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RESUMO

Evidéncias sugerem prejuizos no desempenho reprodutivo de touros causados pelo estresse
calorico, sendo que touros zebuinos sao considerados mais resistentes a este tipo de estresse.
No entanto, ndo se sabe se o manejo correto de touros pode minimizar este efeito deletério
durante periodos mais quentes do ano. Objetiva-se com o presente trabalho comparar a
qualidade de doses de sémen de touros zebuinos e taurinos produzidos no inverno € no verao
na microrregido de Uberaba, MG, Brasil. As amostras foram avaliadas quanto a concentracao,
motilidade, morfologia dos espermatozoides, morfometria da cabeca dos espermatozoides,
descompactagdo e heterogeneidade médias da cromatina espermatica e quanto a localizagdo da
descompactagdo da cromatina espermatica. As avaliacdes de concentragdo, motilidade e
morfologia foram realizadas conforme preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reproducao
Animal. As avaliagdes morfométricas e da cromatina espermatica foram feitas utilizando
técnicas de andlises computacionais de imagens de esfregacos de sémen, hidrolisados com
acido cloridrico e corados com azul de toluidina. As analises morfométricas demonstraram que
em taurinos as células possuem area maior em doses produzidas no verdo do que no inverno.
Quando comparada a morfometria das doses entre zebuinos e taurinos, independente da estacao,
os taurinos demonstraram area maior em suas células, em comparacdo aos touros zebuinos. A
harmdnica 2 da transformada de Fourier, simetria latero-lateral, descompacta¢do e
heterogeneidade da cromatina também foram maiores no grupo de taurinos. Ao comparar a
regido da cabeca com descompactacdo de cromatina, o grupo de taurinos apresentou maior
numero de células normais (sem alteragcdes de cromatina) durante o verdao e maior
descompacta¢do na metade basal (DMB) das cabecas durante o inverno. DMB também foi
maior no grupo de taurinos quando comparados com os zebuinos, sem levar em conta a estacao
do ano. Quando comparado todas as doses produzidas no verdo com o inverno sem levar em
considera¢do a raga, as doses do inverno apresentaram maior nimero de DMB. Ao comparar a
morfologia, as doses produzidas no inverno, independente da raga, apresentaram maior numero
de cé¢lulas com morfologia normal do que nas doses do verao, que apresentaram maior nimero
de defeitos menores. As doses de touros zebuinos apresentaram uma tendéncia de maior
concentragdo durante o verdo do que no inverno. J& quando comparadas todas as doses,
independente da raga, as de verdo apresentaram maior concentragao do que as doses do inverno.
Em geral nao houve muitas diferencas entre as doses produzidas durante o inverno e o verao,
independente das racas. Essas poucas diferencas podem estar ligadas ao manejo dos touros na

central em que as doses foram produzidas. O sombreamento dos piquetes e banhos frequentes



dos animais durante os dias quentes podem ter amenizado as interferéncias do estresse térmico

nesses animais, uniformizando a qualidade das doses durante o ano.

Palavras-chave: Sémen. Cromatina. Azul da toluidina.



ABSTRACT

Evidences suggests impaired reproductive performance of bulls caused by caloric stress, and
Bos taurus indicus bulls are considered more resistant to this type of stress. However, it is not
known whether correct management of bulls can minimize this deleterious effect during warmer
periods of the year. The objective of the present study was to compare the quality of sémen’s
strows of B. taurus and B. indicus produced in winter and summer in the microregion of
Uberaba, MG, Brazil. Samples were evaluated for sperm concentration, motility, sperm
morphology, sperm head morphometry, decondensation and heterogeneity of sperm chromatin
and the location of sperm chromatin decondensation. Concentration, motility and morphology
assessments were performed as recommended by the Brazilian College of Animal
Reproduction. Morphometric and sperm chromatin evaluations were performed using
computational image analysis techniques of semen hydrolyzed with hydrochloric acid and
stained with toluidine blue. The morphometric analyzes showed that in B. taurus the cells have
larger area in strows produced in summer than in winter. When compared the morphometry of
the doses between B. indicus and B.taurus, regardless of the season, the taurines showed larger
area in their cells, compared to the zebu bulls. Fourier transform harmonic 2, side symmetry,
decondensation and chromatin heterogeneity were also higher in the B. faurus group. When
comparing the head region with chromatin decondensation, the B. tourus group presented
higher number of normal cells (without chromatin changes) during the summer and higher
decondensation in the basal half (DMB) of the heads during the winter. DMB was also higher
in the B. taurus group compared to B. indicus, regardless of the season. And when compared
all doses produced in summer with winter without considering clattle, winter doses showed
higher number of DMB. When comparing the morphology, the strows produced in winter,
regardless of race, presented higher number of cells with normal morphology than in summer
doses, which presented higher number of minor defects. B. indicus’s strows tended to be more
concentrated during summer than in winter. When compared all doses, regardless of cattle,
summer presented higher concentration than strows produced during winter. In general there
were not many differences between the strows produced during winter and summer, regardless
of the races. These few differences may be linked to the management of bulls in the place where
the strows were produced. The shading of paddocks and frequent bathing of animals during hot
days may have softened the interference of heat stress in these animals, uniforming the quality
of doses during the year.

Keywords: Semen. Cromatine. Toluidine Blue.



LISTA DE ILUSTRACAO

Figura 1: Modelo de substituicao de histonas por protaminas na cromatina espermatica....... 18

Figura 2: Tipos de alteragdes de Cromating...........ccveereveeeriieeiieeeiieeeeeeeeeeeteeeeveeesveeeseaeeas 26



LISTA DE TABELAS

Tabela 1a: Médias e desvios-padroes das varidveis morfométricas das cabecas de
espermatozoides de touros de raga taurina produzidos no verao € no inverno......................... 29

Tabela 1b: Médias e desvios-padroes das variaveis morfométricas das cabegas de
espermatozoides de touros de raca zebuina produzidos no verao e no inverno.......................... 29

Tabela 1c: Médias e desvios-padroes das variaveis morfométricas das cabecas de
espermatozoides de touros produzidos no verao e no inverno, independente daraga................. 30

Tabela 1d: Médias e desvios-padroes das variaveis morfométricas das cabegas de
espermatozoides de touros de raga zebuina e taurina, independente da estagdo do ano.............. 30

Tabela 2a: Médias e desvios-padrdes dos locais de descompactagdao de cromatina em cabecas
de espermatozoides de touros de raca taurina produzidos no verao e no inverno.................... 31

Tabela 2b: Médias e desvios-padroes dos locais de descompactagdo de cromatina em cabegas
de espermatozoides de touros de raga zebuina produzidos no verdo € no inverno..................... 32

Tabela 2¢: Médias e desvios-padrdes dos locais de descompactagao de cromatina em cabecas
de espermatozoides de touros produzidos no verao e no inverno, independente de raga............ 32

Tabela 2d: Médias e desvios-padrdes dos locais de descompactacdo de cromatina em cabecas
de espermatozoides de touros da raga taurina e zebuina, independente da estagdo do ano......... 32

Tabela 3a: Médias e desvios-padroes das variagdes de defeitos na morfologia em cabegas de
espermatozoides de touros de raga taurina produzidos no verao € no iNVerno............cccee.n.e... 33

Tabela 3b: Médias e desvios-padrdes das variagdes de defeitos na morfologia em cabecas de
espermatozoides de touros de raga zebuina produzidos no verao € no inverno.......................... 33

Tabela 3c: Médias e desvios-padrdes das variacdes de defeitos na morfologia em cabecas de
espermatozoides de touros produzidos no verao e no inverno, independente da raca.............. 34

Tabela 3d: Médias e desvios-padrdes das variagdes de defeitos na morfologia em cabecas de
espermatozoides de touros da raca taurina e zebuina, independente da estagcdo do ano.............. 34

Tabela 4a: Médias e desvios-padrdes das variagdes das variaveis do espermograma do sémen

de espermatozoides de touros de raga taurina produzidos no verao e no inverno...................... 35

Tabela 4b: Médias e desvios-padroes das variacdes das variaveis do espermograma do sémen
de espermatozoides de touros de raca zebuina produzidos no verdo e no inverno...................... 35

Tabela 4¢: Médias e desvios-padrdes das variagdes das varidveis do espermograma do sémen
de espermatozoides de touros produzidos no verao e no inverno, independente da raga............ 35

Tabela 4d: Médias e desvios-padrdes das variacdes das variaveis do espermograma do s€émen
de espermatozoides de touros da raga taurina e zebuina, independente da estacdo do ano......... 36



DNA
RNA
AT

TVC

DB
DMB
DEC
DT
DD

(N ela-ie==

L/C

FF
FO
F1
F2
SLL
SAP

MN
DMA
DME
VOL
COM
MPG

LISTA DE ABREVIATURA

Acido Desoxirribonucleico

Acido Ribonucleico

Azul de Toluidina

Cone Testicular Vascular

Normal - sem areas de descompactagao
Descompactagdo na Base
Descompactacdo na Metade Basal
Descompactacgao no Eixo Central
Descompactacao Total
Descompactagao Dispersa
Descompactagao na regido apical
Area

