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Apresentacao

Esta publicacdo tem por objetivo destacar a utilidade da técnica de terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay
(TUNEL) na avaliacao da integridade do DNA dos espermatozdides bovinos,
para se evitar perdas na eficiéncia das principais biotécnicas de reproducao
animal, tais como inseminacao artificial, transferéncia de embrides e
fecundacao in vitro.

Considerando que, durante a avaliacdo espermética de rotina, nao é
possivel identificar danos no DNA espermatico, é de fundamental
importancia utilizar técnicas confidveis na deteccao deste parametro, a fim
de se evitar o comprometimento do desenvolvimento embriondrio. Dentro
desse contexto, encontra-se o método de TUNEL, que é uma técnica que
consegue detectar com confiabilidade fragmentacdes de DNA na amostra
de sémen, antes que ele seja aplicado na reproducao animal.

Dessa forma, espera-se que as informacdes contidas nesta publicacao
consigam estimular os técnicos a realizarem rotineiramente uma avaliacao
de DNA nos espermatozdides frescos ou criopreservados de bovinos,
considerando que a técnica de TUNEL pode ser uma ferramenta Util nesse
processo, determinando exames espermaticos mais seguros e um retorno
econdmico do sémen utilizado.

Roberto Teixeira Alves
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Método de TUNEL: uma
ferramenta alternativa para
avaliar a integridade do
DNA de espermatozdides
bovinos

Carlos Frederico Martins; Margot Nunes Dode
Sénia Nair Bao; Rodolfo Rumpf

Introducao

A fecundacao nos mamiferos envolve uma interacao direta entre o
espermatozdide e o ovécito, a fusdao das membranas celulares e a
subseqliente unido do genoma masculino e feminino (PRIMAKOFF: MYLES,
2002). Estudos em diferentes animais demonstraram que a finalizacdo
desse processo e o posterior desenvolvimento do embrido dependem em
parte da integridade do DNA espermatico (AHMADI; NG, 1999).
Alteracdes no genoma paterno podem comprometer ndo sé a fecundacao e
a qualidade do embridao, mas também a viabilidade embrionéria e a
progressao da prenhez (BORINI et al., 2006).

A adequada qualidade espermatica pode garantir o sucesso de diferentes
biotécnicas de reproducao animal, tais como a inseminacao artificial, a
transferéncia de embrides e a fecundacao in vitro, pois, em todas essas
técnicas, o espermatozoéide exerce um papel fundamental.

No entanto, a qualidade do sémen normalmente é mensurada pela avaliacao
de concentracao, motilidade e morfologia espermatica. Esses parametros,
entretanto, ndo sdo capazes de avaliar alteracdes na organizacao da
cromatina nuclear do espermatozdide, tais como condensacao irregular ou
danos no DNA (SAKKAS et al., 1998).
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Por nao existir um exame Unico para a predicao da fertilidade dos
espermatozéides frescos ou criopreservados, quanto maior for o nimero de
parametros avaliados, mais confidvel sera o resultado final do exame do
sémen bovino. Dentro desse contexto, a andlise do DNA espermatico deve
ser considerada durante o exame seminal, pois pode trazer informacodes
importantes da qualidade espermatica, as quais ndo estariam sendo
observadas pelos exames convencionais.

Portanto, o objetivo desta publicacao é apresentar a técnica de terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay
(TUNEL) como metodologia eficaz e sensivel para identificar danos ao DNA
espermatico e demonstrar a importancia de se avaliar o DNA dos
espermatozdéides durante as avaliacdes de rotina.

