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AVALIAGCAO DA INTEGRIDADE DA MEMBRANA PLASMATICA E
CROMATINA NO SEMEN BOVINO CONGELADO

RESUMO

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar se testes laboratoriais, usados na
identificacdo das lesdes estruturais e funcionais da membrana plasméatica e da
integridade da cromatina, sao efetivos para explicar as variagées na taxa de
gestacdo em programas de inseminacao artificial. Foram usados os dados de
campo da inseminacao artificial de 2.036 fémeas da raga Nelore, com sémen
de 22 touros da mesma raga. Avaliou-se a integridade funcional da membrana
plasmética por meio do teste hiposmotico, a integridade estrutural da
membrana plasmatica pela coloragdo com eosina/nigrosina e da cromatina
espermatica por intermédio da sonda fluorescente acridine orange e do corante
azul de toluidina. Houve efeito significativo (p<0,0001) da estagdo de monta,
touro e inseminador sobre a taxa de gestacéao, variaveis essas, que nao foram
controladas. Nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre os grupamentos
de touros quanto a percentagem de espermatozoides com cromatina lesada
detectados pelo azul de toluidina ou acridine orange. Em funcao das avaliagcées
seminais, quando consideradas isoladamente, a taxa de gestacdo nao variou.
A concentragdo da dose inseminante, motilidade, integridade estrutural e
funcional da membrana plasmatica e lesbes na cromatina foram variaveis
espermaticas importantes que individualmente ndao apresentaram correlacao
com a fertilidade in vivo, contudo as combinacdes entre elas explicaram cerca
de 80% da variacdo na taxa de gestacao, podendo ser usadas para avaliar a
qualidade seminal de touros.

Palavras-chave: teste hiposmético, acridine orange, azul de toluidina,

fertilidade, touro



ASSESSMENT OF SPERM PLASMA MEMBRANE AND CHROMATIN
INTEGRITY IN FROZEN-THAWED BULL SEMEN

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate whether laboratorial tests used in the
identification of structural and functional sperm membrane damages and
chromatin integrity, are effective to explain the variations in fertilization rate in
programs of artificial insemination. Data from 2036 Nelore cows artificial
inseminated with 22 different Nelore bulls were used. The sperm membrane
functional integrity was evaluated with the hypoosmotic swelling test (HOST),
and chromatin integrity with the fluorescent probe acridine orange and toluidine
blue stain. Sperm concentration, motility, HOST and acridine orange accounted
for 80% of variation in the fertilization rate. The laboratorial tests did not explain
all fertility rate differences, however, there was significant on pregnancy rate
(p<0.0001) effect of season breeding, bull and technician. These were not
controlled in the present. The number of sperm with chromatin damage
detected by acridine orange or toluidine blue stain were not different (p>0.05)
among the bull groups. The concentration of the number of spermatozoa per
insemination, motility, the functional integrity of plasma membrane and damage
in the chromatin were important semen quality characteristics, that individually
without correlation of with the fertility in vivo, although the combinations
between these explained 80% of the variation in the fertilization rate, and they
can be used to evaluate of the semen quality of bulls.

Keywords: hypoosmotic test, acridine orange, toluidine blue, fertility, bull
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1 INTRODUCAO

O setor agropecuario tem grande importancia na economia brasileira. De
acordo com as estimativas do Centro de Estudos Avangados em Economia
Aplicada (CEPEA-USP/CNA) a retracao das atividades do setor em 2006 teve
impacto negativo sobre a economia. O PIB anual do setor pecuario foi de R$
64,82 bilhdes, frente aos R$ 67,84 bilhdes de 2005, sendo que essa redugao
de R$ 3,02 bilhdes representou a diminuicdo ndo sé na renda dos produtores
rurais, mas na economia nacional.

A crise que o setor rural vem enfrentando nestes dois ultimos ciclos
agricolas se deve a soma de varios fatores, sendo os mais relevantes: a
valorizacdo do real, a elevacdo dos custos agropecuarios e queda da
produtividade por motivos climaticos e problemas sanitdrios na pecuaria
(CEPEA-USP/CNA, 2006).

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostram
que, mundialmente, o Brasil possui o maior rebanho comercial de bovinos
(204.512.737 cabecas), a regiao Centro-Oeste contribui com 34,8%
(71.168.853 cabecas) desse rebanho, com o Mato Grosso do Sul ocupando o
segundo lugar na regido, tendo 24.715.372 de bovinos, atras do Mato Grosso,
que possui 25.918.998 cabecas (IBGE, 2004). Diante do que esses numeros
representam na economia nacional é necessario, frente as adversidades
enfrentadas atualmente pelo setor, buscar ferramentas que garantam o
desempenho competitivo do agronegécio, contribuindo para o desenvolvimento
do pais.

No ano de 2005 houve uma queda de 6,05% na comercializacdo de
sémen, devido a retracdo de 14,6% na pecuaria de corte. Apesar da crise, nos
ultimos cinco anos a venda de sémen vem crescendo lentamente em numero
absoluto, tendo sido comercializados mais de cinco milhdes de doses de
sémen nacional (ASBIA, 2006).

A fertilidade do touro tem grande impacto no desempenho reprodutivo do

rebanho, principalmente com o uso de biotecnologias como a inseminacéo
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artificial (1A), que permite disponibilizar, em curto espaco de tempo, uma
grande quantidade de touros com patrimdnio genético avaliado.

O uso de um touro com baixa fertilidade pode causar grandes prejuizos
a produtividade do sistema, portanto os animais tém que ser provados quanto a
sua eficiéncia reprodutiva, antes de serem disponibilizados para a IA.

O método mais seguro para medir a fertilidade de uma partida de sémen
congelado é a taxa de prenhez, ou através da taxa de n&o retorno ao cio, mas
este processo € demorado e tem custo elevado. Diante disso tem-se buscado
testes laboratoriais capazes de predizer a fertilidade do macho, pois ndo ha um
teste Unico que confira uma avaliagdo completa dos reprodutores.

O presente trabalho teve como objetivo abordar associagbes de testes
laboratoriais na identificagdo das lesdes estruturais e funcionais da membrana
plasmatica e integridade da cromatina, buscando correlacao entre os testes e
entre estes e a fertilidade.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Processo de Criopreservacao

O processo de criopreservagdo tem contribuicdo importante no
incremento da produgdo bovina em rebanhos comerciais, nos quais a
lucratividade depende da alta eficiéncia reprodutiva.

A congelagédo do sémen, com o objetivo de conservar a capacidade
fecundante do espermatozoéide, o leva a um estado de quiescéncia, reduzindo
seu metabolismo e proporcionando diminuicdo dos gastos energéticos e da
producao de catabdlitos, contribuindo assim para a preservacao celular, além
de aumentar o numero de fémeas fertilizadas com um U(nico ejaculado
(Watson, 2000).

Apesar de toda a evolucdo ocorrida nesse processo € esperada uma

reducédo de aproximadamente 50% na propor¢cao de espermatozdides viaveis,
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pois devido ao estresse térmico, muitas células nao resistem a congelagcao e
morrem. No entanto, é necessario um numero suficiente de espermatozéides
que além de sobreviver, mantenham sua integridade estrutural e funcional para
que ocorra o processo de fecundacdo (Watson, 1995).

O primeiro estresse térmico ocorre durante o processo de resfriamento,
entre 20 e 5°C. O choque térmico ocorre se esse resfriamento for feito de forma
inadequada, causando danos irreversiveis, caracterizados pelo padrédo anormal
de motilidade (circular ou retrégrada), rapido declinio da motilidade, acrossomo
e membrana plasmatica lesados, metabolismo reduzido e perda de
componentes intracelulares. A maioria desses danos resulta de alteragbes
ocorridas na membrana durante a refrigeracao quando os fosfolipidios passam
pela fase de transigdo, no entanto, esses efeitos podem ser reduzidos com o
controle da taxa de resfriamento (Graham, 1996; Watson, 2000).

A organizacao das membranas espermaticas de acordo com o proposto
por Singer e Nicolson (1972), apresenta proteinas entremeadas em uma
camada dupla de fosfolipidios, que possuem uma parte hidrofilica voltada para
o exterior e uma parte hidrofobica, voltada para o interior da camada. Conforme
Amann e Pickett (1987) essa disposicao dos fosfolipidios promove uma barreira
hidrofébica, sendo que as proteinas funcionam como canais para transportar a
agua e as moléculas dissolvidas para dentro da célula. Quando ha um
rearranjo anormal da membrana, as moléculas passam a entrar rapidamente
na célula. De acordo com Parks e Graham (1992) esse rearranjo, chamado
fase hexagonal Il, ocorre quando fosfolipidios, cujas cadeias de acidos graxos
sdo muito polinsaturadas, permitem assumir uma forma cbnica, com as
extremidades hidrofébicas posicionadas externamente e as hidrofilicas
internamente, ao contrario da disposi¢ao normal da membrana. Esse fato pode
ocorrer durante o resfriamento e transicdo da fase fluida para gel, sendo
transitério ou irreversivel.

O efeito da criopreservagdo na sobrevivéncia dos espermatozoides
depende da taxa de congelacdo. O ponto de congelagao do citoplasma celular,
geralmente esta abaixo de —1°C, mas, entre —10 e —15°C as células néo

congelam, permanecem super resfriadas, mesmo com formagéo de cristais de
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gelo no meio extracelular. E importante a integridade da membrana plasmaética
para impedir a entrada desse gelo na célula. A agua super resfriada no interior
da célula tem maior pressao de vapor que o gelo, entdo a célula perde agua
até atingir o equilibrio. Como resultado dessa desidratacao ha a concentragao
intracelular de soluto e diminuigdo do tamanho da célula (Mazur, 1970; Meyers,
2005).