Perimetro

Largura

Comprimento

Razao Largura Comprimento
Elipsidade

Fator Forma

Fourier 0

Fourier 1

Fourier 2

Simetria Latero Lateral

Simetria Anterior Posterior
Descompactacdo média da cromatina
Heterogeneidade média da cromatina.
Morfologia Normal

Defeitos maiores

Defeitos menores

Volume do ejaculado fresco
Concentragdo do ejaculado fresco em milhdes de células por ml
Motilidade progressiva do ejaculado apds congelamento



SUMARIO

LINTRODUGAO. ... 14
2.REVISAO DE LITERATURAL.........ecutiiiimriririeaineiesiessesiesese e s ssssssessse s ssesseesens 15
2. 1 ESPEIMALOZENESE. ... vvviieeeiiiiieeesiiieeeeriteeeeeteeeeessreeeeenssaeeeeesnsaeeeesssaeesesnsseeeesnnsaeeens 15
2.2 ESPErmMAtOZOIde. ... .cvveeuiieiieeiieeiieeiieeieeeiteeteeeiteeteesieeeteesaeeenbeessaeenseesseesnseensaesnseens 16
2.3 Cromatinad ESPETMALTICA. ....cuveeerereeerereeeiieeeireeesreeesteeesseeessseeessseeessseeessseesssseesssseenns 17
2.4 Interferéncia do calor na qualidade eSpermatica...........ccceevvverieerienreecieenieeieeeee. 19
2.5 Técnicas para Estudo de Cromatina............ccceeeeieeeeiiieeiiieeiie e esvee e 19
2.5.1 Azul de Toluidinag (AT)....cccveeiieeiieiieeiieeee et 20
2.5.2 - Identificagao e classificacdo das alteragdes de cromatina espermatica
utilizando andlise de imagem computadorizada............c.cceeeeevieenveeciieneeenieenne. 21
3. OBIETIVOS . ...ttt ettt et sttt b et ent et e b et enaeenees 22
3.1, ODbBJEtIVO ETAL..couiiiiiiiiiieie et 22
3.2 ODbjetivos ESPECITICOS. ...cuiiiiiiiiiiiieiieeit ettt s 22
4. MATERIAL E METODOS. ....ccvocuiiumrimeiseeese e esesssessssessssesssssssssessse s ssesssesssns 23
4.1 Obtencdo e organizacao das AMOSLIAS. ........eerueeeruieriieeriierieeieenieeeiee e eeeeseeeene e 23
4.2 ESPEIMOZIAMA. ... .uieeeiiieeiiieeiiiieeiteeesiteeeeteeestteeeseeesseeessseeensseeeasseeennseesssseessnsessnnees 23
4.3. ConfeccOes das JAMINGS. .........cecuiieeiiiieeiie et e e e e e e e enreeenaaeas 24
4.4. Analise computacional das IMAaZENS..........cceeeruieeeiieeriieeeiie e e 24
4.4.1. Segmentacao das cabecas dos espermatozoides............ccceveerreienreeneennne. 24
4.4.2. Classificagdo quanto aos tipos de alteracdo da cromatina....................... 25
4.4.3 Descompactagdo e heterogeneidade da cromatina..........c.cceceeeevereennnee 26
4.4.4 Variaveis Morfométricas da Cabeca Espermatica..........ccceeeevveenveeennnen. 27
4.5 ANALiSE ESTatiStICA. ....cccuiiiuiiiiieiiieiiecie ettt sttt et 27
5. RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt sbe et et b et sae et eaeesaeen 28
6. DISCUSSAOQ. ...ttt 36
7. CONCLUSAO. ...ttt ettt 39

REFERENCTIAS. ..o oo e e et e st et e e e s e s e s e s e e s s et eses e s s et eses e s seseses e ssesenenn 40



14

1. INTRODUCAO

Em mamiferos, o gameta masculino ¢ organizado morfologicamente em cabeca e
cauda, sendo a regido da cabeca formada por acrossoma, nucleo e pequena quantidade de
citoplasma (BELETTI, 2013). A cabeca ¢ arredondada e achatada, onde se encontra o nucleo
celular, o acrossoma e o citoesqueleto em minimas quantidades (TOSHIMORI, EDDY, 2014;
FLESCH, GADELLA, 2000). Compondo o nucleo celular podemos evidenciar um complexo
de DNA, RNA e proteinas, que chamamos de cromatina. Durante a espermatogénese em
mamiferos, ocorre a reorganizagdo dessa cromatina, caracterizada pela substitui¢do de histonas,
proteinas caracteristicas de cromatina de célula somatica, por protaminas, que sdo proteinas que
se associam ao DNA e dao origem a estruturas mais condensadas, denominadas de toroides,
conferindo maior compactacdo ao DNA e consequentemente reduzindo o tamanho da cabega
espermatica (BALHORN et al., 2000).

O toroide de protamina ¢ a unidade bésica da cromatina de espermatozoides (HUD et
al.; 1993). Sao formados por aproximadamente 50.000 pb de DNA fortemente organizados
pelas protaminas, criando uma estrutura arredondada em forma de “donuts”, a qual tem grande
importancia para a protecdo e manuten¢ao da estabilidade do material genético (BALHORN,
1982).

Estudos ja realizados demonstram que o estresse térmico tem participado de forma
negativa no desempenho reprodutivo de touros (BRITO et al, 2014; KASTELIC et al 2001).
Porém a maioria deles se limitam em analisar apenas motilidade progressiva, vigor e morfologia
celular, enquanto a integridade da cromatina espermatica também pode ser afetada pelo estresse
térmico e interferir no processo de fertilizagdo e no desenvolvimento embrionario inicial
(LUCIO et al 2016; HIRAIWA, 2015; WARD, 2010).

Um método que pode ser utilizado para identificar e classificar alteragdes de cromatina
¢ o uso da técnica de coloragdo com azul de toluidina (AT) (BELETTI et al., 2005). O AT ¢ um
corante cationico que possui a propriedade de metacromasia, alteragdo de coloracao induzida
pela ressonancia de elétrons entre as moléculas do corante (MELLO, 1982). A metacromasia
induzida por hidrélise dcida aumenta a sensibilidade da reacdo da coloragdo, retirando parte das
protaminas e expondo os fosfatos de DNA, onde as moléculas do corante se ligam. Assim
aqueles espermatozoides com compactagdo de cromatina normal sofrem menos efeitos da
hidrolise e apresentam coloracao azulada mais clara, enquanto os que apresentam alteracoes de

compactagdo sofrem mais com a hidrélise acida, permitindo mais ligagdes do AT aos fosfatos
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do DNA, apresentando coloragdo azul escuro ou magenta, possibilitando comparar alteragdes

de compactacdo de cromatina em espermatozoides.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Espermatogénese

A espermatogénese, evento complexo e delicado, ¢ caracterizada pela formagao de
espermatozoides a partir do crescimento e diferenciacdo das células germinativas primordiais
(PGCs). Esse processo ¢ continuo e tem inicio na puberdade, pela influéncia de fatores de
crescimento como a proteina morfogenética 6ssea 8B (BMP8B) (ZHAO et al 1996). A
espermatogénese bovina ¢ programada em trés estdgios distintos, iniciada pela
espermatocitogénese, seguida da meiose e espermiogénese, que duram aproximada mente 21,23
e 17 dias respectivamente, totalizando 61 dias no total (JOHNSON et al 2000).

A espermatocitogénese ¢ determinada pelas divisdes mitdticas das PGCs afim de
formar espermatogonias do tipo Al, que sdo consideradas células-tronco. Nesse momento,
algumas espermatogonias Al podem se dividir produzindo mais células-tronco, renovando o
estoque no epitélio germinativo (HOCHEREAU-DE REVIERS, 1976). E outras Al podem
passar por mitoses, afim de formar espermatogonias do tipo A2, A3 e A4, progressivamente
(JOHNSON, 1995). Por sua vez, espermatogdénias do tipo A4 dividem-se formando
espermatogonias intermedidrias que passam por mitose € dao origem a espermatogdnia tipo B,
que entdo origina os espermatdcitos. E todas essas mitoses ocorrem no epitélio germinativo dos
tubulos seminiferos (RAHMAN et al 2018).

A fase meiodtica ¢ iniciada pela meiose I, com os espermatdcitos primarios duplicando
o seu DNA e passando por mudangas nucleares da profase I, até se dividirem completamente
dando origem ao espermatocitos secundarios (AMANN, 1982). Os espermatdcitos secundarios
dao continuidade ao processo passando por meiose II, formando células haploides denominadas
espermatides redondas (WROBEL et al, 1985).

