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CARACTERISTICAS FiSICAS E MORFOLOGICAS DO
SEMEN DE Bos taurus E Bos indicus ANTES E APOS A
CRIOPRESERVACAO

Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar as alteragbes que ocorrem nas células
espermaticas durante o processo de criopreservagao nas diferentes subespécies Bos
taurus e Bos indicus. Analisou-se o ejaculado de 20 animais (10 de cada subespécie)
quanto a motilidade, morfologia espermatica, integridade de membrana plasmatica e
acrossoma, peroxidacao lipidica, condensacao da cromatina e morfometria da cabeca
do espermatozoide no sémen fresco e apds criopreservagao/descongelamento. Nas
avaliacbes com sémen fresco, a subespécie Bos taurus mostrou resultados de
motilidade superior quando comparada aos zebuinos (68,00%16,32% e
63,00%4,83% respectivamente, p<0,05). Os animais europeus mostraram melhor
congelabilidade do sémen, pois seus espermatozoides, de maneira geral, foram
menos afetados pelo processo de criopreservacédo (B. taurus — Motilidade (%):
38,00+7,88, HIPO (%): 40,4+6,45, Area: 11556,14+2055,46, Perimetro: 25,17+1,87,
Largura: 5,22+0,96, Fourier 2: 7867,27+1965,47; B. indicus - Motilidade: 30,00+4,71,
HIPO: 27,5+6,98, Area: 12416,06+2232,06, Perimetro: 26,02+2,02, Largura:
5,31+0,97, Fourier 2: 8536,77+2058,21). Foi observado que a criopreservagao causa
danos em todas as estruturas espermaticas, independentemente da subespécie,

indicando que avangos nesta técnica ainda sao necessarios.

Palavras-chave: Bovino, Espermatozoide, Criopreservagdo, Subespécies,

Biotecnologia da Reprodugao
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PHYSICAL AND MORPHOLOGICAL OF SPERM Bos taurus
AND Bos indicus OF BEFORE AND AFTER
CRYOPRESERVATION

Abastract

This study aimed to verify the changes that occur in sperm cells during the process of
cryopreservation between the different subspecies Bos taurus and Bos indicus. Semen
from 20 animals (10 of each subspecies) fresh and after cryopreservation / thawing,
were analyzed for motility, sperm morphology, plasma membrane and acrosome
integrity, lipid peroxidation, chromatin condensation and sperm head morphology. The
fresh semen evaluations results of the subspecies Bos taurus showed higher motility
when compared to Zebu (68.00% % 6.32% and 63.00% * 4.83% respectively).
European animals showed better freezability semen, in general, because their sperm
were less affected by the cryopreservation process (B. taurus — Motility (%): 38.00
7.88, HYPO (%): 40.4 + 6.45, Area : 11556.14 + 2055.46, Perimeter: 25.17 + 1.87,
Width: 5.22 £ 0.96, Fourier 2: 7867.27 £ 1965.47;1 B. indicus - Motility: 30.00 + 4.71,
HYPO: 27.5 + 6.98, area: 12416.06 £ 2232.06, Perimeter: 26.02 + 2.02, Width: 5.31 +
0.97, Fourier 2: 8536.77 + 2058.21). It was observed that cryopreservation damages
all sperm structures, regardless of subspecies, indicating that improvements in this

technique are still needed.

Keywords: Bovine, Spermatozoa, Criopreservation, Subspecies, Reproduction

Biotechnologies.



1. INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho de bovinos do mundo, com cerca de
200 milhées de cabecgas, sendo o agronegdcio brasileiro destaque no cenario mundial
(MAPA, 2015). Em setembro de 2013, foram abatidos aproximadamente 2,8 milhdes
de bovinos para a produgao de carne (IBGE, 2014). Entretanto é necessario que haja
melhorias nesta cultura, como por exemplo, a busca de maior qualidade da base
genética dos rebanhos, por meio de biotecnologias como inseminacgao artificial (I1A),
transferéncia de embrides (TE) e técnicas de fertilizagao in vitro (GONZALEZ, 2004).
Em 2013, foram comercializadas 13.024.033 doses de sémen tanto nacional como
importado, mostrando aumento de 5,54% em relacdo ao ano anterior onde foram
comercializadas 12.340.321 doses (ASBIA, 2014).

Apesar do importante papel da IA na melhoria da produtividade dos rebanhos,
ainda existem muitos fatores que contribuem para indices insatisfatérios nos
programas de reproducdo, como por exemplo, a qualidade do sémen a ser utilizado
(OLIVEIRA et al.,, 2012), onde niveis diferentes de fertilidade sdo atribuidos a
variacbes nas caracteristicas qualitativas da célula espermatica (CORREA et al.,
1997b). Nas técnicas de fertilizagao in vitro (FIV), a qualidade do sémen também pode
interferir na capacidade de fertilizar odcitos e desenvolvimento embrionario (SUDANO
et al., 2011).

O potencial reprodutivo de touros tem grande importancia para viabilidade
comercial e sucesso das biotecnologias de melhoramento. O espermograma,
atualmente é considerado o meétodo mais utilizado para avaliar a capacidade
reprodutiva desses animais (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

O gado pode ser dividido em duas subespécies principais: Bos taurus taurus e
Bos taurus indicus. Muitas vezes consideradas espécies diferentes, esses animais
apresentam caracteristicas fisioloégicas e anatomicas distintas (FELIUS, 1985).
Bovinos da subespécie indicus sao mais adaptados a temperaturas ambientais
elevadas do que animais taurus (KOIVISTO et al., 2009)

No entanto, no espermograma de rotina, diferengas morfoldgicas entre os
espermatozoides dessas duas subespécies ndo sao levadas em consideracao.
Portanto, para que as caracteristicas filogenéticas n&o sejam consideradas
anormalidades, € necessario realizar a caracterizacdo quantitativa completa da

morfologia dos espermatozoides de B. taurus e B. indicus (BELETTI, 2005a).



A criopreservacgao e o descongelamento induzem varias mudangas nas células
espermaticas de mamiferos (MEDEIROS et al., 2002). Mesmo com protocolos de
criopreservacao otimizados, cerca de 40 a 50% da populacao de espermatozoides
nao sobrevive ao processo. Quando comparacdes sao feitas em relacdo aos
espermatozoides viaveis, levando-se em consideragdo a motilidade, os resultados
geralmente se mostram inferiores no sémen criopreservado, indicando que mesmo a
subpopulacao de células viaveis apds criopreservagao € comprometida (WATSON,
2000).

Desta forma, faz-se necessario investigar as diferencas entre as caracteristicas
fisicas e morfolégicas entre os ejaculados das duas subespécies e como suas células

espermaticas se comportam quando submetidas ao processo de criopreservacao.

1.1 DIFERENGA DO SEMEN ENTRE AS SUBESPECIES

Nas estacdes mais quentes do ano o gado zebuino (B. indicus), quando
comparado com ragas europeias (B. taurus), apresenta menor queda: da ingestao de
alimentos; taxa de crescimento (CARTWRIGHT, 1995); producao de leite (JOHNSON,
1995); fungao reprodutiva (ROCHA et al., 1998).

A fertilidade dos touros é de extrema importancia na eficiéncia da producéao de
bovinos de corte. Em condi¢gdes tropicais, touros B. faurus apresentam menor
fertilidade em comparagao aos animais B. indicus (OHASHI et al., 1988). Estudo de
NICHI et al. (2006) evidenciou que touros de origem europeia (B. taurus)
apresentaram maior produgcdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no verao,
aumentando o numero de espermatozoides inviaveis no ejaculado quando comparado
aos animais de origem indiana (B. indicus). Outra pesquisa também demonstrou o
efeito da temperatura ambiental elevada, afetando mais a espermatogénese e
maturagao espermatica em touros de origem europeia (KOIVISTO et al., 2009).