A taxa de congelagéo lenta o suficiente para a saida da agua da célula,
previne a formagcdo de gelo intracelular, mas permite um aumento da
concentragao de soluto, e isso pode causar injuria pelo efeito de solugédo. Se a
taxa de congelagédo for rapida (= - 60°C/minuto) resultard na formacao de
cristais de gelo intracelular, e esses cristais podem causar danos, sendo ainda
mais grave se, ao descongelar, ocorrer a recristalizagdo formando grandes
cristais de gelo dentro da célula. Portanto, a taxa de congelacao tem que ser
lenta o suficiente para prevenir a producéo intracelular de gelo e, rapida o
suficiente para minimizar o tempo de exposicdo ao efeito de solucdo (Mazur,
1970; Graham, 1996).

Os crioprotetores s@o adicionados ao meio diluidor para reduzir o ponto
de congelagao e proteger as estruturas espermaticas durante a congelacao e
descongelacdo. O glicerol é o crioprotetor mais usado, e atua aumentando o
volume de solvente ndo congelado e diluindo a concentragcdao de soluto. Uma
alta concentracao pode ser prejudicial se permitir uma desidratacdo que leve a
deformagéao estrutural da membrana, alteracdo ou desnaturagdo das proteinas
e separacao das estruturas do citoesqueleto. Contudo, uma concentracao alta
de crioprotetor é toxica para os espermatozéides e pode resultar em taxa de
fertilidade menor (Graham, 1996).

Durante a descongelacdo ha a remocao do glicerol intracelular e o
influxo de agua para dentro da célula. Considerando ser a difusdo da agua 30 a
60 vezes mais rapida que a do glicerol, a célula pode dobrar o volume inicial
antes que o glicerol saia, podendo a lesdo ocorrer pelo aumento do volume ou
pelo estresse osmético, devido a permanéncia do glicerol e a alta concentracao
de soluto (Hammerstedt et al., 1990).
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A taxa de descongelacao depende da taxa de congelacao, ou seja, se 0
espermatozéide foi congelado a uma taxa lenta, também deve ser
descongelado assim, para que haja tempo suficiente do gelo extracelular
descongelar e a agua reingressar diluindo o meio intracelular. Se a taxa de
congelagdo foi rapida a descongelacdo também devera ser, porque o
espermatozéide nao se desidratou expressivamente na congelacao, entao tera
agua intracelular para diluir os solutos. Na descongelagdo rapida a agua
intracelular, rapidamente descongelada, nao tera tempo para recristalizar, o
que pode acontecer na descongelagao lenta formando grandes cristais de gelo
(Graham, 1996).

2.2 Avaliacao Estrutural e Funcional do Sémen

Muitos sdo os atributos e etapas necesséarios para o espermatozéide
fecundar o ovocito, dentre o quais se destacam: motilidade progressiva,
integridade das membranas plasmatica e acrossomais, capacitagéo, ligacao a
zona pellcida e reacao do acrossomo, penetracao no citoplasma e capacidade
do nucleo se descondensar e permitir o desenvolvimento embrionério (Amann
e Hammerstedt, 1993). Para estimar a capacidade fecundante de uma amostra
de sémen, essas variaveis sao identificadas e avaliadas em busca da
correlacao com a fertilidade in vivo (Graham e Mocé, 2005).

Por ndo existir um teste Unico capaz de predizer a habilidade fecundante
dos espermatozéides, pesquisadores tém buscado a melhor associacao de
testes estruturais e funcionais, que permita estimar a integridade das células
espermaticas e apresente alta correlagdo com as taxas de prenhez
(Januskauskas et al., 2001).

No espermiograma de rotina é feita a avaliacdo fisico-morfologica de
algumas caracteristicas seminais, tais como: volume, aspecto, concentracéo,
motilidade e morfologia espermaticas. A motilidade e a morfologia sdo as
caracteristicas mais usadas para estimar a fertilidade. No entanto, Rodriguez-
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Martinez (2005), em trabalho de reviséo, relatou que apesar de significativas,
as correlacdes entre motilidade e fertilidade tém grande variacao entre estudos
(0,15-0,83).

Além dos parametros da andlise de rotina, os trabalhos cientificos tém
mostrado a necessidade de avaliagcbes mais detalhadas, dentre elas,
integridade da membrana plasmatica, percentagem de vivos e mortos e
integridade da cromatina, que apresentem correlagdo com fertilidade (Correa et
al., 1997; Rodriguez-Martinez, 2005).

O ejaculado contém varias subpopulagdes esperméticas, produto de
diferentes ondas espermatogénicas, maturadas ao longo do epididimo e
estocadas na cauda como diferentes grupos de células. Portanto, o ejaculado &
uma suspensao heterogénea de espermatozéides, com morfologia, motilidade,
qualidade e quantidade de material genémico diferentes (Rodriguez-Martinez,
2006).

A heterogeneidade da populacado espermatica, entre individuos e entre
ejaculados do mesmo individuo, deve ser considerada nos critérios de
avaliacdo seminal, pois conforme observaram Evenson et al. (1980), o aumento
dessa heterogeneidade pode ser decorrente de distarbios na
espermatogénese, o que conduz ao aumento das anormalidades morfolégicas
e reducao da fertilidade.

A fecundacgao € um processo multifatorial que depende da expressao de
todos os atributos espermaticos, no tempo e no local certos, e que a populagéao
total de espermatozdides contenha um suficiente potencial fecundante (Amann
e Hammerstedt, 1993).

Dentre os fatores contribuintes para o sucesso da fertilizagdo esta,
também, o niumero de espermatozdides necessario por inseminagao visando
obter resultados aceitaveis de fertilidade, pois € um ponto importante para a
industria da |IA. Casagrande et al. (1980a) trabalhando com sémen congelado,
distribuido em rebanhos de diferentes regides do pais, observaram correlagao
significativa (r=0,25; p=0,001) entre nimero de espermatozoides e fertilidade.
Considerando a patologia espermatica total de até 20%, defeitos maiores até
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15% e menores até 10% a fertilidade ndo variou entre as partidas contendo de
7x10°%a 80 x10° células espermaticas.

Foote e Kaproth (1997) testaram a fertilidade do sémen de touros,
envasado em palhetas de 0,5 mL, com concentragdes de 10x10° a 40x10°
espermatozéides, e concluiram que, em boas condicbes de coleta,
processamento e inseminacdo, a alta fertilidade se mantém com 10x10°
espermatozéides/palheta. Den Daas et al. (1998) estimaram o numero minimo
de espermatozoides/palheta que ndo comprometesse os resultados da |IA em
bovinos, utilizando os resultados de 20 touros com pelo menos 200
inseminagdes cada. Ao trabalharem com palhetas de 0,25 mL e concentracéo
variando entre 2,1x10°% e 17,3x10°, a taxa de concepcao se manteve entre 82 e
90% independente da concentragdo da dose inseminante.

2.2.1 Influéncia da Motilidade na Fertilidade Espermatica

A avaliagéo subjetiva da motilidade, pés-descongelacao, é um parametro
usado para determinar a qualidade do sémen de touros destinados a IA. Assim,
Correa et al. (1997) observaram correlacao (r=0,53; p<0,01) entre a motilidade
pds-descongelacdo e fertilidade, com diferenga significativa entre touros de
baixa (r=0,39; p<0,01) e alta (r=0,61; p<0,01) fertilidade, indicando que essa
diferenca se deve as variagdes na qualidade dos espermatozéides.

Na busca de maior objetividade na avaliacdo da motilidade pds-
descongelacdo, pode ser usada a analise computadorizada (CASA). No
entanto, Januskauskas et al. (2001) compararam a avaliacdo subjetiva e a
computadorizada e os resultados n&o diferiram significativamente (62,8 £ 6,5 e
72,4 £ 9,9%, respectivamente). Houve correlagdo entre motilidade espermética
e fertilidade para ambas as avaliagdes (r=0,66 — 0,67; p<0,001 para a subjetiva;
r=0,53 — 0,57; p<0,05 para a CASA).

Zhang et al. (1998) obtiveram, para sémen congelado de touros,
correlagao positiva entre motilidade linear x fertilidade (r=0,45 — 0,59; p<0,01) e
entre motilidade x concentracdo pés swim-up (r=0,43 — 0,63; p<0,01),
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sugerindo ser a avaliagdo da motilidade Util para estimar a fertilidade, quando
combinada a outros parametros espermaticos.

Em bovinos, a motilidade (r=0,53; p<0,05) e a integridade da membrana
(r=0,59; p<0,01) pbs-descongelacdo podem ser bons indicadores de
viabilidade, por apresentarem correlagéo significativa com a fertilidade a campo
(Januskauskas et al., 2000).

Christensen et al. (2005) observaram para sémen a fresco e congelado
de touro uma maior correlacdo entre motilidade, avaliada subjetivamente, e
taxa de nao retorno ao cio (TNR) aos 56 dias (r=0,48 e 0,55, respectivamente)
do que entre viabilidade da membrana plasmatica, avaliada com citbmetro de
fluxo, e TNR aos 56 dias (r=0,32 e r=0,41, respectivamente). Apesar da
correlacdo entre a viabilidade espermatica e TNR ter sido menor que a
correspondente com motilidade, os autores sugerem o método em que o
citbmetro de fluxo foi usado como melhor ferramenta para descarte do sémen

de pobre qualidade, devido a maior precisdo da avaliacao.

2.2.2 Relacao entre Morfologia Espermatica e Fertilidade

Considerando a importancia econdémica e biologica de estimar o
potencial fecundante e monitorar a funcdo testicular de touros usados nos
programas de |IA, se faz a avaliagdo morfolégica, devido a relacdo desta com a
fertilidade (Januskauskas et al., 2001). Porém, essa correlacédo (0,06 a 0,86)
apresenta-se bastante variavel, como relatou Rodriguez-Martinez (2005) em
trabalho de revisao.