O conjunto de eventos futuros, como a diferenciacio da espermatide em
espermatozoide propriamente dito ¢ denominado espermiogénese, fase final da
espermatogénese. Durante a espermiogénese ocorrem mudangas extremamente importantes
para a viabilidade do espermatozoide. Sao elas: formagdo do flagelo, o desenvolvimento do
acrossoma na cabeca do espermatozoide (CLEMERMONT, TANG, 1985; TANIIET et al.,
1992; YOSHINAGA e. al., 2001) e a condensagao da cromatina espermatica, caracterizada pela
substituicdo da maioria das histonas por protaminas (BALHORN et al., 2000). A presenga da
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protamina possibilita uma notavel reducao nuclear para o espermatozoide, além de proteger seu
material genético ao longo de sua jornada até o ovocito (WARD; 2010, JOHSON et al., 2011).

As espermatides ao longo da sua diferenciagdo se movem dentro do epitélio
germinativo, parede dos tibulos seminiferos, em direcao ao limen. Por fim elas sao liberadas
no lumen, passando por um evento final chamado de espermiacdo, dando origem aos
espermatozoides que sdo direcionados para o epididimo, onde ocorre a maturagdo final e

armazenamento da célula (YOSHINAGA, TOSHIMORI, 2003).

2.2. Espermatozoide

Com morfologia e funcionalidade bastante especifica, o espermatozoide ¢ a célula
originada da gametogénese masculina, que possui a finalidade de fecundar o gameta feminino
e perpetuar seu material genético, iniciando a formacdo de um novo individuo. A célula ¢
descrita contendo dois componentes principais, cabega ¢ cauda, que sdo conectadas por uma
peca conectora ou também conhecida como pescogo ou colo. A cabeca abriga o nucleo celular,
acrossoma, estruturas de citoesqueleto e citoplasma em minima quantidade. A cauda, partindo
do pescocgo até o seu fim, ¢ dividida em pega intermediaria, pecga principal e peca terminal. Na
peca intermediaria e pega principal, hd uma estrutura de microtibulos organizados chamados
de axonema, que ainda é envolto por fibras densas, de constituigdo proteica. Na pega
intermediaria, o axonema ¢ envolto também por mitocondrias que fornecerdo energia para
célula (TOSHIMORI, EDDY, 2014).

A célula espermatica de mamiferos comparada com uma célula somatica ¢ 10 vezes
menor (MILLER et al., 2010). Sua cromatina ¢ cerca de 20 vezes mais compactada em relacao
as outras células, devido a presenca da protamina (BALHORN, 2007), o que proporciona ao
seu material genético alta condensagao e compactacao, tornando a morfologia dessa célula
ainda mais especial (SHARMA, AGARWAL, 2011).

Para que o espermatozoide seja capaz de fecundar o gameta feminino, ele deve ser
morfologicamente e funcionalmente normal, caracteristicas obtidas de uma espermatogénese
bem-sucedida (NISHIMUNE, OKABE, 1993) e ter sido maturado e capacitado adequadamente
pela passagem no epididimo (BANKS, 1992). Além disso, a capacidade de fecundacdo do
espermatozoide estd ligada a aspectos funcionais da célula, como motilidade progressiva,
capacitagdo, reacdo do acrossoma e a ligacdo e penetracdo no ovdcito, para que se inicie o

desenvolvimento embrionario (JONES, 1998). O sucesso na fertilizagao e no desenvolvimento



17

do embrido também dependem da integridade da cromatina, bem como sua compactagao correta

(BARRATT et al., 2010).

2.3. Cromatina espermatica

Para que o espermatozoide cumpra seu objetivo de alcangar e fecundar o ovocito e
contribua com o seu material genético no desenvolvimento embrionario, € necessario que a
c¢lula tenha propriedade hidrodinamica e seu DNA seja devidamente compactado para garantir
sua estabilidade e protecdo. Isso s6 € possivel pela presenga de proteinas nucleares chamadas
protaminas, presentes apenas na cromatina do espermatozoide maduro (BALHORN, 2007). A
cromatina do espermatozoide ¢ composta por DNA, RNA e proteinas. Em células somaticas as
principais proteinas encontradas sdo as histonas, organizadas em octdmeros que formam o
nucleossomo, unidade basica da cromatina somatica. O nucleossomo ¢ formado por pares de
histonas H2A, H2B, H3 e H4 nas quais a dupla hélice de DNA déa duas voltas, abrangendo cerca
de 147 pares de bases em cada estrutura (RAVAZI, 2017). J& nos espermatozoides a unidade
basica da cromatina ¢ o chamado toroide de protamina.

Durante a espermatogénese a cromatina passa por uma remodelacdo, onde a maioria das
histonas sao substituidas por protaminas, que se organizam formando os toroides (DE VRIES
et al., 2012; HUD et al.; 1993). Durante esse fenomeno, os nucleossomos sao desmontados
devido a uma hiperacetila¢do, fazendo com que as histonas sejam removidas da fita de DNA e
substituidas por proteinas de transi¢do, como mostra a figura 1. Em seguida, as protaminas
ocupam o lugar das proteinas de transi¢cdo, fazendo ligagdes entre elas por pontes de dissulfeto
e pontes de zinco, deixando a estrutura ainda mais estavel e compactada (OLIVA, CASTILLO,

2011).
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Figura 1: Modelo de substitui¢do de histonas por protaminas na cromatina espermatica. Em
azul esta representando o DNA e em vermelho histonas, proteinas de transicdo e protaminas

(MENDONCA, 2015; adaptado de OLIVA et al., 2009)

Essa nova estrutura ¢ composta por aproximadamente 50.000 pares de bases de DNA
associado a protamina, organizado em forma de “donut” (rosca arredondada e furada no meio)
ou toroide, o que gera maior compactagdo do DNA (BALHORN, 1982). Esse tipo de
compactacdo ¢ capaz de silenciar a expressdo génica e proteger o DNA esperméatico, mantendo
sua integridade ao logo de sua jornada pelo sistema reprodutor masculino e feminino, além de
reduzir o tamanho da cabega do espermatozoide, melhorando suas propriedades
hidrodinamicas, permitindo que o gameta masculino chegue até o ovdcito em boas condigdes

(BRAUN, 2001).



2.4. Interferéncia do calor na qualidade espermatica

Os efeitos dos fatores climaticos sobre a qualidade do sémen bovino tém sido
amplamente estudados (STALHAMMAR et al., 1989; WILDEUS, HAMMOND, 1993;
BRITO et al., 2002; MALAMA et al., 2017). Sabe-se que a reducdao na motilidade, numero de
células no ejaculado e aumento nos defeitos morfologicos estido relacionados com o aumento
da temperatura testicular (KASTELIC et al., 1996; KOIVISTO et al. 2009). Essa relagao entre
a variagao climatica e a qualidade do s€émen tem sido atribuida especialmente as interferéncias
no mecanismo de termorregulacdo escrotal, que fica comprometida pelo aumento de calor
(MENEGASSI et al., 2015).

Para que o sistema reprodutor masculino funcione de maneira adequada, a
temperatura dos testiculos precisa ser controlada por mecanismos fisioldgicos complexos, que
envolvem o escroto, o cone testicular vascular (TVC) e os proprios testiculos (WAITES,
MOULE, 1962; KASTELIC, COOK, COULTER, 1997). Por isso, quando ha variacao
morfoldgica de estruturas entre touros, pode ocorrer interferéncia na termorregulagao testicular
e por consequéncia influenciar na qualidade espermatica entre animais. Touros Bos taurus
indicus, por exemplo, quando expostos a altas temperaturas ambientas sdo mais resistentes, tém
menos impactos na qualidade do sémen e se recuperam mais rapido do que touros Bos taurus
taurus (JOHNSTON, NAELAPAA, FRYE, 1963; SKINNER, LOUW, 1996). Assim, essas
diferencas indicam que a adaptabilidade de um touro as condi¢des ambientais locais podem ter
influéncia na qualidade do sémen (NICHI et al., 2006), o que indica que pode haver diferencas
na capacidade reprodutiva dos animais de acordo com a estagdo do ano e com o local em que

ele vive.

2.5 Técnicas para Estudo de Cromatina

Nos ultimos anos, muitas técnicas foram desenvolvidas para se estudar componentes do
espermatozoide, bem como sua viabilidade relacionada com a fertilidade. Nesse sentido, as
alteracdes da cromatina espermatica t€ém sido um tema importante a ser estudado, ja que podem
interferir no processo de fecundacao e desenvolvimento embrionario (BELETTI, 2013). Essas
alteracdes podem ser avaliadas por diferentes métodos, como: Azul de toluidina (AT)
(BELETTI et al., 2005), azul de anilina (HAMMADEH et al., 2001), ensaio cometa (RIBAS-
MAYNOU et al., 2013), laranja de acridina (TEJADA et al., 1984), ensaio TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay) (SHARMA et al., 2013),
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ensaio de estrutura de cromatina espermatica (SCSA) (EVENSON et al., 2002) teste de
cromomicina A3 (CMA3) (OZKOSEM et al., 2016), teste de dispersdo de cromatina
espermatica (SCD) (FERNANDEZ et al, 2003), ¢ fluorescéncia de deteccio de quebra de DNA
em teste de hibridagdo in situ (DBD-FISH) (CORTES-GUTIERREZ et al., 2015), sendo o AT

um dos métodos mais viaveis, por ser simples e de baixo custo.

