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Apresentação

Esta publicação tem por objetivo destacar a utilidade da técnica de terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay
(TUNEL) na avaliação da integridade do DNA dos espermatozóides bovinos,
para se evitar perdas na eficiência das principais biotécnicas de reprodução
animal, tais como inseminação artificial, transferência de embriões e
fecundação in vitro.

Considerando que, durante a avaliação espermática de rotina, não é
possível identificar danos no DNA espermático, é de fundamental
importância utilizar técnicas confiáveis na detecção deste parâmetro, a fim
de se evitar o comprometimento do desenvolvimento embrionário. Dentro
desse contexto, encontra-se o método de TUNEL, que é uma técnica que
consegue detectar com confiabilidade fragmentações de DNA na amostra
de sêmen, antes que ele seja aplicado na reprodução animal.

Dessa forma, espera-se que as informações contidas nesta publicação
consigam estimular os técnicos a realizarem rotineiramente uma avaliação
de DNA nos espermatozóides frescos ou criopreservados de bovinos,
considerando que a técnica de TUNEL pode ser uma ferramenta útil nesse
processo, determinando exames espermáticos mais seguros e um retorno
econômico do sêmen 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 espermatozóides
bovinos
Carlos Frederico Martins; Margot Nunes Dode
Sônia Nair Báo; Rodolfo Rumpf

Introdução

A fecundação nos mamíferos envolve uma interação direta entre o
espermatozóide e o ovócito, a fusão das membranas celulares e a
subseqüente união do genoma masculino e feminino (PRIMAKOFF; MYLES,
2002). Estudos em diferentes animais demonstraram que a finalização
desse processo e o posterior desenvolvimento do embrião dependem em
parte da integridade do DNA espermático (AHMADI; NG, 1999).
Alterações no genoma paterno podem comprometer não só a fecundação e
a qualidade do embrião, mas também a viabilidade embrionária e a
progressão da prenhez (BORINI et al., 2006).

A adequada qualidade espermática pode garantir o sucesso de diferentes
biotécnicas de reprodução animal, tais como a inseminação artificial, a
transferência de embriões e a fecundação in vitro, pois, em todas essas
técnicas, o espermatozóide exerce um papel fundamental.

No entanto, a qualidade do sêmen normalmente é mensurada pela avaliação
de concentração, motilidade e morfologia espermática. Esses parâmetros,
entretanto, não são capazes de avaliar alterações na organização da
cromatina nuclear do espermatozóide, tais como condensação irregular ou
danos no DNA (SAKKAS et al., 1998).

bruna.dias
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10 Método de TUNEL: uma ferramenta alternativa para avaliar ...

Por não existir um exame único para a predição da fertilidade dos
espermatozóides frescos ou criopreservados, quanto maior for o número de
parâmetros avaliados, mais confiável será o resultado final do exame do
sêmen bovino. Dentro desse contexto, a análise do DNA espermático deve
ser considerada durante o exame seminal, pois pode trazer informações
importantes da qualidade espermática, as quais não estariam sendo
observadas pelos exames convencionais.

Portanto, o objetivo desta publicação é apresentar a técnica de terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay
(TUNEL) como metodologia eficaz e sensível para identificar danos ao DNA
espermático e demonstrar a importância de se avaliar o DNA dos
espermatozóides durante as avaliações de rotina.

Organização da estrutura da
cromatina espermática

A cromatina dos espermatócitos, que sofreram a última divisão meiótica
para formar as espermátides, consiste de proteínas histonas intimamente
ligadas ao DNA em partículas do nucleossomo (EVENSON, 1999). O
nucleossomo compreende o DNA envolvido por um octâmero de histonas
nucleares (KORNBERG, 1974), aparentando grânulos em uma corda
(WOLFFE, 2001). A organização nucleossomal das espermátides
prematuras se modifica para formar o espermatozóide, sendo substituída
inicialmente por fibrilas lisas (DADOUNE, 2003). As agregações dessas
fibrilas formam fibras maiores e posteriormente uma massa homogênea,
que é resultado da interação do DNA espermático com as proteínas
protaminas (LOIR et al., 1985). Essas alterações na cromatina do
espermatozóide determinam uma organização diferente à encontrada nas
células somáticas (EVENSON et al., 2002). Junto com a visível mudança na
organização da cromatina espermática, as histonas são removidas do DNA
dos espermatócitos e espermátides prematuras e são substituídas por
proteínas de transição. Em seguida, as proteínas de transição são
substituídas pelas proteínas protaminas, que são responsáveis pela
condensação nuclear final e estabilização da cromatina espermática (ZHAO
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11Método de TUNEL: uma ferramenta alternativa para avaliar ...

et al., 2001). Então, no complemento da espermiogênese, as protaminas
interagem com o DNA espermático de uma forma única e original,
envolvendo-o em subunidades toroidais, que contêm 50 kb de DNA.