Em condi¢cbes tropicais, touros B. indicus mostram maior producado de
espermatozoides em relagéao a touros B. taurus (BRITO et al., 2002), enquanto que
animais de ragas taurinas (B. taurus) evidenciaram melhor congelabilidade do sémen
em periodos de temperaturas elevadas em relagdo as ragas zebuinas (B. indicus)
(ANCHIETA et al.,2005). Neste mesmo estudo, verificou-se aumento de descarte do

sémen dos touros zebuinos por apresentarem caracteristicas fisicas (concentragéo),



como indesejaveis, enquanto as caracteristicas morfolégicas foram responsaveis pelo

descarte do sémen dos animais taurinos.

1.2 CRIOPRESERVAGAO DE ESPERMATOZOIDES E SEUS DANOS

A criopreservacao de espermatozoides requer aprimoramento constante ja que
a maioria dos espermatozoides perde sua integridade ou fungdo durante 0 mesmo.
Este aprimoramento pode ser alcancado, utilizando-se diferentes diluidores que
interajam com as células espermaticas oferecendo protecdo a seus varios
compartimentos durante os processos de refrigeracédo, congelagao e descongelagao
(HOLT, 2000).

Nos protocolos de criopreservacao, os espermatozoides sdo submetidos a uma
série de desafios prejudiciais como a rapida mudanca de temperatura (WATSON,
1981), adicdo de crioprotetores levando ao estresse osmatico e téxico (GAO et al.,
1995) e a formagéao de cristais de gelo no meio extracelular (WATSON & DUNCAN,
1988).

A diminuicdo da motilidade do sémen criopreservado € caracteristica marcante,
pois pequena parte das células mostra vigorosa progressao, enquanto a maioria tem
grau variavel de comprometimento dessa fungdo. Esse aspecto € de grande
importancia para a queda do potencial de fertilizagdo do sémen quando introduzido
no trato reprodutivo da fémea (WATSON, 2000).

Estudo de CELEGHINI et al. (2008) mostrou que houve diminuicdo na
motilidade de espermatozoides apos congelamento e descongelamento, mesmo
utilizando diluidores diferentes. Os autores verificaram também o aumento de
espermatozoides com morfologia anormal dando énfase aos defeitos de acrossoma.

O processo de criopreservagao € estressante para os espermatozoides,
afetando principalmente a membrana espermatica. A extensédo dos danos pode variar
de alteragbes na organizagao, fluidez, permeabilidade e composi¢ao lipidica da
bicamada da membrana e ruptura total da mesma (WATSON, 1981). Estes danos
ocorrem devido a mudangas na temperatura e osmolaridade causando alteragdes na
membrana plasmatica, acrossomal e fungao mitocondrial (AMANN & PICKETT, 1987).

Ja se sabe que o arrefecimento rapido do sémen (30-0°C) leva a tenséo letal
em um variavel numero de células, equivalente a taxa de arrefecimento (WATSON,

1981). Mesmo este processo realizado de maneira lenta, induz tensao sobre as



membranas devido a mudancga na temperatura e provavelmente isso esta relacionado
com as mudancas de fase dos lipidios e alteragao no estado funcional das membranas
(WATSON, 2000). Além disso, a toxicidade do glicerol pode causar altera¢des na
membrana plasmatica do espermatozoide (KATKQOV et al., 1998).

A membrana espermatica tem papel crucial na manutengéo da capacidade de
fertilizacdo. Essa membrana é responsavel pela preservacdo da homeostase celular
e sua integridade é vital para a sobrevivéncia da célula espermatica no trato
reprodutivo da fémea e manutencéo da capacidade fertilizante (OURA & TOSHIMORI,
1990). Na criopreservagao ocorre mudanga de volume das células devido a circulagcao
de agua e solutos atraves da membrana plasmatica, causando alteragao no volume
da célula induzindo estresse osmoético (GAO et al., 1997).

A integridade do acrossoma tem grande importancia na fecundagao do oécito,
pois a reacao acrossémica é fundamental para a penetragdo do espermatozoide na
zona pelucida e fusdao da membrana plasmatica do odécito (FLESCH & GADELLA,
2000). Estudos demonstraram que o processo de congelamento do sémen pode
induzir a capacitagéo ou reacdo acrossomal prematura nos espermatozoides (NEILD
et al., 2003). Essas alteracdes reduzem a fertilidade do espermatozoide, a capacidade
de interagdo com o trato reprodutivo da fémea e sua expectativa de vida (MEDEIROS
et al., 2002).

A membrana espermatica possui grande concentragdo de acidos graxos poli-
insaturados, o0s quais s&o altamente susceptiveis a peroxidacdo (ALVAREZ &
STOREY, 1995). Sabe-se que a criopreservacao induz a formacado de espécies
reativas de oxigénio (ROS), as quais sédo prejudiciais ao desempenho das células
espermaticas (O'FLAHERTY et al., 1997). Os espermatozoides vivem em ambiente
aerobio e enfrentam as ROS, que causam a peroxidacdo de acidos graxos dos
fosfolipidios da membrana, afetando sua funcdo (DE LAMIRANDE & GAGNON,
1995). O processo de congelamento e descongelamento induz o aumento dessa
peroxidacao lipidica (ALVAREZ & STOREY, 1995).

Espermatozoides de mamiferos sdo extremamente sensiveis a peroxidacao
lipidica, devido a moléculas parcialmente reduzidas de oxigénio, que oxidam os
lipidios da membrana. Essa peroxidacdo espontanea das membranas espermaticas
de mamiferos destréi a estrutura da matriz lipidica, devido ao ataque das ROS
(AITKEN et al., 1993). A peroxidagao lipidica altera a fluidez da membrana, que pode

afetar a capacidade de fusdo das membranas espermaticas, fungcdo de grande



importancia durante a reagdo acrossomal (BALL, 2008). As ROS causam ainda
fragmentacao do DNA do espermatozoide, prejudicando o potencial de fertilizacdo do
sémen (FRASER & STRZEZEK, 2007).

Os danos causados pela criopreservacdo podem alterar a estrutura da
cromatina e originar alteragées do DNA, podendo ser observado em espermatozoides
de bovinos, suinos, felinos, ovinos e humanos (GILLAN & MAXWELL, 1999). Essas
alteragdes podem afetar o desenvolvimento embrionario precoce (D’OCCHIO et al.,
2007), acometendo o desenvolvimento pré-implantagcao, podendo ocorrer falhas na
implantacdo e aumento das taxas de mortalidades embrionarias (AITKEN & BAKER,
2006). Aléem disso, sabe-se que espermatozoides morfologicamente normais e
moveis, mas com menor qualidade da cromatina, sdo fator limitante para sua
capacidade de fertilizacdo (GANDINI et al., 2006). Como a cabega da célula
espermatica de mamiferos é constituida quase inteiramente de cromatina, qualquer
pequena mudangca em sua organizacado, pode afetar o formato de sua cabega
(OSTERMEIER et al., 2001).

Nos mamiferos domésticos, algumas perdas de fertilidade devido a
criopreservagao sao compensadas por doses inseminantes com alta concentragao de
espermatozoides (WATSON, 2000).