2.5.1 Azul de Toluidina (AT)

A andlise com AT ¢ usada para identificar alteragdes de compactacdo de cromatina e,
por delinear a cabega do espermatozoide, permite também o estudo da morfometria dessa célula
(BELETTI, COSTA, 2003; BELETTI, MELLO, 2004, BELETTI et al., 2005). A molécula de
AT tem capacidade de se ligar aos fosfatos da fita de DNA, corando o local em tons de azul,
mas para que isso ocorra o fosfato precisa estar exposto as moléculas do AT. Em uma cromatina
espermatica normal a maioria dos fosfatos estdo bloqueados por protaminas, o que dificulta a
ligagdo do AT ao DNA, enquanto em uma cromatina com alteracdes de compactacdo o DNA
encontra-se mais exposto permitindo mais ligagdes do corante no local. Dessa forma, devido
ao fendmeno de metacromasia, ocorrem alteracdes de cores pela ressonancia de elétrons das
moléculas desse corante nos locais da cromatina. As regides mais compactadas apresentam
cores que variam entre verde e azul claro, e onde hd menos compactagdo as cores podem variar
entre azul escuro e magenta (BELETTI, 2013; MELLO, 1982).

Para melhorar a sensibilidade do AT ao DNA, Mello (1982) propos a metacromasia
induzida, que amplifica o resultado da reagdo do corante usando hidrolise acida no
espermatozoide antes da coloragdo com AT. A cromatina espermatica ¢ hidrolisada afim de
eliminar parcialmente as proteinas nucleares para que os fosfatos do DNA fiquem mais
expostos. Dessa forma, as cromatinas normais, altamente compactadas, sdo pouco afetadas pela
hidrdlise e continuam expondo menos fosfatos e por consequéncia apresentam cor azul claro.
Por outro lado, as cromatinas alteradas, menos compactadas, sdo mais suscetiveis a hidrolise,
perdem mais proteinas e permitem maior acesso do AT aos fosfatos do DNA, apresentando cor

azul escuro ou magenta.
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2.5.2 - Identificacio e classificacdo das alteracoes de cromatina espermatica

utilizando analise de imagem computadorizada

A andlise de imagem computadorizada ¢ uma importante ferramenta para estudos em
alteragdes de cromatina espermatica, uma vez que elimina a subjetividade da analise, além de
melhorar também a capacidade de reprodug¢dao de imagens e detectar sutis alteragdes que
poderiam ser ignoradas usando métodos convencionais (HAMILTON; ALLEN, 1995; SOUZA
etal., 2018).

Estudos em biologia da reproducdo tém desenvolvido sistemas em analise de imagem
computadorizada com o objetivo de avaliar funcdo espermatica (ARRUDA, 2000; BELETTI
etal., 2005; MATOS et al., 2008; CELEGHINI et al., 2010; SOUZA et al., 2018). Esses estudos
apontam para o desenvolvimento de métodos capazes de avaliar o potencial de fertilidade do
sémen, oferecendo mais informacgdes e mais objetividade para as andlises (ARRUDA et al.,
2011). No entanto, a maioria desses sistemas estdo focados apenas a analises de motilidade e
morfologia espermatica, como o software automatizado CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis), enquanto alteracdes de cromatina também podem interferir significantemente na
fertilidade espermética e desenvolvimento embrionario inicial (LUCIO et al 2016; HIRAIWA,
2015; WARD, 2010).

A técnica de coloragdo com AT associada a analise de imagem computadorizada ¢ uma
excelente forma de identificar problemas de compactacao de cromatina em espermatozoides,
capaz de identificar alteragdes baseadas na localizacao das areas de descompactagdo na cabeca
espermatica. Utilizando imagens de cabecas de espermatozoides coradas com AT ap6s hidrdlise
acida e um software que identifica regides descompactadas de cromatina pelo contraste do
corante, Souza et al. (2018) classificaram essas alteragdes em: normal, sem dareas de
descompactagdo; DB, descompactagdo na base; DMB, descompactagao na metade basal; DEC,
descompactagdo no eixo central; DT, descompactacdo total; DD, descompactagdo dispersa;
DA, descompactagdo na regido apical, de acordo com as marcagdes do software.

A coloracao com AT e analise de imagem computadorizada também permite avaliar a
morfometria da cabega do espermatozoide, ja que a regidao da cabega ¢ basicamente formada
por cromatina, a qual pode ser evidenciada pelo corante (BELETTI et all 2005; BELETTI,
2013). Com a ajuda de um programa, podem-se avaliar diversas varidveis morfologicas da
cabeca do espermatozoide, como a area, perimetro, largura, comprimento, elipsidade, razao
largura/ comprimento, fator de forma, simetria latero lateral, simetria antero posterior e as

primeiras
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harmdnicas da transformada integral de Fourier (Fourier 0, Fourier 1 e Fourier 2) (BELETTI,
COSTA, 2003).

Essas duas opgdes geram resultados que podem ser correlacionados, visto que defeitos
na cromatina podem resultar em anomalias morfologicas (BELETTI et al., 2005; BELETTI,
2013), além de possibilitar avaliacdes mais precisas do sémen, uma vez que tem se visto touros
que apresentam espermatozoides com morfologia, motilidade e enzimas normais apresentando-
se como subférteis. Essa situacao verificada, na maioria das vezes, ocorre devido a defeitos na

compactagdo da cromatina nos espermatozoides (BELETTI, MELLO, 1996).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Objetiva-se com o presente trabalho comparar a qualidade de doses de sémen de touros
zebuinos e taurinos produzidas no inverno e no verao na microrregido de Uberaba, MG, Brasil,

por andlise de imagem computacional de esfregacos de sémen corados com AT.

3.2 Objetivos especificos

1 — Comparar a analise de qualidade do sémen feita por espermograma (motilidade,
concentragao e morfologia), a compactacao da cromatina e a morfometria espermatica de sémen
de touros durante periodo quente e frio do ano.

2 — Comparar a andlise de qualidade do sémen feita por espermograma (motilidade,
concentragdo e morfologia), a compactacdo de cromatina e a morfometria dos espermatozoides

de touros europeus e zebuinos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao e organizacao das amostras

Foram analisadas doses de s€émen de quatro touros de raca zebuina (Nelore) e quatro
touros de racas taurinas (Red Angus, Angus, Brangus e Braford), produzidas nos meses quentes
do final do ano (dezembro a fevereiro) e nos meses com temperaturas mais amenas, no meio
do ano (maio a julho). Os ejaculados foram coletados com o uso de vagina artificial e
posteriormente processados em uma central de inseminagao artificial de Uberaba-MG. Para
estudar a interferéncia do estresse calorico na qualidade das doses, foram analisadas as
seguintes varidveis: concentracdo, motilidade, morfologia dos espermatozoides, morfometria
da cabega dos espermatozoides, descompactagdo e heterogeneidade médias da cromatina
espermatica ¢ a localizacdo da descompactagdo da cromatina espermadtica. A partir dessas
analises, comparou-se os resultados entre doses produzidas no inverno e no verdo em touros
zebuinos e taurinos separadamente. Além disso, também comparou-se todas as doses
produzidas no inverno com as doses do verao, independente das racas dos touros e todas as
doses das ragas taurinas com as zebuinas, sem levar em consideragdo a época em que foram

produzidas.

4.2 Espermograma

O sémen passou por andlises de concentra¢do, motilidade progressiva, volume e
morfologia celular, que sdo os testes mais comuns realizados como pardmetros de controle de
qualidade do sémen em centrais de Inseminagdo Artificial.

