletéria das
EROs produzidas por leucdcitos sé ocorre na auséncia
dos antioxidantes (WOLFE, 1995).

O dano induzido pelo EO depende da natureza e
quantidade de EROs envolvidas, da duragdo da exposi¢ao
as EROs e também de fatores extracelulares, como tem-
peratura, tensao de oxigénio, incluindo a composigao do
ambiente circundante (ions, proteinas e antioxidantes)
(AGARWAL; MAKKER; SHARMA, 2008). A tempe-
ratura é um fator muito importante quando se pensa
em EO. Uma explica¢do para a influéncia da tempera-
tura nos testiculos de mamiferos é a de que os mesmos



normalmente operariam no limite da hipéxia (BARTH;
BOWMAN, 1994). Eleva¢des na temperatura local re-
sultam em um incremento da taxa metabdlica e em um
aumento correspondente da demanda de oxigénio sem a
elevagdo da circulagdo sanguinea, provocando, assim, a
hipoxia do tecido testicular. Nichi (2003), constatou que o
estresse térmico pode determinar um quadro de estresse
oxidativo pelo mecanismo de hipoxia-reperfusdo. Apds
a normalizagdo da temperatura e a consequente reoxige-
na¢ao tecidual, ha um aumento na produgio de EROs,
mecanismo semelhante ao observado em transplante de
orgaos. Dependendo da duragao do estresse térmico, os
danos podem atingir a cromatina espermatica com alte-
ragdes na informacao genética da célula.

A integridade do DNA espermatico pode ser afetada
pela alta concentracdo de EROs. Urrego et al. (2008)
verificaram que o radical OH- desempenha um papel de-
terminante nos danos a cromatina espermatica, podendo
alterar a estrutura das purinas e pirimidinas nas cadeias de
acidos nucléicos (DNA e RNA) e gerar quebras na cadeia
de polinucleotideos, alterando, assim, a informagao gené-
tica da célula. Entretanto, vale ressaltar que os danos de
cromatina decorrentes do aumento das EROs sdo os ulti-
mos a acontecer. Barros (2007) destacou que tais moléculas
podem causar alteragdes de membrana e de organelas,
como as mitocdndrias, que também podem influenciar o
processo de fecundagao e até mesmo o desenvolvimento
embrionario. Erenpreiss et al. (2006) salientaram que as
EROs modulam a atividade de genes e de proteinas vitais
para a proliferacao, diferenciagio e fisiologia dos esperma-
tozoides. Nos bovinos, ja foi demonstrado que o estresse
térmico pode promover o aumento de producdo de EROs
e, consequentemente, a diminuigao da fertilidade (NICHI
etal., 2006). Simoes et al. (2013) destacaram que o estresse
oxidativo em espermatozoides comprometeu a qualidade
da cromatina das células e diminuiu a qualidade dos em-
brides produzidos in vitro.

Na espécie humana, os efeitos deletérios que o estresse
oxidativo pode causar nas células espermaticas foram mais
investigados do que em outras espécies animais. Ja foi de-
monstrado que o estresse oxidativo aumenta os danos de
cromatina espermatica e diminuem as chances de gravidez
apds o uso de técnicas de reprodugio assistida (SALEH
et al., 2003; FOKSINSKI et al., 2007). Algumas estraté-
gias para modular o nivel de estresse oxidativo no trato
reprodutivo masculino incluem o uso de compostos an-
tioxidantes via oral, para aumentar a defesa do organismo
contra os danos causados pelas EROs (TWIGG et al., 1998;
GHARAGOZLOO, 2011; WIRLEITNER et al., 2012).
Entretanto, os resultados obtidos ainda sao controversos
e a eficacia desse tipo de tratamento néo foi comprovada.
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Como as EROs desempenham um papel crucial na fisio-
logia do espermatozoide, o tratamento com substancias
antioxidantes podera ser benéfico ou deletério, de acordo
com o tipo e a quantidade de antioxidantes utilizados.