1.3 METODOS UTILIZADOS NA ANALISE DO SEMEN

Os métodos utilizados na rotina para analise do sémen bovino como avaliagao
subjetiva da motilidade, concentragdo e porcentagem de espermatozoides
morfologicamente normais, apresentam valor limitado para predizer a fertilidade e
qualidade da amostra (MEYERS, 2007). Aspectos da qualidade do sémen como
integridade do acrossoma (CORREA et al., 1997b), da membrana plasmatica
(JANUSKAUSKAS et al., 2000), proteinas da membrana (PARENT et al., 1999) e
integridade do DNA (JANUSKAUSKAS et al., 2001) vem sendo estudados.
Parametros convencionais do sémen como: concentracdo, vitalidade, motilidade e
morfologia, analisados por microscopia O6ptica, revelam de maneira parcial a
capacidade funcional do espermatozoide em fertilizar o odcito. Técnicas recentes
como a utilizagdo de sondas fluorescentes avaliam acrossoma, membrana plasmatica

e integridade de DNA do espermatozoide. O tipo e a extensdo dos danos podem ser



analisados por meio da microscopia de fluorescéncia, citometria de fluxo ou analise
computadorizada (KUMAR et al., 2014).

1.3.1 Morfologia Espermatica

A estrutura da célula espermatica desempenha importante papel tanto na
fertilizacdo quanto no desenvolvimento embrionario. As anormalidades morfoldgicas
podem variar desde defeitos evidentes até mais sutis (BARTH & OKO, 1989). A maior
parte das anormalidades que envolvem a cabeca do espermatozoide, onde estédo
localizados mecanismos importantes para a fertilizagdo e material genético do macho,
estdo ligadas a disfuncao da fertilidade (NIKOLETTOS et al., 1999).

Recente estudo observou correlagdo entre a morfologia espermatica anormal e
baixa qualidade do DNA do espermatozoide, podendo causar queda na fertilidade do
sémen e prejudicar o desenvolvimento dos embrides fecundados (ENCISO et al.,
2011). Anormalidades da cabeca do espermatozoide podem refletir falha na
espermatogénese, produzindo embrides com baixo potencial para manutengédo da
prenhez (TASDEMIR et al., 1997).

A deformidade do acrossoma pode ser descrita como area de espessamento,
dando aspecto irregular ao apice da célula afetada, devido ao excesso da matriz
acrossomal, juntamente com o dobramento do acrossoma no apice da célula
espermatica (knobbed acrosome). A maioria das células espermaticas com esta
alteracao apresenta apice achatado, tendo ou ndo a presenga de gota citoplasmatica.
Em bovinos essa anormalidade foi relatada causando esterilidade ou fertilidade
reduzida (BARTH & OKO, 1989). Na fertilizagdo in vitro e culturas de embrides,
espermatozoides com knobbed acrosome tém menor capacidade de penetrar a zona
pelucida dos odcitos (THUNDATHIL et al., 2000).

Outra anormalidade sdo espermatozoides apresentando estreitamento da
cabeca (forma de pera ou piriforme), com acrossoma normal ou com estreitamento da
regidao pos-acrossomal (MENKVELD et al., 2011). Estudos in vivo (BARTH et al., 1992)
e in vitro (THUNDATHIL et al., 1999) mostraram que células com este defeito podem
nao fertilizar os odcitos ou apresentar desenvolvimento embrionario prejudicado.

A separacao entre cauda e cabeca do espermatozoide pode ser causada por
inumeros fatores, que podem ter origem tanto na espermiogénese ou na maturagao
espermatica (BARTH & OKO, 1989). A cabeca isolada pode ser encontrada em

amostras de sémen de touros com fertilidade normal (ALUN-JONES, 1962) ou causar



a infertilidade dependendo da quantidade de células afetadas (THUNDATHIL et al.,
2012).

Gotas citoplasmaticas sdo os defeitos comuns, podendo se localizar tanto na
parte proximal ou distal da cauda (PESCH & BERGMAN, 2006). A porcentagem
elevada de células com gota citoplasmatica proximal pode afetar de forma negativa a
fertilidade do sémen (MORTIMER et al., 1991). Altos niveis de gota citoplasmatica
proximal também podem interferir na qualidade do sémen, no que se diz respeito a
integridade de membrana plasmatica e acrossomal, além de mostrar alta correlagao
com danos na cromatina apés descongelacao e incubacado da amostra por 3h a 37°C
(CARREIRA et al., 2012).

Outra anomalia encontrada é a cauda dobrada na regido distal da peca
intermediaria do espermatozoide assemelhando-se a letra J, podendo apresentar gota
citoplasmatica presa na parte interna da cauda fletida. Espermatozoides com esse
defeito mostram motilidade alterada (THUNDATHIL et al., 2012).

Animais que apresentam insercdo abaxial da cauda ou caudas acessorias
podem apresentar fertilidade normal (BARTH & OKO, 1989; KOIVISTO et al., 2010).

1.3.2 Integridade de Membrana Plasmatica

A avaliagao da integridade da membrana plasmatica reflete a viabilidade
espermatica e possiveis danos podem ocorrer apos a criopreservagao (HAMMADEH
et al., 1999), sendo um dos testes mais utilizados em laboratério (CELEGHINI et al.,
2007).

Sua integridade pode ser avaliada por citometria de fluxo utilizando sondas
fluorescentes como o iodeto de propidio (Pl) (PINTADO et al., 2000), que se liga
especificamente ao DNA, corando-o de vermelho fluorescente se a membrana estiver
lesada (ARRUDA & CELEGHINI, 2003).

O teste hiposmatico analisa a atividade bioquimica da membrana plasmatica
intacta, devido ao influxo de agua para o interior das células (VERA-MUNOZ et al.,
2009) e baseia-se no transporte da agua por meio da membrana espermatica em
solugéo hiposmética. Quando o mecanismo de transporte estiver adequado, a 4gua &
capaz de fluir para dentro da célula e provocar o inchaco da membrana plasmatica ao
longo da cauda e seu enrolamento (DEVIREDDY et al., 2002). Assim, quanto maior

for o numero de células com membranas plasmaticas inchadas, ou seja, caudas



enroladas apés estresse hiposmotico, melhor sera a qualidade da amostra (CURRY
& WATSON, 1994).

A avaliacao pode ser realizada por meio de solugdes com osmolaridade que
podem variar de 0 a 300 mOsm/kg. Em pesquisa realizada por MARTINS et al. (2011),
diluicdes (60, 100 e 150 mOsm/kg) foram testadas, sendo que os resultados nao
mostraram diferenga significativa para o sémen in natura e o criopreservado. As
solugdes mais utilizadas sdo de 150 mOsm/kg para o sémen in natura e 100 mOsm/kg
para o sémen criopreservado (REVELL & MRODE, 1994).

O ensaio hiposmotico (HIPO) é aplicado como indicador de fertilidade em
bovinos (REVELL & MRODE, 1994), podendo ser usado tanto em sémen fresco
quanto congelado (CORREA et al., 1997a; CORREA et al., 1997b). Este teste mostrou

correlagao positiva com resultados de fertilidade in vivo (BRITO et al., 2003).

1.3.3 Integridade de Acrossoma

O monitoramento de danos e reacdo prematura do acrossoma por meio da
citometria de fluxo no sémen de bovinos (NAGY et al., 2003) representa importante
ferramenta na investigagao e diagndstico da infertilidade (ESTEVES et al., 2007).

Embora a reagao acrossomal seja vital para fertilizacao, ela s6 é vantajosa se
ocorrer nas proximidades do odcito, de outra maneira ocorrera morte prematura do
espermatozoide (PRATHALINGAM et al., 2006).