O volume do ejaculado fresco foi obtido pela pesagem do mesmo em uma balancga de
precisdo, admitindo 1ml para cada 1g de ejaculado. A concentragdo foi avaliada por
espectrofotometro, onde aliquota do ejaculado foi previamente diluida em solugdo salina para
a analise. A motilidade progressiva foi avaliada ap6s o descongelamento das doses, pelo
software CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), e a morfologia foi observada por
microscopia de luz, objetiva 100x imersao, classificando as células em MN quando apresentou
morfologia normal, DMA quando apresentou defeitos morfolégicos maiores e DME quando
apresentou defeitos morfologicos menores, realizadas conforme preconizado pelo Colégio

Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013).
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4.3. Confeccoes das laminas

Apos a obtencdo das doses de sémen, 10 esfregacos de cada touro foram feitos, cinco
de uma dose produzida no verdo e cinco de outra dose produzida no inverno. Os esfregacos
foram fixados em etanol-acido acético (3:1; v/v) por um minuto e posteriormente em etanol
70% por trés minutos. Apds a fixacdo, as amostras foram secas em temperatura ambiente.
Posteriormente, os esfregacos foram hidrolisados em acido cloridrico 4N por 20 minutos e
lavados em agua destilada. Apds a secagem, foi colocada uma gota de Azul de Toluidina
0,025%, em tampao acido citrico-fosfato (tampao Mcllvaine, pH 4,0) sobre os esfregacgos, os
quais foram cobertos com laminula e apos trés minutos, foram fotografados em microscopio de

luz convencional.
4.4. Analise computacional das imagens

As analises de imagens computacionais foram divididas em trés etapas: segmentacao
das cabecas, classificagdo dos tipos de alteracdo da cromatina e analise quantitativa da
descompactagdo e heterogeneidade de cromatina e da morfometria da cabeca dos
espermatozoides. As imagens digitais de pelo menos 100 espermatozoides foram capturadas
dos esfregacos, utilizando-se um microscopio (Axiolab - ZEISS) acoplado a um sistema de

captura de imagens (AxioCam ICc 5), com objetiva de imersao de100 X.
4.4.1. Segmentacao das cabec¢as dos espermatozoides

As imagens foram segmentadas por limiarizagdo (thresholding), para obter uma imagem
denominada de mascara, que possui apenas dois tons de cores, preto e branco, que quando
combinada com a imagem original, cria uma imagem somente com as cabecas dos
espermatozoides, eliminando elementos da imagem original, como cauda e demais estruturas
coradas no esfregaco. Assim, foi possivel isolar cada cabeca de espermatozoide em uma
imagem. Essas imagens passaram por processamento utilizando uma técnica matematica,
chamadas de Operagdo de Erosdo, para descartar os pixels no perimetro da cabeg¢a do
espermatozoide e suavizar o contorno das imagens. Esse processamento foi realizado por
programa desenvolvido em linguagem MATLAB e executado no software OCTAVE (CRUZ
et al., 2014).
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4.4.2. Classificacdo quanto aos tipos de alteracio da cromatina

Assim como no processo de segmentagao da cabega, para essa avaliagdo foi utilizado
um programa desenvolvido em MATLAB e executado em OCTAVE. Inicialmente, o programa
identificou as 6 cabecas mais compactadas (coloracdo mais clara) para cada amostra. A média
dos valores de pixels dessas 6 cabecgas foram consideradas como valor padrao. Posteriormente,
foi calculado um limiar de cada cabeca usando esses valores como referéncia e os pixels que
possuiam valor menor que essa média foi delineado pelo software. A imagem produzida foi
suavizada, usando um filtro Gaussiano (sigma= 2, raio= 2,5) para reduzir o ruido e melhor
delimitar a regido alterada. Por fim, o delineamento foi realizado pela demarcagdo de linhas
brancas que definiu a regido de descompactagdo. Dessa forma, tipos de alteracdo de cromatina
de acordo com a localizacdo da descompactacdo foram determinados (SOUZA et al, 2018).
Para organizar a andlise do estudo, as alteracdes cromatinicas foram divididas em: 1)
Descompactacao na base (DB), atinge no méximo o terco basal da cabeca; 2) Descompactacao
na metade basal (DMB), além do tergo basal, atinge também até dois ter¢os da cabeca; 3)
Descompactacdo no eixo central (DEC), ocorre em todo o eixo central sem atingir as laterais
da cabeca; 4) Descompactacao total (DT), a cabega como um todo estd descompactada; 5)
Descompactagdo dispersa (DD), areas de descompactacdo dispersas na cabeca do
espermatozoide; 6) Descompactagdo na regido apical (DA), atinge a regido apical da cabeca do
espermatozoide; Normal (N), auséncia de areas de descompactacdo (Figura 2). Todas as

classificagdes foram realizadas por um mesmo avaliador.
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Figura 2: Tipos de alteragdes de cromatina. Normal: sem areas de descompactacdo; DB:
descompactagdo na base; DMB: descompactacdo na metade basal; DEC: descompactacdo no
eixo central; DT: descompactagdo total; DD: descompactacao dispersa; DA: descompactagao
na regido apical (Fonte: MARTINS, 2018).

4.4.3 Descompactacao e heterogeneidade da cromatina

Todo o processamento e andlise de imagem para avaliacdo da descompactagdo e
heterogeneidade médias da cromatina dos espermatozoides de cada amostra foram realizados
por rotinas desenvolvidas e executadas em ambiente de programagdao SCILAB. Para isso as
imagens das cabegas espermaticas foram transformadas em tons de cinza. Os valores médios
dos pixels de cada cabeca foram determinados e aquelas 10 cabegas com maiores médias
(cabegas mais claras) foram automaticamente selecionadas e consideradas como cabecas
padrdo. Posteriormente, a diferenga entre o valor médio das cabecas-padrao e o valor médio de
cada cabeca analisada foi determinada. Esta diferenca foi transformada em porcentagem do
valor médio das cabegas-padrdo, caracterizando quantitativamente a intensidade da
descompactagdo da cromatina de cada cabeca avaliada. O coeficiente de variacao dos niveis de
cinza de cada cabega foi também calculado, caracterizando quantitativamente a
heterogeneidade da cromatina, ou seja, a variacdo da compactagdo cromatinica em toda

extensao da cabega do espermatozoide (BELETTI et al., 2005).
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4.4.4 Variaveis Morfométricas da Cabeca Espermatica

As variaveis utilizadas para classificar a morfometria das cabecas dos espermatozoides
foram determinadas por um algoritmo também desenvolvido no ambiente de programagao
SCILAB. As caracteristicas estudadas foram: Area (A), Perimetro (P), Lado (L) e Comprimento
(C) que sdo as principais variaveis consideradas em andlises de células espermaticas, para
identificar altera¢des morfoldgicas e Razao Largura Comprimento (L/C) que ¢ derivada das
mensuragdes anteriores (L e C) (BELETTI, COSTA, VIANA, 2005; YANIZ et al., 2013;
BARTH, OKO 1989). Elipsidade (E) que ¢ a mensuracao do contorno e alongamento da cabega
espermatica E = (C - L) / (C + L) (BELETTI, COSTA, VIANA, 2004; MARTI, APARICIO,
GARCIA-HERREROS, 2011; BARTH, OKO 1989). Fator Forma (FF) Indica o desvio do
contorno da cabeca em relacdo a uma elipse suave FF = (1 - E) x P¥/4nA (BELETTI, COSTA,
VIANA, 2004; MARTI; BARTH, OKO 1989). Harménicas de Fourier que correspondem a
magnitude da transformada de Fourier obtida a partir do contorno das cabecas dos
espermatozoides em analises, FO esta relacionada com o tamanho total da cabega dos
espermatozoides, F1 associada com o arredondamento da porgao anterior da cabeca espermatica
e F2 que representa o alongamento da cabega da célula (BARTH, OKO 1989; CAMPOS et al.,
2013). Simetria Latero-Lateral (SLL) que identifica assimetrias ao longo do eixo principal da
cabega espermatica, que pode interferir na propriedade hidrodindmica da célula e Simetria
Antero-Posterior (SAP) que indica assimetrias ao longo do eixo secundéario da cabeca

(BELETTI, COSTA, VIANA, 2005; YANIZ et al., 2013)

4.5 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa Excel (Microsoft, USA). O
teste T pareado foi utilizado para comparar as amostras quando agrupadas em doses de touros
zebuinos (comparando inverno e verdo), doses de touros taurinos (comparando inverno € verao)
e para comprar as doses produzidas no inverno e no verdo, independente da raca dos touros. E
o teste T em amostras independentes foi utilizado para comparar todas as doses de touros
zebuinos e taurinos, independente da época do ano em que foram produzidas. Foram
consideradas diferengas significativas quando P < 0,05 e tendéncia a diferenga quando 0,05< P

>0,1.
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5. RESULTADOS

Ao analisar a morfometria da cabega do espermatozoide, o grupo isolado de taurinos
apresentaram diferenga entre verdo e inverno apenas na area das cabecas dos espermatozoides,
como mostra a tabela la. O estudo indicou que a area das cabecas dos espermatozoides
produzidos no verao ¢ maior que no inverno, com diferenga significativa de p= 0,04. Além
disso, o0 mesmo grupo apresentou tendéncia em ter células com perimetro da cabega maior
também no verdo, com p= 0,08.

Quando comparadas as doses isoladas dos touros zebuinos, a produgdo do
inverno e verdo ndo apresentaram diferencas significativas, e sim apenas uma tendéncia de as
cabegas serem mais largas nas doses de inverno do que no verdo (p= 0,06) (tabela 1b). Da
mesma forma, as doses produzidas no verdo e inverno quando analisadas em conjunto sem
considerar as racas dos touros, também nao apresentaram diferencas significativas (tabela Ic).

