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CARACTERISTICAS DE CONDENSACAO DA CROMATINA E MORFOMETRIA
ESPERMATICA DE TOUROS DA RACA GIR

RESUMO- O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade espermatica,
compactagaol/integridade e deficiéncia de protamina da cromatina de
espermatozoides, somado as caracteristicas reprodutivas de acordo com a idade.
Procurou-se avaliar a interferéncia da idade nas variaveis analisadas e a evolugao
das mesmas ao longo de quatro coletas mensais. Foram selecionados 43 touros de
elite Bos taurus indicus da raca Gir com idades iniciais entre 18 e 42 meses e
divididos em trés grupos: jovens (18,5-24,7 meses de idade, n=15), jovens adultos
(25,2-28,6 meses de idade, n=16) e adultos (29,1-42,0 meses de idade, n=12).
Nessa primeira avaliacdo as caracteristicas reprodutivas foram incluidas
(Fertilidade, Classificacdo Androlégica por Pontos e indice de Classificacdo de
Touros). Em seguida 38 dos 43 touros foram divididos em 3 grupos (mesmas faixas
etarias): jovens (n=12), jovens adultos (n=13) e adultos (n=13). Apds
descongelamento, as amostras foram submetidas as técnicas de coloragao do azul
de toluidina, para avaliar concomitantemente condensagéao/integridade da
cromatina e morfometria da cabeca espermatica, e coloragao pela cromomicina A3
(CMA3), para investigar deficiéncia de protamina espermatica. Animais do grupo
jovem apresentaram espermatozoides com maior heterogeneidade da
compactagado da cromatina (CV) (2,52+0,31%) que animais do grupo jovem adulto
(1,7520,10 %). Além disso, o grupo jovem apresentou alteracdo de cromatina em
todas as coletas (Dif > 2 e/ou CV > 5%). O grupo jovem adulto apresentou maior
indice de fertilidade (87,27+2,05) (exame androldgico, qualidade espermatica a
fresco e pds-descongelamento, circunferéncia escrotal e libido) e melhor nota de
classificagdo androlégica por pontos (83,64+3,92) que animais do grupo adulto
(77,60£2,74; 76,82+3,16, respectivamente) (P<0,05). No teste do CMAS3,
espermatozoides de touros jovens apresentaram maior deficiéncia de protamina na
primeira e quarta coletas (C1= 5.1111619; C4= 4.3880+171; (P<0,05)),
possivelmente devido a influéncia de estresse, tanto do transporte e adaptagao a
novo manejo quanto estresse térmico. Resultados de morfometria ndo diferiram ao
longo das coletas (P>0,05). Como concluséo, os resultados desse estudo mostram
que a idade teve influéncia quanto as avaliagdes da cromatina, tendo os animais do
grupo jovem apresentado-se imaturos nessas analises. Testes de investigacao
apresentaram perfil dinamico de acordo com as diferentes faixas etarias, indicando
nao existir teste unico para avaliar capacidade reprodutiva.

Palavras-chave: Azul de Toluidina, CMA3, Protaminacéo, Bovinos, Sémen



CHROMATIN CONDENSATION CHARACTERISTICS AND SPERM MORPHOMETRY
IN GIR BULLS

ABSTRACT- The aim of this study was to evaluate sperm quality, condensation/integrity
and protamine deficiency of sperm’s chromatin packaging, as well as the behavior of re-
productive characteristics according to age. For that, two approaches were done: 1%)
evaluate how age would interfere in the analyzed variables, 2"%) evaluate how the varia-
bles would evolve along four monthly collections. On the 1% approach, 43 elite Gir bulls
(Bos taurus indicus) with initial ages between 18 and 42 months were divided into three
groups: young (18.5-24.7 months, n=15), young adult (25.2-28.6 months, n=16) and adult
(29.1-42.0 months, n=12). Results of reproductive characteristics evaluation (Fertility,
Andrological Classification by Points and Bull Classification Index) were included in this
first approach. For the 2" approach, 38 of the 43 bulls were divided into three groups (us-
ing the same criteria described before): young (n=12), young adult (n=13) and adult
(n=13). After thawing, semen samples were evaluated trough the toluidine blue method,
for chromatin condensation/integrity and sperm head morphometry assessment and
chromomicin A3 (CMA3) to analyze protamine deficiency. Animals from the young group
presented spermatozoa with higher heterogeneity of chromatin compaction (CV)
(2.52+0.31 %) than animals from the young adult group (1.75£0.10 %). Young bulls also
presented chromatin alteration in all the four collections ((Dif > 2 and/or CV > 5%). The
young adult group showed higher fertility index (andrological examination, fresh and
thawed sperm quality, scrotal circumference and libido) (87.27+2.05) and better score at
bull soundness evaluation (83.64+3.92) than animals from the adult group (77.60+2.74;
76.82+3.16, respectively) (P < 0.05). Young bulls CMA3 results showed higher protamine
deficiency in the first and fourth collections (C1= 5.111+619; C4= 4.388+171; (P<0,05)),
possibly due to stress of transportation and adaptation to the new environment as well as
heat stress. Results of morphometry and compaction evaluated trough the toluidine blue
method didn’t differ along collections (P > 0,05). From our results, it can be concluded that
age had an influence in chromatin evaluations, as bulls from the young group showed im-
maturity in these analyses. Investigative tests presented a dynamic profile according to the
different age groups, indicating that there is not a single test for reproductive capacity.

Keywords: Toluidine Blue, CMA3, Protamination, Bovine, Semen



1. INTRODUCAO

O crescimento da populagdo mundial gera uma incansavel busca por
aumentar e aprimorar a producdo de carne e leite, visando suprir a demanda do
mercado, e assim, movimentando a economia. Rebanhos de outrora ndo seriam
capazes de atender a demanda dos dias atuais. Isso se deve ao intenso
desenvolvimento e aplicagdo de biotecnologias que aprimoraram a capacidade
produtiva e reprodutiva de nossos rebanhos. O completo entendimento do gameta
masculino, assim como fatores que influenciam sua viabilidade, fazem-se
necessarios para otimizagdo do emprego de biotecnologias (KAYA et al., 2014).

Sabe-se que o complexo processo de fertilizacdo pode ser afetado por
alteracdes espermaticas, estando assim a qualidade seminal diretamente ligada ao
sucesso de programas reprodutivos (OLIVEIRA et al., 2012). Dentre as variaveis
capazes de interferir na qualidade seminal estédo: fatores ambientais (D’OCCHIO et
al.,, 2013; PANMEI et al., 2015), diferencas genéticas (KOIVISTO et al., 2009),
frequéncia de ejaculagcdo (KHALIFA et al., 2008; PANMEI et al., 2015), deficiéncia na
protamina espermatica, danos ao DNA espermatico, padrées anormais de metilacao
que podem ser agravados por estresse térmico (FORTES et al., 2014) e idade dos
animais (PANMEI et al.,, 2015; KIPPER et al., 2017). O momento da
espermatogénese em que ocorre interferéncia desses fatores pode determinar
diferentes tipos de dano ao gameta em formagao (BELETTI; MELLO, 2004).

A espermatogénese, que resulta na formagdo do gameta masculino, é
composta por mecanismos de diferenciacdo altamente controlados, fazendo com
que apos sucessivas mitose e meioses, uma célula passe da condicdo de dipldide
para hapléide e adquira capacidade fecundante (KLAUS et al., 2016). E na fase final
desse processo, conhecida como espermiogénese, que ocorre compactagao nuclear
e formagdo da cabeca do espermatozoide. Alteracbes nesses processos estédo
relacionadas a infertilidade (OSTERMEIER et al., 2001a; SAKKAS et al., 2002; AOKI
et al., 2006; ZINI; SAN GABRIEL; ZHANG, 2007; ALEEM et al., 2008; FORTES et
al., 2014).

Machos da espécie bovina costumam atingir a puberdade entre 9-12 meses

de idade (RAWLINGS et al.,, 2008), ressaltando que a puberdade ocorre mais
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precocemente em touros B. taurus taurus (por volta de 8-10 meses de idade)
(LUNSTRA; FORD; ECHTERNKAMP, 1978) que em touros B. taurus indicus (17-19
meses) (MARTINS et al., 2011), mesmo quando criados sob as mesmas condi¢cdes
(CHACON, 2014). Também deve ser levado em consideragdo que existem variacdes
na idade a puberdade inclusive dentre animais da mesma raca (BRITO, 2014).
Individuos da raga Gir considerados precoces para reproducdo podem atingir
maturidade sexual entre 16 e 19 meses (MARTINS et al., 2011), sendo indicado o
inicio da selecéo genética antes dos 18 meses (FOLHADELLA et al., 2006).

Analises seminais de rotina podem estimar a fertilidade de determinado touro,
porém, ndo sao totalmente confiaveis (PANMEI et al., 2015). Dentre estas, destaca-
se a avaliagao de motilidade, técnica de simples execugao e aplicabilidade, que nao
necessita de equipamentos sofisticados (LOVE, 2005; SHIVAHRE et al., 2015).
Porém, algumas variaveis que levam a infertilidade independem de motilidade
(LOVE, 2005). Para otimizar a avaliagdo, sugere-se a associacdo de técnicas
rotineiras a métodos capazes de qualificar o espermatozoide quanto a
caracteristicas funcionais e moleculares. A estimativa de integridade da cromatina
nuclear deve ser incluida nesse processo (OLIVEIRA et al., 2012; CARREIRA et al.,
2015), uma vez que essa avaliagdo se mostrou método indicativo de fertilidade de
touros (DOGAN et al., 2015). Espermatozoides com alteragdes em parametros como
motilidade e morfologia podem nado ser capazes de percorrer o trajeto no trato
reprodutor feminino. Caso o gameta masculino consiga chegar ao encontro do
oocito, a qualidade de seu DNA sera fundamental para fecundacdo e
desenvolvimento embrionario (SIMON et al., 2011).