As anormalidades morfolégicas, inicialmente, foram classificadas por
Blom (1950), citado por Barth e Oko (1989), em primarias, as que tém origem
nos testiculos durante a espermatogénese, e secundarias aquelas que se
originam ap0s os testiculos. Esse sistema de classificagao foi revisto por Blom
(1973), citado por Barth e Oko (1989), e passou a ser dividido em defeitos

maiores e menores, de acordo com o prejuizo causado a fertilidade.
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Em trabalho de revisdo, Chenoweth (2005) relatou que a reducao da
fertilidade pode ocorrer por falhas dos espermatozéides em atingirem o local da
fecundagao, o que envolve motilidade e transporte no trato genital da fémea, ou
falhas na fecundacdo do ovécito e manutengcdo do desenvolvimento
embrionario. No primeiro caso, os defeitos podem ser compensados com o
aumento do numero de células espermaticas na dose inseminante, ja no
segundo caso, as falhas ndo podem ser compensadas porque o aumento da
concentracao de espermatozéides nao levara a melhoria na fertilidade.

Com o objetivo de encontrar os limites de patologia espermética total,
defeitos maiores e menores para sémen congelado de touros, Casagrande et
al. (1980b) trabalharam com 191 partidas de sémen bovino em rebanhos de
diferentes regides do pais e verificaram (p=0,001) correlagdo negativa
significativa entre fertilidade e patologia total (r= -0,48) e defeitos maiores (r= -
0,51). Também observaram correlagdo negativa entre fertilidade e defeitos
menores (r= -0,16; p=0,005). A maioria das partidas com boa fertilidade
apresentou menos de 20% de patologia esperméatica, e 15% de defeitos
maiores. Enquanto partidas acima de 30% de patologia esperméatica e 20% de
defeitos maiores tiveram baixa fertilidade.

Dentre as anormalidades morfologicas, as localizadas na cabeca e
cauda sao importantes responsaveis pela reducdo da fertilidade, sendo a
piriforme o defeito de cabeca de maior impacto sobre a fertilidade. Como
observaram Thundathil et al. (1999), um touro com alta percentagem de
piriforme (85%) apresentou reducao significativa (p=0,01) da fertilidade (68,5%)
quando comparado ao controle (84,4%), porém, sem aumento da mortalidade
embrionaria (23 e 8%; p=0,55, respectivamente).

Outra alteragdo morfolégica de cabeca é o knobbed sperm, um defeito
acrossomal, de origem genética, em que o espermatozoéide apresenta o apice
do acrossomo denteado ou achatado, e aparece como conseqUéncia de
distarbios na espermatogénese e pode afetar a fertilidade, pois dependendo da
severidade do defeito, a célula espermatica com essa alteracao é incapaz de
penetrar a zona pelucida (Barth e Oko, 1989; Thundathil et al., 2001).
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Thundathil et al. (2001) trabalharam com dois touros, K1 com 92% de
espermatozéides com acrossomo achatado e K2 com 82% de acrossomo
denteado. O numero de células espermaticas que se ligaram a zona pellucida
foi significativamente menor (p<0,05) para os touros K1 (6,9 £ 1,0) e K2 (2,6 £
0,5), quando comparados ao touro controle (19,7 = 2,5). As células
espermaticas com esse defeito além de ndo serem aptas a penetrar a zona
pelicida, tenderam a sofrer reacdo do acrossomo espontanea pos-
descongelacao, sugerindo que esses espermatozdides sao mais suscetiveis
aos danos causados pela criopreservacao e tém a interacdo espermatozdéide-
ovaocito prejudicada.

Os efeitos de vacuolos multiplos (pouch formation, crateras, diademas)
sobre a fertilidade de touros foram investigados por Thundathil et al. (1998).
Ovdcitos bovinos foram inseminados com sémen congelado de um touro (A)
com 60% dos espermatozdides com vacuolos nucleares multiplos. O ndmero
médio de espermatozdides ligados a zona pellcida foi menor (p<0,05) para o
touro A (85,7 = 5,7) do que para o touro controle (108,9 + 54), mas a
percentagem de espermatozoides que penetraram a zona pellucida nao diferiu
significativamente (75% e 77%, respectivamente). Nao se observou diferenca
na taxa de fecundacao entre os touros (74 e 77%). Os dados sugerem que
espermatozéides com vacuolos nucleares multiplos tém problemas na ligacao a
zona pelucida. No entanto, aqueles que acessam o ooplasma, participam da
fertilizagdo e desenvolvimento embrionario. A redugéo da fertilidade observada
in vivo, possivelmente se deve a reduzida habilidade desses espermatozoides
atravessarem o trato reprodutivo da fémea.

Durante a espermatogénese pode ocorrer falha na eliminacdo das
células germinativas anormais, levando a redugcédo da fertilidade pelo alto
nimero de espermatozéides com defeito. Os espermatozobides
morfologicamente anormais podem ter quebras no DNA, o que resulta em
estrutura anormal da cromatina devido a distarbios na espermatogénese e,
como consequéncia havera altas proporcoes de células espermaticas anormais
e fertilidade reduzida. Januskauskas et al. (2003) relataram correlagcao negativa

entre cromatina lesada e fertilidade (r=-0,33 a -0,51; p<0,05).
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Lesdes na estrutura da cromatina espermatica apresentaram correlacao
significativa com defeitos maiores (r=0,71; p<0,05). Embora alguns dos defeitos
menores tenham origem no epididimo, mesmo local da compactacao final da
cromatina, a correlagdo encontrada foi de média intensidade (r=0,44; p<0,05),
sugerindo que as anormalidades da cromatina desenvolvidas no epididimo séo
menos freqlentes e tém menor influéncia sobre a morfologia espermatica
(Beletti e Mello, 2004).

As anormalidades de cabeca nem sempre sdo acompanhadas por
alteracdo morfolégica evidente, da mesma forma que esta ndo é
necessariamente seguida por anormalidades na condensacdo da cromatina.
Touros cujos espermatozdides apresentaram anomalias mais severas na
cromatina, também tiveram assimetria da cabecga, embora isto ndo seja uma
regra (Beletti et al., 2005a).

Ao comparar caracteristicas morfomeétricas de Bos taurus e Bos indicus,
Beletti et al. (2005b) observaram que o0s zebuinos tém espermatozdides
menores e menos elipticos, mas a média da area das cabecas foi similar em
ambas as espécies indicando que as diferencas de tamanho e forma nao

interferem na capacidade de fertilizacao.

2.2.3 Integridade da membrana plasmatica

A membrana plasmatica tem a funcdao de permitir o transporte seletivo
de moléculas através da célula, sendo sua integridade importante para que
ocorram as reacoes necessarias a uniao dos gametas masculino e feminino. A
avaliagdo da integridade funcional da membrana plasmatica € util para estimar
a fertilidade de um reprodutor (Jeyendran et al., 1984).

Graham e Mocé (2005) definem integridade da membrana plasmatica
como sinbnimo de viabilidade espermética. Durante a criopreservagcao ha
desestabilizacdo da membrana, formacao de cristais de gelo, transicdo dos
lipidios da fase fluida para gel e, como consequéncia, pode ocorrer rompimento

da membrana, perda de componentes intracelulares e morte da célula.



21

O teste hiposmético (HOS) avalia a integridade funcional da membrana
plasmatica e, estando intacta, quando o espermatozéide é incubado em
solucao hiposmética ocorre o influxo de agua até que seja atingido o equilibrio
osmotico. Como consequiéncia desse processo a membrana se expande
causando o enrolamento da cauda, um processo fisiolégico, mas, se a
membrana estiver danificada, essa reacdo ndo se dara (Jeyendran et al.,
1984).

A motilidade depende das trocas que ocorrem através da membrana
plasmatica, por isso sua integridade é importante. Correa e Zavos (1994)
encontraram correlacdo significativa entre motilidade espermética e
enrolamento da cauda (r=0,73; p<0,05), ap6s o choque hiposmotico. A
propor¢cdo de espermatozdides com membrana intacta e bioquimicamente
ativa, apds o teste hiposmotico, foi 20% menor que a propor¢cdao de méveis
antes do teste, indicando que a membrana de algumas células foram
danificadas ou inativadas no processo de congelacédo ou descongelacéao.

A divisao dos touros em reprodutores de alta e baixa fertilidade permitiu
que Correa et al. (1997) fizessem observacdes considerando uma classificacao
de enrolamento de cauda estabelecida por esses autores. Para touros de alta
fertilidade o aparecimento de células com cauda mais enrolada (tipo A) foi mais
significativo (r=0,53; p<0,01). Ja, em touros de baixa fertilidade foi significativa
a correlacdo (r=0,20; p<0,05) com células que apresentaram enrolamento
apenas na extremidade da cauda (tipo C).

Anzar et al. (1997) trabalharam com sémen congelado de touros para
determinar a integridade da membrana plasmatica de espermatozdides
separados em coluna de Sephadex e a protecao conferida pelo glicerol durante
a congelagdo. As percentagens de acrossomo normal (AN), membrana
plasmatica intacta (IMP) e dobramento de cauda obtidas (HOS), foram
significativamente melhores nos espermatozéides filtrados do que nos néo
filtrados, sendo de 52,1 + 10,5 e 35,0 + 7,4 (p=0,0001); 35,3 £ 6,9 ¢ 23,3 £ 3,9
(p=0,0008); 19,3 £ 3,8 e 13,0 £ 1,3 (p=0,003), respectivamente. Os resultados
do AN, IMP e HOS foram influenciados pela adi¢cao de glicerol, como pode ser

visto ao comparar as percentagens médias dos filtrados com e sem glicerol:
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86,5 +2,2e 17,7 £ 3,1 (p<0,01); 56,5 £ 3,9 e 14,0 £ 4,1 (p<0,01); 31,7 £ 1,5 ¢
7,6 £ 1,5 (p<0,05), respectivamente.

Os espermatozéides sao desafiados sob condigdes hiperosmoéticas,
durante o processo de congelacdo, quando a concentracdo intracelular de
solutos aumenta muito, podendo afetar a integridade da membrana plasmatica
e a motilidade espermatica de formas diferentes. O rompimento da membrana
plasmatica leva a perda da viabilidade celular, mas uma membrana intacta nao
a garante. Liu e Foote (1998) trabalharam com sémen bovino e observaram
que na solugdo com osmolaridade de 100 e 150 mOsm/L a motilidade foi
significativamente (p<0,05) menor (5 e 19%, respectivamente) que a
percentagem de espermatozdides ndo corados com vermelho congo (18 e
35%, respectivamente), mostrando que a membrana plasmatica foi mais
resistente a danos osmoéticos do que os mecanismos responsaveis pela
motilidade.

