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QUALIDADE ESPERMATICA E DANOS DE DNA EM ESPERMATOZOIDES
CRIOPRESERVADOS DE TOUROS NELORE JOVENS, ADULTOS E SENIS.

RESUMO - Os objetivos deste projeto de pesquisa foram testar se a qualidade
espermatica, e a integridade da cromatina sao diferentes em um grupo de touros Nelore
jovens, adultos e senis. Trés ejaculados, de 40 touros Nelore foram subdivididos em
trés faixas etérias: de 1,8 a 2 anos — Grupo Jovens, de 3,5 a 7 anos — Grupo Adultos e
de 8 a 14,3 anos — Grupo Senis. As amostras foram avaliadas quanto a motilidade, o
vigor, teste de termoresisténcia lento (TTL), analise computadorizada do movimento
espermatico (CASA), avaliagdo simultanea da integridade da membrana plasmatica e
do acrossoma, potencial mitocondrial, protaminacdo espermatica, danos de DNA
causados por radicais livres, suscetibilidade a denaturacédo da cromatina, pelos testes
“Sperm Cromatin Structure Assay” (SCSA) e laranja de acridina (AOT), e danos na
cromatina com a técnica TUNEL. Os animais jovens apresentaram valores superiores
de motilidade e vigor antes e ap0s o TTL, e maior porcentagem de células com
alteracdes morfolégicas, assim como maior porcentagem de espermatozéides com
membrana e acrossoma integros e com alto potencial mitocondrial, estes parametros
tiveram os menores indices nos animais senis (P<0,05). Nas avaliacdes da integridade
do DNA, os touros jovens apresentaram maior porcentagem de deficiéncia de
protaminacdo, enquanto os senis danos por oxidacdo. No teste SCSA os touros mais
jovens e mais idosos apresentaram maiores indices de danos na cromatina, diferindo
dos demais (P<0,05). O teste de TUNEL né&o apresentou resultados satisfatérios. Estes
resultados permitem concluir que touros jovens apresentam qualidade espermatica
superior, seguidos pelo grupo de animais adultos, e finalmente um declinio na
qualidade nos diversos parametros estudados para o grupo de animais senis. Quanto a
integridade da cromatina, os resultados indicam que 0S grupos jovens e senis sao mais
susceptiveis a danos da fita dupla de DNA, porém, nos jovens por deficiéncia de

protamina e nos idosos pelo ataque de radicais livres.

Palavras chave: DNA espermatico, idade, nelore, CMA3, SCSA, 8-OHdG.



XVii

SPERM QUALITY AND DNA DAMAGE IN YOUNG, ADULT AND SENILE NELORE
CRYOPRESERVED SAMPLES.

SUMMARY - The aims of this study were to test if sperm quality and chromatin integrity
are different in young, adult and senile Nelore Bull cryopreserved semen samples. Three
ejaculates from 40 Nelore bulls were divided by age in three groups: 1,8 to 2 years —
Young Bulls, from 3,5 to 7 years — Adult Bulls and from 8 to 14,3 years — Senile Bulls.
Samples were evaluated for: motility, vigor, slow termoresistance test (TTL),
computadorized sperm movment analyses (CASA), simultaneous evaluation of
plasmatic membrane and acrosome integrity, mitochondrial potential, sperm
protamination, DNA oxidation damages, Sperm Cromatin Structure Assay (SCSA) and
acridine orange test (AOT), and TUNEL. Young animals presented better values for
motility and vigor before and after TTR , intact membrane and acrosome and high
mitochondrial potential, but higher values for sperm defects, (P<0.05). On DNA integrity
evaluations, Young Bulls presented more protamination problems while senile bulls
guanine oxidation defects, both groups were more susceptible to DNA denaturation on
SCSA (P<0.05). TUNEL results were not satisfatory. The results indicates that Young
bulls may have a high quality sperm sample after freezing, followed by the adults and
finally there is a decrease in quality on senile bulls group, nevertheless the results would
probably not compromised the samples approval for commercial use. Regarding DNA
integrity, Young and senile bulls are more susceptible to DNA damage, nevertheless the
etiology of the damage seems to be different, by protamine deficiency in Young bulls
and by oxidation in senile animals.

Keywords: sperm DNA, age, Nelore, SCSA, CMA3, 8-OHdG.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

Introducéo

Os centros de coleta e processamento do sémen (CCPS) procuram adquirir
animais jovens e parte das atividades de selecdo desses touros com potencial
reprodutivo, incluem a colheita e avaliagdo do sémen. No entanto, sabe-se que alguns
desses animais produzem amostras seminais inferiores quanto a concentracao,
motilidade ou morfologia e que estes parametros tendem a melhorar com a idade
(KARABINUS et al., 1990; WINTER et al., 1986). Essas avaliacdes sdo importantes,
pois, a célula espermética deve apresentar uma associacdo de caracteristicas, tais
como membrana citoplasmatica integra, responsavel pela homeostase celular,
acrossoma integro, crucial para fertilizacdo do odcito e alto potencial de membrana
mitocondrial, responsavel pela producdo de adenosina trifosfato (ATP), indispensavel
para o batimento flagelar e motilidade espermatica (CELEGHINI, 2005).