Os métodos de coloragéo do acrossoma envolvem lecitinas vegetais marcadas
com sondas fluorescentes (isotiocianato de fluoresceina — FITC) (NAGY, 2003), como
a aglutinina de Pisum sativum (PSA) (MENDOZA et al.,, 1992) e a aglutinina de
amendoim (PNA) (CHENG et al., 1996). Os conjugados de lecitina se ligam as porg¢des
de carbono hidratados especificos das glicoproteinas que se localizam
exclusivamente no acrossoma e assim coram as células que apresentam danos
(HOLDEN et al., 1990). O PSA quando conjugado ao FITC, marca o acrossoma
danificado em verde-amarelado (ARRUDA et al., 2003). O PSA tem afinidade para o
terminal a-D-glicosil e a-D-manosil das glicoproteinas e se liga especificamente ao

agucar-manosideo encontrado no conteudo acrossomal (CROSS et al., 1986).

1.3.4 Peroxidagao Lipidica
A peroxidacgao lipidica é classificada como deterioragdo oxidativa dos lipidios

poliinsaturados. Os acidos graxos poliinsaturados (PUFAS) contém duas ou mais



ligagdes duplas entre carbonos (H2C-CH2), por isso sédo alvos de radicais livres
(NORDBERG & ARNER, 2001).

Os espermatozoides de ruminantes sdo susceptiveis ao estresse oxidativo
devido a abundéncia de PUFAS em sua membrana plasmatica. Estes acidos graxos
sdao responsaveis pela fluidez e flexibilidade das membranas, auxiliando o
espermatozoide nos eventos de fusdo de membranas associado a fertilizacdo. Assim
sendo, devido as suas ligagdes duplas, pode ocorrer o ataque de radicais livres, dando
inicio a peroxidacgao lipidica, levando a subsequente perda da integridade morfologica
e de membrana, funcdes celulares comprometidas, motilidade alterada e indugao de
apoptose da célula espermatica (BUCAK et al., 2010).

O método do acido tiobarbiturico (TBA) € o mais utilizado para mensurar a
lipoperoxidagdo, realizado com auxilio de espectrofotdbmetro, que mede a
concentracao dos produtos oriundos da peroxidagao lipidica. Durante o inicio desse
fendmeno, ocorre o acumulo de hidroperéxidos de lipidios na membrana espermatica,
0s quais se decompdem formando aldeidos, entre eles 0 malonaldeido. Este método
mede o malonaldeido ou substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
(SANOCKA & KURPISZ, 2004).

Existe correlacdo negativa entre a motilidade e a producdo de TBARS.
Amostras de sémen bovino com menor motilidade e vigor apresentam-se susceptiveis
a peroxidacado lipidica e possuem menor capacidade de passar pela reagao
acrossomal comparados aos espermatozoides de amostras com menores niveis de
lipoperoxidagao (BEORLEGUI et al., 1997).

1.3.5 Avaliagcao da condensagao da cromatina e morfometria espermatica
pela coloragcao do azul de toluidina

O estado da cromatina do espermatozoide interfere no empacotamento e
protecdo do DNA espermatico, como também em sua capacidade de fertilizar o odcito
e posterior descondensacédo do DNA (BALHORN et al., 2000), pois o grau de dano ao
DNA tem grande correlagdo com o comprometimento do desenvolvimento embrionario
(SELI et al., 2004). A deficiéncia de protamina pode estar relacionada a danos
causados no DNA da célula espermatica (AOKI et al., 2005).

A condensacao do DNA ocorre durante o desenvolvimento das espermatides,
quando as histonas sado removidas dos nucleossomas e substituidas por proteinas

nucleares de transicao (BREWER et al., 2002). Em seguida, essas proteinas sao
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substituidas por protaminas, que envolvem o DNA e promovem sua condensacao
(FUENTES-MASCORRO et al., 2000). A natureza e o grau de interagao entre as
protaminas sao essenciais para manter o estado da cromatina espermatica, sendo
que qualquer mudancga pode levar a instabilidade da cromatina, podendo atrasar a
formacao nuclear paterna e também induzir a morte embrionaria precoce (AOKI et al.,
2005).

Método desenvolvido por MELLO (1982) utiliza um corante catiénico, o azul de
toluidina, que apresenta metacromasia, que € a alteracao de cor para violeta, induzida
por ressonancia de elétrons entre varias moléculas do corante. Esta propriedade
auxilia na avaliacdo das anormalidades na condensagao da cromatina espermatica,
onde esfregagos de sémen sdo corados com azul de toluidina em pH 4,0. As
moléculas do corante se ligam aos fosfatos ionizados no DNA, quando a cromatina
espermatica estiver condensada, a maior parte dos fosfatos € bloqueada pelas
protaminas e por consequéncia, algumas moléculas do corante se ligam ao DNA, o
que resulta em uma coloracdo que pode variar entre verde e azul claro. Ja os
espermatozoides que apresentam menor grau de compactagdo da cromatina, tém
mais locais para as moléculas do corante se ligarem, resultando assim em uma
coloragao que pode variar do azul escuro ao magenta.

Analises morfométricas computadorizadas normalmente consideram medidas
basicas como: area (A), perimetro (P), comprimento (C) e largura (L), raz&o
largura/comprimento (C/L), elipsidade (E) e fator forma (FF), descritores Fourier com
amplitude de 0 a 2 (FO, F1 e F2), simetria lateral (SL) e simetria anteroposterior (SAP)
(OSTERMEIER et. al., 2001; BELETTI & COSTA, 2003). J4 que a cabeca dos
espermatozoides de mamiferos tem sua maior parte constituida por cromatina,
anormalidades morfolégicas seriam acompanhadas por alteragbes na cromatina
(ENCISO et al., 2011).
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Os descritores Fourier (amplitude harménica) avaliam o perimetro de curvatura
espermatica, juntamente com as variaveis basicas (A, P, L e C) reflete mais
eficazmente as variacbes de tamanho e, principalmente, de forma do nucleo
espermatico (OSTERMEIER et al., 2001).

ps P4 B
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Figura 1. Cabecga espermatica de acordo com os descritores Fourier
0 — 5. O Fourier 0 (FO) afeta o tamanho geral espermatico, F1 a

cabeca anterior, F2 o comprimento, F3, F4 e F5 a regiao da cabeca
posterior (adapatado de PARRISH et al., 2012).

A coloragao com azul de toluidina permite que seja feita a analise morfométrica

concomitantemente com a analise da cromatina espermatica (BELETTI et al., 2005b).
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2. HIPOTESE

o Caracteristicas fisicas e morfolégicas do sémen de Bos taurus taurus e
Bos taurus indicus se alteram na mesma intensidade apds criopreservacao.
o Ha diferengas entre as caracteristicas fisicas e morfoldgicas do sémen

obtido de Bos taurus taurus ou Bos taurus indicus.

3. OBJETIVO

Avaliar as diferengas nas caracteristicas do semen in natura e descongelado
dos ejaculados das subespécies Bos taurus e Bos indicus e quais sdo as mudangas

sofridas pelas células espermaticas submetidas ao processo de criopreservacao.

3.1. Objetivos especificos

e Avaliar a motilidade (%), vigor (0-5) e morfologia espermatica;

e Estudar:
. integridade de membrana plasmatica e acrossoma por meio das sondas
fluorescentes iodeto de propidio (Pl) e aglutina de Pisium sativum conjugada co.m

isoticionato de fluoresceina (FITC-PSA);

. membrana espermatica por meio do teste Hiposmatico;
. peroxidacao lipidica pela reagao ao acido tiobarbiturico (TBARS);
. concomitantemente a condensagao da cromatina e morfometria da cabeca dos

espermatozoides pela técnica do azul de toluidina;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Selegao dos animais e preparo das amostras

Foi realizado estudo experimental casualizado onde 20 machos higidos adultos
(entre trés e sete anos), 10 animais da subespécie Bos indicus (raga nelore) e 10
animais da subespécie Bos taurus (9 animais da raga holandesa e um animal da raca
jersei), foram mantidos em regime semi-extensivo de Centro de Coleta e
Processamento de Sémen (CCPS).