Atualmente, uma das principais ferramentas utilizadas para melhoramento
genético em rebanhos bovinos € o Teste de Progénie. A busca por aumentar a
acuracia e funcionalidade do teste faz com que a pressao na selegdo dos animais
participantes seja cada vez maior. Sendo assim, foi criada a etapa de Pré Selecao
de Touros para o Teste de Progénie, na qual critérios de caracteristicas seminais
(congelabilidade, motilidade, morfologia espermatica, etc) e caracteristicas
funcionais do animal (temperamento, libido e caracteristicas de conformacao) vem
sendo estabelecidos para que apenas jovens reprodutores de genética comprovada
e alta fertilidade sejam submetidos ao teste final (EMBRAPA, 2017).
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Neste estudo o objetivo foi avaliar a compactacéao/integridade e deficiéncia de
protamina (qualidade do empacotamento) da cromatina, assim como sua influéncia
na morfometria da cabega espermatica em colheitas realizadas ao longo de cinco
meses em um mesmo animal. Estas analises foram associadas a parametros fisicos
de qualidade espermatica e idade do touro, e comparados a dados obtidos da
classificagdo dos touros de elite submetidos a pré selegcao para teste de progénie.
Desta forma pretendeu-se esclarecer se (i) a idade interfere nos parametros
avaliados e (ii) como os parametros em questdo evoluem dentro de cada grupo de
idade ao longo de quatro coletas seriadas. Correlagbes desta natureza ainda séo
pouco relatadas na espécie bovina e merecem maior abordagem, visando elucidar

fatores ainda nao esclarecidos relacionados a qualidade seminal.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O espermatozoide e sua estrutura

O espermatozoide € composto por duas partes principais: cabeca e cauda ou
flagelo. A cabecga contém nucleo, portador do DNA paterno, acrossoma, estruturas
do citoesqueleto e pequena quantidade de citoplasma. O tamanho, formato e
comprimento da cabeca apresentam variagbes espécie-especificas (EDDY, 1994).

O nucleo do espermatozoide maduro ocupa a maior parte da cabecga, e
contém DNA altamente compactado devido a presenga de proteinas especificas, as
protaminas. Sobreposto a regido apical da cabega esta o acrossoma. Essa estrutura
contém hialuronidase e acrosina, enzimas que desempenham importante funcéo no
processo de fertilizagado, possibilitando a penetragdo no odcito (KAYA et al., 2014).

A cauda consiste em quatro segmentos: pescocgo, pec¢a intermediaria, peca
principal e peca terminal. Tanto a cabega quanto a cauda estdo envoltas pela
mesma membrana celular (KAYA et al., 2014). Na pega intermediaria estao
presentes mitocéndrias, que geram energia na forma de adenosina trifosfato (ATP),
garantindo motilidade flagelar (HAFEZ; HAFEZ, 2000).



2.2. A CROMATINA

A espermatogénese € o processo que ira garantir a produgcéo de um gameta
capaz de transportar o genoma paterno de forma intacta até encontro com o odcito
(SUTOVSKY; MANANDHAR, 2006). Essas células altamente especializadas irdo
assegurar a transmissdo da informacdo genética dos individuos, e assim, a
manutencgdo da vida (RATHKE et al., 2014).

Na fase de diferenciagdo, durante a espermiogénese, a espermatide
arredondada hapldéide passa por transformagdes tais como remodelamento da
membrana plasmatica, perda de grande quantidade de citoplasma, formagédo da
cauda ou aparelho flagelar, desenvolvimento do acrossoma e condensagao da
cromatina espermatica (EDDY, 1994). Essas modificagbes permitem aquisicao de
motilidade progressiva durante a maturagdo no epididimo e potencial fertilizante
apos interacdo com fluidos e fatores inerentes ao trato reprodutor feminino
(SUTOVSKY; MANANDHAR, 2006).

O nucleo é o maior componente da cabeca espermatica. Para que essa
estrutura caiba dentro de uma célula que é aproximadamente 10 vezes menor que
uma célula somatica, ela precisa estar altamente compactada (KAYA et al., 2014). O
que garante esta compactacao, ainda na fase de diferenciagado, sdo processos de
transcricdo e transicdo de histonas para protaminas (KLAUS et al., 2016). Ja foi
descrito que em touros, protaminagdo em niveis abaixo do ideal torna o DNA
instavel e sua integridade comprometida, levando a reduzida capacidade fertilizante
(FORTES et al., 2014). O mesmo foi observado no homem (AOKI et al., 2006) e em
ratos, onde animais com defeitos na protaminacao, além de apresentarem fertilidade
reduzida, foram mais susceptiveis a danos oxidativos e mutagénicos (ALEEM et al.,
2008).

O processo de compactagdo da cromatina ocorre primeiramente pela
substituicdo de histonas (H1, H2A, H2B, H3 e H4) por proteinas de transicao (TP1,
TP2), e por fim, protaminas (KAYA et al.,, 2014). Protaminas sao proteinas
positivamente carregadas que condensam a cromatina formando estruturas
denominadas tordides, cada um contendo aproximadamente 50 kb de DNA
(SHAMAN; WARD, 2006). O DNA condensado pelas protaminas encontra-se



indivisivel e inativo para transcricdo (KAYA et al., 2014).

A hipercondensagdo do DNA, além de conferir formato hidrodindmico a
cabeca do espermatozoide, faz com que o genoma paterno fique protegido. No
entanto, mesmo com alto grau de condensagdo, pequena parcela de histonas
permanece retida na fita de DNA para participar no controle epigenético da
expressdo génica, garantindo o desenvolvimento embrionario (MILLER;
BRINKWORTH,; ILES, 2010). A presenca dessas histonas cria areas de instabilidade
na cromatina, deixando o DNA susceptivel a danos (SHAMAN; WARD, 2006).

O remodelamento nuclear decorrente da protaminagao confere novo formato
a cabeca do espermatozoide, sendo assim, formatos de cabeca alterados podem
estar diretamente relacionados a condensacao da cromatina e estabilidade da
mesma (SAKKAS et al.,, 2002; OSTERMEIER et al., 2001a). Posto isto, para
comportar um DNA pouco compactado, o nucleo precisara ser maior, assim como o
tamanho da cabeca desse espermatozoide, uma vez que esta é basicamente
composta pelo nucleo (BELETTI; MELLO, 2004; EVENSON, 1980). O processo final
de compactagao ocorre no epididimo, local onde defeitos espermaticos secundarios
costumam ocorrer e podem acarretar alteracbes cromatinicas. Porém, alteracoes
que ocorrem no epididimo podem ser de menor impacto, e nao interferir na
morfologia, e em alguns casos mesmo diante de alteragdo na cromatina, a
morfologia pode se encontrar inalterada (BELETTI; MELLO, 2004).

A compreensao de alteragbes morfoldgicas torna-se relevante uma vez que
esse parametro possui influéncia no potencial espermatico em fecundar o odcito.
Sabe-se que espermatozoides com graves alteragdes morfolégicas na cabeca
possuem reduzida fertilidade (SAACKE et al., 1998; IRANPOUR et al., 2000), e que
touros altamente férteis sdo associados a formatos de cabega alongado e cbnico
(OSTERMEIER et al., 2001a).

2.3. RELACAO IDADE E CARACTERISTICAS SEMINAIS

A puberdade € caracterizada como sendo o momento a partir do qual o
animal é capaz de liberar gametas e manifestar sequéncias de comportamento

sexual completo. Esse processo € acompanhado pelo aumento gradativo das
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concentragbes séricas de testosterona, inicialmente com niveis basais, até atingir
concentragbes compativeis com a idade adulta e capacidade de manutencdo da
gametogénese (HAFEZ; HAFEZ, 2000).

Bovinos atingem a puberdade em torno dos 12 meses de idade, podendo
alguns fatores como ambiente fisico, raga, nutricdo, crescimento pos desmame etc.,
influenciar a idade a puberdade. Dentre todos os fatores, a nutricdo € destacada por
possuir maior influéncia para o inicio da fase pubere (HAFEZ; HAFEZ, 2000). O
desenvolvimento testicular de touros € lento até aproximadamente 25 semanas de
idade, quando adquire ritmo acelerado até que o animal atinja a puberdade. Essa
fase final do desenvolvimento gonadal consiste em notaveis aumentos no didmetro e
comprimento dos tubulos seminiferos, dramatica proliferagcao e diferenciacdo das
células germinativas, com presenga de espermatozoides maduros entre 32 e 40
semanas de idade (RAWLINGS et al., 2008).

Alguns parametros de qualidade espermatica apresentam melhora com o
avancar da idade, como diminuicdo de defeitos maiores e aumento da motilidade
(MARTINS et al., 2011). Logo, o potencial reprodutivo aumenta conforme
amadurecimento sexual (FOLHADELLA et al., 2006).

A idade também possui influéncia quanto a compactacdo da cromatina. O
primeiro estudo do teste “Sperm Chromatin Structure Assay” (SCSA) visando avaliar
a relacao de fatores gendémicos e integridade do DNA em humanos, concluiu que a
idade é o fator que possui maior influéncia na integridade da cromatina (EVENSON,
2011). Em touros, essa relagao ainda € pouco avaliada. Estudo recente indicou que
animais jovens possuem menores niveis de protaminagdo e consequente frouxidao
na cromatina, o que levou a maior dimensao de cabega nessa faixa etaria, quando
comparados a adultos e senis (KIPPER et al., 2017). Tais dados destacam a
importancia de avaliagdes mais complexas em animais jovens para selegcdo destes

como doadores de sémen.



2.4. METODOS DE AVALIACAO DO DNA

Os meétodos de avaliagdo do DNA podem ser divididos em trés principios: i)
Detecgdo especifica de extremidades de DNA livre ('nicks') por incorporagao
enzimatica de nucleotidos marcados (TUNEL). ii) Deteccdo de fragmentos de DNA
por eletroforese de célula unica incorporada em gel apos lise prolongada de todas as
proteinas nucleares que se ligam ao DNA (Teste de Cometa). iii) Detecgado de
fluorescéncia, através do uso de anticorpos ou corantes que possuem atragcédo por
sitios especificos no DNA [Laranja de Acridina, AO]. Uma questdo relevante na
escolha do método de avaliagado é quanto o préprio protocolo de preparo da amostra
pode induzir dano ao DNA (BARRATT et al., 2010).