Como a meia-vida das EROs é muito curta, a men-
suragao do estresse oxidativo no sémen requer técnicas
bastante sensiveis (MAKKER; AGARWAL; SHARMA,
2009). Na atualidade, ha mais de 30 ensaios disponiveis
para a avaliagdo do estresse oxidativo em células esper-
maticas, que podem ser classificados em métodos diretos
ou indiretos. Os métodos diretos avaliam o dano causado
pelo excesso de radicais livres a membrana plasmatica ou
ao DNA do espermatozoide. Como o estresse oxidativo
resulta de um desequilibrio entre a produgido de EROs e a
capacidade antioxidante total (CAT), os métodos diretos
refletem os efeitos bioldgicos desses dois tipos de fatores
(TREMELLEN, 2008).

O método direto mais utilizado para a quantifi-
cacido do estresse oxidativo ¢ a avaliacdo dos niveis de
malondialdeido (MDA) com o emprego do ensaio do
acido tiobarbiturico (TBARS). Quando ha a peroxida-
¢do lipidica dos espermatozoides, ocorre um acumulo
progressivo de hidroperdxidos lipidicos na membrana
plasmatica das células que posteriormente se decom-
poem e formam o MDA. O ensaio TBARS pode ser
utilizado para medir os niveis de MDA tanto no plasma
seminal quanto na propria célula espermatica. Contudo,
como os niveis de MDA no espermatozoide sao bastante
baixos (cerca de 5-10 vezes menores que no plasma se-
minal), essa avaliagdo em células espermaticas requer
o uso de um equipamento de cromatografia liquida de
alta pressao (HPLC - high performance liquid chroma-
tography) ou de mensuragao por espectrofluorometria.
Por outro lado, se a avaliagao for realizada no plasma
seminal, a mensuragdo do estresse oxidativo podera ser
obtida em espectrofotdmetros, equipamentos de menor
custo. A avaliagdo do MDA tem sido descrita como um
bom fator indicativo de peroxidacéo lipidica. De fato, em
individuos com excesso de produgdo de EROs, a concen-
tragdo dessa substancia, tanto no espermatozoide como
no plasma seminal, é mais elevada que em individuos
normais (HSIEH; CHANG; LIN, 2006; TAVILANI, 2008;
BENEDETTI et al., 2012).

Dentre os métodos indiretos empregados para a
mensuragdo do estresse oxidativo, os ensaios de quimio-
luminescéncia sdo os mais utilizados para detec¢do da
producdo de EROs no sémen. Essas sondas sdo bastante
sensiveis e tém a vantagem de estarem, relativamente,
bem estabelecidas tanto para a popula¢ao fértil quanto
infértil. Entretanto, esse tipo de avaliagdo ndo tem sido
muito empregado, pois necessita de equipamentos de
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alto custo (luminémetro), além das dificuldades para o
controle da qualidade do ensaio, como tempo de incuba-
¢do, contaminagdo por leucdcitos e presenga de plasma
seminal (AITKEN; BAKER; O'BRYAN, 2004). Sharma
et al. (2013), procurando biomarcadores para estresse
oxidativo, identificaram dez proteinas superexpressas e
cinco proteinas pouco expressas em pacientes do grupo
“estresse oxidativo”; entretanto, mais estudos sdo neces-
sarios para a validagao de tais marcadores.

O espermatozoide é uma célula altamente especia-
lizada, dotada apenas do necessario para os eventos
relacionados a fecunda¢do. Diante desse cenario, fica
evidente que a avaliacdo da apoptose espermatica, da de-
ficiéncia de protamina e do estresse oxidativo no sémen
ejaculado é de extrema importéncia para minimizar as
consequéncias da fragmentacao de DNA espermatico
durante o desenvolvimento embrionario.

