DYy

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.37, n.2, p.92-96, abr./jun. 2013. Disponivel em www.cbra.org.br

Cromatina espermatica: quebrando paradigmas
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Resumo

Ha algumas décadas, pensava-se que espermatozoides maduros possuissem uma cromatina ndo
funcional, inerte, sem a capacidade de transcri¢do. Acreditava-se que a matriz nuclear ndo existisse ¢ que a
presenga de histonas no nucleo seria um erro no processo de compactagao cromatinica, o que poderia interferir
na fertilidade do macho. Hoje se sabe que, entre as estruturas toroidais, unidades basicas da cromatina
espermatica altamente compactada, ha algumas poucas regides que contém sequéncias de nucleossomos, ¢ estas
geralmente estdo anexadas a uma matriz nuclear proteica. Os espermatozoides possuem cromatina altamente
organizada e sdo condutores metabolicamente funcionais do genoma masculino, carreando RNAs de diferentes
tipos, os quais, tanto quanto os nucleossomos, sdo importantes sinalizadores epigenéticos paternos e, logo,
influenciam o desenvolvimento embrionario inicial. Portanto, alteragdes cromatinicas podem ndo somente
interferir no processo de fecundag@o, como principalmente no desenvolvimento embrionario, o que reforga a
necessidade da analise da cromatina na avaliacdo de reprodutores machos.
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Abstract

Decades ago, it was thought that spermatozoa had a chromatin nonfunctional, inert, without the ability
to transcription. It was believed in the absence of nuclear matrix and the presence of the core histones would be
an error in the chromatin packaging, which could interfere with male fertility. Today we know that between the
toroidal structures, basic units of highly compacted sperm chromatin, there are a few regions containing
nucleosome sequences, these usually being attached to a nuclear protein matrix. The sperm chromatin is highly
organized and is metabolically functional carrier of male genome, carrying different RNA types, which, along
with the nucleosomes are important paternal epigenetic signaling, and influencing early embryonic
development. Therefore, chromatin alterations not only interfere with the fertilization process, but also influence
the embryonic development, which reinforces the need for chromatin analysis in the evaluation of breeding
males.
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Introducao

O espermatozoide dos mamiferos tem dois componentes principais, a cabeca e a cauda ou flagelo. A
cabeca consiste do acrossoma, o niicleo e, em menor quantidade, estruturas citoesqueléticas e citoplasma. O
nucleo ¢ haploide, contendo somente um membro de cada par cromossdmico, € a cromatina se torna altamente
condensada durante a ultima fase da espermatogénese (Eddy, 2006). Durante a espermiogénese dos mamiferos,
as histonas somaticas, proteinas nucleares basicas, seriam substituidas, em parte ou totalmente, por
nucleoproteinas especificas dos espermatozoides, denominadas protaminas ou proteinas queratinosas, as quais
possuem um carater mais basico, ricas em arginina e cisteina oxidada (Bloch, 1969). Estudos mostraram que a
permanéncia de histonas somaticas ou a ocorréncia de anormalidades nas protaminas poderiam levar a formagao
de distirbios de condensagdo da cromatina (complexo DNA-proteina) dos espermatozoides, a qual se torna
frouxa com repercussdes sobre a fertilidade (Gredhill, 1966; Evenson et al., 1980; Mello, 1982).

Ha algumas décadas, pensava-se que espermatozoides maduros possuissem uma cromatina ndo
funcional, inerte, sem a capacidade de transcri¢do. Acreditava-se que a matriz nuclear compondo a cromatina
espermatica nio existisse ¢ que a presenca de histonas no nucleo espermatico seria um erro no processo de
compactacdo cromatinica. Ao contrario das células somadticas, em que a unidade basica da cromatina é o
nucleossomo, composto de um octamero de histonas envolto por aproximadamente 150 pares de bases (pb) de
DNA, a unidade bésica da cromatina de espermatozoides de mamiferos seria o toroide de protamina (Hud et al.,
1993), no qual aproximadamente 50.000 pb de DNA sdo firmemente enrolados pelas protaminas, formando uma
estrutura em forma de “donut” (rosca) ou toroide. Tal constitui¢do seria importante na prote¢do ¢ manutengdo da

Recebido: 6 de fevereiro de 2013
Aceito: 25 de fevereiro de 2013



Qo

Beletti. Cromatina espermatica: quebrando paradigmas.

estabilidade do DNA, bem como permitiria que todo esse DNA a ser transportado pelo espermatozoide ocupasse
um volume muito menor do que se estivesse na forma de nucleossomos (Balhorn, 1982).