Dentre as técnicas disponiveis, destaca-se o teste da analise da estrutura da
cromatina espermatica (SCSA), que associa citometria de fluxo a coloragdo do
laranja de acridina. Criado ha 30 anos (EVENSON; DARZYNKIEWICZ; MELAMED,
1980) ainda é um dos métodos mais utilizados para avaliagdo da cromatina
espermatica (EVENSON, 2011).

Métodos indiretos sdo populares para avaliagao do status da cromatina por
serem sensiveis e de facil aplicabilidade (ERENPREISS et al., 2006). Baseiam-se no
uso de corantes nucleares que se ligam aos grupos fosfato livres nas quebras de fita
e indicam a interagdo do DNA com proteinas. Dentre esses métodos, conhecidos
como citoquimicos, estdo cromomicina A3 (CMA3) e azul de toluidina (TSAREYV;
ERENPREISS, 2011). Alguns fatores que influenciam a capacidade de coloracéo da
cromatina por corantes iénicos sao: 1) estrutura secundaria do DNA, 2) regularidade
e densidade da compactacdo da cromatina e 3) ligacdo do DNA as proteinas da
cromatina (ERENPREISS et al., 2006).

2.4.1. AZUL DE TOLUIDINA

Mello (1982) desenvolveu essa técnica visando estabelecer correlagdes entre
metacromasia induzida por hidrélise acida e infertilidade. Para isso, avaliou
amostragens de touros com diferentes niveis de fertilidade que possuiam ou néao

alteracdes no formato de suas cabecas.
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A técnica se baseia na hidrolise acida com HCL 4N, seguida de metacromasia
induzida pelo corante do azul de toluidina. O azul de toluidina € um corante
catibnico, de pH 4,0, que leva a alteragcao de coloracao pela ressonancia de elétrons
entre suas moléculas (MELLO, 1982). Ao se ligar a grupos fosfatos livres no DNA,
gue se encontram mais acessiveis em casos onde a protaminag¢ao ocorreu de forma
ineficiente (ERENPREISS et al., 2006), resulta em diferentes niveis de coloracao,
podendo variar de azul claro a roxo-violeta. Quanto maior for a descompactacao da
cromatina, maior sera a quantidade de liga¢des a grupos fosfato e mais intensa sera
a coloragao encontrada (TSAREV; ERENPREISS, 2011).

Técnicas de avaliacdo de padrbes seminais que se baseiam em analise visual
sdo subjetivas, susceptiveis a falhas e de baixa repetibilidade, visto que os laudos
podem variar de acordo com o avaliador. Avaliagcbes automatizadas reduzem erros e
possibilitam analises concomitantes, otimizando resultados (CAMPOS et al., 2013).

Programas computacionais sao capazes de fornecer informagbes para
avaliacdo morfométrica da cabega do espermatozoide, gerando dados de
parametros primarios, (comprimento, largura, area e perimetro), e parametros
derivados (descritores Fourier com amplitude de 0 a 2: FO, F1 e F2) (OSTERMEIER
et al., 2001b; BELETTI; COSTA, 2003), que fornecem resultados aproximados do
formato da cabeca a partir de férmulas matematicas (YANIZ; SOLER;
SANTOLARIA, 2015).

Analises harmonicas de Fourier (descritores Fourier) produzem coeficientes
numéricos para cada cabega avaliada (THURSTON et al., 2001), e sdo gerados a
partir de coordenadas do perimetro de cada nucleo espermatico. A amplitude
harménica 0 verifica o tamanho geral espermatico, F1 a cabeca anterior, F2 o

comprimento, descrevendo a forma do nucleo espermatico (PARRISH et al., 2012).
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Figura 1. Representacado da cabega espermatica de acordo com a amplitude harmdnica 0 —
2. A amplitude harménica FO afeta o tamanho geral espermatico, F1 a cabecga anterior, F2 o
comprimento (adaptado de PARRISH et al., 2012).

2.4.2. CROMOMICINA A3 (CMA3)

Como revisado acima, durante a espermiogénese, a espermatide sofre
diversas modificacbes e eventos bioquimicos que irdo resultar no espermatozoide
maduro (DADOUNE, 2003). Dentre esses processos esta a substituicdo de histonas
por protaminas, que vai garantir que o DNA seja compactado. Proporgdes
heterogéneas na composic¢ao proteica de histona e protamina em espermatozoides
de uma amostra seminal podem indicar infertilidade do individuo (ZINI; SAN
GABRIEL; ZHANG, 2007).

O CMA3 é um fluorocromo que se liga especificamente a sequéncias citosina-
guanina no DNA e compete pelos mesmos sitios de ligacdo que a protamina
(ERENPREISS et al., 2006). Sendo considerado método de facil aplicabilidade e alta
confiabilidade, por apresentar boa sensibilidade e especificidade (LOLIS et al., 1996;
SHIVAHRE et al., 2015).

A coloragdo resultante do emprego desta técnica esta relacionada a
deficiéncia de protaminagcdo da amostra, indicando a qualidade do empacotamento
da cromatina. Quanto menor ou menos intensa for a coloragéo positiva para CMAS3,
melhor a qualidade espermatica, pois o DNA estara bem compactado e protegido
contra danos (BIANCHI et al., 1993; LOLIS et al., 1996; BARRATT, 2010).

Esta técnica fornece informagdes que se relacionam com algumas variaveis
como: alteragbes morfolégicas (incluindo anormalidades de cabeca), motilidade,
fertilidade in vitro (IRANPOUR et al., 2000), e mais recentemente, idade (KIPPER et
al., 2017).
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3. HIPOTESE

Espermatozoides de touros de diferentes faixas etarias apresentam niveis
variaveis de compactagao e qualidade do empacotamento da cromatina, mostrando
aumento destes com o avancgar da idade.

Caracteristicas positivas de qualidade espermatica se correlacionam com

bom desempenho em Pré Selecao de Touros para Teste de Progénie.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar compactagdao, qualidade do empacotamento da cromatina e
morfometria da cabecga espermatica em touros Bos taurus indicus da raga Gir de alto
valor genético, classificados em grupos de acordo com a idade avaliados em quatro

momentos.

4.2. Objetivos Especificos

e Analisar a condensacao/ integridade da cromatina e morfometria da cabeca dos
espermatozoides pela técnica do Azul de Toluidina;
e Investigar a deficiéncia de protamina (qualidade do empacotamento) da cromatina

espermatica pela substituicdo de histonas por protaminas com CMAS3;

Relacionar:

e As variaveis analisadas de acordo com a idade dos touros;
e Caracteristicas da cromatina (condensacaol/integridade e deficiéncia de

protamina) ao longo das colheitas de um mesmo animal,;
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e Caracteristicas da cromatina com parametros fisicos convencionais de analise
seminal;
e CMA3 e Azul de Toluidina com o indices de Classificacdo de Touros (ICT);

Classificagdo Andrologica por Pontos (CAP) e Teste de Fertilidade

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Selecao dos animais e preparo das amostras

Para o presente estudo foram utilizados 43 touros Bos taurus indicus da raga
Gir, com idades iniciais entre 18 e 42 meses, oriundos de rebanhos de associados
da Associagéo Brasileira de Criadores de Gir leiteiro (ABCGIL). Os animais foram
mantidos em propriedade localizada em Uberaba, MG (altitude de 780 m; 19° e 44’
de latitude Sul e 47° e 57’ de longitude Oeste de Greenwich) para participarem da
Pré Selecao de Touros para o Teste de Progénie. As avaliagbes ocorreram durante
cinco meses (dezembro de 2016 a abril de 2017), e o periodo médio de adaptagao
dos animais ao novo ambiente e lote antes do inicio das avaliagdes foi de 28 dias.
As médias de temperatura na regido durante o periodo experimental foram de
25,5°C (dezembro); 24,8°C (janeiro); 26,3°C (fevereiro); 25,3°C (margo) e 24,7°C
(abril) (EPAMIG, 2018).

As areas de pastejo eram formadas por capim Pannicum sp. e manejadas em
sistema intensivo de pastejo com lotagao rotacionada. Todos os animais receberam
o mesmo manejo alimentar, com oferta de 4% de matéria seca/100kg peso vivo
durante o periodo experimental. A oferta de suplementagcéo mineral foi ad libitum no
cocho saleiro, enquanto a suplementagdo concentrada teve consumo controlado
para garantir escore corporal adequado a prova.

Os animais foram submetidos a quatro coletas de sémen (intervalo médio de
35 dias entre coletas) por eletroejaculagdo para obtengdo das amostras. Para
avaliagdes relativas ao DNA, aliquotas de 0,25 mL de cada amostra do sémen
fresco foram envasadas sem adicao de crioprotetor, visto que esse processo nao
interfere na integridade da cromatina em diferentes espécies (BOE HANSEN et al.,
2005; EVENSON; JOST, 2000; FORTES et al., 2014; WATERHOUSE et al., 2010),



12

e armazenadas em nitrogénio liquido a -196° C para posterior andlise. As avaliagdes
espermaticas relativas a analise do DNA foram realizadas nas dependéncias da
Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba — UNESP e no Instituto René
Rachou - Fiocruz Minas. Amostras relativas as avaliagdes de parametros seminais
convencionais foram realizadas por empresa credenciada a ASBIA (Associagao
Brasileira de Inseminacao Artificial). Para avaliacdo da interferéncia da idade nos
parametros avaliados, foram utilizados ejaculados obtidos de 43 animais na primeira
coleta, os quais foram divididos em trés grupos de acordo com suas idades: jovem
(18,5-24,7 meses de idade, n=15), jovem adulto (25,2-28,6 meses de idade, n=16) e
adulto (29,1-42,0 meses de idade, n=12). Os resultados da avaliagcdo das
caracteristicas reprodutivas (Fertilidade, Classificagdo Androldgica por Pontos e
indice de Classificagdo de Touros) foram incluidos nessa primeira abordagem.

Para avaliar a evolugdo dos parametros ao longo das quatro coletas, foram
utilizados 38 animais, utilizando os mesmos critérios dos grupos descritos acima:

jovem (n=12), jovem adulto (n=13) e adulto (n=13).