Danos na cromatina espermatica versus desenvolvi-
mento embrionario
A relacgdo entre alteracido na fertilidade do macho com
anormalidades morfologicas do espermatozoide ou
diferengas do padrdo funcional espermatico, como a
motilidade e a integridade de acrossomo, tem sido in-
vestigada (JANUSKAUSKAS et al., 2000; BRITO et al.,
2003; TARTAGLIONE; RITTA, 2004; RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2007). Ja foi sugerido que a diferenca na
fertilidade entre individuos depende de fatores intrinsecos
dos espermatozoides que nio sao selecionados pelo trato
reprodutivo feminino. Esses espermatozoides, mesmo de-
feituosos, podem penetrar no odcito, mas nao conseguem
dar inicio a sequéncia de eventos do desenvolvimento em-
brionario normal (EID; LORTON; PARRISH, 1994).
Antigamente, acreditava-se que o espermatozoide
fosse apenas um carreador (ou vetor) que transferia o seu
DNA para o odcito. Entretanto, hoje ja se sabe que existe
um didlogo bem estabelecido entre o espermatozoide e
0 06cito, que culmina com a ativagdo do gameta femi-
nino e a descondensagdo da cabega do espermatozoide.
Esses eventos sao seguidos pela formagao dos pronucleos
masculino e feminino, singamia e das primeiras divisoes
embrionarias. Diversas estruturas, organelas e moléculas
presentes no espermatozoide parecem ser criticas para o
sucesso da fertilizacao e, consequentemente, do desenvol-
vimento embrionério normal (BARROSO et al., 2009).
Apesar do odcito conseguir reparar os danos no
DNA espermatico que tenham ocorrido antes da fe-
cundagdo, esse reparo ¢ limitado (FATEHI et al., 2006;
DERIJCK et al.,, 2008) e, quanto maior é o dano do ma-
terial genético do espermatozoide, menor é a chance de
gestacdo (VIRRO; LARSON-COOK; EVENSON, 2004).
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Adicionalmente, essa capacidade pode ser diferente entre
odcitos do mesmo ou de diferentes individuos e depende
do tipo e extensdo do dano presente no DNA do esper-
matozoide (SAKKAS; ALVAREZ, 2010). Ahmadi e Ng
(1999) verificaram, em camundongos, que o desenvol-
vimento embrionario e fetal esta relacionado com o grau
de dano de DNA, e que o o6cito pode reparar o DNA
espermatico quando o dano ¢é inferior a 8%. A forma
como os zigotos de mamiferos respondem ao dano de
cromatina ainda ndo esta clara. Foi demonstrado que os
embrides de mamiferos ndo tém os pontos de checagem
tradicionais do ciclo celular (G1/S ou G2/M); o que su-
gere a existéncia de um outro mecanismo que preserva a
integridade do genoma durante o desenvolvimento em-
brionario (SHIMURA et al., 2002; BAART et al., 2004;
GAWECKA et al., 2013).

O espermatozoide que fecunda o odcito contribui,
essencialmente, com pelo menos trés componentes: o
genoma paterno haploide, o sinal para iniciar a ativagao
metabolica do odcito e o centriolo, que direciona a for-
macido dos microttbulos, levando a formagdo dos fusos
mitoticos durante o inicio do desenvolvimento do zigoto.
Evidéncias clinicas do uso de técnicas de reprodugio
assistida indicam que a contribui¢do de um esperma-
tozoide anormal pode se estender além da fecundagio,
salientando-se o fato de que os efeitos paternos precoces e
tardios podem ser os fatores determinantes para o desen-
volvimento embriondario anormal (BARROSO et al., 2009).

Tesarik, Greco e Mendoza (2004) demonstraram
que a fragmentacdo do DNA espermatico pode ocorrer
tanto nos estagios iniciais como nos estagios tardios do
desenvolvimento embrionario. O diagnéstico de um
efeito paterno precoce assenta-se nas alteragdes morfo-
légicas do zigoto e do embrido durante as suas primeiras
clivagens, baixa velocidade de divisdo celular, e ndo esta
associado a fragmentacao do DNA espermético. Barroso
etal. (2009) observaram que o efeito paterno precoce pa-
rece ser mediado por disfungoes relacionadas a ativaciao
do odcito e por aberragdes do citoesqueleto. Por outro
lado, os efeitos tardios parecem envolver altera¢des de
cromatina espermatica e talvez disfunc¢ao ou alteragdo
de RNA mitocondrial. Destacaram ainda que das altera-
¢oes relacionadas as anomalias de imprinting gendmico
resultem provavelmente tanto de efeitos precoces como
de efeitos paternos tardios.