Rota et al. (2000) avaliaram o sémen congelado de touros para verificar
se os resultados do HOS se correlacionavam com a habilidade fecundante in
vitro. As analises foram feitas p6s-descongelagao, pds selecdo em gradiente de
Percoll e p6s capacitagdo em meio contendo heparina. O HOS foi importante
para identificar a integridade funcional da membrana plasmatica. Apesar dos
touros terem fertilidade in vitro semelhante, houve diferenga (p<0,01) na
resposta ao HOS. Nao houve correlacao significativa entre a percentagem de
espermatozdides com cauda enrolada e a fertilidade in vitro, pois existem
outras variaveis que interferem no potencial fecundante dos gametas.

A associagdo do corante supravital ao teste hiposmético auxilia na
avaliagédo do sémen congelado de bovinos. Entre os corantes que podem ser
usados esta a eosina-nigrosina, Util para detectar a integridade fisica da
membrana plasmatica, enquanto o teste hiposmaético avalia se a mesma esta
bioquimicamente ativa, j@ que a capacitagdo espermatica, reagdo do
acrossomo e fusdo do espermatozéide ao ovocito requerem uma membrana
estruturalmente intacta e bioquimicamente ativa. Correa e Zavos (1994)
obtiveram para a solugdo de 100 mOsm/L, o numero maximo de caudas

enroladas (48,0 + 4,7), e os resultados do corante supravital indicaram a média
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de 56,6 + 5,4 células com membrana integra. Observaram também alta
correlacdo entre percentagem de células com membrana intacta e
espermatozéides reativos ao teste hiposmético (r=0,81; p<0,05).

O teste HOS fornece informacdes sobre a integridade da membrana
plasmatica na cauda, e a associacdo com a eosina permite avaliar também a
regiao da cabeca. Ducci et al. (2002) usando essa associacdo avaliaram a
integridade da membrana plasmética de espermatozdides de coelho em trés
momentos (0, 5 e 30 minutos) poés-colheita. Houve aumento no ndmero de
caudas enroladas com o passar do tempo (TO = 67,86 + 4,28; T5 = 72,86 +
3,28; p<0,05 e T30 = 75,14 + 6,5; p<0,05). Viram também que a reducéo da
fertiidade dos ejaculados com altas percentagens de motilidade, pode ser
devido a presenca de espermatozoides tipo 2 (cauda enrolada e cabega
corada), ou seja, aqueles que tém a membrana plasmatica lesada na regidao da
cabega permitindo a entrada do corante, mas integra na regiao da cauda e, que
responde ao choque hiposmotico.

A integridade da membrana plasmatica vem sendo estudada por
diferentes técnicas e a combinagdo das técnicas tém ajudado a explicar as
variacées encontradas. Tartaglione e Ritta (2004) explicaram 78% da variacao
na taxa de fertilizacdo quando combinaram os resultados do teste hiposmético
com os da eosina/nigrosina. Esses autores encontraram 69,8% de
espermatozéides vivos na avaliacdo com o corante supravital e 58,8% de
células com cauda enrolada. Combinando os dois testes foi possivel reduzir o
numero de falsos positivos e aumentar a habilidade para detectar uma
membrana plasmatica integra, obtendo entdo 51,2% de espermatozdides vivos
e com cauda enrolada.

Thundathil et al. (2002) partindo do pressuposto de que ejaculados com
alta proporcao de defeito de acrossomo (knobbed sperm) apresentariam baixa
fertilidade, submeteram doses de sémen congelado de touros ao teste
hiposmotico, compararam grupo controle (N) e grupo com alta percentagem de
knobbed sperm (K1=93% de acrossomo achatado; K2=84% de acrossomo
denteado). A resposta ao HOS foi maior (p<0,05) no grupo N (68,8 + 2,4) do
que no K1 (36,1 + 4,6) e K2 (40,2 £ 4,7). A perda da integridade funcional da
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membrana plasmatica predispée a capacitagdo prematura e reagdo do
acrossomo, logo o espermatozéide perde a habilidade de se ligar ao ovocito e
penetrar a zona pelicida, sugerindo que a explicacdo para a reducdo da

fertilidade esta associada ao knobbed.

2.3 Avaliacao Estrutural da Cromatina

2.3.1 A estrutura da cromatina espermatica

Durante o processo da espermiogénese as espermatides arredondadas
sao transformadas em espermatozéides, passando da forma esferoidal para
achatada e alongada, devido a uma série de modificagbes morfoldgicas que
incluem a condensacdo da cromatina nuclear, formacdo da cauda do
espermatozéide e desenvolvimento do capuchdo do acrossomo (Barth e Oko,
1989; Hafez e Hafez, 2004).

E também durante a espermiogénese que as histonas, ricas em lisina,
séo substituidas pelas protaminas, ricas em arginina e cisteina. Os residuos de
cisteina sofrem oxidagdo do grupo tiol formando grande numero de ligacées
dissulfeto, reacdo que ocorre especificamente durante a maturacdo do
espermatozéide no epididimo. As protaminas se tornam altamente alfa-
helicoisadas e se ligam ao DNA possibilitando as duplas hélices se
compactarem e assim conferirem ao nucleo do espermatozdéide estabilidade,
para que o complexo desoxiribonuclear-protéico (DNP) seja resistente a
desnaturagao. Portanto, a cromatina esperméatica resulta da associagdo entre o
DNA e as protaminas (Unanian, 2000).

Beletti et al. (2005a) explicam que na maioria dos mamiferos a cromatina
espermatica possui dois tipos de protamina (P1 e P2), e que alteracdes na
propor¢ao destas protaminas sao causa importante de anormalidades na
cromatina. No entanto, as células espermaticas dos bovinos tém somente um
tipo de protamina, o que sugere que as alteragdes na cromatina desta espécie

sejam ocasionadas por outros fatores.
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A cromatina espermatica é uma estrutura complexa e altamente
organizada, que protege o DNA para que ocorra a transmissao precisa da
informac@o genética as geracoes futuras. Tem-se observado, em humanos,
correlacao negativa entre fertilidade, in vivo ou in vitro, e a percentagem de
DNA danificado. Qualquer anormalidade no DNA pode resultar em infertilidade
do macho, tendo ja sido observado um decréscimo progressivo na fertilidade
quando mais de 30% das células espermaticas apresentam lesdes (Agarwal e
Said, 2003).

O citbmetro de fluxo vem sendo usado para avaliar a motilidade,
concentragdo total e morfologia espermatica, com o uso de sondas
fluorescentes especificas que se ligam aos diferentes compartimentos do
espermatozoéide (Evenson et al., 1980; Ellington et al., 1998; Januskauskas et
al., 2001; Januskauskas et al., 2003; Christensen et al., 2005). Na avaliacao da
estrutura da cromatina espermatica (SCSA) o corante usado é o acridine
orange (AQ), para determinar a suscetibilidade do DNA a desnaturagéo &cida.
De acordo com Love (2005) os resultados séo interpretados como a populagao
principal, formada por espermatozo6ides com cromatina integra, que fluorescem
em verde e graficamente a distribuicdo dessa populacdo apresenta forma
eliptica; a porcentagem de células fora da populacao principal, que fluorescem
em vermelho e aparecem a direita da populagdo principal e, recentemente
passou a ser chamada de indice de fragmentacao do DNA (células vermelhas
+ [vermelhas/ vermelhas + verdes]).

Evenson e Jost (2000) em estudo com humanos, touros, garanhdes e
cachacos, relataram que a percentagem de espermatozdides com DNA
desnaturado, expressa pelo indice de fragmentagdo do DNA (DFl), tém
permitido classificar o potencial de fertilidade em baixo (=30%), moderado (16 —
29%) e alto (0 — 15%), e, em casos de esterilidade os valores foram de 80 —
90%. Quando o sémen é submetido a técnicas de selecao como o swim-up, ha
o aumento da percentagem de células moveis e remogdo das mortas, e se =
27% dos espermatozéides estiverem com DNA lesado, ndo resultara em
gestacao.
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Em trabalho de revisdao Erenpreiss et al. (2006) relataram que a
fragmentagdo do DNA € freqlente em homens subférteis, mas o efeito
biol6égico de anormalidades na estrutura da cromatina espermatica depende
também da capacidade do ovocito reparar alguns danos. Durante a
espermatogénese as quebras no DNA s&o necessarias para a substituicdo das
histonas por protaminas, no entanto se essas quebras temporarias nao forem
devidamente reparadas, os espermatozdides terdo DNA fragmentado. As
causas mais freqlentes de anormalidades na estrutura da cromatina sao:
deficiéncia na recombinagdo durante a espermatogénese conduzindo a
apoptose da célula; maturacdo anormal da espermatide; e estresse oxidativo
(Agarwal e Said, 2003).

A baixa condensacao da cromatina pode causar danos no DNA, como a
presenca de fitas quebradicas, que pode ser em parte, devido ao estresse
oxidativo ou a qualquer outro insulto. No entanto, alguns espermatozoides com
anormalidades na cromatina fecundam ovécitos in vitro e in vivo, porém se 0
defeito no DNA persistir durante o periodo embrionario pode induzir a morte
embrionaria e ao aborto (Ellington et al., 1998).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) incluem os radicais livres que
sdo agentes oxidativos produzidos pelo espermatozéide por um processo
fisiolégico, necessario para que ocorra a capacitacao € a reagao do acrossomo.
No entanto, Lopes et al. (1998) observaram que o sémen de baixa qualidade
tem maior produgcdo de ROS e € mais suscetivel as lesbes no DNA em
conseqguéncia do estresse oxidativo, podendo afetar a fertilidade. Quando o
sémen foi exposto por mais de uma hora a xantina/xantina oxidase observou-
se aumento significativo (p=0,0001) dos defeitos no DNA, mas o tratamento
prévio com antioxidantes os diminuiram significativamente (p<0,04).