5.2. Analise Seminal

5.2.1. Avaliacao de parametros fisicos convencionais

Imediatamente apds coleta, os ejaculados foram avaliados quanto a
motilidade espermatica (Mot; %). Uma gota de sémen foi colocada em léamina
coberta por laminula pré-aquecida a 37°C e observada em microscopio equipado
com contraste de fase (aumento 400x). A motilidade foi determinada pela estimativa
visual da porcentagem de células em movimento (CBRA, 2013). A avaliagcédo
morfolégica dos espermatozoides (Defeitos Maiores - DM; %, Defeitos Menores -
Dm; %, Defeitos Totais - DT; % e Defeitos de Cabecga Totais - DcT; %) foi realizada
em um segundo momento a partir do descongelamento de uma palheta de sémen.
Uma aliquota de sémen de cada ejaculado era adicionada em ependorff contendo
1,0 mL de solugdao de KCI (13,05g KCI, 14,7g NaCi, 500mL agua destilada), em
quantidade suficiente para turvar a amostra. As analises morfolégicas foram

realizadas por meio de preparacdo Umida, onde foram contados 200
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espermatozoides com auxilio de microscopia de interferéncia diferencial de fase
(Olympus BX61, aumento 1000x) e as anormalidades morfologicas expressas em
porcentagem (BLOM, 1973). O calculo da concentracao (x 10° espermatozoides/mL)
foi realizado apos descongelamento das amostras de sémen, onde 20uL de sémen
foram diluidos em 1mL de solucido de formol-salina e analisados em camara de

Neubauer com microscopia de contraste de fase (CBRA, 2013).

5.2.2. Condensacao e integridade da cromatina e morfometria da cabeca
espermatica com Azul de Toluidina

Para avaliacdo da morfometria da cabegca do espermatozoide e
condensacgaol/integridade da cromatina foi utilizado o corante azul de toluidina,
segundo o protocolo estabelecido por Beletti e Costa (2003). O protocolo para leitura
em microscopia segue sucintamente descrito a seguir.

A amostra descongelada foi diluida em PBS de acordo com sua
concentracdo, de forma a nao ocorrer sobreposicdo de células no preparo dos
esfregacos. Os esfregacos foram fixados em solugéo de etanol e acido acético (3:1)
por 1 minuto e em seguida etanol 70% por 3 minutos. Os esfregagos foram secos ao
ar e hidrolisados por 25 minutos em acido cloridrico 4 N, lavados em agua destilada
e secos a temperatura ambiente. A seguir, adicionava-se uma gota (10uL) de azul
de toluidina (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) a 0,025% em tamp&o Mcllvaine
(citrato de sodio-fosfato), pH 4, cobria-se com laminula e deixava corar por 3
minutos (BELETTI; COSTA, 2003).

ApoOs a coloragao, foram captadas fotos de no minimo 100 cabecas de
espermatozoides por [amina em microscépio 6ptico Olympus BX61 em aumento de
1000x, acoplado a camera DP71 (Olympus, Tokyo, Japan) conectado a computador
pessoal. Utilizando-se algoritmos desenvolvidos em ambiente de programacao
matematica Scilab (Scilab, INRIA — Institut National de recherche en informatique et
automatic, Rocquencourt, Franga), as cabecas espermaticas foram identificadas nas
fotos, suas coloragdes convertidas em escala de cinza, e cada cabega transformada
em uma imagem individual, processo este denominado de segmentacéo. Algoritmos

desenvolvidos nesse ambiente ainda possibilitam avaliagdo da cabega espermatica
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em relacdo a: area, comprimento, largura, perimetro, descritores Fourier com
amplitude de 0 a 2 (FO, F1 e F2), coeficiente de variagdo do grau de cinza (CV) e
diferenca do grau de cinza (Dif) (BELETTI et al., 2005, BELETTI; COSTA, 2003;
OSTERMEIER et al., 2001b).

Para a avaliagdo da cromatina (CV e Dif), foram obtidas as médias dos
valores de pixel que compunham cada uma das cabegas segmentadas. O valor
referéncia (padrédo) de coloragdo normal foi calculado por meio de selegao
automatica das seis cabegas com maior e menor intensidade de coloragdo em cada
esfregaco, e considerada a média dos valores de pixel destas cabegas (BELETTI,
COSTA, 2003). Em seguida, determinou-se para cada imagem a diferencga
porcentual do valor médio dos pixels que compdem a cabeca analisada em relacao
ao valor médio de pixels das cabegas padrao (Dif, %), indicando descompactagao.
Visando aumentar a sensibilidade da analise, foi calculado também o coeficiente de
variagdo do grau de cinza (CV, %), que indica heterogeneidade na coloragado da
cromatina. Dessa forma, cabegas com regides intensamente coradas intercaladas
por regides pouco coradas, que resultariam em menor média de diferenga do grau
de cinza, podem ser adequadamente avaliadas.

Para eliminar variaveis como espessura da lamina, volume de liquido seminal
e ajustes microscoépicos, determinou-se que cabegas espermaticas com diferenca
porcentual (Dif) maior que 2,0% e/ou coeficiente de variacdo do grau de cinza (CV)
maior que 5,0% apresentam anormalidades na cromatina. Cabegas que se
encontram dentro dessa classificagdo, mediante observacéo visual poderiam ser
classificadas como positivas devido a maior intensidade de coloragdo (BELETTI;
COSTA; GUARDIEIRO, 2005).

5.2.3. Deficiéncia de protamina na cromatina espermatica pela Cromomicina A3
(CMA3)

Para avaliar o conteudo de protaminas no DNA espermatico, foi utilizado o
corante cromomicina A3 (CMA3) (Sigma, St. Louis, MO, E.U.A), que compete pelos
mesmos sitios de ligacdo de protaminas, fluorescendo quando ligado ao DNA
(IRANPOUR et al., 2000; DE IULIIS et al.,, 2009). Os resultados obtidos pela
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utilizacdo desta técnica permitem avaliar se a substituicdo de histonas por
protaminas foi uniforme.

O protocolo de coloragao por CMA3 para analise pelo método da citometria
de fluxo foi modificado para um ensaio misto utilizando tubos (etapas iniciais) e
microplacas (96 pocgos, fundo em U; para etapa final de coloragdo) a partir dos
ensaios inicialmente descritos por Simdes et al. (2009) e Tavalaee et al. (2010).

Para cada amostra foram realizados dois tratamentos: (1) chamado aqui de
FP, para avaliar o indice de protaminacdo, onde a amostra passava por fixagcao
(Carnoy), seguida de permeabilizagdo da membrana plasmatica (PBS+Triton X-100
0,1%), com o intuito de promover apenas o enfraquecimento das ligagdes
dissulfidicas entre protaminas e facilitar o acesso do CMA3 a cromatina, e o
tratamento correspondente ao controle positivo (2), denominado DTT (Apéndice A),
no qual a amostra foi fixada, permeabilizada e tratada com ditiotreitol (DTT) para
remogdo de protaminas (SIMOES et al., 2009). A descricdo do tratamento para
avaliar o indice de protaminagao segue descrita a seguir.

Tratamento FP: 25 yL da amostra foram fixados em 7,5mL de Carnoy livre de
cloroformio (3 partes de metanol e 1 parte de acido acético) adicionados em vortex
velocidade 4, incubados por 10 minutos em temperatura ambiente e centrifugados a
3.074g por 15min/ 4°C. Ap6s desprezar o sobrenadante, a amostra foi lavada com
2mL de PBS 1X, e o pellet ressuspendido em 0,6mL de PBS + Triton 0,1%, onde
incubava por 15min/37°C. A amostra permeabilizada foi centrifugada a 3.074g por
15 minutos/4°C, o sobrenadante desprezado e seu conteudo ressuspendido em 90
pl de PBS 1X. Dessa amostra, transferia-se 30ul para microplacas com fundo em U,
onde incubavam por 60 minutos a temperatura ambiente abrigadas de luz com a
solucdo de coloracdo de CMA3 (0,0125mg/mL) em tamp&o Mc llvaine’s (17 mM
acido citrico, 164 mM Na,HPO, e 10mM MgCI,6H20; pH 7.0). Apds periodo de
incubacdo, as amostras foram lavadas (2.562g por 10min/4°C) com 150ul de PBS
(1x). O conteudo celular foi ressuspendido em 200uL de PBS e transferido para
tubos de citometria.

As amostras contendo a suspensao celular foram submetidas ao procedimento
de aquisicdo de dados em citdbmetro de fluxo. A aquisicdo dos dados (10.000

eventos) foi realizada com laser de excitacdo de 405nm e emissdao de 605nm em
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citbmetro de fluxo - BD LSR Fortessa (BD Bioscience, San Diego, CA, USA),

t™ e a analise dos resultados foi realizada no

utilizando o software do CellQues
software FlowJo™. A Figura 2 ilustra a sequéncia de procedimentos para a analise
da protaminagdo espermatica através da marcagdo com CMAS3, empregando o
software FlowJo™ A analise consistiu na selecdo da populacdo celular de interesse
baseada em aspectos morfométricos, realizada através de graficos de distribuicao
pontual de area da granulosidade (SSC-A) versus altura da granulosidade (SSC-H)
(Figura 2A). Apos a selecgao da regiao de interesse (R1), foram construidos graficos
de area do tamanho (FSC-A) versus area da granulosidade (SSC-A) (Figura 2B).
ApOs a selegao da regido de interesse (R2), foi construido histograma com numero
de espermatozoides versus Qdot 605-A (CMA3) (Figura 2C) onde foi obtida a média

geométrica da intensidade de marcagao do CMAS3.
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Figura 2. llustracdo de procedimentos para analise do indice de protaminagao da cromatina
espermatica através da marcacdo com CMA3. A) Perfil da distribuicdo celular considerando
area da granulosidade (SSC-A) versus altura da granulosidade (SSC-H) para selecao da
populacao de interesse (R1). B) Perfil da distribuicdo celular considerando tamanho (FSC-A)
versus granulosidade (SSC-A) para selecao da populagao de interesse (R2). C) Histograma
unidimensional de fluorescéncia do CMA3 avaliada em Qdot 605-A e quantificacido da
intensidade de fluorescéncia (IF) do CMA3 na populacio de espermatozoides.
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5.3. Avaliacao de caracteristicas reprodutivas dos touros

As avaliagdes a seguir fizeram parte da Prova de Pré Selecdo de touros para
Teste de Progénie. O objetivo dessas avaliagbes foi identificar em jovens
reprodutores Gir leiteiro caracteristicas desejaveis quanto a reprodugdo e

funcionalidade, garantindo a vaga dos melhores animais no Teste de Progénie.