Organizacao da estrutura da
cromatina espermatica

A cromatina dos espermatdcitos, que sofreram a uUltima divisdao meidtica
para formar as espermatides, consiste de proteinas histonas intimamente
ligadas ao DNA em particulas do nucleossomo (EVENSON, 1999). O
nucleossomo compreende o DNA envolvido por um octamero de histonas
nucleares (KORNBERG, 1974), aparentando granulos em uma corda
(WOLFFE, 2001). A organizacao nucleossomal das espermatides
prematuras se modifica para formar o espermatozéide, sendo substituida
inicialmente por fibrilas lisas (DADOUNE, 2003). As agregacoes dessas
fibrilas formam fibras maiores e posteriormente uma massa homogénea,

que é resultado da interacao do DNA espermatico com as proteinas
protaminas (LOIR et al., 1985). Essas alteracdes na cromatina do
espermatozéide determinam uma organizacao diferente a encontrada nas
células somaticas (EVENSON et al., 2002). Junto com a visivel mudanca na
organizacao da cromatina espermatica, as histonas sdo removidas do DNA

dos espermatécitos e espermétides prematuras e sdo substituidas por
proteinas de transicdo. Em seguida, as proteinas de transicdo sao
substituidas pelas proteinas protaminas, que sdo responsaveis pela
condensacao nuclear final e estabilizacdo da cromatina esperméatica (ZHAO
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et al., 2001). Entdo, no complemento da espermiogénese, as protaminas
interagem com o DNA esperméatico de uma forma Unica e original,
envolvendo-o em subunidades toroidais, que contém 50 kb de DNA.

Em virtude dessa organizacao final, o nlcleo espermético dos mamiferos é
muito estavel e altamente condensado (YANAGIMACHI, 1994), sendo seis
vezes mais compactado e tendo 40 vezes menos volume de DNA que as
células somaticas (WARD, 1994; WARD; ZALENSKY, 1996). Esse tipo de
empacotamento do DNA é essencial para proteger as células e minimizar os

danos causados pelos agentes exdgenos antes da fecundacao. Ainda tem
sido sugerido que o espermatozoéide bovino possui uma condensacao nuclear
mais estavel que vérias outras espécies (PERREAULT et al., 1988).

Relacdo da estrutura da cromatina
com a fecundacao e sobrevivéncia
embrionaria

Existem muitas evidéncias indicando que a integridade da cromatina
espermatica nao é sé importante para a fecundacao, mas também para o
desenvolvimento embrionario normal (MORRIS et al., 2002; WARD et al.,
2000). Espermatozéides com a integridade do DNA comprometida,
independente do grau da lesdo, parecem apresentar a capacidade de

fecundar ovécitos com as mesmas taxas encontradas para os
espermatozoéides normais. Entretanto, os danos do DNA espermatico estao
relacionados com o comprometimento do desenvolvimento embrionario.
Apesar de o ovécito ter a capacidade de reparar alguns danos pré-
existentes do DNA espermatico, essa capacidade € limitada e, as vezes,
inadequada, resultando em falhas no desenvolvimento embrionario
(AHMADI; NG, 1999). Ademais, mudancas na arquitetura da cromatina

espermatica podem influenciar a regulacao da expressao de genes paternos
no embrido (HAAF; WARD, 1995). Nos bovinos, danos na cromatina
espermatica foram associados com um padrao anormal de descondensacao

da cromatina e aumento do tempo para formacao dos pré-nucleos apés a
fecundacao (EVENSON et al., 1999).

11
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Fatores que influenciam a
estabilidade da estrutura espermatica

A estrutura da cromatina espermatica pode ser alterada pela temperatura,
substancias quimicas, doencas e distlurbios moleculares (KARABINUS et al.,
1997: LOVE et al., 2002). Estudos avaliando a alteracdo da temperatura no
espermatozdéide humano, bovino e suino tém mostrado que a cromatina
espermatica pode sofrer importantes mudancas apds os procedimentos de
congelacdo e descongelacdo (MADRID-BURY et al., 2005; CORDOVA-
IZQUIERDO et al., 2006). Além disso, Martins et al. (2007a), trabalhando
com o processo de liofilizacdo como método alternativo para conservacao
de espermatozdides bovinos, também verificaram que, durante esse
processo e principalmente durante o periodo de estocagem, o DNA do
espermatozdide liofilizado pode ser danificado, caso ndo haja adequada
protecao.