Gawecka et al. (2013) verificaram que os zigotos res-
pondem ao dano de cromatina espermatica com um
mecanismo que diminui a replica¢io do DNA paterno e
consequentemente leva ao bloqueio do desenvolvimento
embrionario. Observaram que ambos os pronucleos (PN)
de zigotos oriundos de espermatozoides com dano de



DNA moderado replicaram-se normalmente; contudo,
os zigotos com dano de cromatina severo apresentaram
atraso de mais de 12 horas na replicagdo do PN mascu-
lino, mesmo quando nenhum atraso foi observado no
PN feminino. Constataram também que os cromosso-
mos dos embrides com dano de cromatina moderado
ou severo apresentaram degrada¢ao do DNA paterno
apos a fase S do ciclo celular, enquanto o PN materno
formou cromossomos normais. Ressaltaram ainda que o
atraso na replicagdo causou atraso na progressao para o
estagio de duas células, e a maioria dos embrides teve o
seu desenvolvimento bloqueado na fase G2/M do ciclo
celular, demonstrando que esse é um ponto importante
para a checagem do desenvolvimento embrionario. Os
embrides que passaram pela fase G2/M do ciclo celular
morreram em estagios mais avancados do desenvolvi-
mento embrionario e nenhum dos embrides produzidos
conseguiu chegar ao estdgio de blastocisto.

Dependendo do nivel de fragmentagdo da croma-
tina espermadtica, trés situagdes podem ser esperadas.
Em alguns casos, o 0dcito ndo consegue reparar o dado
de DNA e o embrido ndo consegue continuar o seu de-
senvolvimento, nio consegue se implantar no utero ou
pode ser abortado naturalmente em estdgios mais avan-
¢ados (defeitos nao compensaveis de dano de cromatina
espermatica). Em outros casos, 0 odcito repara os da-
nos de DNA antes do inicio das primeiras clivagens, e
o espermatozoide pode gerar um individuo normal
(defeitos compensaveis de dano de cromatina espermad-
tica). Entretanto, existe um ultimo e o pior cenario em
que, devido ao reparo parcial do odcito, as delecdes ou
os erros de sequéncia podem ser introduzidos no novo
individuo, resultando em uma prole anormal (defeitos
parcialmente compensaveis de dano de cromatina esper-
matica), ressaltando-se que cerca de 80% das aberragoes
de estrutura de cromossomos em humanos tem origem
paterna (FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2008). De
forma geral, os danos da fita simples de DNA tém me-
lhor prognéstico e sdo mais facilmente reparados que os
danos da fita dupla (SAKKAS; ALVAREZ, 2010).

Marchetti e Wyrobek (2005) observaram que as
anormalidades cromossdmicas constitutivas ocorrem
em cerca de 20-50% de todos os conceptos humanos,
dos quais 30 a 50% sdo abortados antes do reconheci-
mento da gestagao, e cerca de 20% de todas as gestagdes
nao chegam a termo. Ressaltaram ainda que em torno
de 0,6% de todas as criancas nascidas vivas apresentam
alteragdes cromossOmicas, e mais de 80% de tais altera-
¢des sdo originarias das células germinativas masculinas.
Marchetti e Wyrobek (2005) verificaram também, em
camundongos, que os danos de cromatina espermatica
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devem ser avaliados antes das células serem usadas na
reproducdo assistida para a producio de embrides.
Fernandez-Gonzales et al. (2008) destacaram que as con-
sequéncias da fragmenta¢do de DNA espermatico nao
reparada (ou com reparo parcial) pelo odcito s6 aparece-
rao mais tarde na vida do individuo, como crescimento
anormal, envelhecimento precoce, alteragdes de compor-
tamento e tumores mesenquimais.

Na reprodugao de bovinos, os animais utilizados em
programas de inseminagdo artificial (IA) e de produgéo in
vitro (PIV) de embrides sdo selecionados geneticamente
e tém a fertilidade comprovada. Contudo, os resultados
de PIV de embrides em bovinos variam entre touros e
muitas vezes ndo correspondem a fertilidade a campo.