5.3.1. Fertilidade

O touro tem maior impacto na eficiéncia reprodutiva de um rebanho, pois deve
atender um maior numero de fémeas. Neste sentido, torna-se imprescindivel
eliminar riscos de subfertlidade ou infertilidade junto aos touros melhoradores.
Dentro de fertilidade foram avaliados: aspectos clinicos, qualidade espermatica a
fresco e descongelada, mensuragdo de perimetro escrotal e libido. Teste de
congelabilidade e avaliagdo da libido receberam destaque especial na avaliagao.
(EMBRAPA, 2017).

A avaliacao da libido se baseou no comportamento sexual de touros diante de
fémeas em cio. Para isso, cada touro foi colocado em curral de 400 m? durante vinte
minutos com dez fémeas, estando pelo menos quatro no cio, e seu desempenho

classificado de questionavel (0-1) a excelente (5-6).

5.3.2. Classificacao Androlégica por Pontos (CAP)

A avaliacao do potencial reprodutivo foi baseada na classificagdo androldgica
por pontos de acordo com Vale Filho, 1997. Nessa classificacdo, os animais sao
avaliados e pontuados levando-se em consideracdo a circunferéncia escrotal
relacionada a idade, morfologia (defeitos maiores e defeitos totais) e a motilidade
espermatica (de massa, 0-5; individual, %). Animais com CAP maior que 70 pontos

foram considerados aptos.



Excelente Bom Regular Fraco
Motilidade espermatica
De massa (0-5) Vigor 5 Vigor 4-5 Vigor 4 Vigor 3 (0-3)
Individual (%) Acima 70% 60-70% 50-60% Abaixo 50%
Total de pontos 20 12 10 3
Morfologia espermatica
Defeitos maiores Abaixo 10% 10-19% 20-29% Acima 29%
Total de defeitos Abaixo 25% 26-39% 40-59% Acima 59%
Total de pontos 40 25 10 3
Circunferéncia escrotal
Idade (Meses)
18-23 Acima 30 cm 26-30 cm Abaixo 26 cm Abaixo 26 cm
24-29 Acima 34 cm 30-34 cm Abaixo 30 cm Abaixo 30 cm
30-41 Acima 36 cm 31-36 cm Abaixo 31 cm Abaixo 31 cm
42-60 Acima 38 cm 32-38 cm Abaixo 32 cm Abaixo 32 cm
>60 Acima 39 cm 34-39 cm Abaixo 34 cm Abaixo 34 cm
Total de pontos 40 24 10 10

Fonte: VALE FILHO (1997).
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Figura 3. Critérios utilizados para a avaliagdo de CAP de acordo com Vale Filho (1997).

5.3.3. indice de Classificacao de Touros (ICT)

Com o aumento da pressao de selecdo dos jovens reprodutores e escolha
dos touros que entrardo no teste de progénie, utiliza-se a metodologia de um indice
de classificacdo (ICT), onde sao atribuidos pesos especificos para cada
caracteristica avaliada, culminando em um resultado final que permite a
classificagdo destes animais (Figura 4). A caracteristica " Fertilidade" do touro é
fator limitante para o ICT, sendo classificados somente touros que alcangaram CAP

superior a 70 pontos e sémen aprovado para congelabilidade (EMBRAPA, 2017).

ICT = ((F*20)/16,66) + (L*7) + (T*10) + (TF*15) + (E*15) + (A*15) + (U*10) + (P*8)

6

Figura 4. Formula de medidas que compdem a nota do indice de classificagdo de touros
(ICT). Fertilidade (F), Libido (L), Temperamento (T) e Caracteristicas Funcionais (Tipo
Funcional (TF), Estrutura (E), Aprumos (A), Conjunto Umbigo-Bainha-Prepucio (U) e
Pigmentacao (P)). O asterisco representa a multiplicagcdo da medida pelo seu peso na
férmula em porcentagem (EMBRAPA, 2017).
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5.4. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas por meio do software Graph Pad
Prism 5.0™ (San Diego, California). Para avaliar as diferencas entre variaveis de
morfometria e compactacdo do DNA analisadas pelo Azul de Toluidina, variaveis do
indice de protaminacdo pelo CMA3, parametros fisicos convencionais de avaliagéo
seminal e caracteristicas reprodutivas, os dados foram testados quanto suas
normalidades. Dados que apresentaram distribuicdo normal foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) com medidas repetidas e suas médias comparadas
pelo teste de Tukey. Os resultados que ndo apresentaram distribuigdo normal foram
submetidos ao teste ndo paramétrica de Friedman. Para a analise de correlacdo dos
dados utilizou-se o coeficiente de correlacdo de Spearman. Se durante a analise
exploratéria dos dados alguma relagao foi identificada, realizou-se regressao linear
para determinar o valor da significancia da correlagdo da variavel em questdo em
relacdo ao tempo transcorrido durante as coletas. Os resultados obtidos foram

considerados estatisticamente significativos quando P< 0,05.

5.4.1. Redes de correlacao

Apos calculo do coeficiente de correlagcdo de Spearman, os dados foram
filtrados no Software Microsoft Office Excel™, sendo selecionados apenas os
valores estatisticamente significativos, os quais foram transferidos para uma matriz
de correlagao construida neste mesmo programa. Esta matriz, além de calcular a
intensidade da correlagdo e caracteriza-la como positiva ou negativa, também cria
tabelas para leitura no programa Cytoscape™, onde as redes de correlagdo foram
geradas e tratadas. A analise das redes de correlagao permite avaliar os dados de
forma conjunta, integrando resultados de diversas analises para a geragao de redes
de intercambio de dados. Isto significa que, apesar da subjetividade inerente a este
tipo de analise, as redes possibilitam visdo geral da interagao entre resultados de

diferentes abordagens. Nessa avaliacdo foram correlacionados dados de
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morfometria e compactacdo do DNA, deficiéncia de protamina, parametros fisicos

convencionais de qualidade espermatica e caracteristicas reprodutivas.

6. RESULTADOS

6.1. Avaliacao das variaveis em funcao da idade

Foi avaliada influéncia da idade sobre os parametros de avaliagdo do DNA
espermatico como morfometria e compactagao/integridade da cromatina (azul de
toluidina) e deficiéncia de protamina (CMAS3), assim como parametros fisicos e
convencionais de avaliagao seminal e caracteristicas reprodutivas dos touros.

As variavies: area, perimetro, largura, comprimento, FO, F1, F2, DIF
(diferenga do grau de cinza), FP (amostra fixada e permeabilizada para CMAS3:
indice de protaminagao), motilidade, defeitos maiores, defeitos menores, defeitos
totais, defeitos de cabeca totais e indice de classificagdo de touros nao
apresentaram diferencga significativa (P > 0,05) entre os grupos de idade.

As variaveis que apresentaram diferenga significativa (P < 0,05) entre os
grupos de idade foram: heterogeneidade na compactagdo de cromatina (CV),
Fertilidade e CAP (Classificagdao Androldgica por Pontos).

Animais do grupo jovem apresentaram maior valor percentual para a variavel
de coeficiente de variagao do grau de cinza (CV) que animais do grupo jovem adulto,
indicando que espermatozoides desse grupo tiveram a cromatina compactada de
forma mais heterogénea. A avaliagdo conjunta dos valores de Dif e CV indica
alteracao de cromatina (Dif > 2 e/ou CV > 5) apenas no grupo jovem. O grupo jovem
adulto por sua vez, apresentou melhores notas de Fertilidade e CAP que animais do

grupo adulto (Tabela 1).
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Tabela 1. Perfil encontrado na avaliagdo das variaveis em fungdo da idade (primeira
coleta) quanto a morfometria, compactagéo/integridade e deficiéncia de protamina do
DNA espermatico, parametros seminais convencionais e caracteristicas reprodutivas
de touros Bos taurus indicus da raga Gir (n=43) nos grupos: jovem (n=15), jovem
adulto (n=16) e adulto (n=12).

GRUPOS
, 4 (Idade, meses)
VARIAVEIS JOVEM
JOVEM ADULTO ADULTO
(18,5-24,7) (25.2-28.6) (29,1-42,0)
Area (mm?) 80,04+2,41 76,56+1,40 78,30+2,46
Perimetro (mm) 632,60+7,96 620,50+5,66 633,80+8,02
[+
._§ Largura (mm) 124,40+2,64 121,30+1,49 122,70+2,28
E Comprimento (mm) 238,70+2,53 234,90+2,13 239,60+4,58
(=
% FO 1.201,00+29,84 1.177,00+25,03 1.220,00+29,34
:; F1 125,30+7,31 121,20+8,26 135,90+8,82
< F2 112,60+5,28 104,30+3,38 105,30+4,37
CV (%) 2,52+0,31° 1,75+0,10° 2,04+0,25%
DIF (%) 2,54+0,30 1,90+£0,09 1,92+0,14
2
= FP 4.686,00:488,10 4.281,00+305,50 4.624,00+:544,00
&)
= Motilidade (%) 59,33+5,02 65,00+4,56 61,67+6,84
E Tg DM (%) 3,83+0,77 4,53+1,15 2,83+0,66
=}
3 'g Dm (%) 6,03+1,32 6,71+2,17 7,0443,06
22 DT (%) 9,87+1,69 11,2542.73 9,96+2.90
E S DeT (%) 1,53£0,55 1,93£0,61 1,04£0,43
Concentracao 278,80+40,93 540,50+150,50 534,20+170,70
g 3 Fertilidade 82,2042,56" 87,27+2,05° 77,60+2,74°
3 2 ICT 72,2242,09 75,8343,23 72,17+3,44
g &
S & CAP 81,71+1,76™ 83,64+3,92° 76,82+3,16°