Alteracdes na cromatina espermatica

Existe evidéncia de que esse processo de condensacdo de DNA pode estar incompleto, resultando em
menor estabilidade nuclear e aumento da susceptibilidade para desnaturagdo do complexo DNA-proteina, o que
tem sido associado com infertilidade em véarios animais e no homem. Essa instabilidade nuclear levaria a danos
no DNA, os quais poderiam persistir durante o desenvolvimento embrionario, induzindo apoptose e
fragmentagdo do embrido no inicio do desenvolvimento ou levando a morte mais tardiamente (Twigg et al.,
1998).

Touros que apresentam espermatozoides com morfologia, motilidade e enzimas normais podem vir a se
comportar como subférteis. Mesmo animais comprovadamente férteis podem apresentar intervalos de
subfertilidade inexplicaveis. Verificou-se que, na maioria das vezes, isso ¢ devido a alteragdes na compactacdo
da cromatina dos espermatozoides (Beletti ¢ Mello, 1996).

Foi por meio da reagdo de Feulgen que Gledhill (1966) diferenciou pela primeira vez espermatozoides
com complexo DNA-proteina anémalo em touros subférteis. Inicialmente a maior intensidade de coloragdo nas
cabecas desses espermatozoides foi admitida como sendo um maior conteido de DNA. No entanto, com a
utilizagdo de microespectrofotometria de ultravioleta, verificou-se que essa diferenca na resposta a reacdo de
Feulgen era consequéncia de uma alteracdo na cinética hidrolitica do DNA (depurinagdo mais rapida), devido a
alteragdes no complexo DNA-proteina, tornando-o mais frouxo e mais sensivel a hidrolise. Assim, os
espermatozoides com cromatina mais frouxa se coram mais intensamente quando utilizada a reacdo de Feulgen.

Atualmente, grande nimero de metodologias ¢ utilizado para identificacdo de alteragdes na estabilidade
da cromatina espermatica. Um dos métodos mais usados ¢ a analise da estrutura da cromatina espermatica
(sperm chromatin structure assay - SCSA), que utiliza laranja de acridina para avaliar a suscetibilidade do DNA
a desnaturagdo (Evenson et al., 1980). Os espermatozoides sdo submetidos a leve tratamento acido, corados com
laranja de acridina e avaliados em citometro de fluxo. Por meio dos graficos gerados no citometro de fluxo é
possivel quantificar os espermatozoides com fluorescéncia verde e vermelha, que seriam, respectivamente,
espermatozoides com cromatina normal e alterada.

Mello (1982) desenvolveu um método para avaliacdo da cromatina com o uso do azul de toluidina, um
corante catidnico que exibe fendmeno metacromatico, isto €, alteragdo na cor induzida pela ressonancia de
elétrons entre as moléculas do corante. Nesse método ¢ avaliada a capacidade de moléculas do corante ligarem-
se aos grupos fosfatos do DNA, o que esta diretamente relacionado com a compactagio do DNA. E importante
que a solugdo de azul de toluidina esteja em pH 4,0, pois garante que apenas os fosfatos estejam ionizados, e ndo
outros possiveis sitios (anions) de ligagdo do corante. Os espermatozoides normais se coram em verde, mas
aqueles com anomalias na compactacdo da cromatina se coram em violeta. Isto se deve ao fato de que, na
cromatina normal de espermatozoides, a maioria dos grupos fosfatos estd bloqueada por protaminas,
consequentemente poucas moléculas do corante se ligam ao DNA e, assim, ndo ocorre o fendmeno da
metacromasia, resultando em uma coloragido de verde a azul claro. Ja naqueles espermatozoides com cromatina
pouco compactada, haveria mais ligagdes com as moléculas do corante, o que permitiria a ressonincia de
elétrons entre as moléculas, resultando numa coloragdo de azul escuro a magenta. Porém, somente alteragdes
cromatinicas muito intensas seriam identificadas por esse método. A sensibilidade desse processo pode ser
aumentada pela hidrolise acida antes da coloragdo. Assim, espermatozoides normais, que sio caracterizados por
cromatina altamente compactada, sdo pouco afetados pela hidrdlise e, consequentemente, continuam corando-se
em azul claro. Por outro lado, espermatozoides com cromatina espermdatica com alteragdes leves, identificados
como normal sem a hidrélise, tém as protaminas parcialmente extraidas, o que possibilita ligagdes das moléculas
do corante com os grupos fosfatos do DNA, fazendo com que esses espermatozoides passem a se corar como
anomalos. Mesmo com o tratamento acido prévio, a avaliacdo de alteragdes da cromatina espermatica continua
possuindo um carater subjetivo, podendo ocorrer variagdes entre examinadores. Para minimizar a subjetividade,
Beletti et al. (2004, 2005) utilizaram analise de imagem computacional de esfregagos de sémen corados com azul
de toluidina, previamente tratados com HCI 4N. Desta forma, as cores sdo diferenciadas pelos seus valores de
pixels, o que diminui a subjetividade e possibilita a graduac@o das alteragdes. Além de diminuir a subjetividade,
essa metodologia permite uma avaliagdo concomitante da morfometria e da cromatina de cada espermatozoide, a
fim de que se possa correlacionar essas duas caracteristicas (Beletti at al., 2005; Silva et al., 2008; Kanayama e
Beletti, 2011). Com o uso dessa metodologia, Beletti et al. (2004) demonstraram a existéncia de diversos tipos de
alteragdes de cromatina, com variagdes na localizagdo e na intensidade de descompactagdo. Tais autores
sugeriram uma rela¢do da localizagdo dessas alteragdes com a matriz nuclear. Esses tipos de alteragdes podem
possuir diferentes etiologias e consequéncias sobre a fertilidade do macho.