Como mostra a tabela 1d, comparando todas as doses dos touros zebuinos com
as doses dos touros taurinos, sem considerar a estagdo do ano em que foram produzidas,
percebe-se muitas diferencas morfométricas entre as ragas. A cabega dos espermatozoides dos
touros taurinos (Bos taurus taurus) apresentaram maiores area (p=0,02), harmodnica 2 da
transformada Fourier (p=0,04), simetria latero lateral (p=0,03), descompactacdo média da
cromatina (p=0,03) e heterogeneidade média da cromatina (p=0,0006) em relagdo as cabecas
dos touros zebuinos (Bos taurus indicus). Além dessas diferengas, essa comparacao também
revelou uma tendéncia de cabegas com maior perimetro e largura no grupo dos taurinos, com

p= 0,06 e p=0,08 respectivamente.



Tabela 1a: Médias e desvios-padrdes das varidveis morfométricas das cabegas de espermatozoides de touros de raca taurina (Bos taurus taurus)
produzidos no verao e no inverno.

C

A P L
. L/C E FF FO F1 F2 SLL SAP D H
(pm?*) (um) (um) (um)
Verio 30,78 22,83 4,42 8,50 0,52 0,31 0,92 512881 607,52 420,90 0,973 0,93 7,67 4,87
+0,89 +£025 40,13 +0,12 £0,02 001 +001  +20852 +123,84 +£2863 +0002 +0,02 +1,15 +038
I 30,41 22,69 439 8.44 0,52 0,32 0,92 506370 577,51 40248 0974 0,93 6,90 5.19
nverno .77 1027 +0.11 £0,10 £0,01 £0,01 =001 +4896  +17133  +£20,00 £0,003 £0,02 +093 =101
Valor P 0,04 0,08 0,49 031 0,95 0,94 0,94 0,56 0,46 0,38 0,65 0,28 0,42 0,39

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significante (p<0,05) quando aplicado o Teste T pareado. A, area; P,
perimetro; L, largura; C, comprimento; L/C, razdo largura comprimento; E, elipsidade; FF, fator forma; FO, Fourier 0; F1, Fourier 1; F2, Fourier 2; SLL, simetria

latero-lateral; SAP, simetria anterior-posterior; D, descompactacdo média da cromatina; H, heterogeneidade média da cromatina.

Tabela 1b: Médias e desvios-padroes das variaveis morfométricas das cabegas de espermatozoides de touros de raga zebuina (Bos taurus indicus)
produzidos no verdo e no inverno.

A P L
5 C L/C E FF FO F1 F2 SLL SAP D H
(pm?) (pm) (pm) (pm)

Vers 2885 22,14 429 8,21 0,52 0,31 0,93 479486 600,33 38237 0,970 0,93 5,83 3,74
erad 140  +£066 +0,08 +£035 +£0,02 +£002 0,01 +510,56 +112,11 +£3242 +0,002 +001 +246 +021

Invern 29,56 2240 434 8,31 0,52 0,31 0,93 4932,52 599,56 38235 0,971 0,93 5,33 3,87
Verno | 138 10,66 40,00 033 +£002 £002 +001 +47921 £127,66 £2635 +0,002 0,01 054 +043

ValorP 028 0,34 0,06 0,46 0,88 0,90 0,79 0,48 0,97 0,99 0,47 0,49 0,71 0,41

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significante (p<0,05) quando aplicado o Teste T pareado. A, area; P,
perimetro; L, largura; C, comprimento; L/C, razdo largura comprimento; E, elipsidade; FF, fator forma; FO, Fourier 0; F1, Fourier 1; F2, Fourier 2; SLL, simetria
latero-lateral; SAP, simetria anterior-posterior; D, descompactacao; H, heterogeneidade.
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Tabela 1c: Médias e desvios-padrdes das varidveis morfométricas das cabecas de espermatozoides de touros produzidos no verdo e no inverno,

independente da raga.
A(pm?) P(um) L@um) C (um) L/C E FF FO F1 F2 SLL SAP D H

29,81+ 22,48 4,36 8,36 0,52 0,31 0,93 4961,83 603,93 401,64 0,971 0,93 6,84 4,30

Verio 150  £059 0,12 +029 £002 +0,02 +001 +£402,76 +10938  +3501 0,003 +001 +£203 +067
| 2999 2254 437 8,38 0,52 031 093 499811 588,54 39241 0972 093 611 4,53

DVerno .43 1049  £0,10 £023 001 =001 +0,01 34830 +£403738 +24,18 +£0003 +0,01 1,10 =101
ValorP 0,61 0,67 0,68 0,77 0,94 0,97 0,76 0,72 0,46 045 0,38 0,15 0,38 0,22

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significante (p<0,05) quando aplicado o Teste T pareado. A, area; P,
perimetro; L, largura; C, comprimento; L/C, razdo largura comprimento; E, elipsidade; FF, fator forma; FO, Fourier 0; F1, Fourier 1; F2, Fourier 2; SLL, simetria

latero-lateral; SAP, simetria anterior-posterior; D, descompactacdo; H, heterogeneidade.

Tabela 1d: Médias e desvios-padrdes das varidveis morfométricas das cabegas de espermatozoides de touros de raca zebuina e taurina,
independente da estagdo do ano.

A(@m?) P@m) L@um) Cum) L/C E FF FO F1 F2 SLL SAP D H
Bos
; 2921 2227 431 8,26 0,52 031 0,93 486369 599,95 38236 0970 0,93 5,58 3,80
laurus +134  +063 0,09 +£032 +002 0,02 +0,01 +46427 111,18 +£2735 +0,002 +001 +2,03 +0,32
indicus
Bos
; 30,59 22,76 441 8,47 0,52 0,32 0,92 509626 592,51 411,69 0,973 093 7,29 5,03
t‘mr US 1079  £025 0,11 £0,11 +001 £001 =001 =14447 =£13932 +2480 +0,003 +002 =110 =073
aurus
Valor P 0,02 0,06 0,08 0,11 0,80 0,81 0,35 0,20 0,91 0,04 0,03 0,67 0,03  0,0006

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significante (p<0,05) quando aplicado o Teste T (amostras
independentes). A, area; P, perimetro; L, largura; C, comprimento; L/C, razao largura comprimento; E, elipsidade; FF, fator forma; F0O, Fourier 0; F1, Fourier
1; F2, Fourier 2; SLL, simetria latero-lateral; SAP, simetria anterior-posterior; D, descompactagdo; H, heterogeneidade.
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Em relagdo aos locais de descompactacdo da cromatina nas cabecas dos
espermatozoides, os touros de raga taurina, quando estudados separadamente, apresentaram
maior numero de células normais (sem alteracdes de descompactagdo na cromatina) no verao
do que no inverno (p=0,003) e uma tendéncia de p=0,08 das células possuirem mais
descompactagdes de cromatina na metade basal da célula no inverno do que no verdo (Tabela
2a).

O grupo com doses apenas de touros zebuinos nao apresentaram nenhuma diferenga
significativa nos locais de descompactagdo de cromatina entre as doses produzidas no inverno
e no verao (Tabela 2b), assim como também ndo ocorreram diferengas quando todas as doses
produzidas no verdo foram comparadas com as doses do inverno, independente das ragas dos
touros. Foi observada apenas uma tendéncia (p=0,09) de mais descompacta¢des na metade
basal das células em doses produzidas no inverno (tabela 2¢). Porém, quando comparadas todas
as doses dos touros zebuinos com os taurinos, excluindo o fator estacdo do ano, as
descompactagdes na metade basal tiveram diferencas significativas de p=0,02, indicando haver

mais desse tipo de descompactagdo no grupo dos taurinos (tabela 2d).

Tabela 2a: M¢dias e desvios-padrdes dos locais de descompactagdo de cromatina em cabegas
de espermatozoides de touros de raca taurina produzidos no verdo e no inverno.

N (%) DB (%) DMB (%) DEC (%) DT (%) (13/?)

Verio 69,05 4,48 2,98 0,13 0,23 10,70
+10,61  +£2,63  +3,03 +0,25 +045 +£7,71

verng 6003 6,38 14,53 0,00 0,15 18,43
+12,46  +637 1093 +0,00 +03  +638

ValorP 0,003 0,37 0,08 0,39 0,82 0,37

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significante
(p<0,05) quando aplicado o Teste T - parecado. N, normal, sem arecas de descompactag¢do; DB,
descompactacao na base; DMB, descompactagdo na metade basal; DEC, descompactagio eixo central;
DT, descompactagao total; DD, descompactacao dispersa.
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Tabela 2b. Médias e desvios-padrdes dos locais de descompactacao de cromatina em cabecas
de espermatozoides de touros de raca zebuina produzidos no verao e no inverno.

N (%) DB (%) DMB (%) DT (%) DD (%)

Verd 67.65 2.13 0,38 0,00 29.85
erao +19,36 +3.17 +0,75 +0,00 +18,15

Inverno 61,05 4,68 0,33 0,30 33,65
v +25,57 +8,07 +0,38 +£0.,6 +24.98

Valor P 0,77 0,38 0,87 0,39 0,86

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significante
(p<0,05) quando aplicado o Teste T - parecado. N, normal, sem arecas de descompactagdo; DB,
descompactagdo na base; DMB, descompactagdo na metade basal; DEC, descompactacdo eixo central;
DT, descompactagdo total; DD, descompactacao dispersa.