#Dados estio expressos em média + erro padrdo da média. *° Letras diferentes na mesma linha
diferem estatisticamente pelos testes de Tukey e Friedman (P<0,05). CV (coeficiente de
variagdo do grau de cinza), Dif ( diferenga do grau de cinza), FO-F2 (Descritores Fourier de
Amplitude Harménica), FP (indice de protaminagdo), DM (Defeitos Maiores), Dm (Defeitos
Menores), DT (Defeitos Totais), DcT (Defeitos de Cabega Totais), Concentragdo (x10°
espermatozoides/mL), Fertilidade (0-100), ICT (indice de Classificagdo de Touros, 0-100), CAP
(Classificagao Androldgica por Pontos, 16-100).
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6.1.1. Correlacdes dos parametros analisados em funcao da idade

Sob visdo panoramica das redes de correlagdes geradas (Figura 5) foi
possivel observar que o padrao e intensidade das correlagdes variam bastante de
acordo com o grupo de animais. O grupo jovem promoveu a formacéo de rede mais
complexa e com maior numero de correlagdes entre variaveis do azul de toluidina e
parametros fisicos convencionais de qualidade espermatica, correlacbes essas em
sua maior parte positivas de intensidade moderada. No grupo de animais jovens
adultos, a analise de deficiéncia de protamina da cromatina espermatica passa a se
correlacionar com os parametros fisicos convencionais de qualidade espermatica e
com as caracteristicas reprodutivas. O grupo de animais adultos, apresentou maior
envolvimento de correlagdes positivas fortes entre parametros fisicos convencionais
de qualidade espermatica e caracteristicas reprodutivas.

Todas as faixas etarias apresentaram correlagdo positiva do grau de
heterogeneidade com varidveis morfométricas como area (r = 0,53), perimetro (r =
0,49), largura (r = 0,51), comprimento (r = 0,52) da cabega espermatica e descritor
Fourier de amplitude harménica F2 (r = 0,50) e Dif (r = 0,73). No grupo adultos, a
avaliacdo de deficiéncia de protamina correlaciou-se negativamente com

classificagado androlégica por pontos (r = -0,74).
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Figura 5. Rede de correlagdes dos parametros avaliados em fungédo da idade na primeira
coleta. Grupo Jovem (n=15), grupo Jovem Adulto (n=16) e grupo Adulto (n=12). Para
analise comparativa observacional foram construidos conjuntos de variaveis, sendo eles: 1-
Compactacgéo/Integridade do DNA e Morfometria espermatica (A (Area), P (Perimetro), L
(Largura), C (Comprimento), CV (Coeficiente de variagcao do grau de cinza), DIF (Diferenga
do grau de cinza), 2 — Deficiéncia de protamina (indice de protaminacdo-FP), 3-
Parametros fisicos convencionais de qualidade espermatica (MOT (Motilidade), DM
(Defeitos Maiores), Dm (Defeitos Menores), DT (Defeitos Totais), DcT (Defeitos de Cabega
Totais), CONC (Concentracdo)) e 4- Caracteristicas reprodutivas (ICT (indice de
Classificagéo de Touros), CAP (Classificacdo Andrologica por Pontos) e Fertilidade (Fert)).
Correlagdes foram consideradas moderadas quando 0.36 > r < 0.67 e fortes quando r >
0.68. Correlagdes fracas nao estao representadas na figura.

6.2. Avaliacao das variaveis em funcao do tempo transcorrido entre as quatro

coletas mensais (5 meses)

6.2.1. Avaliacao de deficiéncia de protamina da cromatina espermatica com

Cromomicina A3

Espermatozoides do grupo jovem apresentaram maior intensidade de
fluorescéncia, logo, maior deficiéncia de protamina (pior qualidade do

empacotamento da cromatina) na primeira e quarta coletas (P<0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2. Perfil de ligagdo de Cromomicina A3 (CMA3) em espermatozoides de
touros Bos taurus indicus da Raga Gir em quatro coletas mensais (C1 a C4). Jovem
(n=12), Jovem Adulto (n=13) e Adulto (n=13).

VARIAVEIS# Coletas Mensais

JOVEM FP 5.111£619° 3.844+196" 3.529+141° 4388171
(18,5-24,7)

JOVEM

ADULTO FP 4.429+364 4.530+547 4.157+264 4.356+271
(25,6-28,6)
ADULTO FP 4.490+634 7.598+2.318 3.719+159 4.522+305
(29,1-42,0)

#Dados estdo expressos em média + erro padrdo da média da intensidade de fluorescéncia
de marcacdo com CMA3. Valores obtidos em citbmetro de fluxo FORTESSA
(exc:405nm;em:605nm). 2° Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (P<0,05). FP (Indice de Protaminagao).

6.2.2. Anadlise dos parametros fisicos convencionais de qualidade
espermatica

A avaliagdo morfologica indicou que em touros jovens a porcentagem de
Defeitos Maiores foi menor na segunda coleta em relagdo a primeira. No grupo
jovem adulto, a porcentagem de Defeitos Menores sofreu redugéo entre a primeira e
terceira coletas. Em relacdo aos Defeitos Totais, a primeira coleta do grupo jovem
apresentou a maior porcentagem de defeitos, enquanto que no grupo jovem adulto a
porcentagem oscilou, reduzindo significativamente da primeira para segunda coleta,
voltando a aumentar na terceira. Apenas o grupo adulto apresentou diferenga para
Defeitos de Cabeca Totais, tendo o porcentual aumentado da terceira para quarta
coleta. Motilidade e concentracdo ndo apresentaram diferenca significativa entre
coletas em nenhum dos grupos (Tabela 3).
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Tabela 3. Parametros fisicos convencionais de qualidade do sémen de touros Bos
taurus indicus da Raga Gir (n= 38) em Quatro Coletas Mensais (C1 a C4). Jovem
(n=12), Jovem Adulto (n=13) e Adulto (n=13).

Coletas Mensais

VARIAVEIS *
C1 C2 C3 C4
Motilidade (%) 63,33+7,45 66,67+2,36 66,67+2,89 76,67+3,33
DM (%) 3,89+0,82° 0,78+0,50° 1,39+0,31% 3,11£1,01%®
E g Dm (%) 5,72+1,41 2,17+0,55 2,7840,58 1,78+0,64
2 2 DT (%) 9,67+2,00° 3,00+0,70° 4,17£0,55 4,89+1,27°
=T DcT (%) 1,39+0,62 0,00+0 0,17+0,17 2,06+0,96
Concentragéo 269,80+50,3 413,70+113,10 468,80+139,80 238,20+36,44
o | Motilidade (%) 64,55+6,38 55,45+5,78 59,09+7,44 62,73+7,64
= DM (%) 4,21+1,51 0,87+0,25 1,54+0,46 4,25+1,48
2a
% £ Dm (%) 7,17+2,85° 1,42+0,29° 5,58+1,85° 3,50+0,84%
= z DT (%) 11,4243,60° 2,29+0,44° 7,12+1,74° 7,75+2,20®
E - DcT (%) 1,37+0,52 0,08+0,08 0,12+0,09 1,37+0,51
=4 Concentragio 599,50+181,40 729,20+169,20 740,90+128,50 329,40+75,25
Motilidade (%) 64,55+5,62 57,2746,75 66,36+2,79 63,64+5,76
o DM (%) 2,3620,60 2,27+1,21 1,45+0,67 2,91+0,69
z 5 Dm (%) 7,59+3,38 4,41£2,32 3,41+£0,72 2,14+0,61
E X DT (%) 10,05+3,27 6,68+3,51 4,95+0,88 5,04+1,02
< DcT (%) 1,19+0,43% 0,15+0,10® 0,000° 2,55+0,71°
Concentragio 494,40+162 346,00+65,93 417,50+105,60 437,80+75,34

#Dados estdo expressos em média + erro padrdo. *°° Letras diferentes na mesma linha
diferem estatisticamente pelos testes de Tukey e Friedman (P<0,05). DM (Defeitos
Maiores), Dm (Defeitos Menores), DT (Defeitos Totais), DcT (Defeitos de Cabeca Totais),
Concentragdo (x10° espermatozoides/mL).
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6.2.3. Avaliacao da condensacao/integridade da cromatina e morfometria da

cabeca espermatica com Azul de Toluidina

Os resultados da técnica do azul de toluidina para avaliar
condensacgaol/integridade da cromatina e morfometria da cabega espermatica néo
apresentaram diferenga (P<0,05) ao longo das coletas, em nenhum grupo de idade.
Entretanto, a avaliagdo conjunta dos valores de Dif e CV (Dif > 2 e/ou CV > 5%)
indica que apenas o grupo jovem apresentou alteragdo na compactagdo da

cromatina, tendo esta ocorrido em todas as coletas (Tabela 4).
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Tabela 4. Dados de morfometria e caracteristicas de compactacao/integridade da
cromatina avaliados pelo método Azul de Toluidina em espermatozoides de touros Bos
taurus indicus da Raca Gir (n=38) em Quatro Coletas Mensais (C1 a C4). Jovem (n=12),
Jovem Adulto (n=13) e Adulto (n=13).