Madrid-Bury et al. (2005), trabalhando com touros, ndo encontraram
correlagcado entre condensacao da cromatina, e fertilidade a campo, expressa
pela TNR 90 dias (60 — 80%). No entanto, utilizando o EDTA, que age
quelando a protamina, e detergentes como SDS, que rompem a ligacao nao
covalente, obtiveram correlagao significativa (r=0,66; p<0,001) entre fertilidade

e estabilidade da cromatina. Isso mostra que a avaliagdo da cromatina pode
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ser uma ferramenta complementar nos trabalhos de rotina e identificacdo de

reprodutores com anormalidades.

2.3.2 Técnicas laboratoriais para avaliacao da cromatina
espermatica

As avaliacdes laboratoriais sdo importantes porque tém ajudado a
identificar e eliminar da |A partidas de sémen com baixa qualidade espermatica
(Amann e Hammerstedt, 1993; Graham e Mocé, 2005).

Testes laboratoriais como acridine orange (AO), azul de toluidina (ATOL)
e reacdo de Feulgen, foram concebidos para obter informagdes sobre a
estabilidade da cromatina em sémen humano e animal (Evenson et al., 1980;
Tejada et al., 1984).

A estrutura da cromatina espermatica € normalmente resistente a
desnaturacdo do DNA, mas quando alterada se torna suscetivel. O corante
fluorescente AO avalia a estabilidade do DNA a desnaturacao acida ou pelo
calor, assim, se intercala a fita dupla integra de DNA e fluoresce em verde, no
entanto se lesada emitira fluorescéncia vermelho/alaranjada, permitindo contar
o numero de células com DNA desnaturado (Evenson et al.,, 1980; Tejada et
al., 1984).

Evenson et al. (1980) relatam que o nivel de desnaturacao do DNA pode
ser determinado dividindo o numero de espermatozdéides que fluorescem em
vermelho pelo numero total (verdes + vermelhos), e o resultado varia de 0,1
(integros) a 0,9 (altamente desnaturados). Encontraram para touros de alta
fertilidade valores de 0,1 + 0,04 para o sémen néo tratado pelo calor, e de 0,16
+ 0,12 quando o sémen foi tratado pelo calor.

A coloracdo com ATOL detecta os espermatozoides com DNA
fragmentado. Assim, no espermatozéide anormal a cromatina estda pouco
condensada e, o complexo DNP estando alterado, havera um maior numero de
grupos fosfato disponivel para a ligagdo com o corante, sendo entdo observada

uma colorag¢ao azul escuro a violeta. No entanto, se a cromatina estiver integra
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a coloragdo produzida sera azul clara porque no espermatozéide normal a
mesma esta altamente compactada (Mello, 1982).

A propriedade metacromatica do ATOL € interessante para avaliar
alteragbes na cromatina espermatica. As amostras de sémen sao coradas em
pH 4,0 para evitar que as moléculas do corante se liguem a outros sitios que
nao os grupos fosfato do DNA. A hidrélise acida, antes da coloracao, tem por
objetivo aumentar a sensibilidade do processo, extraindo as proteinas
nucleares da cromatina alterada, expondo os grupos fosfato do DNA para a
ligacdo com o corante, pois na célula normal, a cromatina altamente
compactada, é pouco afetada pela hidrélise e se cora em azul claro (Beletti et
al., 2004).

A reacdo de Feulgen também pode ser usada para avaliar a
condensagado da cromatina. A célula submetida a hidrélise acida, depois ao
corante de Schiff (a base de fucsina) e analisada ao microscopio de contraste
de fase, cora em magenta o nucleo da célula normal. J&, a célula lesada fica
esbranquicada, forma halos claros, semelhantes a vesiculas distribuidas na
regiao da cabeca, que representam lesées na cromatina (Barth e Oko, 1989;
Mello, 1997).

Januskauskas et al. (2001) avaliaram, pelo AO, a qualidade da
cromatina do sémen congelado de touros e sua relacdo com a fertilidade a
campo, através da taxa de nao retorno ao cio aos 56 dias. Houve correlagao
negativa entre viabilidade espermatica e cromatina anormal (r= -0,71; p<0,01),
e correlacdo negativa (p<0,05) entre fertiidade a campo e a populacdo de
espermatozéides que fluoresceram em laranja, representada pelas células
lesadas na avaliagé@o pelo citbmetro de fluxo (r=-0,35 a -0,53).

O AO vem sendo usado para testar a integridade do DNA, no entanto
Eggert-Kruse et al. (1996), fazendo uso dessa coloracéao, fizeram avaliagéo de
103 amostras de sémen humano encontrando baixo coeficiente de correlagdo
(r=0,15; p<0,05) da morfologia normal com a percentagem de células que
fluoresceram em verde. Nao havendo diferenca significativa entre o sémen de
pobre ou excelente qualidade, os autores, ndo recomendam o uso da coloracao

com AO na avaliagao da qualidade e capacidade funcional do espermatozéide.
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Mello (1982) avaliou o sémen bovino com ATOL e observou que
reprodutores de baixa fertilidade apresentaram os nucleos espermaticos 12
vezes mais metacromaticos quando comparados aos animais de alta
fertilidade.

E fundamental destacar que diferentes técnicas sdo usadas para avaliar
condensacdo e estabilidade da cromatina espermatica. As coloracbes de
Feulgen e ATOL sado usadas na avaliagdo da condensagcdo anormal da
cromatina, pois permitem visualizar as fragmentagdes nucleares (Evenson et
al., 2002; Erenpreiss et al., 2006). Os testes que incluem a single cell gel
electrophoresis assay (COMET), terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated nick end labeling (TUNEL) e AO s&o usados para identificar a
estabilidade da estrutura da cromatina, ou seja, a suscetibilidade do DNA a
desnaturacao acida ou pelo calor (Evenson et al., 2002).

Alguns estudos vém sendo feitos usando as avaliagdes da cromatina
espermatica feitas com AO e ATOL, abordando as vantagens e desvantagens
de cada uma.

Beletti et al. (2004) destacam como desvantagem da coloragéao pelo AO
o fato das amostras precisarem ser lidas rapidamente porque a emissao de
fluorescéncia se da por curto periodo de tempo. Ja, as amostras coradas com
ATOL podem ser lidas em microscopio 6tico, sem o risco de alterar a coloracao
e com reducéo dos custos.

Machado et al. (2003) trabalhando com 15 reprodutores suinos, para
avaliar a eficiéncia dos métodos da AO e do ATOL, no diagnéstico das
alteracdes de compactacao da cromatina, detectaram baixa correlagdo com as
alteracdes morfoldgicas de cauda e cabeca. A média de células com anomalias
na compactacado da cromatina, detectada pelo método do ATOL, foi de 11,68 *
4,18 e, pelo AO de 2,82 + 2,25. Essa diferenga foi significativa (p<0,05) e
mostra um desempenho melhor do método do azul de toluidina, que detecta a
fragmentag&o nuclear, enquanto o AO avalia a estabilidade da cromatina.

Beletti e Mello (2004) usaram as técnicas de coloracdao por ATOL e
Reagente de Feulgen na identificagdo da cromatina espermética alterada,

utilizaram sémen a fresco de coelhos. Apesar da dificuldade em diferenciar o
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espermatozéide normal do anormal em algumas amostras, para ambos 0s
testes, o ATOL fez melhor distingcdo entre as duas populacdes espermaticas.
Com o objetivo de verificar a eficacia das coloracdes pelo ATOL e AO na
avaliagdo das anomalias no complexo DNA-proteina, Naves et al. (2004) em
sémen equino a fresco, verificaram que as coloragdes diferiram (p<0,05) na
identificacdo dos espermatozdéides com lesdo na cromatina (6,18% e 3,27%,
ATOL e AO, respectivamente). Apesar dos baixos valores encontrados,
sugerem 0 seu uso como técnicas complementares na avaliagdo seminal. A
maior incidéncia de lesGes, detectadas pelo ATOL, indica esta técnica como
mais sensivel na avaliagdo das fragmentagdes do complexo DNA-proteina.
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AVALIAGCAO DA INTEGRIDADE DA MEMBRANA PLASMATICA E
CROMATINA NO SEMEN BOVINO CONGELADO

Assessment of sperm plasma membrane and chromatin integrity in
frozen-thawed bull semen

RESUMO

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar se testes laboratoriais, usados na
identificacdo das lesdes estruturais e funcionais da membrana plasméatica e da
integridade da cromatina, sao efetivos para explicar as variagées na taxa de
gestagdo em programas de inseminacgao artificial. Foram usados os dados de
campo da inseminacao artificial de 2.036 fémeas da raga Nelore, com sémen
de 22 touros da mesma raga. Avaliou-se a integridade funcional da membrana
plasmética por meio do teste hiposmotico, a integridade estrutural da
membrana plasmatica pela coloragdo com eosina/nigrosina e da cromatina
espermatica por intermédio da sonda fluorescente acridine orange e do corante
azul de toluidina. Houve efeito significativo (p<0,0001) da estacdo de monta,
touro e inseminador sobre a taxa de gestacéao, variaveis essas, que nao foram
controladas. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre os grupamentos
de touros quanto a percentagem de espermatozoides com cromatina lesada
detectados pelo azul de toluidina ou acridine orange. Em fungao das avaliacdes
seminais, quando consideradas isoladamente, a taxa de gestacdo nao variou.
A concentragdo da dose inseminante, motilidade, integridade estrutural e
funcional da membrana plasmética e lesbes na cromatina foram variaveis
espermaticas importantes que individualmente ndo apresentaram correlacéo
com a fertilidade in vivo, contudo as combinagdes entre elas explicaram cerca
de 80% da variagdo na taxa de gestacao, podendo ser usadas para avaliar a
qualidade seminal de touros.