O sémen desses animais foi colhido pelo método da vagina artificial no més de
julho de 2014. Um ejaculado de cada animal foi congelado de acordo com os padroes
pré-estabelecidos da CCPS. O sémen industrializado em palhetas foi acondicionado
em raques e estocado em nitrogénio liquido e posteriormente avaliado.

O ejaculado de cada animal foi avaliado logo apds a colheita e apds o processo
de criopreservacao e descongelagao.

As avaliagdes com sémen fresco foram realizadas nas dependéncias do CCPS
(CRV Lagoa, Sertdozinho-SP) e as avaliacbes de sémen congelado nas
dependéncias Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba — Unesp. As amostras
congeladas em palhetas de 0,25ml, contendo meio Tris-gema, foram descongeladas

a 35°C em banho-maria por 20 segundos e realizadas as analises descritas a seguir.

4.2 Motilidade e Vigor

Uma gota de sémen foi depositada entre lamina e laminula pré-aquecidas a
37°C, e observada em microscopio de contraste de fase (200x). A motilidade foi
determinada pela estimativa visual da porcentagem de células em movimento e
também pela redugdo do campo pelo diafragma e contagem de 100 células com
movimento progressivo retilineo e células iméveis. O vigor foi avaliado de acordo com
a velocidade do movimento progressivo dos espermatozoides, e classificado de 0 a 5,

sendo 0 o mais lento e 5 o mais rapido (CBRA, 2013).

4.3 Analise morfolégica dos ejaculados

Para contagem das anormalidades espermaticas foi utilizada a técnica de
camara umida, onde uma gota de sémen fresco diluido em solugdo formol-salina
tamponada (CBRA, 2013) ou diluida (sémen descongelado) em solugao de cloreto de

potassio (Comunicagado pessoal J. Mitchell, J.R.) foi depositada entre lamina e



14

laminula. Foram contadas 200 células em microscopia de contraste de interferéncia
diferencial — DIC (1000x). O numero de anormalidades morfoldgicas foi expresso em

porcentagem de acordo com a classificacdo de BLOM (1973).

4.4 Avaliacao da Integridade das Membranas — Pl e FITC-PSA

Para avaliar simultaneamente a integridade do acrossoma e da membrana
plasmatica foram utilizadas sondas fluorescentes com aglutinina de Pisium sativum
conjugada com isoticionato de fluoresceina (FITC-PSA), que tem propriedade de se
ligar ao conteudo acrossomal, fluorescendo em verde (CASEY et al., 1993). O iodeto
de propideo (Pl), que ndo é permeavel a membrana integra, se liga ao DNA
fluorescendo em vermelho se a membrana estiver lesada (ARRUDA & CELLEGUINI,
2003) (Figura 1).

Para a coloracdo o sémen foi ajustado para a concentragdo de 2x10°
espermatozoides e lavados e centrifugados em solugdo TALP-sémen (Tyrode’s
albumin lactate and pyruvate livre de Ca++), 8 uL dessa solugao foram adicionados
em 20 pyL de TALP-sémen e adicionados 0,6pL (0,2mg/mL) de Pl e 10pL (100ug/mL)
de FITC-PSA. A amostra foi incubada por 8 minutos a 37°C protegido da luz, e

posteriormente analisado em microscopio de epifluorescéncia.
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Figura 2. Fotomicrografia digital em aumento de 1000x de
espermatozoides corados com lodeto de propidio e FITC-PSA. Aragatuba,
SP, 2015. A: espermatozoide nao corado (membrana plasmatica e
acrossoma intactos); B: espermatozoide corado pelo Pl (membrana
plasmatica lesada); C: espermatozoide corado pelo FITC-PSA (acrossoma
lesado); D: espermatozoide corado pelo Pl e FITC-PSA (membrana
plasmatica e acrossoma lesados);

4.5 Teste Hiposmaético

Para o HIPO, uma aliquota de 20uL de sémen foi acrescentada a 1,0mL de
uma solugdo com frutose e citrato-trisddico na concentracdo de 100mOsml/L,
previamente aquecida a 37°C (Rota et al., 2000). Essa solucgao foi incubada em banho
maria por 60 minutos a mesma temperatura.

Posteriormente, as amostras foram fixadas em 0,5mL de solugdo de formol-
salina tamponada. Em seguida, uma amostra de 20uL de solugao foi colocada entre
lamina e laminula para contagem de 100 espermatozoides, em microscopia de
contraste de fase com aumento de 1000x, em objetiva de imersao.

As células foram classificadas quanto a presenca ou ndao de cauda dobrada ou
enrolada (Figura 2) e o resultado foi determinado em porcentagem, efetuando-se o
calculo pela férmula: HIPO (%) = (% de células com cauda dobrada apos teste HIPO)

— (% de células com cauda dobrada antes do teste HIPO) (Mello & Henry, 1999).
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Figura 3. Fotomicrografia digital em aumento de 1000X de
espermatozoides avaliados pelo teste hiposmdtico.
Aracgatuba, SP, 2015. A: espermatozoides que apresentam
cauda dobrada (atividade bioquimica da membrana
plasmatica intacta); B: espermatozoide que apresenta cauda
reta (alteragcdo da atividade bioquimica da membrana
plasmatica);

4.6 Avaliagao da peroxidacgao lipidica utilizando TBARS

Para a determinacgao da peroxidacao lipidica, 0,5mL de sémen foram utilizados.
O sémen foi ajustado para uma concentragdo de 50x10° espermatozoides/mL. A
primeira aliquota das amostras foi adicionada a 2mL de TBA 15% (acido
tricloroacético, 0,375% de acido tiobarbiturico e 0,25M de acido cloridrico), e aquecida
a 100°C por 15 minutos e, em seguida, resfriada e centrifugada por 15 minutos a
1200g para formar um precipitado. O sobrenadante foi analisado ao espectrofotobmetro
em comprimento de onda de 532nm (MORANI, 2004).
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A segunda aliquota foi destinada para o controle positivo como sistema
gerador, que tem como objetivo medir todo o potencial que a amostra teria de gerar
radical em questdo. Para isso, as amostras foram incubadas com 0,24mM de cloreto
de ferro e 50uM de hidroxitolunebutilado (MORANI, 2004).

Os resultados foram comparados a uma curva padrao preparada previamente
com uma solucdo de malondealdeido que foi estabelecida no laboratério. A
concentragdo de TBARS foi determinada empregando como coeficiente de extingéo
molar do MDA o valor 1,56x10°xM-' (BUEGE & AUSTIN, 1978). A peroxidacao lipidica

foi expressa em nanogramas de TBARS/108 espermatozoides.

4.7 Avaliagao da condensacgao da cromatina e morfometria espermatica
com Azul de Toluidina

Para avaliacdo da morfometria da cabeca do espermatozoide e condensagao
da cromatina foi utilizado o corante azul de toluidina, segundo o protocolo estabelecido
por BELETTI & COSTA (2003). O protocolo para leitura em microscopia segue
sucintamente descrito a seguir.

Foi realizado esfregaco do sémen, fixando em solucao de etanol e acido acético
(3:1) por 1 minuto e em seguida etanol 70% por 3 minutos. Os esfregacos foram secos
ao ar e em seguida hidrolisados por 25 minutos, em acido cloridrico 4 N, lavados em
agua destilada e secos a temperatura ambiente. Em seguida foi colocada uma gota
de azul de toluidina a 0,025% em tampao Mcllvaine (citrato de sodio-fosfato), pH 4 e
coberto com laminula (BELETTI & COSTA, 2003).