Coletas Mensais

VARIAVEIS”
C1 C2 C3 C4
Area (mm?) 79,98+2,22 82,27+3,21 83,12+3,30 85,19+2,61
Perimetro (mm) 631,70+7,51 638,70+£11,21 640,20+£12,05 648,10+8,77
Largura (mm) 124,50+2,23 128,00+3,06 128,50+3,11 130,40+2,53
= 5 Comprimento (mm) 238,10+2,28 239,10+3,61 239,60+4,01 242,50+3,08
E E FO 1.190,00+28,12 1.192,00+31,12 1.193,00+39,36 1.210,00+30,67
2 g F1 124,80+5,39 129,30+7,03 132,10+8,67 131,70+5,39
F2 113,60+5,31 116,70+6,74 123,00+6,81 121,20+5,33
CV (%) 2,46+0,33 2,40+0,36 2,58+0,50 2,90+0,53
DIF (%) 2,38+0,25 2,87+0,51 3,15+0,59 3,09+0,58
Area (mm?) 76,75+1,51 78,74+2,30 79,36+2,68 80,64+2,23
o Perimetro (mm) 577,20+43,18 624,40+7,77 629,60+7,84 630,30+7,74
: _ Largura (mm) 121,60+1,55 124,20+2,61 125,40+2,96 126,60+2,59
g :; Comprimento (mm) 234,60+2,04 234,80+2,55 236,00+2,52 235,90+2,63
< S FO 1.172,00+23,10 1.145,00+27,62 1.154+26,39 1.150,00+29,58
5 g F1 120,60+9,53 120,50+7,96 120,10+7,28 120,40+8,18
S F2 106,40+3,83 110,90+5,83 113,20+7,16 114,40+5,21
= CV (%) 1,78+0,12 1,80+0,12 2,57+0,46 2,41+0,65
DIF (%) 1,94+0,11 1,94+0,18 1,9140,20 1,83+0,13
Area (mm?) 78,9342.43 74,26+1,88 78,66+2,26 79,10+2,59
Perimetro (mm) 636,60+7,85 614,40+8,37 622,40+5,98 631,00+9,16
Largura (mm) 123,30+2,18 119,90+1,87 123,80+2,40 124,80+2,34
g fa Comprimento (mm) 240,60+4,31 232.40+2.91 234,80+2,04 236,80+3,04
= FO 1.227,00+27,86 1.155,00+28,95 1.149,00+20,75 1.185,00+29,52
% g F1 137,00+8,18 125,80+9,31 122,00+4,54 137,30+9,04
F2 106,50+4,21 101,10+3,31 113,50+4,47 113,10+4,83
CV (%) 2,36+0,39 2,04+0,22 1,86+0,17 1,84+0,17
DIF (%) 1,93+0,14 1,89+0,09 2,00+0,26 1,96+0,21

# Dados estdo expressos em média * erro padrdo da média. Nao houve diferenca significativa ao
longo das coletas pelos testes de Tukey e Friedman (P<0,05). FO-F2 (Descritores Fourier de
Amplitude Harmonica), CV (coeficiente de variagdo do grau de cinza), Dif (diferenca do grau de
cinza).
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6.2.4. Correlacao das variaveis em relacao ao tempo transcorrido durante as
coletas

Algumas variaveis referentes a morfometria (Azul de Toluidina), mostraram
ser influenciadas significativamente pelo fator tempo (P < 0,05), tendo estas
apresentado padréo crescente ao longo das quatro coletas. Tal achado indica que o
tempo transcorrido entre a primeira e quarta coleta foi determinante para a forma
como determinadas variaveis se comportaram. No grupo jovem tais variaveis foram:
area, perimetro e largura, e no grupo jovem adulto: area, descritor Fourier F2 e
largura. Variaveis morfométricas do grupo Adulto ndo apresentaram influéncia (P >
0,05) (Figura 4).
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90 Y = 1,648*X + 78,52 700 Y =5,070*X + 627,0 1354 Y = 1,820%X + 123,3
S 854 g 6801 F 1304
= = = .
S o 660 s
S 80 < £ 125 é
= £ 640 )
-< ;: ;
> = 120
751 A 620
70 . . . - . 600 T T . T v 115
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Coletas Coletas Coletas
D R square = 0,9579 E < F
square =5 > R square = 0,9255 R square = 0,9571
90+ Pvalue = 0,0213 125 - P value = 0,0380 135 - P value = 0,0217
Y= 1,229*X +75,80 Y =2,630*X + 104,7 Y = 1,620X + 1204
- 120
& 85- E 130
g E 3
2 S 1154 -
T 80+ et 5 1254
E & 110 . §o
«< ]
4 Y - 4
& 1051 120
70 v v v . . 100 . - . . ] 115
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Coletas Coletas Coletas

Figura 6. Correlacdo linear entre variaveis e as quatro coletas mensais (C1 a C4) avaliada em
touros Bos taurus indicus da Raca Gir (n= 38). Jovem (n=12) e Jovem Adulto (n=13). Os
graficos A, B e C correspondem as variaveis do grupo jovem: area, perimetro e largura. Os
graficos D, E e F sao referentes ao grupo jovem adulto: area, largura e descritor Fourier F2.
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7. DISCUSSAO

Neste estudo foram utilizados animais Bos taurus indicus da raga Gir de alto
mérito genético, com idade entre entre 18 e 42 meses, estando parte deles
compreendidos em faixa etaria (18-24 meses) que ja foi descrita como inicio de pos
puberdade para touros mesticos de clima tropical (FORTES et al.,, 2012). Dentro
desse contexto, parte dos animais aqui avaliados ainda esta passando por
amadurecimento sexual, ndo tendo atingido plenitude de seu potencial reprodutivo.
A literatura indica que a progressdo da idade possui relacdo direta com
caracteristicas como qualidade espermatica (MARTINS et al., 2011) e integridade da
cromatina (EVENSON et al., 2011). Desta forma, hipotetizamos que touros mais
velhos da nossa amostragem apresentariam maior amadurecimento tanto nas
avaliacbes de caracteristicas seminais convencionais, quanto em caracteristicas
relacionadas a compactagao/integridade, qualidade do empacotamento da cromatina
e morfometria espermatica.

Dentre as avaliagbes das variaveis em fungcdo da idade realizadas no
presente estudo, diferencas significativas foram encontradas para o coeficiente de
variagao do grau de cinza (CV) pela coloragédo com Azul de Toluidina, caracteristicas
reprodutivas de Fertilidade e Classificagdo Andrologica por Pontos (CAP).

De acordo com classificagdo estabelecida por Beletti, Costa e Guardieiro
(2005), amostras que apresentam diferenga do grau de cinza (Dif) > 2.0 e/ou CV >
5.0, possuem alteragdo na compactagcao e integridade da cromatina espermatica.
Neste experimento foi possivel observar que os touros jovens (18,5 - 24,7 meses)
apresentaram menor capacidade de compactar cromatina (CV= 2,5210,31; Dif=
2,5410,30), ou seja, foram imaturos para essa caracteristica, diferente de touros dos
grupos jovem adulto (CV= 1,75+0,10; Dif=1,90+£0,09) e adulto (CV= 2,04%0,25; Dif=
1,92+0,14), que por sua vez, mostraram-se maduros.

Diferente de estudo realizado em galos (RODRIGUES; ROCHA; BELETTI,
2009), encontramos correlagdes entre CV e variaveis morfométricas, como area,
perimetro, largura, comprimento e amplitude harménica F2 em todos os grupos de
idade. Isto indica que, embora nado se tenha evidenciado diferengas significativas na

avaliacdo morfométrica, que a compactacdo da cromatina influenciou tanto no
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formato do nucleo, quanto na cabega espermatica como um todo, conforme descrito
por diversos autores (KIPPER et al., 2017; BELETTI; COSTA; GUARDIEIRO, 2005;
OSTERMEIER et al., 2001a). Além disso, todas as faixas etarias deste experimento
apresentaram forte correlacéo entre a variavel de heterogeneidade (CV) e a variavel
indicativa de descompactacdo (Dif), revelando que nesta amostragem,
anormalidades na condensag¢do da cromatina foram na maior parte heterogéneas.
Anormalidades de condensacao sem consequéncias no tamanho da cabega séo
justificadas pela ocorréncia de pequenas alteragbes de protaminas ou proteinas
estruturais, que podem levar a imperfei¢des na ligagdo protaminas-DNA. Mesmo
protaminas normais podem se ligar de forma inadequada, o que facilita a ligagdo do
corante aos grupos fosfatos do DNA (BIANCHI et al., 1996). A ocorréncia desse tipo
de anormalidade ressalta a necessidade de associacdo de avaliagbes relativas a
cromatina com avaliagdes morfométricas (BELETTI; COSTA; GUARDIEIRO, 2005).
A pontuacédo para CAP no presente estudo (jovem = 81,71; jovem adulto =
83,64; adulto = 76,82) apresenta-se inferior aos resultados de Lopes et al. (2016)
para touros Bos taurus indicus com idades entre 21 e 27 meses (91,29). Este autor
justificou seus resultados superiores pelo fato de seus animais serem descendentes
de rebanhos submetidos a forte pressdo de selecdo para caracteristicas
reprodutivas, o que favoreceu o descarte de animais com baixa e reduzida
capacidade. Assim como na CAP, todos os grupos se mostraram aptos para
Fertilidade (jovem = 82,20+2,56; jovem adulto = 87,27+2,05; adulto = 77,60+£2,74).
No entanto, os resultados destes parametros foram contrarios aos esperados, tendo
0 grupo adulto apresentado a pontuagcdo mais baixa, ndo sendo possivel observar
melhora na capacidade reprodutiva da amostragem dentro do periodo experimental.
A classificacdo androldgica por pontos € amplamente empregada na selegao
de animais por ser considerada boa preditora de capacidade reprodutiva (LOPES et
al.,, 2016; BARTH, 2018). Existem variacbes metodoldgicas para classificagdo de
touros Bos taurus taurus (CHENOWETH, 1980) e Bos taurus indicus (FONSECA,;
SANTOS; MALINSKY, 1997), porém, a medida de circunferéncia escrotal é fator
sempre destacado devido a sua correlagao direta com fertilidade (BARTH, 2018;
LOPES et al.,, 2016; MENON et al., 2011). Fortes et al. (2014) correlacionaram

positivamente circunferéncia escrotal e indice de protaminacéo, de forma que maior
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circunferéncia escrotal se associa a maior conteudo de protamina. Apesar dos
resultados aqui encontrados na avaliacdo do indice de protaminagdo (CMA3) ndo
terem diferido entre os grupos de idade, eles apresentaram forte correlagdo negativa
com CAP no grupo adulto. A interpretacdo desses achados indica que nessa faixa
etaria (29,1-42,0 meses) possivelmente a avaliagdo por CMA3 pode ser método
preditor de classificagcdo dos animais quanto ao seu potencial de fertilidade.