Beletti e Mello (1996), ao estudarem touros que apresentavam alta porcentagem de espermatozoides
com patologia de cabega (touros subférteis), observaram que alguns desses animais apresentavam frequéncia de
espermatozoides com complexo DNA-proteina andmalo semelhante ao de touros altamente férteis. Assim,
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embora o achado de niveis mais elevados de metacromasia induzida se associe a subfertilidade, nem toda
situacdo de subfertilidade ¢ caracterizada pela presenga de nucleos com essa propriedade citoquimica.

Em bovinos, Dobrinski e Barth (1993) mostraram que reprodutores considerados de baixa fertilidade
possuiam altas taxas de espermatozoides com DNA danificado. Os autores observaram uma estreita relagao entre
o numero de patologias espermaticas e o numero de espermatozoides com DNA danificado. J4 Watson (2000)
apontou os espermatozoides apresentando DNA danificado como uma das causas responsaveis pelo insucesso na
inseminagao artificial.

Tais alteragdes na cromatina poderiam interferir na fertilidade do macho de diferentes formas,
dependendo da intensidade da alteragdo. Espermatozoides com graves alteragdes cromatinicas teriam alteragdes
na forma da cabega e, portanto, na sua hidrodindmica, o que levaria a uma motilidade inadequada, interferindo
diretamente no processo de fecundagdo. Outras alteragdes espermaticas menos graves poderiam ndo interferir na
motilidade e, consequentemente, no processo de fecundacdo, porém possuiriam danos no DNA que
impossibilitariam a unido dos pro-nicleos masculino e feminino e, por conseguinte, inviabilizariam o zigoto.
AlteragGes ainda mais leves poderiam nao interferir na fecundagdo e no desenvolvimento embrionario inicial,
mas poderiam interferir em etapas posteriores do desenvolvimento embriondrio, o que poderia levar a morte
embrionaria com consequente reabsor¢ao fetal ou aborto. Ainda, em situagdes menos frequentes, a gestacdo
poderia chegar a termo, mas os neonatos possuiriam alteragdes genéticas de diversos tipos e intensidades.

Por meio de microscopia eletronica de transmissdo, nos laboratérios do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia, foi verificada alta correlagdo negativa entre alteragcdes na
compactacdo da cromatina espermatica de perus e taxa de eclosdo dos ovos. Contudo, ndo foi obtida correlagdo
significativa entre essas alteracdes e a taxa de fertilidade dos mesmos ovos, avaliada aos cinco dias de incubagéo
(Aragjo, 2013; UFU; informagdo pessoal). Ficou assim demonstrado que as alteragdes na compactaco
cromatinica identificadas por microscopia eletronica de transmissdao pouco ou nada interferem no processo de
fecundag@o. No entanto, quando espermatozoides portadores dessa alteragdo fecundam o ovo, provavelmente
levardo a morte o embrido durante o seu desenvolvimento.

Quebrando paradigmas

Apesar de esses métodos e conceitos até agora descritos serem compativeis com os resultados e as
observagdes da maioria das pesquisas, ainda existiam varios pontos a serem esclarecidos. Seria a cromatina
espermatica totalmente inerte? N&o existe realmente matriz nuclear espermatica? A presenga de histonas
constitui erro no processo de compactagdo da cromatina?