Karabinus et al. (1997) demonstraram que os touros apresentam uma
reducdo da estabilidade da cromatina 12 dias ap6s a exposicao ao estresse
térmico testicular. Espermatozéides do epididimo coletados com mais de 9
dias apds o estresse calérico foram menos afetados pelo estresse térmico,
sugerindo que a estabilizacao da cromatina espermatica pela formacao das
pontes de dissulfito e a condensacao da cromatina, que normalmente
ocorrem durante o transito epididimario, conferem o aumento da
resisténcia a desnaturacao.

Nos homens, existe uma grande relacao entre o tabagismo e o
comprometimento das funcdes reprodutivas, possivelmente em virtude de
os fumantes inalarem mais toxinas, como a nicotina, mondéxido de carbono
e outros compostos mutagénicos, que os nao fumantes (ZAVOS et al.,
1998). Nos fumantes, tém sido demonstrado um aumento dos danos ao
DNA espermatico (POTTS et al., 1999), que pode ser resultado do estresse
oxidativo no sémen (SALEH et al., 2002). Nos animais, a criopreservacao
esté associada ao aumento do estresse oxidativo, causando maiores lesoes
aos espermatozoides. Muitos pesquisadores acreditam que o estresse
oxidativo nao sé danifica a membrana plasmatica, mas também pode
induzir altas freqiiéncias de quebras na dupla fita de DNA (AITKEN, 1999).
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Em relacao aos disturbios moleculares, estudos realizados em seres
humanos identificaram individuos com niveis de protamina 2 no ejaculado, o
que tem sido atribuido a persisténcia das histonas ou incompleto
processamento dos precursores da protamina 2 (DE YEBRA et al., 1998). A
protamina 2 tem importante funcao na formacao das pontes de dissulfito
inter e intramoleculares, que sdo necessdrias para a estabilizacdo da
cromatina (EVENSON et al.,1980).

A técnica de terminal
deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nick end labeling
assay (TUNEL) para deteccao de
fragmentacdo do DNA espermatico

Vérias técnicas sao disponiveis para avaliar a estrutura da cromatina e
DNA espermatico. Entre as principais técnicas, estdo os métodos
microscépicos que incluem o ensaio Cometa (Single Cell Gel
Electrophoresis) (IRVINE et al., 2000), a avaliacdo de TUNEL (HOST et al.,
2000), teste Acridine Orange (AO) (DURAN et al., 1998) e Sperm
chromatin structure assay (SCSA) (EVENSON et al., 2002).

A técnica de TUNEL detecta danos endégenos no DNA e tem sido
considerada um método adequado para quantificar as quebras no DNA dos
espermatozdides (YOUNG et al., 2003). Na anélise do espermatozdide
humano, o método de TUNEL tem mostrado resultados similares ao SCSA
(LARSON-COOK et al., 2003) e ao ensaio Cometa (COLLINS et al., 1997).

A avaliacdo de TUNEL se baseia na incorporacao de nucleotideos (d-UTP =
2’-desoxiuridina 5’ trifosfato) marcados com um corante fluorescente
(Isotiocianato de fluoresceina-FITC) na regiao livre 3'OH das quebras do DNA
fita simples ou fita dupla. Essa reacao é catalisada por uma enzima
denominada de terminal deoxynucleotidyl transferase que ird polimerizar os
nucleotideos modificados nas regides de fragmentacédo do DNA. A
incorporacao de d-UTP fluoresceina é entao amplificada por vérias reacoes
enzimaticas secunddarias e mensurada por microscopia de fluorescéncia ou por
citometria de fluxo. Os espermatozéides examinados microscopicamente sao
identificados como TUNEL positivo (DNA fragmentado), por causa da
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presenca de coloracdo verde na cabeca espermatica determinada pela acao
do corante isotiocianato de fluoresceina-FITC (Fig. 1), ou negativo (DNA
integro), de acordo com a presenca de coloracao azul na cabeca espermatica,
por causa da contra-coloracdao com o corante Hoechst 33342 (Fig. 2).