Tabela 2¢. Médias e desvios-padrdes dos locais de descompactagcdo de cromatina em cabecas
de espermatozoides de touros produzidos no verdo e no inverno, independente de raga.

N (%) DB (%) DMB (%) DEC (%) DT (%) DD (%)

Vers 68,35 3,30 1,68 0,06 0,11 25.56
erao + 14,47 +2.97 +2.47 +0,18 +£0,32  +13,70

Invern 60,54 578 7.43 0,00 0,23 26,04
verno 4 18,63 + 6,83 +10,43 + 0,00 +0,45 +18,74

Valor P 0,44 0,15 0,09 0,35 0,61 0,96

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significante
(p<0,05) quando aplicado o Teste T - parecado. N, normal, sem areas de descompactag¢do; DB,
descompactacdo na base; DMB, descompactagdo na metade basal; DEC, descompactagéo eixo central;
DT, descompactagao total; DD, descompactacao dispersa.

Tabela 2d. Médias e desvios-padrdes dos locais de descompactacao de cromatina em cabegas
de espermatozoides de touros da raca taurina e zebuina, independente da estagdo do ano.

N(%) DB(%) DMB(%) DEC (%) DT (%) DD (%)

tB‘;s 64,35 3.40 0.35 0,00 0,15 31,75

faurus 4 5129 1584 +0,55 + 0,00 +042  +2032

indicus

mi‘;fl S 64,54 5,68 8,75 0,06 0,19 19,85
+11,75  +£4,69 +9.66 +0,18 +0.36 + 6,73

taurus

Valor P 0,98 0,40 0,02 0,33 0,85 0,13

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significante
(p<0,05) quando aplicado o Teste T (amostras independentes). N, normal, sem areas de descompactagio;
DB, descompactagdo na base; DMB, descompactagdo na metade basal; DEC, descompactagdo eixo
central; DT, descompactacédo total; DD, descompactagdo dispersa.
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Em relacdo a morfologia dos espermatozoides, ndo ocorreram diferengas
significativas entre as doses dos touros taurinos e zebuinos, analisados separadamente em
relagdo a época do ano, como mostram as tabelas 3a e 3b, respectivamente. Também ndo houve
diferenca entre as racas, quando comparado zebuinos e taurinos, independente da estacdo do
ano (tabela 3d).

A tabela 3¢ mostra a comparagdo entre todas as doses produzidas no inverno
com as do verdo, independente da raga dos touros. As doses produzidas no inverno apresentam
maior porcentagem de células com morfologia normal do que no verdo (p=0,05), enquanto os
defeitos morfoldgicos menores estdo mais presentes nas doses produzidas na época mais quente

do ano.

Tabela 3a: Médias e desvios-padrdes das variacdes de defeitos na morfologia em cabegas de
espermatozoides de touros de raga taurina produzidos no verao e no inverno.

MN (%) DMA (%) DME (%)

Vers 77,75 10,25 12,00
erao +5.56 + 411 +3.46
| 81,75 9,00 9,25
nverno - 4411 +3,74 + 1,89
Valor P 0,11 0,14 0,42

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significantes
(p=<0,05) quando aplicado o Teste T pareado. MN, morfologia normal; DMA, defeitos maiores; DME,
defeitos menores.

Tabela 3b: Médias e desvios-padrdes das variagdes de defeitos na morfologia em cabecas de
espermatozoides de touros de raga zebuina produzidos no verao e no inverno.

MN (%) DMA (%) DME (%)

Verio 80,00 10,00 10,00
+ 4,69 + 3,46 +1,83

Inverio 82,00 8,75 9,25
+3.16 +2,75 +0,50

Valor P 0,38 0,41 0,44

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significante
(p=0,05) quando aplicado o Teste T preado. MN, morfologia normal; DMA, defeitos maiores; DME,
defeitos menores.



34

Tabela 3c: Médias e desvios-padrdes das variagcdes de defeitos na morfologia em cabecas de
espermatozoides de touros produzidos no verao e no inverno, independente da raca.

MN (%) DMA (%) DME (%)

Vers 78.88 10,13 11,00
erao +491 +3.52 +2.78

Invern 81,88 8,88 9,25
verno 1340 + 3,04 +1.28

Valor P 0,05 0,10 0,05

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significante
(p=<0,05) quando aplicado o Teste T preado. MN, morfologia normal; DMA, defeitos maiores; DME,
defeitos menores.

Tabela 3d. Médias e desvios-padrdes das variagdes de defeitos na morfologia em cabecas de
espermatozoides de touros da raga taurina e zebuina, independente da estagcdo do ano.

MN (%) DMA (%) DME (%)

Bos taurus 81,00 9,38 9,63
indicus + 3,85 +2,97 + 1,30
Bos taurus 79,75 9,63 10,63
taurus +5,01 + 3,70 +297

Valor P 0,58 0,88 0,39

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significante
(p=<0,05) quando aplicado o Teste T (amostras independentes). MN, morfologia normal; DMA, defeitos
maiores; DME, defeitos menores.

As andlises do espermograma realizadas também indicaram pouca diferenca estatistica
entre os grupos. A principal diferenca foi apresentada quando comparadas as doses dos touros
zebuinos com os taurinos, independente da estagdo do ano. O grupo dos zebuinos (Bos taurus
indicus) apresentou maior média de concentragdo no ejaculado fresco, comparado aos taurinos
(Bos taurus taurus), p=0,01 (tabela 4d). Quando analisados separadamente, o grupo dos
zebuinos, apresentou tendéncia em produzir ejaculado mais concentrados no verdo do que no
inverno, p=0,08 (tabela 4b). O grupo isolado de taurinos (tabela 4a) e a comparagao de todas as
doses produzidas no inverno e verdo, independente das ragas dos touros (tabela 4c), ndo

apresentaram diferencgas significativas em rela¢ao aos defeitos morfoldgicos analisados.
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Tabela 4a. Médias e desvios-padroes das variagcdes das variaveis do espermograma do sémen

de espermatozoides de touros de raca taurina produzidos no verdo e no inverno.

VOL (ml) CON (M/ml) MPG (%)

Vers 10,50 773,00 53,50

erao +2.28 +264.,4 +7.72

. 9,85 808,00 60,50

nverno + 3,64 + 169,78 +3.11
Valor P 0,52 0,78 0,19

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significante
(p=0,05) quando aplicado o Teste T preado. VOL, volume do ejaculado fresco; CON, concentragdo do

ejaculado fresco em milhdes de células por ml; MPG; motilidade progressiva do ejaculado apds
congelamento.

Tabela 4b. Médias e desvios-padrdes das variagdes das varidveis do espermograma do s€émen
de espermatozoides de touros de raca zebuina produzidos no verao e no inverno.

VOL (ml) COM (M/ml) MPG (%)

Vers 11,50 1462,00 59,75
erao +5,07 + 380,95 + 6,85
Iverno 10,65 1009,00 61,50
+ 6,25 + 309,80 +7.33

Valor P 0,77 0,08 0,78

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significante
(p<0,05) quando aplicado o Teste T preado. VOL, volume do ejaculado fresco; CON, concentragdo do

ejaculado fresco em milhdes de células por ml; MPG; motilidade progressiva do ejaculado apds
congelamento.

Tabela 4¢. Médias e desvios-padrdes das variacdes das variaveis do espermograma do sémen
de espermatozoides de touros produzidos no verdo e no inverno, independente da raga.

VOL(ml) COM (M/ml) MPG (%)

Verdo 11,00 1117,50 56,63
+ 3,68 +47733 +7,54

Inverno 10,25 908,71 61,00
+4.75 +255,10 +5.24

Valor P 0,58 0,17 0,25

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significante
(p<0,05) quando aplicado o Teste T preado. VOL, volume do ejaculado fresco; CON, concentragdo do

ejaculado fresco em milhdes de células por ml; MPG; motilidade progressiva do ejaculado apds
congelamento.
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Tabela 4d. Médias e desvios-padrdes das variagdes das varidveis do espermograma do s€émen
de espermatozoides de touros da raca taurina e zebuina, independente da estacao do ano.

VOL (ml) COM (M/ml)  MPG (%)

Bos taurus 11,08 1235,71 60,63
indicus +5,29 +402,30 + 6,63
Bos taurus 10,18 790,50 57,00
taurus +2,84 + 206,68 +6,61
Valor P 0,67 0,01 0,29

Letras diferentes em uma mesma coluna significam média das diferencas estatisticamente significante
(p<0,05) quando aplicado o Teste T (amostras independentes). VOL, volume do ejaculado fresco; CON,
concentracdo do ejaculado fresco em milhdes de células por ml; MPG; motilidade progressiva do
ejaculado apds congelamento.