Palavras-chave: acridine orange, azul de toluidina, fertilidade, teste

hiposmatico, touro

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate whether laboratorial tests used in the
identification of structural and functional sperm membrane damages and
chromatin integrity, are effective to explain the variations in fertilization rate in
programs of artificial insemination. Data from 2036 Nelore cows artificial
inseminated with 22 different Nelore bulls were used. The sperm membrane
functional integrity was evaluated with the hypoosmotic swelling test (HOST),
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and chromatin integrity with the fluorescent probe acridine orange and toluidine
blue stain. Sperm concentration, motility, HOST and acridine orange accounted
for 80% of variation in the fertilization rate. The laboratorial tests did not explain
all fertility rate differences, however, there was significant on pregnancy rate
(p<0.0001) effect of season breeding, bull and technician. These were not
controlled in the present. The number of sperm with chromatin damage
detected by acridine orange or toluidine blue stain were not different (p>0.05)
among the bull groups. The concentration of the number of spermatozoa per
insemination, motility, the functional integrity of plasma membrane and damage
in the chromatin were important semen quality characteristics, that individually
without correlation of with the fertility in vivo, although the combinations
between these explained 80% of the variation in the fertilization rate, and they
can be used to evaluate of the semen quality of bulls.

Keywords: acridine orange, bull, fertility, hypoosmotic swelling test, toluidine
blue.

INTRODUCAO

A fertilidade do touro tem grande impacto no desempenho reprodutivo do
rebanho, principalmente com o uso de biotecnologias como a inseminacao
artificial (I1A), que permite disponibilizar grande quantidade de material genético
em curto espaco de tempo.

O processo de criopreservacdo, com o objetivo de conservar a capacidade
fecundante do espermatozéide, tem contribuido para o incremento da producao
bovina, pois a congelagdo leva a célula a reducdo do seu metabolismo
proporcionando a diminuicdo dos gastos energéticos e da producao de
catabdlitos (Watson, 1995; Watson, 2000). No entanto, existe uma diversidade
de atributos funcionais e estruturais que precisam ser mantidos poés-

descongelacao, para o sucesso da fecundacao (Amann e Hammerstedt, 1993).

Avaliacbes seminais de rotina incluem a determinagdo do volume, aspecto,
concentracdo, morfologia e motilidade espermaticas, porém esses atributos séo
insuficientes para estimar o potencial fecundante de um reprodutor e identificar

os animais subférteis (Rodriguez-Martinez, 2005). As avaliacées da motilidade
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e da morfologia sao Uteis, apesar dos estudos mostrarem correlagdes variaveis
entre motilidade e fertilidade (Correa et al., 1997; Zhang et al, 1998;
Januskauskas et al., 2001), enquanto as anormalidades morfoldégicas sao
importantes responsaveis pela reducao da fertilidade (Thundathil et al., 1999;
Thundathil et al., 2001; Beletti e Mello, 2004). Diante disso, estudos tém sido
desenvolvidos na busca da melhor associacdo entre testes estruturais e
funcionais, para estimar a integridade das células esperméticas e que se

correlacionem com as taxas de prenhez.

Pesquisadores tém mostrado que para estimar a fertilidade potencial de um
reprodutor, além das analises de motilidade e morfologia, podem ser
associadas avaliacbes da integridade funcional e estrutural da membrana
plasmatica, pelo teste hiposmético e eosina/nigrosina (Jeyendran et al., 1984;
Correa e Zavos, 1994; Correa et al., 1997; Tartaglione e Ritta, 2004) e da
integridade estrutural da cromatina espermatica (Evenson et al., 1980; Tejada
et al., 1984; Unanian, 2000) com sondas fluorescentes como acridine orange
(AO), ou corantes como o azul de toluidina (Mello, 1982; Beletti e Mello, 1996;
Beletti e Mello, 2004; Naves et al., 2004).

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar se testes laboratoriais, usados na
identificacdo das lesGes estruturais e funcionais da membrana plasmatica e
integridade da cromatina, sao efetivos para explicar as variagées na taxa de
gestacdo em programas de inseminacéo artificial.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletados dados de campo da inseminacgao artificial de 2.036 fémeas da
raca Nelore, pertencentes a diferentes categorias reprodutivas. Dessas
matrizes 1.326 pertenciam a Fazenda 1 (22°47°21,96"S e 54°35’53,05°0),
localizada no municipio de Juti-MS e, 710 a Fazenda 2 (19°55'30,63"S e
55%40’20,89"0), em Aquidauana-MS. As fémeas foram inseminadas com
sémen congelado de 22 touros nelore provenientes de cinco centrais de IA

(Tab. 1), tendo sido usada uma dose/fémea e consideradas no minimo 27



40

fémeas/touro. As inseminacdes foram feitas em trés estacdes de monta (EM),
sendo na Fazenda 1 as EM 2002/2003, 2003/2004 e 2004/2005 e, na Fazenda
2 EM 2003/2004, 2004/2005 e 2006.

Tabela 1. Distribuicao de inseminadores, touros e fémeas de diferentes categorias
reprodutivas submetidas a inseminacgao artificial nas fazendas 1 e 2

Fazenda 1 Fazenda 2 Total
Inseminadores 7 2 9
Touros 12 10 22
Fémeas 1.326 710 2.036
Nuliparas 378 28 406
Primiparas 58 198 256
Pluriparas 890 484 1.374

A taxa de gestacéo foi usada como indice para aferir a fertilidade a campo do
rebanho, obtida por exame ginecolégico, via palpagéo retal.

Anadlise fisica e morfoldgica do sémen

Amostras de sémen da partida usada na IA foram submetidas as avaliacoes
fisica e morfoldgica, apds a descongelagdo das palhetas em banho-maria a
37°C por 30 segundos.

Avaliou-se a motilidade espermética depositando uma gota de sémen entre
lamina e laminula, aquecidas a 37°C. A avaliacdo subjetiva foi feita sob
microscopia de contraste de fase, com objetiva de 40X. O resultado foi
expresso em percentagem conforme a proporcao total de espermatozdides
moveis (CBRA, 1998).

Procedeu-se a diluigdo do sémen em solugdo de formol-salina-tamponada na
proporcao de 1:20, sendo a amostra homogeneizada e depositada em Camara
de Neubauer, realizando-se a contagem dos espermatozoides em microscopia
de campo claro, com objetiva de 40X, e o resultado expresso em numero de
espermatozoides (x10°) por dose.

As amostras de sémen foram conservadas em solucdo de formol-salina-
tamponada e avaliadas 100 células/ lamina (Salisbury e Mercier, 1945) em
preparacdes umidas, sob microscopia de contraste de fase, com aumento de
1.000X, realizadas no Laboratério de Reproducao Animal/FAMEZ, UFMS. De
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acordo com a classificacao das patologias, proposta por Blom (1973) citado por
Barth e Oko (1989), se fez a analise morfolégica e os resultados foram

expressos em percentagem de normais.

Analise da integridade estrutural e funcional da membrana plasmatica

A avaliacdo da integridade estrutural da membrana plasmatica foi feita em
esfregaco de sémen corado com eosina/nigrosina conforme proposto por
Hancock e modificado por Barth e Oko (1989). A classificagdo em vivos e
mortos é possivel uma vez que, a eosina penetra no espermatozéide quando a
membrana plasmatica estd rompida. Corando-se em rosa indica que a célula
esta morta, e a nigrosina, por tornar o fundo escuro, permite a detec¢do do
espermatozéide vivo, ndo corado. A avaliagdo foi feita pds-descongelacéo,

sendo usada a propor¢ao de 1:1, ou seja, 10uL de sémen e 10uL do corante.

O teste hiposmdético usado foi desenvolvido por Jeyendran et al. (1984) e
validado por Correa e Zavos (1994) para a avaliacdo do sémen bovino
congelado, sendo a solugcdo hiposmotica composta por 7,35g/L de citrato de
sodio e 13,51g/L de frutose, e osmolaridade final ajustada para 100 mOsm/L. O
sémen foi lavado duas vezes em solugdo salina (0,9% NaCl), a 700G/10
minutos, para a retirada do glicerol e, posteriormente, acrescidos 100uL de
sémen a 1.000pL da solugdo hiposmatica, para incubacdo em banho-maria a
37°C por 30 minutos. Os espermatozéides foram avaliados com objetiva de
40X e aqueles que apresentaram enrolamento da cauda foram classificados
como responsivos, indicando uma membrana plasmatica intacta e
bioquimicamente ativa.

Analise da integridade estrutural da cromatina espermatica

Foram usadas duas técnicas para a avaliagdo da cromatina: azul de toluidina
(ATOL) e acridine orange (AO). Para ATOL foram feitos dois esfregagos de
sémen, pos-descongelacdo, por touro. Apds serem secos a temperatura
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ambiente, foram fixados em solugdo de etanol:acido acético (3:1) por um
minuto, depois em etanol 70% por trés minutos, hidrolisados por 20 minutos em
acido cloridrico 4 mMol, em seguida lavados com agua destilada e secos a

temperatura ambiente (Beletti et al., 2004).

O esfregaco foi corado por meio da adicdo de 20uL da solucdo de azul de
toluidina 0,025% (em tampéao de Mcllvaine, pH 4,0) entre lamina e laminula. A
leitura foi feita em microscépio 6tico, em aumento de 1.250X, sendo que as
células normais coraram em azul claro, enquanto aquelas com alteragdo na

condensagao da cromatina, em azul escuro a violeta (Beletti et al., 2004).

A técnica de coloragdo com AO foi feita de acordo com o proposto por Tejada
et al. (1984). Apés a lavagem do sémen em solucdo salina, os esfregagos
foram preparados e secos a temperatura ambiente, fixados overnight em
metanol e acido acético, (3:1; solucdo de Carnoy), lavados e secos a
temperatura ambiente, sendo corados com solucao de AO (1mg/mL) por cinco
minutos, lavados com agua destilada e, antes de secarem, recobertos com
laminula e, entdo feita a leitura sob microscopia de epifluorescéncia, em

aumento de 40X.

Para analisar possiveis diferencas entre laminas e/ou técnicos nas leituras, os
esfregacos foram confeccionados em duplicata por touro, avaliados por dois
técnicos, sendo a contagem total de 200 células/avaliador/touro nas analises
com EN e HOS. Da mesma forma, foram preparadas as amostras para as
tecnicas com ATOL e AO, contadas 500 células/avaliador/touro e, as
avaliacoes com AO feitas por um Unico técnico.