Fig. 1. Espermatozéides TUNEL positivo (com fragmentacdo do

DNA), caracterizados pela coloracdo verde da cabeca.

Fig. 2. Espermatozéides TUNEL negativo (DNA integro), caracterizados

pela coloracao azul da cabeca.
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Material necessario

Sémen fresco ou congelado.

Microscépio de fluorescéncia com filtro de comprimento de onda de
excitacao de 365 nm e de emissao de 420 nm para deteccao do
corante Hoechst; e filtro de comprimento de onda de excitacao de
450 nm e de emissao de 515 nm para o corante isotiocianato de
fluoresceina (FITC).

Solucao de Reacdo de TUNEL: /n Situ Cell Death Detection Kit, with
fluorescein (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

Solucéo de lavagem.

Solucao de DNAse.

Solucao permeabilizadora.

Corante fluorescente genémico Hoechst 33342.
Tampao fosfato.

Paraformaldeido 10 %.

Paraformaldeido 4 %.

Triton - X 0,5 %.

Preparo de solucdes
1. Tampao Fosfato pH 7,1 (Phosphate Buffer Saline, PBS).

Fracdo A = fosfato monobasico (NaH,. PO,.H,0).
2,76 g em 100 mL de &gua destilada

Fracdo B = fosfato dibasico (Na 2H. PO,.12 H,0).
7,17 g em 100 mL de &gua destilada
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Solucdo final: misturar A e B para obter o pH desejado'".

Solucado A (mL) Solucao B (mL) pH
90 10 5,9
85 15 6,1
77 23 6,3
68 32 6,5
57 43 6,7
45 55 6,9
33 67 2> 71
23 77 7,3
19 81 7.4
16 84 7.5
10 90 7.7

" Temperatura ambiente.

2. Solucao de lavagem.

Componente Para 100 mL de solucéao
PBS 100 mL
Polivinilpirrolidona (PVP) ou 0,149

Bovine Serum Albumin (BSA)

fatty

Detalhe: Armazenar a solucao na geladeira (4 °C) por uma semana.

3. Solucao DNAse (para controle positivo).

Componente Concentracao Para 50 mL de solucéao
PBS + BSA 400 mM (0,0025 g - 1 mL) 5 L

MgCl, 50 mM (0,001 g - 1 mL) 6 pL

DNAse 50U/mL (0,0001 g — 100 pL) 0,5 uL

Agua deionizada — 38,5 L

Detalhe: A solucao deve ser fresca. Nao armazenar!
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4. Solucao Permeabilizadora.

Componente Para 15 mL de solucao
Triton X-100 (0,5 %) 75 uL
Citrato de sédio 0,015¢
PBS/PVP ou BSA fatty 14,925 mL

Detalhe: Armazenar a solucéo na geladeira (4 °C).

5. Corante Fluorescente Hoechst 33342 (controle negativo).

Componente Para 1 mL de solucao
Hoschst 33342 1 mg
Agua deionizada 1 mL

Detalhe: aliquotar com 9 ul e diluir para uso com 1,5 mL de PBS.

6. Paraformaldeido a 10 %.

Componente Para 25 mL de solucao
Earaformaldeido 2,59
Agua deionizada 25 mL

Detalhe: primeiramente, adicionar 2,5 gramas de formaldeido em 12 mL de
agua deionizada aquecida a 60 °C e homogeneizar. Em seguida, pingar 1 a

2 gotas de NaOH na concentracao de 8 M e verificar a mudanca de cor

(deve ficar translicido). Finalmente, completar com agua deionizada até 25

mL.