O confinamento dos animais na fazenda experimental comegou em média 28
dias antes da primeira coleta. Para isso, os touros foram transportados de suas
propriedades de origem, divididos em lotes, além de passar por adaptagao as novas
condicdes de manejo. Estudos mostram que transporte e adaptagdo a novo
ambiente sdo fatores desencadeadores de estresse em touros jovens, e que estéo
associados a aumento de cortisol (MACKENZIE et al., 1997; GUPTA et al., 2007;
SPORER et al.,, 2007; RAZZUOLI et al., 2016; STRADAIOLI et al., 2017).
Glicocorticoides possuem acdo a nivel de npituitaria e testiculo, suprimindo a
secrecdo de testosterona. Privagdo de andrégenos levam a morte celular
programada no epitélio seminifero, e ocasionam danos ao DNA espermatico (EL-
FAKAHANY; SAKKAS, 2011). No presente estudo, apenas o grupo jovem
demonstrou oscilacdo dos resultados na intensidade de fluorescéncia do CMA3 ao
longo das coletas. Acreditamos que o valor do CMA3 da primeira coleta (5.111+619)
pode ser resultado do estresse vivido por esses animais no periodo que precedeu o
inicio das coletas.

Sabe-se que estresse térmico € um dos principais fatores capazes de
interferir na espermatogénese, e consequentemente na qualidade seminal (BARTH
E BOWMAN, 1994). Falta de protaminagdo na cromatina espermatica ja foi relatada
como um dos resultados mais pertinentes do estresse térmico, afetando
principalmente células espermaticas que estdo passando por estagio meidtico e
remodelagao durante a espermiogénese (RAHMAN et al., 2011). A quarta e ultima
coleta ocorreu 56 dias apés o més de fevereiro, que apresentou a maior temperatura
(maxima de 31,5°C) de todo o periodo experimental. Ou seja, células espermaticas
que estavam em inicio de fase meidtica durante o més de fevereiro foram coletadas
na quarta coleta, onde ocorreu aumento da intensidade de fluorescéncia em relagao

ao més anterior. Touros Bos taurus taurus tendem a sofrer mais danos em relagao a
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qualidade espermatica quando submetidos a estresse térmico, do que animais Bos
taurus indicus (KOIVISTO et al., 2009), porém, touros Nelore apresentaram reduzida
qualidade seminal apds serem submetidos a insulagdo testicular, tendo sido
observada maior incidéncia de defeitos de cabega, assim como vacuolos e
anormalidade de cromatina (FERNANDES et al., 2008).

Muitos autores ja avaliaram a qualidade do empacotamento da cromatina em
funcdo da idade em bovinos (FORTES et al.,, 2012; FORTES et al., 2014,
CARREIRA et al.,, 2017; KIPPER et al.,, 2017; BOE-HANSEN, 2018), humanos
(KUMARESAN, 2017), ratos (ZUBKOVA; WADE; ROBAIRE, 2005) e até mesmo em
galos (RODRIGUES; ROCHA; BELETTI, 2009) entretanto, os resultados muitas
vezes sdo inconsistentes. Como exemplo, o estudo realizado por Fortes et al.
(2012), que avaliou fragmentagcéo da cromatina de touros em idade pds puberal nas
faixas de 13, 18 e 24 meses de idade, através dos testes "Sperm Chromatin
Structure Assay" (SCSA) e “Sperm-bos-halomax" (SBH). Os niveis de fragmentagao
da cromatina nao sofreram reducdo com o avancar da idade como era esperado.
Por outro lado, Carreira et al. (2016) relataram redugdo na deficiéncia de
protaminagao com a progressao da idade, posto que animais do grupo jovens (1.8 a
2 anos de idade) tiveram menores indices de protaminagdo que animais adultos
(3,5-7 anos de idade) e senis (8-14,3 anos de idade), mostrando que apesar de
considerados sexualmente maduros, esses animais podem apresentar
incompeténcia quanto a integridade nuclear. Embora os estudos avaliem
caracteristicas diferentes (fragmentagcdo x qualidade do empacotamento), tais
atributos estdo relacionados, visto que menor protaminagdo leva a maior
susceptibilidade para quebra de fita do DNA.

Tais divergéncias sao frutos de diferengas entre animais e métodos de coleta
seminal (BOE HANSEN; FORTES; SATAKE, 2018) metodologia de analise
empregada, critérios de interpretacao de morfologia, equipamentos disponiveis para
analise, assim como a sensibilidade destes (BIANCHI, 1996). Ainda, inconsisténcia
dos relatos mostram que o processo de compactagdo ainda nao € totalmente
elucidado na faixa etaria que compreende o periodo pds pubere até maturidade
sexual. O resultado aqui apresentado de que apenas touros jovens apresentaram

imaturidade em relagio ao contetdo de protamina (CMA3) e
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compactacgaol/integridade (Azul de Toluidina) do DNA, ressalta ainda mais a
necessidade do entendimento desse processo nessa faixa etaria.

Ainda que variaveis morfométricas ndo tenham diferido ao longo das coletas
nem entre os grupos de idade, suas médias apresentaram padrédo crescente com o
passar do tempo nos grupos jovem e jovem adulto, de forma que a cada coleta
medidas como area e largura da cabeca do espermatozoide aumentaram. Esse tipo
de analise ao longo do tempo €, ao nosso conhecimento, pouco explorado. Galos
(RODRIGUES; ROCHA; BELETTI, 2009), touros (KIPPER et al., 2017) e porcos
(KONDRACKI; BONASZEWSKA; MIELNICKA, 2005) ja tiveram tais parametros
avaliados de acordo com a idade, sendo que destas espécies, apenas suinos mais
velhos apresentaram maior area da cabega em relagdo a animais jovens. O padréo
crescente para dimensao da cabeca aqui encontrado em animais de 18,5 - 28,6
meses de idade sugere que apesar de terem atingido maturidade sexual (MARTINS
et al., 2011), caracteristicas morfométricas ainda se encontravam instaveis e em
desenvolvimento.

Nossos achados ndao mostraram diferenga na porcentagem de defeitos
morfolégicos entre idades, diferente de outros estudos (FORTES et al.,, 2012;
KIPPER et al., 2017). Todavia, foi possivel observar que os grupos jovem e jovem
adulto apresentaram maior variagdo ao longo das coletas nas médias para
morfologia, indicando mais uma vez que o0s animais estavam estabelecendo
capacidade de organizacéo para determinadas caracteristicas de qualidade seminal.
Apesar do padrao encontrado, todos os grupos apresentaram baixo percentual de
defeitos, por serem animais de genética altamente selecionados, mantidos em boas
condi¢cbes de manejo.

A rede de correlagdes elaborada para avaliar a dinamica entre os testes
realizados de acordo com os grupos de idade claramente ilustra que alguns testes
correlacionaram-se mais com outros dependendo da faixa etaria. Por exemplo, as
variaveis do azul de toluidina e parametros fisicos convencionais de qualidade
espermatica correlacionaram-se de forma mais ativa no grupo jovens, enquanto no
grupo adulto, as correlagdes se concentraram mais entre parametros fisicos
convencionais de qualidade espermatica e caracteristicas reprodutivas, configurando

outro padrdo de rede. Desta forma, resultados de testes para investigacdo de
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qualidade seminal e potencial reprodutivo sofrem influéncia do nivel de maturidade
sexual em que os individuos se encontram.

Neste estudo a idade influenciou a forma como algumas variaveis se
expressaram. Variaveis relacionadas a avaliagao da cromatina mostram que animais
jovens apresentaram alteragdo de compactagéao e integridade da cromatina, e foram
susceptiveis a influéncia de fatores externos para estabilidade do conteudo de
protamina. O padrao oscilatério observado ao longo das coletas, principalmente nos
grupos jovens e jovens adultos, evidencia a necessidade de maior esclarecimento
sobre 0 momento no qual realmente sera possivel predizer o potencial reprodutivo

de touros nestas faixas etarias.

8. CONCLUSOES

No presente trabalho a idade teve influéncia quanto a compactacdo e
integridade da cromatina, assim como na deficiéncia de protamina do DNA. Apesar
da constante busca por testes capazes de predizer capacidade reprodutiva, a rede
de correlacdes indica nao existir teste especifico com esse potencial. Dado que no
grupo jovem, parametros fisicos convencionais de qualidade espermatica
correlacionaram-se de forma mais ativa com o teste do Azul de Toluidina, enquanto
no grupo adulto as correlagdes se concentraram mais entre parametros fisicos
convencionais de qualidade espermatica e caracteristicas reprodutivas. Resultados
das nossas investigagdes expressaram evidente perfil dindmico de acordo com as

diferentes fases da vida de um touro.
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Apéndice - A. PROTOCOLO CONTROLE POSITIVO - CMA3

Para o preparo do controle positivo, 25 uL da amostra foram fixados em 7.5mL
de Carnoy livre de cloroformio (3 partes de metanol e 1 parte de acido acético),
incubados por 10 minutos em temperatura ambiente e centrifugados a 3.074g por
15min/ 4°C. Apds desprezar o sobrenadante, a amostra foi lavada com 2mL de PBS
1X, e o pellet ressuspendido em 0,6mL de PBS + Triton 0,1%, onde incubava por
15min/37°C. A amostra permeabilizada era centrifugada a 3.074g por 15
minutos/4°C, o sobrenadante desprezado e seu conteudo ressuspendido em 0.6mL
de TmMMNaCIl+5mM de ditiotreitol (DTT) onde incubava por 1 hora em temperatura
ambiente. A amostra tratada com DTT era centrifugada a 3.074g por 15
minutos/4°C, o sobrenadante desprezado, e o pellet ressuspendido em 90 ul de PBS
1X. Dessa amostra, transferia-se 30ul para microplacas com fundo em U, onde
incubavam por 60 minutos a temperatura ambiente abrigadas de luz com a solugao
de coloracdo de CMA3 (0,0125mg/mL) em tamp&o Mc llvaine’s (17 mM &cido citrico,
164 mM Na2yP04 e 10mM MgCI2sH20; pH 7.0). Apds periodo de incubagao, as
amostras foram lavadas (2.562g por 10min/4°C) com 150ul de PBS (1x). O conteudo

celular foi ressuspendido em 200uL de PBS e transferido para tubos de citometria.