Analise estatistica

Utilizou-se o teste do Qui-quadrado para verificar os efeitos de fazenda,
inseminador, estacdo de monta (EM), touro, central de processamento de

sémen (central) e categoria de vaca (CAT), sobre a taxa de gestagéo (TG).

Considerando a formula de Yule para calculo de niumero de classes (Sampaio,

1998), e ponderando a viabilidade econémica dos resultados de programas de
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inseminacao artificial, conforme a avaliagdo de Fonseca (1991), os touros

foram agrupados em trés classes de taxa de gestacao (cITG):
1) Classe 1: taxa de gestacdo menor ou igual a 52%;
2) Classe 2: taxa de gestagdo maior que 52% e menor e/ou igual a 66,7%;
3) Classe 3: taxa de gestagdo maior que 66,7%.

Foi aplicado o teste de Duncan para comparar as médias das avaliagbes
funcional e estrutural da membrana plasmatica e da cromatina, entre as

diferentes classes de taxa de gestacao.

O teste t de Student, com confiabilidade de 95%, foi utilizado para identificar se
houve diferenga significativa nas leituras das laminas por diferentes técnicos,
para as avaliagbes da integridade estrutural (EN), funcional (HOS) e da
cromatina (ATOL e AO).

Para analise da associagdo entre as variaveis laboratoriais e a taxa de
gestacao foram estimados os coeficientes de correlagdo de Pearson entre as
variaveis utilizando o procedimento PROC CORR do SAS (1995).

As variaveis laboratoriais foram submetidas a analise multivariada de

componentes principais pelo procedimento, PROC PRINCOMP do Pacote
Estatistico do SAS (1995).

Considerando que a eosina/nigrosina e o teste hiposmético avaliam a
integridade da membrana plasmatica e, o azul de toluidina e o acridine orange
a integridade da cromatina, os testes foram agrupados em quatro modelos,
sendo comum a todos a motilidade, concentragdo espermatica e percentagem

de normais, sendo incluidos em cada modelo:
1) modelo 1: percentagem de vivos na eosina/nigrosina (ENV) e ATOL;
2) modelo 2: ENV e AO;

3) modelo 3: percentagem de reativos ao teste hiposmético (HOSCE) e
ATOL;

4) modelo 4: HOSCE e AO.
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RESULTADOS

O teste do Qui-quadrado permitiu verificar que a taxa de gestacao variou
significativamente (p<0,0001) em funcdo de: estacdo de monta (x°=30,68;
p<0,0001), touro (X?=77,61; p<0,0001), central (x°=37,18; p<0,0001) e
inseminador (x?=40,35; p<0,0001). J&4, a categoria das matrizes (x°=2,88;
p=0,24) e a fazenda (x°=3,15; p=0,08) nao tiveram influéncia sobre a taxa de
gestagao. As variaveis de campo que nao foram controladas e que exerceram
efeito sobre a taxa de gestagdo como inseminador, touro, estacdo de monta,

provavelmente contribuiram para as diferencas observadas.

A taxa de gestacao média para as 2.036 fémeas inseminadas foi 63,8%, sendo
de 61,5% para a Fazenda 1 e 67,2% para a Fazenda 2, nao havendo diferenca

significativa (p=0,08) entre fazendas.

As caracteristicas espermaticas de motilidade pds-descongelacao (61,5 + 6,9;
60,0 £ 8,7), concentragdo (35,5 + 25,2; 23,2 + 6,7) e percentual de
morfologicamente normais (85,8 + 5,4; 86,0 = 4,6) nao diferiram
significativamente entre as fazendas 1 e 2, respectivamente, mostrando a

uniformidade seminal das doses empregadas em cada fazenda.

A avaliacdo estrutural e funcional da membrana plasmatica dos
espermatozdides foi realizada em duplicata por dois técnicos, nos momentos
pbds-descongelacdo, usando o corante eosina/nigrosina e, apds a incubacao
em solugao hiposmética, ndo havendo diferenca (p>0,05) entre |laminas e entre
técnicos. Dessa forma, constatou-se a estabilidade dos resultados para ambas

as técnicas.

Na tabela 2 pode-se observar que as classes de taxa de gestacdo nao
diferiram entre si nas avaliagdes funcional e estrutural da membrana plasmatica
feitas com o corante eosina/nigrosina e o teste hiposmotico, da mesma forma
que nao houve diferenga significativa nas avaliagbes da cromatina usando o

acridine orange e o azul de toluidina.
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Tabela 2. Avaliagdes funcional e estrutural da membrana plasmatica e cromatina do
sémen congelado (média * desvio padrdao) de 22 touros agrupados em trés
classes de taxa de gestacao (1= £52%; 2= >52 a <66,7%; 3= 266,7%)

Classes de taxa de gestacao

Variaveis (%)* 1 (n=5) 2 (n=6) 3 (n=11) Total (n=22)
Taxa de gestacéo 47,7 +3,1° 63,1 £ 2,4° 71,7 +5,4° 63,8 £ 10,6
Motilidade (%) 62,0 + 8,4% 55,0 + 5,5 63,6 +6,7° 60,9 +7,5
Concentracéo (x10%/dose) 54,3 + 31,5 215+124° 24,5+59° 30,4 + 20,5
Morfologia - % normais 85,6 + 4,3° 85,7 +7,3° 86,1 + 4,2° 859+5,0
EN - vivos 61,3+7,3° 63,4 +10,8° 65,8 +13,4% 64,1 +£11,3
HOSTCE 33,7 +11,5% 34,8 +£10,3% 34,7 £9,0° 345+9,5
AO — lesados 8,1 +5,6° 8,5+ 4,8° 52 +4,5% 6,8 +4,8
ATOL — lesados 3,4+1,6° 44 +27° 3,8+1,7° 3,9%+19
*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre médias pelo teste de Duncan
(p<0,05)

EN: eosina/nigrosina

HOSTCE: espermatozoides com cauda enrolada ao teste hiposmético
AO: acridine orange

ATOL: azul de toluidina

Considerando que ndo houve um critério definido e completo em termos de
delineamento experimental, optou-se pela andlise de componentes principais.
Na Tab. 3 sdo apresentadas, para os diferentes modelos, as correlagdes
significativas entre as variaveis seminais, as percentagens de variancia
explicada e acumulada, dos dois primeiros componentes principais, que

explicaram grande parte da variacao na taxa de prenhez.
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Tabela 3. Correlacées entre as variaveis seminais, % de variancia explicada e
acumulada, nos diferentes modelos, para os dois primeiros componentes
principais (CP1 e CP2)

Coeficiente Correlagdo Pearson (p)

Modelos Variaveis CP1 CP2
Motilidade n.s.” 0,57 (p=0,005)
Concentragao 0,99 (p<0,0001) n.s.
Morfologia - % normais n.s. n.s.
Eosina/nigrosina - % vivos n.s. 0,94 (p<0,0001)
Azul de toluidina — % lesados n.s. n.s.

% variancia explicada 0,63 0,19
% varidncia acumulada 0,82
Motilidade n.s. 0,58 (p=0,005)
Concentragao 0,99 (p<0,0001) n.s.
Morfologia - % normais n.s. n.s.
Eosina/nigrosina - % vivos n.s. 0,94 (p<0,0001)
Acridine orange — % lesados n.s. n.s.
% variancia explicada 0,61 0,19
% varidncia acumulada 0,80
Motilidade n.s. 0,44 (p=0,04)
Concentragao 0,99 (p<0,0001) n.s.
Morfologia - % normais n.s. n.s.
Hiposmético - % vivos n.s. 0,96 (p<0,0001)
Azul toluidina — % lesados n.s. n.s.
% variancia explicada 0,66 0,15
% variancia acumulada 0,81
Motilidade n.s. n.s.
Concentragao 0,99 (p<0,0001) n.s.
Morfologia - % normais n.s. n.s.
Hiposmotico - % vivos n.s. 0,96 (p<0,0001)
Acridine orange — % lesados n.s. 0,46 (p=0,03)
% variancia explicada 0,65 0,15
% varidncia acumulada 0,80

*n.s. = ndo significativa

DISCUSSAO

As pesquisas tém mostrado que entre os fatores que influenciam a taxa de
gestacdo pode estar o efeito de inseminador, como observado neste estudo
em que as taxas de gestagado variaram significativamente, de 47,7% a 71,7%,
entre os inseminadores. Esse efeito de inseminador sobre a taxa de gestacéo,
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tem sido relatado por outros pesquisadores como Reurink et al. (1990); Mizuta
e Madureira (1999) e; Costa e Silva et al. (2005).

Outro fator que pode influenciar a taxa de gestagéao é o efeito de touro, como
encontrado neste estudo. Isso talvez se justifigue, de acordo com den Daas
(1992), pelo fato do numero 6timo de espermatozéides por inseminagao variar
entre touros e nao estar relacionado com a taxa de gestacdo obtida, pois
existem outros fatores que influenciam o sucesso da gestacdo. Uma dose com
baixo numero de espermatozoides se torna importante quando a fertilidade do
touro é baixa ou 0 sémen é usado por inseminadores menos eficientes (Foote e
Kaproth, 1997).

Diferente dos resultados desta pesquisa, em que houve efeito de touro sobre a
taxa de gestacdo, outros autores ndo encontraram esse efeito, como no
trabalho de Zhang et al. (1999), para 12 touros usados em 8.620 inseminacdes

em que a taxa de gestagao variou entre 61 € 66%.

O efeito de central sobre a taxa de gestacado encontrado neste experimento se
deveu a uma central que apresentou uma taxa média de gestacao de 48,7%,

resultado este inferior ao das demais centrais (66,9%, 69,4%, 59,9% e 61,5%).