Recentemente, os espermatozoides tém sido reconhecidos como sendo altamente organizados e
condutores metabolicamente funcionais do genoma masculino. Além da ja conhecida unidade basica da
cromatina de espermatozoides de mamiferos, o toroide de protamina, outro nivel de arranjo da cromatina ¢é a
organizagdo estrutural do DNA em dominios no formato de algas de 20 a 50kb (Ward et al., 1989; Kramer ¢
Krawetz, 1996). Foi proposto o modelo “donut-alga” para a estrutura da cromatina espermatica, o que sugere que
ambos os niveis organizacionais sdo relacionados (Sotolongo et al., 2003). Nesse modelo, cada dominio em
forma de alga do DNA ¢ condensado em um unico toroide de protamina. Esses dominios em forma de alga
estariam fixados a matriz nuclear proteica em locais denominados de regides de anexagdo da matriz (MARS).
Portanto, hoje praticamente ¢ aceita a existéncia de matriz nuclear espermatica. Enquanto a composigdo da
matriz nuclear ndo é completamente conhecida, ha evidéncias de que alguns de seus componentes sejam
topoisomerases IIB (Shaman et al., 2006), actina, miosina, citoqueratinas e espectrina (Ocampo et al., 2005),
possivelmente carbamil fosfato sintetase glutamina-dependente, aspartato transcarbamilase, dihidroorotase
(CAD; Carrey et al., 2002; Ocampo et al., 2005) e transcriptase reversa (Giordano et al., 2000). A fragdo de
nuclease hipersensitiva, que provavelmente se liga a uma estrutura tipica nucleossomal, liga cada toroide e anexa
as alcas a matriz nuclear (Sotolongo et al., 2003), potencialmente por meio da topoisomerase IIB (Shaman et al.,
2006). As regides sensitivas a nuclease tém sido descritas proximas as regides de matriz, associadas aos
dominios das algas no DNA espermatico humano, o que ¢ similar & cromatina potencializada a transcri¢do nas
células somaticas (Chang et al., 1995). Estes sdo indicios de que talvez o DNA espermatico nao seja tdo inerte
quanto se pensava. Da mesma forma, sabe-se que o nucleo espermatico, além de possuir transcriptase reversa,
também possui varios tipos de RNAs nfo codificantes, provavelmente produzidos durante a espermatogénese.
Apesar de as fungdes desses RNAs ainda serem desconhecidas, especula-se que estes seriam importantes no
controle génico no desenvolvimento embrionario inicial e na epigenética (Dadoune, 2009; Johnson et al., 2011;
Carrel, 2012).

Outra recente e importante mudanga de conceito € que a existéncia de histonas no nicleo espermatico
ndo se caracteriza necessariamente como um erro na compactagdo cromatinica. Na realidade, intercaladas entre
as estruturas toroidais da cromatina espermatica, existem regides contendo sequéncias de nucleossomos,
geralmente contendo DNA hipometilado. Tais regides provavelmente possuam importante fungdo no
desenvolvimento embrionario inicial e na heranga epigenética paterna. De fato, ha algum tempo escreve-se sobre
a importancia da epigenética e dos denominados “imprints” paternos. No entanto, a existéncia apenas de
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estruturas toroidais limitaria as sinalizagdes epigenéticas as alteragdes no DNA, tais como metilagdo e acetilagdo.
A existéncia de regides contendo nucleossomos, mesmo que em pequena quantidade, porém com localizagido
estratégica, amplia sobremaneira as possibilidades de sinalizagdes epigenéticas paternas, ja que as histonas sdo
importantes sitios de sinalizagdo epigenética (Johnson et al., 2011; Carrel, 2012).

Esses novos conceitos podem auxiliar ¢ mesmo alterar as interpretacdes das avaliagdes da cromatina
espermatica. Os métodos que avaliam a fragmentacdo do DNA (Tunel, cometa, dispersdo da cromatina
espermatica; Kadirvel et al., 2012; Karoui et al., 2012) apenas identificariam alteragdes mais intensas no DNA.
Ja aqueles que avaliam a compactacdo ou sfatus da cromatina (azul de toluidina, SCSA; Fortes et al., 2012;
Oliveira et al., 2012) provavelmente também seriam influenciadas por alteragdes epigenéticas. Desta forma, a
frequente correlacdo entre alteragdes cromatinicas identificadas por esses métodos e a morte embrionaria precoce
podem ndo ser necessariamente causadas por fragmentacdo do DNA, mas por alteragdes epigenéticas.

Conclusoes

Intercaladas entre as estruturas toroidais da cromatina espermatica, existem algumas poucas regides
contendo sequéncias de nucleossomos, estrategicamente localizadas, que geralmente estdo anexadas a matriz
nuclear. Tais regides sdo importantes na sinalizagdo epigenética paterna. Assim como as regides de cromatina
contendo nucleossomos, RNAs ndo codificadores encontrados no nicleo espermatico parecem ser importantes
no desenvolvimento embriondrio inicial. Portanto, os espermatozoides possuem cromatina altamente organizada
e sdo condutores metabolicamente funcionais do genoma masculino.

Tais conceitos reforcam a necessidade da avaliagdo da cromatina espermatica ndo somente quanto a
fragmentacdo do DNA, mas também quanto a alteragdes epigenéticas, muitas das quais podem ser identificadas
ao se avaliar a compactagdo da cromatina.
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