6. DISCUSSAO

As diversas varidveis avaliadas no presente trabalho dependem de uma
espermatogénese e maturacao epididimaria adequadas. Assim, as diferengas encontradas entre
as doses coletadas no verao e no inverno, retratam diferencgas nestes processos.

Dentre as varidveis que apresentaram diferencas estdo algumas varidveis
morfométricas. Comparando apenas ragas taurinas entre verdo e inverno, a area (A) da cabeca
espermatica foi a uUnica caracteristica com diferenga significante (p=0,04) (tabela 1a),
demonstrando que a area das cabecas das células produzidas no verao ¢ maior que no inverno.
Além disso também foi demonstrado que o perimetro (P) também tende em ser maior no verao
(p=0,08). Na tabela 1b, que apresenta as diferencas morfométricas apenas das racas zebuinas
entre o verao e inverno, também foi identificada uma tendéncia (p=0,06) da largura das cabegas
serem maiores durante o inverno, o que indica que as células tendem a ter um aspecto
morfoldgico diferente no inverno e no verdo. Lucio et al. (2016) também observaram um
aumento na area, perimetro, largura e em outras caracteristicas morfométricas da cabeca dos
espermatozoides oriundos de touros que passaram por estresse caldrico induzido por insulagado
escrotal. Esse aumento foi evidenciado principalmente nos espermatozoides coletados 7 dias
apos esse estresse caldrico.

Como a area, perimetro e largura da cabeca da célula espermatica estdo associadas a
morfologia da cabeca do espermatozoide, esse ¢ um achado que esta associado as diferencgas
nos defeitos maiores (defeitos de cabeca) entre células produzidas em estagdes quentes e frias

durante o ano. Considerando que a cabega do espermatozoide ¢ formada basicamente pelo
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nucleo celular, essa diferenga morfométrica pode ser devido a descompacta¢do cromatinica.
Beletti, Costa e Guardieiro (2005) verificaram que espermatozoides com alteragdes
cromatinicas podem apresentar aumento ou diminuicao da area da cabeca. Isso ocorre porque a
cabeca do espermatozoide de touro ¢ de formato espatular, ou seja, bastante achatada. Assim,
descompactagdes mais leves levariam ao aumento da area, pois a célula manteria o formato
espatular e o aumento de volume ocorreria por expansao frontal e lateral. J4 as descompactagdes
mais intensas fazem com que a cabega do espermatozoide tenda a ser esférica, aumentando
intensamente o volume da cabeca, mas diminuindo a area quando visto em duas dimensdes.

Os resultados expostos na tabela 1d demostram bastante diferengas entre os dados de
morfometria das células, porém nao estdo relacionados as estagdes do ano e sim com as racas
dos animais. Nela podemos ver que as doses dos touros de racas taurinas apresentaram area
(A), harmonica 2 de Fourier (F2), simetria latero lateral (SLL), descompactagdo média da
cromatina (D) e heterogeneidade média da cromatina (H) maiores do que os touros zebuinos.
Esse resultado esta de acordo com o de Beletti, Costa e Viana (2005) que também compararam
a morfometria da cabeg¢a de espermatozoides de touros zebuinos e taurinos em Uberaba-MG.
Principalmente em relacdo a area das cabecas, mostraram que os espermatozoides dos taurinos
tendem a serem maiores. Segundo Brito et al. (2002 e 2004), essa diferenga entre as subespécies
pode estar relacionada ao territorio de clima tropical, onde estdo os touros, uma vez que as ragas
taurinas, em relacao a termorregulagdo testicular, sio menos adaptadas a esse tipo de clima. No
entanto, essa diferencga pode estar associada simplesmente a constitui¢do genética dos animais,
independente da termorregulagao.

Os locais de descompactacao de cromatina mostraram que no grupo das racas taurinas
em geral a descompactagdo de cromatina pode acontecer com mais frequéncia durante o inverno
do que no verdo. No verdo as células normais (N), sem alteragdes de descompactagdo, foram
mais frequentes do que no inverno (P=0,03). Estes achados podem ser explicados pela menor
adaptabilidade ao clima das ragas taurinas descrita em Brito et al. (2002) e sdo compativeis aos
encontrados em touros que passaram por estresse calorico (LUCIO et al., 2016). Além disso,
houve tendéncia (p=0,08) em ocorrer mais descompactacdo do tipo metade basal (DMB) no
periodo de inverno. Essa tendéncia de ocorrer mais DMB no inverno também foi notada quando
comparou todas as doses produzidas no inverno com as do verao, ignorando as ragas dos touros
(p=0,09). Também foi verificada uma maior quantidade (p=0,02) de DMB em touros taurinos
quando comparados a touros zebuinos. Este tipo de alteragdo cromatinica (DMB) nao
influenciou a taxa de clivagem e de blastocisto em rotinas de producdo in vitro de embrides

bovinos (HIRAIWA, 2015), demonstrando que ndo influencia o processo de fertilizagao e o
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desenvolvimento embrionario inicial. Como a DMB foi encontrada em maior quantidade no
inverno e ndo esta relacionada a problemas de fertilidade, ¢ possivel que esse achado nada tem
com a termorregulacao testicular, sendo que sua presencga seja fisiologica e nao patologica.

Quanto as alteragdes de descompactacao em doses produzidas em estagdes quentes e
frias, Lucio et al. (2016) fizeram uma analise similar utilizando azul de toluidina e encontraram
diferencgas significativas e mais intensas para essas caracteristicas, porém com touros que
passaram por estresse calérico induzido por insulacdo, os quais ndo estavam em ambiente
controlado como ¢ feito em centrais de inseminacao artificial. Essa diferenca de metodologia
pode ter sido crucial para as diferengas de resultados mostradas nesse trabalho, uma vez que
utilizamos doses de touros alocados em uma central de s€men, que possui ambiente controlado.
Esses touros estdo sempre monitorados por um veterinario, afim de garantir o maior conforto
possivel para o animal. Esses touros ficaram alojados em piquetes grandes em areas de muito
sombreamento e receberam banhos com agua fresca ao longo dos dias quentes. Esses fatores
podem ter contribuido para uma boa termorregulagdo e amenizado o estresse calorico desses
animais nos dias quentes.

Em relacdo a morfologia dos espermatozoides, ndo houve diferengas entre verdo e
inverno quando as ragas taurinas e zebuinas foram analisadas separadamente, porém ao
comparar todas as doses independente das ragas dos touros, os espermatozoides produzidos no
inverno apresentaram mais células com morfologia normal do que no verdo (p=0,05), e as que
foram produzidas durante o verdo apresentaram mais defeitos menores na morfologia (p=0,05).
O que mostra que os meses mais quentes do ano interferiram na morfologia das doses estudadas,
independente da raca. Esse mesmo aumento de defeitos menores durante o verdo também foi
observado por Koivisto et al. (2009), tanto em taurinos quanto zebuinos no sudeste do pais.
Essa alteracio na morfologia representa interferéncia do clima na maturacdo dos
espermatozoides durante a passagem pelo epididimo. Dentre as alteragdes que o
espermatozoide sofre na maturagao epididimaria esta a retirada de goticulas citoplasmaticas da
cauda, o pode nao ser realizado satisfatoriamente (KOIVISTO et al. 2009).

Quando comparadas todas as doses de taurinos com zebuinos também nao houve
diferenca significativa em rela¢do a morfologia. Porém analisando o espermograma dos touros,
o grupo com todas as doses (inverno e verdo) de B. indicus apresentaram maior concentragao
no ejaculado do que em B. taurus (p=0,01), resultado também obtido por Brito et al. (2002).
Quando analisadas as mesmas doses, separando-as pela produgdo de inverno e verdo, nao
demostraram nenhuma diferenca estatistica. Como os touros zebuinos possuem melhor

termorregulacao testicular, a diferenga na concentragdo do s€men no verao neste tipo de animal
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pode estar relacionada a outros fatores, tais como menor volume de secrecdo das glandulas
anexas ao aparelho reprodutor (prostata, glandula vesicular e glandula bulbouretral). Como no
verao os animais zebuinos utilizam o mecanismo de sudorese mais intensamente que os taurinos
para realizar sua termorregulacdo corporea (JIAN et al., 2014), qualquer diminuigdo da perda

de 4gua em outros processos seria interessante.

7. CONCLUSAO

O clima pode influenciar a qualidade do sémen produzido por animais na microrregido
de Uberaba, em especial de animais taurinos (Bos taurus taurus), em que existe aumento de
alteragdes morfométricas da cabeca e de compactagdo cromatinica dos espermatozoides e de
defeitos morfologicos menores em doses produzidas no verdo. Os touros zebuinos apresentam
apenas maior numero de defeitos menores no verao.

Comparando resultados encontrados no presente trabalho com outros da literatura,
conclui-se que o manejo como extensas areas de sombreamento ¢ banhos frequentes ao longo

dos dias quentes podem minimizar os efeitos climaticos na qualidade do sémen.
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