O sucesso da PIV de embrides esta relacionado a efi-
ciéncia da separagdo de uma quantidade adequada de
espermatozoides mdveis e com acrossomo e DNA intac-
tos. Em uma amostra de sémen congelado, a técnica de
centrifugagdo em gradiente de Percoll tem sido a mais
utilizada para a recuperagdo da populacio de espermato-
zoides (RECKOVA et al., 2008). Para Parrish, Krogenaes
e Susko-Parrish (1995), esse é 0 método que consegue se-
parar uma maior quantidade de espermatozoides modveis
para a PIV de embrides. Entretanto, apesar da populagio
separada apresentar alta propor¢do de espermatozoides
viaveis com acrossomo intacto, o DNA das suas células
pode estar alterado, uma vez que os espermatozoides de
alguns touros podem ser muito sensiveis a esse processo
(ALOMAR et al,, 2006). Adicionalmente, ja foi descrito
que a centrifugagdo por si s6 pode aumentar as espécies
reativas de oxigénio (EROs) que aumentam as chances de
dano de DNA espermatico (AITKEN; CLARKSON, 1988).

As praticas convencionais utilizadas na PIV de embri-
Oes bovinos para selecionar odcitos e espermatozoides sdo
bastante simplistas e subjetivas, existindo a possibilidade
de que os gametas selecionados contenham alteragdes
dos mais diversos tipos e origens e, consequentemente,
de apresentarem um desenvolvimento alterado. As células
embriondrias anormais sdo removidas por apoptose, que
é um processo fisioldgico no embrido. Apenas um excesso
ou falta de apoptose pode levar a morte embrionéria ou
a alteragdes de desenvolvimento. Condigdes de cultura
subotimas, sem duvida, também contribuem para a apop-
tose embriondria indevida (VAN SOOM et al., 2007).

O sucesso da fecundagdo depende da capacidade
do espermatozoide sofrer reagao acrossomica. Para es-
timular essa condicdo in vitro, os meios de cultivo sdo
suplementados com agentes capacitores. Para a espécie
bovina, o mais comumente utilizado é a heparina, que au-
xilia na remogéo dos fatores incapacitantes presentes na
membrana do espermatozoide (PEREIRA et al., 2000).
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Entretanto, mesmo dentro das condi¢des padrdes de
capacitacdo espermatica in vitro, a propor¢io de esper-
matozoides que apresenta a reagao acrossdmica pode ser
muito variavel, pois depende da raga do animal e das ca-
racteristicas individuais.

Em bovinos, ja foi sugerido que a redugédo dos indices
de fecundacio in vitro pode estar relacionada a alteracoes
da integridade de DNA espermatico, observadas durante
o processo de separacdo do sémen ou durante a reagao
acrossomica (BOE-HANSEN et al., 2005).

Em seres humanos, ja foi descrita a ocorréncia de
fragmentagao de DNA espermatico em momentos es-
pecificos. Agarwal e Allamaneni (2005) relataram que
as causas de fragmentacdo de DNA em humanos po-
dem ser condigdes transitdrias e estar relacionadas com
doengas, uso de drogas, febre alta, aumento da tempera-
tura testicular, polui¢do do ar, fumo e idade avancada.
Extrapolando-se tais situacdes para a reprodu¢do em
bovinos, pode-se deduzir que algumas dessas condi-
¢Oes também podem influenciar o sémen dos animais,
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mesmo em individuos dotados de alto potencial genético,
uma vez que os touros também estdo sujeitos a estresse
térmico, insulacdo testicular, alteragdo de alimentacio,
doencas e idade avangada. Dessa forma, diferentes par-
tidas de sémen podem apresentar diferenca de potencial
de fertilidade, ou seja, baixa fertilidade esporadica.
Resumindo, os fatores envolvidos com a capacidade
de o embrido responder e reparar o dano de DNA ainda
nao sio totalmente compreendidos. Muitas lacunas
existem no que se refere aos papéis especificos e tempo
de expressao de diversos genes de reparo de DNA nos
estagios iniciais do desenvolvimento embriondrio.
Gonzélez-Marin, Gosalvez e Roy (2012), ressaltaram que,
mesmo que o odcito tenha sido fecundado por um esper-
matozoide que apresente dano de DNA no seu genoma,
o gameta feminino, o zigoto ou até mesmo o blastocisto
poderio reparar esse dano. Além disso, os testes atual-
mente disponiveis para a avaliagdo da fragmentagao de
DNA ainda nao conseguem fornecer informagdes sobre
o reparo do dano de DNA espermatico. (&
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