7. Paraformaldeido a 4 % (Diluigao final).

Componente Para 10 mL de solucao
Paraformaldeido a 10 % 4 mL
PBS 2mL

Agua destilada 4 mL

17
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8. Solucdo da Reacdo TUNEL (Roche® Germany).

Componente Para 500 L de solucao
solucado enziméatica 50 uL
solucao /abel 450 ulL

Detalhe: misturar bem e manter no gelo e no escuro até o uso.

Procedimento
1. Usar 0,5 mL de sémen fresco ou congelado.

2. Centrifugar o sémen em 1 mL de Solucéao de lavagem a 37°C.

Detalhe: centrifugar a 700 g por 5 minutos, a temperatura ambiente.
Repetir o procedimento duas vezes.

3. Descartar o sobrenadante e diluir o sedimentado com 1 mL de
paraformaldeido 4 %.

Detalhe: incubar por 1 hora em temperatura ambiente.

4. Adicionar mais 1 mL de Solucao de lavagem, homogeneizar e
centrifugar a 700 g por 5 minutos, a temperatura ambiente.

5. Descartar o liquido sobrenadante e diluir o sedimentado com 1 mL de
Triton-X 0,5 %.

Detalhe: incubar a 4 °C por 1 hora.
6. Adicionar mais 1 mL de Solucao de lavagem e lavar por centrifugacao.

7. Diluir o sedimentado com Solucao de lavagem (a quantidade pode variar
com o tamanho do sedimentado).

Sugestdo: usar 100 a 150 pL.
8. Fazer as solucdes controles.

Controle negativo — 30 pL da solucao /abel/ do Kit do TUNEL e 10 uL da
amostra.

Controle positivo — 50 pL de DNAse e 10 pL da amostra.

9. Incubar o controle positivo por 20 minutos (o restante permanece
aguardando).
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Detalhe: Incubar a temperatura ambiente.

10. Diluir as amostras com 50 pL da solucao de reacdo do TUNEL (contém
isotiocianato de fluoresceina).

Detalhe: incubar 1 hora a 37 °C no escuro em camara Umida; a camara
Umida pode ser preparada em uma caixa de ponteiras, contendo agua a
37 °C e fechada com papel aluminio.

11. Centrifugar as amostras com solucao de lavagem.

12. Contra-corar as amostras com o corante fluorescente gendmico
Hoechst 33342.

Detalhe: incubar o sedimentado das amostras com 50 L da solucao de
Hoechst 33342 por 10 minutos.

13. Centrifugar e diluir o sedimentado das amostras com 50 pL de Solucao
de lavagem.

14. Preparar a lamina para observacao.

Detalhe: Depositar em cima de uma lamina limpa 15 pL da amostra, colocar
laminula em cima e vedar as bordas com esmalte.

15. Observar em microscépio de fluorescéncia.

Detalhe: usar filtro de excitacao de 450 nm e de emissao de 515 nm para o
corante isotiocianato de fluoresceina (verde, indicando fragmentacao de
DNA); e filtro de excitacdo de 365 nm e de emissédo de 420 nm para o
corante Hoechst (azul, indicando integridade do DNA).

Atencao: as solucdes de DNAse e da reacdao do TUNEL devem ser sempre
manipuladas em gelo até o momento da utilizacao.

Estudo comparativo entre o
método de TUNEL e o teste AO
(Acridine Orange)

Em estudo realizado recentemente na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Martins et al. (2007b) compararam a eficiéncia do método
de TUNEL e do teste AO em detectar lesdes no DNA de espermatozéides

19
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liofilizados e criopreservados de bovinos. Os resultados demonstraram que
a técnica de TUNEL é extremamente mais sensivel e confiavel que o teste
AOQ para essa finalidade (Tabela 1). Esses resultados confirmam as
afirmacoes de Young et al. (2003), que indicam a técnica de TUNEL como
um método confidvel para avaliar danos ao DNA espermatico.