Para a obtencéao das fotos foi utilizado microscépio Olympus BX61 com objetiva
de 100x, acoplado a uma camera DP71 (Olympus) e conectado ao microcomputador
PC. As imagens digitais (Figura 3) foram usadas para segmentar as cabecas dos
espermatozoides de cada lamina, para em seguida serem processadas por programas
desenvolvidos em ambiente SCILAB (Scilab, INRIA — Institut National de recherche
em informatique et automatic, Rocquencourt, Franga) para obter a média e desvio
padrao dos valores de pixel dentro das cabegas de cada imagem (BELETTI & COSTA,
2003).

A referéncia da coloragdo normal dos espermatozoides foi utilizada por meio
de selecdo automatica de seis cabecas em cada esfregaco e considerada a média
dos valores (numero) de pixel destas. Foram selecionadas as cabeg¢as com as maiores

médias de valores de pixel e as mais homogéneas. Em seguida foi determinada para
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cada imagem a diferenca entre o valor médio das cabec¢as-padrao e o valor médio de
cada cabecga analisada. Sera calculado o coeficiente de variagao dos niveis de cinza
(BELETTI et al., 2005b).

As variaveis morfométricas avaliadas foram: area (A), perimetro (P), largura (L),
comprimento (C), razdo largura/comprimento (L/C), elipsidade (E) e fator forma (FF)
pelo uso de programas desenvolvidos no Scilab (BELETTI & COSTA, 2003).
Descritores Fourier com amplitude de 0 a 2 (FO, F1 e F2) foram também considerados
para caracterizagdo e analise da forma (OSTERMEIER et al., 2001; BELETTI &
COSTA, 2003).

Figura 4. Fotomicrografia digital em aumento de 1000X
de espermatozoides corados com Azul de Toluidina.
Aracatuba, SP, 2015.

4.8 Analise Estatistica

Os dados das variaveis numéricas foram submetidos a analise de variancia
com modelo misto, para verificar se existe diferenga significativa entre os grupos
(zebuinos e taurinos), processo de criopreservagao (sémen fresco e congelado) e
interacdo entre grupos e criopreservacgao. Para o teste das médias foi utilizado Tukey
além da analise de correlagoes.

Os dados foram testados quanto a normalidade e homogeneidade de
variancias pré-requisitos necessarios para a analise de variancia e se necessario, os

dados das porcentagens foram transformados em arcsen %. As analises estatisticas
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foram efetuadas empregando-se o programa R version 3.0.2 (Copyright (C) 2013 The
R Foundation for Statistical Computing).

O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Anadlise da motilidade, vigor e morfologia espermatica

Houve diferenga (p<0,05) da motilidade e vigor entre o sémen fresco e
criopreservado, sendo que o sémen in natura mostrou valores superiores em relacao
ao descongelado e entre as subespécies, animais de origem europeia obtiveram
valores melhores de motilidade, tanto para o sémen in natura como para 0 sémen

descongelado (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios (k) e desvio padrao (sd) da motilidade (porcentagem) e vigor
(O — 5) de touros B. taurus e B. indicus antes e apds a criopreservagao e
descongelamento, Aragatuba, SP, 2015.

Bos taurus Bos indicus
Grupos
Sémen Fresco Sémen Congelado Sémen Fresco Sémen Congelado
Motilidade 68,00+6,322 38,00+7,88° 63,00+4,83¢ 30,00+4,714
Vigor 5,00+0,002 3,40+0,52° 5,000,002 3,40+0,52°

abcd \alores médios seguidos de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

A morfologia espermatica apresentou diferenga (p<0,05) em relagdo ao sémen
fresco e descongelado, com um menor numero de defeitos no sémen in natura, mas

nao houve diferenca entre as duas subespécies (tabela2).
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Tabela 2. Valores médios (x) e desvio padrdo (sd) da porcentagem de defeitos
maiores, menores e totais de touros B. tfaurus e B. indicus antes e apds a
criopreservacao, Aracatuba, SP, 2015.

Bos taurus Bos indicus
Grupo Sémen Sémen
Sémen Fresco Sémen Fresco
Congelado Congelado
Defeitos Maiores (x
+ sd) 3,20+0,032 10,70+0,03° 2,800,012 10,10+0,03°
ts
Defeitos Menores (x
+ sd) 6,80+0,032 13,80+0,03° 7,200,032 13,70+0,06°
ts
Defeitos Totais (x
10,0040,052 24,50+0,04° 10,0040,042 23,80+0,07°

sd)

abValores médios seguidos de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

A porcentagem de anormalidades espermaticas para os grupos estudados de

acordo com a classificagao de Blom (1973) estao descritos ao lado (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios (x) e erro padrao (se) da porcentagem das anormalidades
espermaticas para as subespécies B. faurus e B. indicus antes e apods a
criopreservacgao, Aracatuba, SP, 2015
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Bos taurus Bos indicus
Defeitos Sémen Sémen Sémen Sémen
Fresco Congelado Fresco Congelado
Acrossoma 0,10+0,10 3,10+0,75 0,2+0,13 1,940,48
Gota citoplasmatica
. 1,40+0,40 0,90+0,31 0,90+0,31 0,80+0,33
proximal
Subdesenvolvida 0,20+0,13
Enrolada na cabeca 0,50+0,22 0,70+0,21 0,20+0,13 0,30+0,15
Isolada patolégica 0,20+0,13 0,30+£0,15
Estreita na base 0,10£0,10 0,50%0,31 0,40%0,22
Defeitos Piriforme 0,10£0,10 0,70%0,26 0,10£0,10 0,80%0,36
maiores Pequena anormal
Contorno anormal 0,50+0,17 1,00+0,30
“Pouch formation” 1,60+0,40 1,10+0,31
Formas duplas 0,10+0,10 0,10£0,10 0,20+0,13
Defeitos de membrana 0,10+0,10 0,90+0,28 0,30+0,21 0,90+0,59
Peca intermediaria 0,204£0,13 0,20+0,13 0,4040,22 0,20+0,13
Cauda fortemente
0,7040,26 1,30+0,30 0,6040,22 2,00+0,83
enrolada
Total de defeitos maiores 3,2 10,7 2,8 10,1
Pequena, delgada ou
. 0,10£0,10 1,20+0,38 0,20£0,20 1,20+0,25
gigante
Decaptagao 0,10£0,10 1,30+0,30 0,5040,22 3,20+0,63
Peca intermediaria
0,10£10 0,70%0,39 0,20£0,13 0,40%0,22
. abaxial
Defeitos
menores Cauda dobrada 3,10£0,59 7,40+1,14 2,60+£0,48 6,70+1,45
Gota citoplasmatica
2,4040,86 1,40+0,48 2,30%0,72 1,20+0,33
distal
Cauda dobrada com
1,00+0,30 1,80+0,59 1,40+0,37 1,00+0,33
gota
Total de defeitos menores 6,8 13,8 7,2 13,7
Total 10 24,5 10 23,8
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5.2 Avaliacao de acrossoma, membrana plasmatica e peroxidacgao lipidica

Os espermatozoides de amostras frescas mostraram diferenga (p<0,05) nos
testes de PI, HIPO e TBARS, sendo notada melhor qualidade do sémen in natura em
todos os testes. O teste para acrossoma (FITC-PSA) mostrou aumento no niumero de
células com membrana reativa (p<0,05) entre 0 sémen in natura e descongelado no
grupo B. taurus. No teste HIPO houve diferenca entre as subespécies apds o
descongelamento do sémen, mostrando uma melhor qualidade do sémen de animais
de origem europeia. Nao foi encontrada diferenga (p>0,05) entre as subespécies nos

demais testes (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios (x) e desvio padrao (sd) das variaveis membrana plasmatica
lesada pelo teste do Pl (%) e HIPO (%), acrossoma lesado pelo teste do FITC-PSI (%)
e peroxidacéo lipidica (ng/ml) pelo teste TBARS de touros B. taurus e B. indicus antes
e apos a criopreservagao e descongelamento, Aragatuba, SP, 2015.