Em virtude dessa organização final, o núcleo espermático dos mamíferos é
muito estável e altamente condensado (YANAGIMACHI, 1994), sendo seis
vezes mais compactado e tendo 40 vezes menos volume de DNA que as
células somáticas (WARD, 1994; WARD; ZALENSKY, 1996). Esse tipo de
empacotamento do DNA é essencial para proteger as células e minimizar os
danos causados pelos agentes exógenos antes da fecundação. Ainda tem
sido sugerido que o espermatozóide bovino possui uma condensação nuclear
mais estável que várias outras espécies (PERREAULT et al., 1988).

Relação da estrutura da cromatina
com a fecundação e sobrevivência
embrionária

Existem muitas evidências indicando que a integridade da cromatina
espermática não é só importante para a fecundação, mas também para o
desenvolvimento embrionário normal (MORRIS et al., 2002; WARD et al.,
2000). Espermatozóides com a integridade do DNA comprometida,
independente do grau da lesão, parecem apresentar a capacidade de
fecundar ovócitos com as mesmas taxas encontradas para os
espermatozóides normais. Entretanto, os danos do DNA espermático estão
relacionados com o comprometimento do desenvolvimento embrionário.
Apesar de o ovócito ter a capacidade de reparar alguns danos pré-
existentes do DNA espermático, essa capacidade é limitada e, às vezes,
inadequada, resultando em falhas no desenvolvimento embrionário
(AHMADI; NG, 1999). Ademais, mudanças na arquitetura da cromatina
espermática podem influenciar a regulação da expressão de genes paternos
no embrião (HAAF; WARD, 1995). Nos bovinos, danos na cromatina
espermática foram associados com um padrão anormal de descondensação
da cromatina e aumento do tempo para formação dos pró-núcleos após a
fecundação (EVENSON et al., 1999).
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Fatores que influenciam a
estabilidade da estrutura espermática

A estrutura da cromatina espermática pode ser alterada pela temperatura,
substâncias químicas, doenças e distúrbios moleculares (KARABINUS et al.,
1997; LOVE et al., 2002). Estudos avaliando a alteração da temperatura no
espermatozóide humano, bovino e suíno têm mostrado que a cromatina
espermática pode sofrer importantes mudanças após os procedimentos de
congelação e descongelação (MADRID-BURY et al., 2005; CÓRDOVA-
IZQUIERDO et al., 2006). Além disso, Martins et al. (2007a), trabalhando
com o processo de liofilização como método alternativo para conservação
de espermatozóides bovinos, também verificaram que, durante esse
processo e principalmente durante o período de estocagem, o DNA do
espermatozóide liofilizado pode ser danificado, caso não haja adequada
proteção.

Karabinus et al. (1997) demonstraram que os touros apresentam uma
redução da estabilidade da cromatina 12 dias após a exposição ao estresse
térmico testicular. Espermatozóides do epidídimo coletados com mais de 9
dias após o estresse calórico foram menos afetados pelo estresse térmico,
sugerindo que a estabilização da cromatina espermática pela formação das
pontes de dissulfito e a condensação da cromatina, que normalmente
ocorrem durante o trânsito epididimário, conferem o aumento da
resistência à desnaturação.

Nos homens, existe uma grande relação entre o tabagismo e o
comprometimento das funções reprodutivas, possivelmente em virtude de
os fumantes inalarem mais toxinas, como a nicotina, monóxido de carbono
e outros compostos mutagênicos, que os não fumantes (ZAVOS et al.,
1998). Nos fumantes, têm sido demonstrado um aumento dos danos ao
DNA espermático (POTTS et al., 1999), que pode ser resultado do estresse
oxidativo no sêmen (SALEH et al., 2002).  Nos animais, a criopreservação
está associada ao aumento do estresse oxidativo, causando maiores lesões
aos espermatozóides. Muitos pesquisadores acreditam que o estresse
oxidativo não só danifica a membrana plasmática, mas também pode
induzir altas freqüências de quebras na dupla fita de DNA (AITKEN, 1999).
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Em relação aos distúrbios moleculares, estudos realizados em seres
humanos identificaram indivíduos com níveis de protamina 2 no ejaculado, o
que tem sido atribuído à persistência das histonas ou incompleto
processamento dos precursores da protamina 2 (DE YEBRA et al., 1998). A
protamina 2 tem importante função na formação das pontes de dissulfito
inter e intramoleculares, que são necessárias para a estabilização da
cromatina (EVENSON et al.,1980).