Tabela 1. Comparacéao entre o teste AO (acridine orange) e o método de TUNEL
(deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay) em avaliar
danos no DNA de espermatozéides bovinos submetidos a liofilizacdo em
diferentes meios (MARTINS et al., 2007b).

Método Porcentagem de células com danos no DNA

T1 T2 T3 Controle
TUNEL 14 %? 5 %? 2 %* 1 %
AOT 4 %" 2 %° 1 %° 0.5 %°

b Porcentagens com diferentes letras dentro das colunas diferem significativamente quando p <0,05.
T1: TCM 199 com sais de Hanks com 10 % de soro fetal bovino.

T2: TCM 199 com sais de Hanks com 10 % de soro fetal bovino e 0,2M de trehalose.

T3: Solucédo de EGTA.

Controle: Sémen congelado.

Ainda, nesse mesmo trabalho, Martins et al. (2007b) compararam os
resultados de fragmentacao de DNA detectado pelo método de TUNEL com
o potencial de fecundacao in vitro desse material utilizando a técnica de
injecao intracitoplasmatica de espermatozéide (ICSl). Por meio de uma
analise de regressao linear foi demonstrado que a fragmentacao do DNA é
inversamente relacionada com o potencial de fecundacao, uma vez que o
aumento da fragmentacao de DNA espermatico determinou uma diminuicao
na formacao de pré-nlcleos nos ovdcitos. Esse fato confirma que o método
de TUNEL consegue detectar importantes danos no DNA, podendo dessa
forma auxiliar na predicao da fertilidade de espermatozéides.

Contrariamente, o teste AO, apesar de apresentar uma avaliacao de facil
realizacao, apresenta resultados duvidosos. De acordo com Duran et al.
(1998) e Evenson et al. (1999), a principal dificuldade do teste AO esta
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relacionada com a leitura microscépica e sua interpretacao, pois ocorrem
muitos problemas em virtude da rédpida perda da fluorescéncia e pela
coloracao heterogénea da lamina.

Consideracées finais

O ovécito é capaz de reparar integralmente quebras no DNA fita simples,
entretanto, se um alto nivel de quebras no DNA fita dupla estiver presente,
o ovécito pode gerar erros na reparacao, produzindo mutacoes genéticas
que podem mais tarde bloquear ou alterar o desenvolvimento embrionario
(BRAUDE et al., 1988).

Por essa razao, fragmentagoes no DNA espermético devem ser sempre
consideradas durante a avaliacdo da qualidade do sémen. Porém, essa
avaliacdo nao deve ser vista como um método isolado, mas sim em
associacao com outros parametros, tais como integridade de membrana
plasméatica e acrossoma para uma melhor predicao da fertilidade espermatica.

O método de TUNEL é uma avaliacdo com adequada sensibilidade e
precisao para detectar danos no DNA espermético, sendo indicado sua
inclusdo na avaliacao espermatica de rotina, pois pode aumentar a
confiabilidade do resultado final do exame do sémen a fresco e
principalmente do sémen criopreservado dos animais.
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TUNEL Method: an
alternative to assess the
integrity of bovine
spermazoa DNA

Abstract

The success of the assisted reproductive techniques (ART) in both humans
and domestic animals depends of the semen quality. Since there is no test
that alone can predict sperm fertility, as more sperm parameters are
analyzed during evaluation, more acurated will the result. The evaluation of
the DNA integrity during the exam of bovine fresh and frozen sperm is of
fundamental importance to avoid embryonic losses. The terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay
(TUNEL) has been an efficient method to detect sperm DNA fragmentation,
avoiding problems of embryonic development and decrease of the animal
reproductive efficiency. This work presents and describes with the TUNEL
technique (principles, advantages and detailed protocol), indicating this tool
to evaluate the bovine sperm DNA.

Index terms: assisted reproduction, DNA integrity, spermatozoa.
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