As amostras de sémen foram avaliadas quanto as caracteristicas fisicas e
morfolégicas e, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre as trés classes
de taxa de gestagédo. De acordo com o CBRA (1998), para sémen congelado
de touros, a motilidade pdés-descongelacdo deve ser superior a 30%, 0s
defeitos maiores inferiores a 20% e os defeitos totais ndo superiores a 30%.
Neste trabalho os valores percentuais médios encontrados para motilidade
(60,9 = 7,5) e morfologia (85,9 £ 5,0) atendem ao preconizado pelo CBRA
(1998) e estdo de acordo com o que vem sendo encontrado por outros
pesquisadores para a espécie (Correa e Zavos, 1994; Tartaglione e Ritta,
2004).

Dentre os atributos necessarios para a fecundacdo estd a motilidade,
fundamental para que o espermatozoide percorra o trato reprodutivo feminino
até sua ligacdo com o ovécito. Apesar de significativa, as correlagbes entre

motilidade e fertilidade tém mostrado variacdo de 0,15 — 0,83 entre os estudos
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(Zhang et al., 1998; Januskaukas et al., 2000; Rodriguez-Martinez, 2005). No
entanto, motilidade e morfologia continuam sendo as caracteristicas seminais

mais usadas para estimar a fertilidade.

Os valores de motilidade (60,9 + 7,5%) e a variagao da taxa de gestacao (47,7
+ 3,1 — 71,7 £ 5,4%), observadas neste experimento, foram similares aos
encontrados por Hallap et al. (2006), trabalhando com sémen congelado de
seis touros da raca Estonian Holstein (63,0 = 1,9; 52,2 — 76%,
respectivamente). Da mesma forma, os autores nao obtiveram correlagao entre
os dados laboratoriais e a fertilidade nas avaliagdes pds-descongelagao, o que
se explica pelo fato de se trabalhar com touros de uma populagcdo homogénea,

como foi o caso dos reprodutores avaliados neste experimento.

De acordo com den Daas (1992) a relagdo entre caracteristicas seminais
avaliadas em laboratério e a fertilidade tem sido inconsistente, em decorréncia
do numero definido de espermatozdides por inseminacao, as vezes tao elevado
que reduz as chances da populacao espermatica com alteracées, influenciar os
resultados de fertilidade. Neste experimento o numero de células espermaticas
por dose (30,4 + 20,5 x10°) foi superior ao recomendado por Vale Filho (1989)
para a obtencdo de indices satisfatérios de fecundacdo (15 a 25 x10°) e, ao
minimo de 10x10° espermatozoides viaveis preconizado pelo CBRA (1998)

para sémen bovino congelado.

A membrana plasmatica tem a funcdo de permitir o transporte seletivo de
moléculas através da célula, sendo sua integridade importante para que
ocorram as reagdes necessdarias a uniao dos gametas masculino e feminino
(Jeyendran et al., 1984). O processo de criopreservagdo pode levar ao
rompimento da membrana, comprometendo a viabilidade da célula, por isso
tem-se buscado, através de testes laboratoriais, avaliar a integridade da
membrana e correlaciona-la com a fertilidade (Watson, 1995; Graham e Mocé,
2005). Neste trabalho ndo houve correlagdo entre percentagem de
espermatozdides reativos ao teste hiposmético (HOS) e a fertilidade a campo,
diferindo do que foi encontrado por outros pesquisadores trabalhando com
sémen bovino congelado (Rota et al., 2000; Tartaglione e Ritta, 2004) na

producdo in vitro de embrides. E possivel que essas diferencas se devam ao
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fato dos resultados obtidos pelos autores serem correlacionados com fertilidade
in vitro, situagdo em que ha um maior controle das variaveis que podem

interferir nos resultados de fertilidade.

O percentual médio de gametas com cauda enrolada (34,5 + 9,5) foi inferior
aos encontrados na literatura para sémen bovino congelado, 48 + 4,7 (Correa e
Zavos, 1994), 43,8 + 13,4 (Rota et al., 2000) e 58,8 + 2,6 (Tartaglione e Ritta,
2004). Essa menor resposta ao HOS pode ser devida a danos causados
durante o processo de congelacdo e descongelacdo, e/ou daqueles
decorrentes das condicdes de estoque e manuseio, como sugere Siqueira et al.
(2007) que obtiveram para o sémen congelado de 13 touros, um percentual de

37,9 £ 7,9 de espermatozéides responsivos ao HOS.

Neste estudo, ndo houve correlagao significativa (p=0,51) entre o percentual de
espermatozéides responsivos ao HOS (34,5 £ 9,5) e aqueles com membrana
intacta identificados pela EN (64,1 + 11,3). Lin et al. (1998), trabalhando com
sémen humano, nao encontraram correlacao entre os resultados do HOS e
aqueles do corante vital. Brito et al. (2003) ao associarem um corante vital ao
HOS observaram, em bovinos, correlacdo moderada entre os espermatozoides
vivos e os responsivos (r=0,55; p<0,01), indicando que isoladamente o corante
vital, apesar de util para identificar a integridade estrutural da membrana, néo é

suficiente para avaliar sua funcéo.

Foi possivel observar neste trabalho que o percentual de vivos, identificados
pela EN, foi maior que o de responsivos ao HOS. Resultado similar ja foi
relatado por outros autores que sugerem que a resposta ao HOS depende da
integridade estrutural e funcional da membrana plasmatica, para manter o
metabolismo espermatico e ser capaz de sofrer as reacdes necessarias para a

fertilizacado do ovocito (Brito et al., 2003).

Durante a espermiogénese as espermatides sofrem uma série de modificagdes
morfolégicas, e ocorre a substituicdo das histonas pelas protaminas, para que
haja a compactacdo da cromatina e, assim, confira estabilidade ao nucleo
espermatico. No entanto, alteracées na estrutura da cromatina podem levar a

alterac6es morfolégicas. Neste estudo ndo se observou correlagao significativa
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entre lesdo da cromatina, detectada tanto pelo AO como pelo ATOL, e a
morfologia espermdtica. Dado semelhante ja foi relatado por outros
pesquisadores, que atribuem esse resultado ao fato das alteracbes na
cromatina nao serem necessariamente acompanhadas por alteracoes

morfolégicas (Beletti et al., 2005).

A associacao entre estrutura da cromatina, avaliada pelo AO, e fertilidade, tem
apresentado resultados discrepantes entre pesquisadores. No presente estudo
ndo se observou correlacao significativa (p=0,20) entre os dados do AO e a
fertilidade a campo. Martins et al. (2007) compararam a avaliacdo feita com
terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated nick end labeling (TUNEL) e
com AO, e sugerem que este talvez tenha subestimado o percentual de lesdes.
Eggert-Kruse et al. (1996), trabalhando com sémen humano, encontraram um
baixo coeficiente de correlacéo entre o AO e a fertilidade (r=0,15; p<0,05), ndo
recomendando este teste para avaliacdo da qualidade espermatica, pois nao
houve diferenga significativa entre os resultados de AO para o sémen de pobre
ou excelente qualidade.

Contrapondo ao encontrado nesta pesquisa e ao relatado pelos autores ja
citados, outros pesquisadores observaram correlagcdo positiva e significativa
entre o AO e a fertilidade (Evenson et al., 1980; Januskauskas et al., 2001).

Madrid-Bury et al. (2005) trabalhando com sémen bovino, mesmo usando uma
metodologia diferente da empregada neste trabalho encontraram correlacéo
(r=0,66; p<0,001) entre estabilidade, que pode ser avaliada com AO, e
fertilidade e, sugerem que a baixa estabilidade da cromatina pode estar
relacionada a baixa fertilidade intrinseca ou a uma maior suscetibilidade ao
processo de congelacdo, podendo, portanto, essa avaliagdo ser uma
ferramenta complementar ao exame de rotina do sémen.

As diferencas entre os resultados da avaliacdo feita com AO podem ser
atribuidas a sensibilidade na leitura e interpretagdo dos resultados, uma vez
que a leitura deve ser rapida, pois a emisséo da fluorescéncia se da por curto
periodo, decrescendo apds 40 segundos e, também devido a heterogeneidade
no padrao de coloragédo das laminas (Duran et al., 1998; Beletti et al., 2004).
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Neste trabalho foram usadas duas técnicas para avaliar a integridade da
cromatina, sendo os resultados obtidos na coloragdo com ATOL, inferiores
aqueles com AO. Esse resultado talvez seja explicado pelo fato das técnicas
fazerem avaliagbes distintas, pois o ATOL permite avaliar a condensacao
anormal e esta, possivelmente, predispde a fragmentagao nuclear e, quando a
amostra é submetida a desnaturacao acida, no protocolo do AO, detecta maior
percentual de alteragdes na estabilidade da cromatina. Embora a literatura
mostre resultados diferentes para outras espécies, como em suinos (ATOL =
11,68% e AO = 2,82%; p<0,05) por Machado et al. (2003) e, em equinos (ATOL
= 6,18% e AO = 3,27%; p<0,05) por Naves et al. (2004), os autores ndo citam
as provaveis razdes para as diferencas observadas entre as técnicas.

Cada componente principal (CP) é uma combinacdo linear das variaveis
originais, mas diferentemente destas, os componentes sdo independentes
entre si e estimados com o proposito de reter, em ordem de estimacado, o
maximo de informagdo, em termos de variagdo total da amostra (Cruz e
Regazzi, 2001). No presente estudo, considerando as variaveis seminais, cerca
de 80% da variacao da taxa de gestagao foi explicada por dois componentes
principais, formados pelos resultados da concentragdo espermatica, da
motilidade, da eosina/nigrosina, do teste hiposmotico e do AO. Diante disso é
possivel recomendar o uso destas analises como testes complementares na
avaliacao das caracteristicas seminais, para estimar o potencial reprodutivo do

touro.

CONCLUSOES

A concentracdo da dose inseminante, motilidade, integridade estrutural e
funcional da membrana plasmética e lesbes na cromatina foram variaveis
espermaticas importantes que individualmente ndo apresentaram correlacéo
com a fertilidade in vivo, contudo as combinacdes entre elas explicaram cerca
de 80% da variagdo na taxa de gestacao, podendo ser usadas para avaliar a

qualidade seminal de touros.
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