Bos taurus Bos indicus
Grupos - - . -
Sémen Fresco Sémen Congelado  Sémen Fresco  Sémen Congelado
Pl 39,7£11,262 63,2+7,98° 35,6+11,592 62,3+7,58°
FITC-PSA 23,7+3,622 32,947,340 26,448,572 32,66,67°
HIPO 20,619,192 59,6+6,45P° 27,119,572 72,5+6,98¢
TBARS 387,8+97,292 685,3+142,05° 425,9+129,382 696,4+139,99°

ab.c\alores médios seguidos de letras distintas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

5.3 Avaliacao da condensagao da cromatina e morfometria da cabeca

espermatica com Azul de Toluidina

Comprimento, Fourier 0, simetria lateral e simetria antero-posterior nao
mostraram nenhuma diferenga (p>0,05) dentro das ragas, processo de
criopreservacao e interacdo entre os mesmos. Area, perimetro, largura/comprimento,
elipsidade, fator forma, Fourier 2 tiveram diferenca (p<0,05) entre o sémen in natura
e descongelado nos animais zebuinos e também entre as ragas no sémen
criopreservado, excecao para o fator forma onde a diferenca entre as subespécies foi
para o sémen in natura. Largura mostrou diferenga (p<0,05) entre as subespécies nos
dois momentos e também entre o sémen in natura e descongelado dentro de cada

grupo. A medida Fourier 1, a descompactagdo da cromatina e a heterogeneidade
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mostraram diferenca (p<0,05) entre o sémen in natura e descongelado nos animais B.
taurus e B. indicus, mas nao teve diferenca entre as racas, com excec¢ao da
heterogeneidade onde o sémen descongelado teve diferenga (p<0,05) entre as duas

subespécies.

Tabela 5. Média (x) e desvio padrao (sd) das variaveis morfométricas da cabeca,
descompactacao e heterogeneidade da cromatina de espermatozoides de touros B.
taurus (10) e B. indicus (10) de amostras de sémen fresco e apds o congelamento e
descongelamento, avaliados pela técnica do Azul de Toluidina, Aragatuba, SP, 2015.

Bos taurus Bos indicus
Grupos Sémen Sémen
Sémen Fresco Sémen Fresco
Congelado Congelado
A 11469,68+2325, 11556,14+2055, 11885,19+2270 12416,06+2232,
rea
8242 4622 ,5392 059
Perimetro 25,05+2,1642 25,17+1,8662 25,51+2,0722 26,02+2,018P
Largura 5,34+1,2052 5,22+0,963° 5,22+0,969° 5,31+0,9782
Comprimento 7,49+0,679 7,53+0,588 7,64+0,635 7,72+0,616
Largura/Comprimento 0,6940,1612 0,68+0,1582 0,68+0,1592 0,7040,152b
Elipsidade 0,20+0,1122 0,20£0,1102 0,20£0,1112 0,19+0,104b
Fator Forma 1,07+0,1022 1,07+0,1002 1,06+0,101° 1,07+£0,0972
12105,91+6425, 12239,66+6243, 12638,93+6482 12459,63+6428,
Fourier 0
938 515 ,018 334
Fourier 1 16,53+9,9862 17,31+£10,451° 16,86+9,9002 17,26+£10,328
7807,48+2116,4 7867,27+1965,4 8091,96+2108, 8536,77+2058,2
Fourier 2
102 692 3652 09°
Simetria lateral 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00£0,00 1,00+0,00
Simetria antero-
0,99+0,001 0,99+0,000 0,99+0,000 0,99+0,000
posterior
Descompactacao da
. 2,05+1,5002 2,57+1,751b 2,09+1,3822 2,59+1,708°
cromatina
Heterogeneidade da
1,730,649 2,48+0,973° 1,69+0,4932 2,14+0,697¢

cromatina

ab.cdValores médios seguidas de letras distintas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey

(P<0,05).
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6. DISCUSSAO

Sabe-se que a criopreservagao causa danos aos espermatozoides e injurias
aparentemente menores podem abolir completamente a fertilidade de uma célula
espermatica (HOLT, 2000). No presente estudo observamos que a criopreservagao
afeta a motilidade, vigor, funcdo bioquimica e integridade fisica da membrana
plasmatica, acrossoma, descompactacdo da cromatina e causa aumento da
peroxidagao lipidica em ambas as subespécies estudadas. A subespécie Bos taurus
apresentou melhor motilidade antes e apds descongelagcdo do sémen, considerando
as outras caracteristicas analisadas nao houve diferenga entre as subespécies no
sémen in natura. Animais de origem europeia mostraram melhor qualidade do sémen
descongelado, com resultados superiores na motilidade, HIPO e morfometria do
espermatozoide, mostrando-se melhor adaptados ao processo de criopreservagao
que animais zebuinos.

Os valores de motilidade observados entre o0 sémen in natura e descongelado
apresentados em nosso trabalho corroboram com outros autores (O'CONNELL et al.,
2002; CELEGHINI et. al., 2008; DEFOIN et al., 2008). A diminuigao do vigor e
quantidade de células mdéveis ocorre, pois estruturas que garantem sua sobrevivéncia,
como membrana plasmatica e estruturas do flagelo, sao afetadas pelo processo de
criopreservacao (CELEGHINI et. al., 2008).

A motilidade entre as duas subespécies ¢é diferente dos valores demonstrados
em outras pesquisas (BRITO et al., 2002; KOIVISTO et al., 2009), os quais realizaram
a analise apenas no sémen in natura e nao observaram diferenca entre as
subespécies. Os resultados obtidos por ANCHIETA et al. (2005), sdo semelhantes aos
encontrados em nosso estudo, mostrando valores superiores de motilidade para
animais B. taurus.

O vigor entre as subespécies nao mostrou diferenca, tanto antes como apés a
criopreservacgdo. Na literatura existem resultados controversos, mostrando que n&o
ha diferenga do vigor entre animais B. taurus e B. indicus enquanto outros afirmam a
diferenca (ANCHIETA et al., 2005; KOIVISTO et al., 2009).

Motilidade e vigor sdo variaveis de eficacia discutida para predizer a fertilidade
quando utilizadas isoladamente, pois sua correlagdo com diferentes indices de
fertilidade apresenta grandes variagdes. Na analise visual da motilidade, o nivel de
correlagdo pode variar entre 0,15 a 0,83 (JANUSKAUSKAS et al.,, 2003). Essa
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diferenga ocorre devido a baixa acuracia, impreciséo e subjetividade do método visual
utilizado (HAFEZ & HAFEZ, 2004). Mas quando a motilidade e vigor espermaticos sao
analisados em conjunto com outras técnicas laboratoriais, sdo parametros importantes
na avaliacdo seminal (SMITH et al., 1981).

No sémen bovino, a morfologia é avaliada por meio do sistema idealizado por
BLOM (1973), classificando as anormalidades como defeitos maiores € menores,
levando em consideracao alteragdes espermaticas em relagao a fertilidade.