A técnica de terminal
deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nick end labeling
assay (TUNEL) para detecção de
fragmentação do DNA espermático

Várias técnicas são disponíveis para avaliar a estrutura da cromatina e
DNA espermático. Entre as principais técnicas, estão os métodos
microscópicos que incluem o ensaio Cometa (Single Cell Gel
Electrophoresis) (IRVINE et al., 2000), a avaliação 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 endógenos no DNA e tem sido
considerada um método adequado para quantificar as quebras no DNA dos
espermatozóides (YOUNG et al., 2003). Na análise do espermatozóide
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 avaliação de TUNEL se baseia na incorporação de nucleotídeos (d-UTP =
2’-desoxiuridina 5’ trifosfato) marcados com um corante fluorescente
(Isotiocianato de fluoresceína-FITC) na região livre 3‘OH das quebras do DNA
fita simples ou fita dupla. Essa reação é catalisada por uma enzima
denominada de terminal deoxynucleotidyl transferase que irá polimerizar os
nucleotídeos modificados nas regiões de fragmentação do DNA. A
incorporação de d-UTP fluoresceína é então amplificada por várias reações
enzimáticas secundárias e mensurada por microscopia de fluorescência ou por
citometria de fluxo. Os espermatozóides examinados microscopicamente são
identificados como TUNEL positivo (DNA fragmentado), por causa da
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presença de coloração verde na cabeça espermática determinada pela ação
do corante isotiocianato de fluoresceína-FITC (Fig. 1), ou negativo (DNA
íntegro), de acordo com a presença de coloração azul na cabeça espermática,
por causa da contra-coloração com o corante Hoechst 33342 (Fig. 2).

Fig. 1. Espermatozóides TUNEL positivo (com fragmentação do

DNA), caracterizados pela coloração verde da cabeça.

Fig. 2. Espermatozóides TUNEL negativo (DNA íntegro), caracterizados

pela coloração azul da cabeça.
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Material necessário
• Sêmen fresco ou congelado.

• Microscópio de fluorescência com filtro de comprimento de onda de
excitação de 365 nm e de emissão de 420 nm para detecção do
corante Hoechst; e filtro de comprimento de onda de excitação de
450 nm e de emissão de 515 nm para o corante isotiocianato de
fluoresceína (FITC).

• Solução de Reação de TUNEL: In Situ Cell Death Detection Kit, with
fluorescein (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

• Solução de lavagem.

• Solução de DNAse.

• Solução permeabilizadora.

• Corante fluorescente genômico Hoechst 33342.

• Tampão fosfato.

• Paraformaldeído 10 %.

• Paraformaldeído 4 %.

• Triton –X 0,5 %.

Preparo de soluções
1.  Tampão Fosfato pH 7,1 (Phosphate Buffer Saline, PBS).

Fração A = fosfato monobásico (NaH2. PO4.H2O).
2,76 g em 100 mL de água destilada

Fração B = fosfato dibásico (Na 2H. PO4.12 H2O).
7,17 g em 100 mL de água destilada
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Solução final: misturar A e B para obter o pH desejado(1).

Solução A (mL) Solução 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  7,1
23 77 7,3
19 81 7,4
16 84 7,5
10 90 7,7

2.  Solução de lavagem.

Componente Para 100 mL de solução

PBS 100 mL
Polivinilpirrolidona (PVP) ou 0,1 g
Bovine Serum Albumin (BSA)
fatty

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

3. Solução DNAse (para controle positivo).

Componente Concentração Para 50 mL de solução

PBS + BSA 400 mM (0,0025 g – 1 mL) 5 µL
MgCl2 50 mM (0,001 g – 1 mL) 6 µL
DNAse 50U/mL (0,0001 g – 100 µL) 0,5 µL

Água deionizada ——— 38,5 µL

Detalhe: A solução deve ser fresca. Não armazenar!

(1) Temperatura ambiente.
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4.  Solução Permeabilizadora.

Componente Para 15 mL de solução

Triton X-100 (0,5 %) 75 µL
Citrato de sódio 0,015 g
PBS/PVP ou BSA fatty 14,925 mL

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

5.  Corante Fluorescente Hoechst 33342 (controle negativo).

Componente Para 1 mL de solução

Hoschst 33342 1 mg
Água deionizada 1 mL

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

6.  Paraformaldeído a 10 %.

Componente Para 25 mL de solução

Paraformaldeído 2,5 g
Água deionizada 25 mL

Detalhe: primeiramente, adicionar 2,5 gramas de formaldeído em 12 mL de
água deionizada aquecida  a 60 °C e homogeneizar. Em seguida, pingar 1 a
2 gotas de NaOH na concentração de 8 M e verificar a mudança de cor
(deve ficar translúcido). Finalmente, completar com água deionizada até 25
mL.