Em nosso estudo, observou-se aumento de espermatozoides com morfologia
anormal apds a criopreservacdo, com destaque para defeitos de acrossoma,
mudancas essas ja relatadas (O’'CONNELL et al., 2002; CELEGHINI et al., 2008). O
acrossoma pode ser danificado durante o processo de criopreservacao desde o
arrefecimento até a descongelagcdo (AMANN & PICKETT, 1987, WATSON, 1995).
Porcentagens maiores de defeitos de acrossoma podem ser encontradas na literatura,
quando comparados ao presente trabalho, podendo ser explicado ao uso de diferentes
diluidores (CELEGHINI et al., 2008).

Nao houve diferenca de defeitos maiores, menores e totais entre as duas
subespécies estudadas, corroborando com estudo de BRITO et al. (2002) e diferente
de outras pesquisas, onde B. taurus apresentaram valores distintos em relagdo aos
B. indicus. Em experimento animais taurinos mostraram maior porcentagem de
defeitos maiores no verdo (NICHI, 2003), ja no outro, animais de origem europeia
apresentaram valores superiores de defeitos maiores durante todas estagdes do ano
(KOIVISTO et al., 2009). A diferenga em relagédo aos outros estudos pode ter ocorrido
devido ao tipo de regime de criagdo dos animais de nosso estudo (semiextensivo)
além dos animais serem coletados duas vezes por semana pelo método de vagina
artificial.

A porcentagem de células com membrana plasmatica intacta no sémen
descongelado foi semelhante ao numero de células moveis, confirmando que lesdes
da membrana podem causar a morte das células espermaticas impedindo a
fertilizacdo do odcito. A criopreservagao causou drastica diminuigdo na quantidade de
células com a membrana plasmatica intacta, corroborando com outras pesquisas, que
inclusive apresentaram maior taxa de células danificadas (ARRUDA et al., 2005;
CELEGHINI et al., 2008; FORERO-GONZALEZ et al., 2012).

N&o houve diferencga significativa entre as subespécies em relagdo aos danos

da membrana plasmatica tanto para o sémen in natura quanto para o descongelado,
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demonstrando igual qualidade e resisténcia da membrana. No sémen descongelado
as lesdes de membrana foram inferiores nas duas subespécies quando comparados
a pesquisa anterior (RODRIGUES, 2009). Estes resultados indicam que a temperatura
ja nado altera essa caracteristica da célula espermatica entre as subespécies,
sugerindo que animais B. faurus estao melhor adaptados ao clima subtropical.

O teste hiposmotico baseia-se no transporte de agua através da membrana
plasmatica avaliando sua integridade bioquimica (VERA-MUNOZ et al., 2009). Neste
experimento, a porcentagem de células viaveis pelo HIPO, foi muito proxima do
numero de células moéveis apos descongelamento do sémen, comprovando sua
eficiéncia, além de ter correlagdo positiva com indices de fertilidade in vivo (BRITO et
al., 2003). Apdés o descongelamento, animais B. taurus apresentaram maior
porcentagem de células com integridade bioquimica, indicando melhor resisténcia do
espermatozoide. Resultado semelhante foi relatado nos zebuinos, utilizando
ejaculado de animais cruzados (B. taurus x B. indicus), com extensor a base de LDL
8% (VERA-MUNOZ et al., 2009).

O numero de células com acrossoma danificado apés o descongelamento,
corrobora com estudo anterior (CELEGHINI et al., 2008), onde também nao foram
encontradas diferencas entre as subespécies. Pesquisa mais recente, utilizando meio
diluidor e crioprotetores diferentes, apresentou valores maiores de células com
acrossoma lesado (FORERO-GONZALEZ et al., 2012). A avaliagdo do acrossoma
utilizando a sonda fluorescente FITC-PSA, foi mais eficiente quando comparada com
a microscopia de contraste de interferéncia diferencial.

O sémen de B. indicus mostrou menor porcentagem de células que sofreram
danos no acrossoma durante processo de criopreservagcdo, apresentando maior
resisténcia em relacdo aos desafios impostos pela técnica de criopreservagao. Essa
resisténcia pode ter sido adquirida devido a grande selegao genética que foi e ainda
é feita nos animais utilizados como reprodutores.

Na peroxidagdo lipidica as subespécies ndo tiveram diferenca estatistica
(p>0,05) entre si, tanto no sémen in natura quanto descongelado, embora a produg¢ao
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico tenha sido numericamente maior nos
dois momentos para animais B. indicus. Notou-se correlacdo negativa entre a
producao de TBARS e a motilidade, também evidenciado por outros pesquisadores
(BEORLEGUI et al., 1997). Em experimento realizado por RODRIGUES (2009) que
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analisou sémen criopreservado de animais taurinos e zebuinos no verao e inverno,
também nao foi observada diferenga entre as subespécies.

Somente apds descongelamento a morfometria da cabega do espermatozoide
dos zebuinos apresentou valores significativamente maiores, diferindo de outras
pesquisas, onde animais de origem europeia mostraram medidas superiores
(BELETTI et al.,, 2005a). O processo de criopreservagao altera a morfometria
espermatica (GRAVANCE et al., 1998; RUBIO-GUILLEN et al., 2007), evidenciado até
pelo aumento numérico dos parametros morfométricos nos animais B. taurus em
nosso estudo. A variavel Fourier 2 (F2), foi estatisticamente maior no sémen
descongelado de animais B. indicus, apesar de também ter aumentado nos animais
B. taurus. Ela mede o comprimento do nucleo espermatico indicando micro ou
macrocefalia (OSTERMEIER et al., 2001). Touros com fertilidade reduzida ja foram
identificados com um maior comprimento de F2, apresentando acuracia de 95% para
predizer a infertilidade dos machos (PARRISH et al., 2012).

A estabilidade estrutural da cromatina espermatica € fundamental para o
processo de fertilizacdo e desenvolvimento embrionario inicial (D’OCCHIO et al.,
2007), exaltando a importancia da avaliacdo da integridade do DNA do
espermatozoide. Embora a cromatina espermatica de bovinos apresente pequena
alteragao apos processo de criopreservacao (SLOWINSKA et al., 2008), o presente
estudo mostra aumento significativo da descompactagcdo da cromatina no sémen
descongelado, causada por provavel perda de protaminas do nucleo da célula. Entre
as subespécies nao houve diferenca significativa (p>0,05), corroborando com
pesquisa anterior (RODRIGUES, 2009).

Alteragbes da cromatina sdo comumente acompanhadas de anormalidades
morfologicas, como cabega piriforme, estreita na base, decapitada anormal e cabega
gigante ou delgada (ENCISO et al., 2011). A condensagao do DNA, além de proteger
o material genético, determina a forma e tamanho da célula (BALHORN, 2011) e sua
composic¢ao proteica é adquirida durante a espermatogénese (ZINI et al., 2009). No
epididimo onde se originam os defeitos secundarios, ocorre a compactacéao final da
cromatina, dessa forma a compactagdo do DNA pode ser afetada por defeitos
morfolégicos (BELETTI & MELLO et al., 2004).

Nossos resultados sugerem que anormalidades na compactagao da cromatina
podem refletir na morfometria das células, aumentando suas dimensodes, podendo ser

acompanhadas de alteragdes morfolégicas. Dessa forma enfatiza-se a importancia da
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analise do DNA espermatico para aperfeigoar biotécnicas da reprodugao (BELETTI et
al., 2005b; ENCISO et al., 2011).
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7. CONCLUSAO

No presente estudo conclui-se que apds o processo de criopreservacao e
descongelamento do sémen, animais taurinos apresentaram melhor congelabilidade.
Pois tiveram menor queda de motilidade, atividade bioquimica da membrana
plasmatica e menores alteracbes das variaveis morfométricas (area, perimetro,
largura, comprimento e F2).

Em relacdo as amostras de sémen in natura, notou-se diferenca entre as

subespécies apenas na motilidade, que teve maior valor nos animais B. taurus.
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