7.  Paraformaldeído a 4 % (Diluição final).

Componente Para 10 mL de solução

Paraformaldeído a 10 % 4 mL
PBS 2 mL
Água destilada 4 mL
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8.  Solução da Reação TUNEL (Roche® Germany).

Componente Para 500 L de solução

solução enzimática 50 µL
solução label 450 µL

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

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

2. Centrifugar o sêmen em 1 mL de Solução 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
paraformaldeído 4 %.

Detalhe: incubar por 1 hora em temperatura ambiente.

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

5. Descartar o líquido 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 Solução de lavagem e lavar por centrifugação.

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

Sugestão: usar 100 a 150 µL.

8. Fazer as soluções controles.

Controle negativo – 30 µL da solução label do Kit do TUNEL e 10 µL da
amostra.

Controle positivo – 50 µL de DNAse e 10 µL da amostra.

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

10. Diluir as amostras com 50 µL da solução de reação do TUNEL (contém
isotiocianato de fluoresceína).

Detalhe: incubar 1 hora a 37 °C no escuro em câmara úmida; a câmara
úmida pode ser preparada em uma caixa de ponteiras, contendo água a
37 °C e fechada com papel alumínio.

11. Centrifugar as amostras com solução de lavagem.

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

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

13. Centrifugar e diluir o sedimentado das amostras com 50 µL de Solução
de lavagem.

14. Preparar a lâmina para observação.

Detalhe: Depositar em cima de uma lâmina limpa 15 µL da amostra, colocar
lamínula em cima e  vedar as bordas com esmalte.

15. Observar em microscópio de fluorescência.

Detalhe: usar filtro de excitação de 450 nm e de emissão de 515 nm para o
corante isotiocianato de fluoresceína (verde, indicando fragmentação de
DNA); e filtro de excitação de 365 nm e de emissão de 420 nm para o
corante Hoechst (azul, indicando integridade do DNA).

Atenção: as soluções de DNAse e da reação do TUNEL devem ser sempre
manipuladas em gelo até o momento da utilização.

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 eficiência do método
de TUNEL e do teste AO em detectar lesões no DNA de espermatozóides

bruna.dias
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liofilizados e criopreservados de bovinos. Os resultados demonstraram que
a técnica de TUNEL é extremamente mais sensível e confiável que o teste
AO para essa finalidade (Tabela 1). Esses resultados confirmam as
afirmações de Young et al. (2003), que indicam a técnica de TUNEL como
um método confiável para avaliar danos ao DNA espermático.

Tabela 1. Comparação 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 espermatozóides bovinos submetidos à liofilização em
diferentes meios (MARTINS et al., 2007b).

Método Porcentagem de células com danos no DNA

T1 T2 T3 Controle

TUNEL 14 %a 5 %a 2 %a 1 %a

AOT 4 %b 2 %a 1 %a 0.5 %a

a,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: Solução de EGTA.
Controle: Sêmen congelado.

Ainda, nesse mesmo trabalho, Martins et al. (2007b) compararam os
resultados de fragmentação de DNA detectado pelo método de TUNEL com
o potencial de fecundação in vitro desse material utilizando a técnica de
injeção intracitoplasmática de espermatozóide (ICSI). Por meio de uma
análise de regressão linear foi demonstrado que a fragmentação do DNA é
inversamente relacionada com o potencial de fecundação, uma vez que o
aumento da fragmentação de DNA espermático determinou uma diminuição
na formação de pró-núcleos nos ovócitos. Esse fato confirma que o método
de TUNEL consegue detectar importantes danos no DNA, podendo dessa
forma auxiliar na predição da fertilidade de espermatozóides.

Contrariamente, o teste AO, apesar de apresentar uma avaliação de fácil
realização, apresenta resultados duvidosos. De acordo com Duran et al.
(1998) e Evenson et al. (1999), a principal dificuldade do teste AO está
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relacionada com a leitura microscópica e sua interpretação, pois ocorrem
muitos problemas em virtude da rápida perda da fluorescência e pela
coloração heterogênea da lâmina.

Considerações finais

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

Por essa razão, fragmentações no DNA espermático devem ser sempre
consideradas durante a avaliação da qualidade do sêmen. Porém, essa
avaliação não deve ser vista como um método isolado, mas sim em
associação com outros parâmetros, tais como integridade de membrana
plasmática e acrossoma para uma melhor predição da fertilidade espermática.

O método de TUNEL é uma avaliação com adequada sensibilidade e
precisão para detectar danos no DNA espermático, sendo indicado sua
inclusão na avaliação espermática de rotina, pois pode aumentar a
confiabilidade do resultado final do exame do sêmen a fresco e
principalmente do sêmen 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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