A integridade do DNA é outro fator importante, uma vez que imperfeicbes na
cromatina sao incompativeis com a fertilidade (BENCHAIB et al., 2003). No entanto, sédo
raros os trabalhos que avaliam a idade do macho e a integridade da cromatina
espermatica em bovinos, grande parte da literatura disponivel se refere a outras
especies.

Ao estudar a influéncia da idade na integridade do DNA de ratos verificou-se, um
declinio da protaminacdo e reducdo da formacdo de ligacdes dissulfidicas das
protaminas em animais jovens. Concluiu-se que, apesar dos animais permanecerem
férteis, a qualidade da cromatina espermética era inferior, podendo afetar a saude de
seus descendentes (ZUBKOVA et al.,2005).

Em humanos, os estudos se concentram nas consequéncias do envelhecimento.
Muitos pesquisadores discutem as implicacées da idade em relacdo a integridade do
DNA e qualidade do ejaculado e concordam que o envelhecimento promove uma

reducdo das funcdes fisiologicas, podendo ocorrer alteracbes quanto ao balanco



oxidativo e ainda na organizacdo da cromatina dos espermatozoides (CENTOLA &
EBERLY, 1999; CHEN et al., 2003; ZUBKOVA et al., 2005). Danos no DNA das células
espermaticas tém sido associados a uma variedade de alteragbes importantes,
incluindo a infertilidade, aumento da incidéncia de abortos e um risco aumentado de
doencas na prole (AITKEN & DelULIIS, 2010).

As células germinativas masculinas parecem ser particularmente suscetiveis a
mudancas mutagénicas e pré-mutagénicas. Esta variabilidade biologica é Gtil na criagéo
da diversidade genética auxiliando o processo evolutivo, porém, também pode ser
prejudicial, pois ajuda a criar mutacdes responsaveis por doencgas, incluindo cancer e
infertilidade (AITKEN & KRAUSZ, 2001).

Os mecanismos mutagénicos envolvem erros de replicacao que estédo fortemente
correlacionados com a idade paterna. A etiologia destas quebras de fita pode envolver
recombinacdo aberrante, protaminacdo defeituosa, apoptose e estresse oxidativo
(AITKEN & KRAUSZ, 2001).

Estudos que investigaram a influencia da idade na qualidade espermaética e na
fertilidade, observaram reducéo do volume do ejaculado, da motilidade e o0 aumento das
alteracbes morfologicas do espermatozoide, ndo houve, porém, alteracdo da
concentracdo (KIDD et al., 2001; ESKENAZI et al., 2003). Estes estudos forneceram
fortes evidéncias de que espermatozoides produzidos por individuos idosos diferem
daqueles produzidos por jovens (ZUBKOVA et al., 2005).

A relativa facilidade com que estudos podem ser conduzidos em animais, quando
comparados a humanos, sugere a necessidade de expansdo neste tipo de
investigacdo. O dilema enfrentado por pesquisadores € que alguns estudos séo
eticamente impossiveis de serem realizados em reproducado humana, para garantir que
os procedimentos de manipulacdo da fertilizagdo sejam completamente seguros. Os
modelos animais podem proporcionar um passo importante nessa direcdo, lembrando
que a interpretacdo dos estudos em animais depende de um entendimento das
diferencas entre as espécies (BARRAT et al., 2010).

Ha necessidade urgente de pesquisa fundamental e de realizacdo de

experimentos utilizando modelos animais para avaliacdo de alteracbes no DNA



espermatico. Progressos nessa area dependem de investimentos de base no
entendimento das causas e consequéncias dos danos de DNA nas células
germinativas, e no desenvolvimento de testes de diagnéstico que possam ser
incorporados na avaliacao da infertilidade (BARRAT et al., 2010).

Nosso trabalho foi elaborado buscando produzir dados quanto a qualidade
espermatica e, principalmente, referentes a integridade do DNA de amostras
criopreservadas de espermatozoides de touros de diferentes faixas etarias. Essas
informagbes sé@o importantes para o entendimento da fisiologia e das alteragbes nas
diferentes idades. Tanto para as CCPS de inseminacéo artificial, que buscam animais
gue produzam sémen de alta qualidade precocemente e por muitos anos, ou ainda,

como modelo para outras espécies, direcionando pesquisas futuras.

Qualidade espermaética

Para os centros de coleta e armazenamento do sémen a producéo de doses de
sémen congelado de alta qualidade é pré-requisito para 0 sucesso na inseminacao
artificial. Para isso, os touros séo selecionados de acordo com suas caracteristicas
fenotipicas e genotipicas, fertilidade e qualidade do sémen apos congelacdo (BRITO et
al., 2002a).

Atualmente, com o desenvolvimento da biologia molecular e com a utilizacdo da
selecdo gendmica de touros de elite, os animais sédo incluidos ainda jovens nos
programas de inseminacao artificial (AL NAIB et al., 2011), sem a realizacdo de teste de
fertiidade a campo, assim a avalia¢cdo da qualidade do ejaculado desses touros € de
grande importancia.

Estudos que avaliam a influéncia da idade na qualidade espermatica se referem
principalmente a maturidade sexual, pois a idade de entrada dos touros na reproduc¢ao
sempre foi controversa, sendo que os animais de origem indiana atingem a maturidade
entre 0s 30 e 36 meses de idade (OLIVEIRA, 1999), ou segundo SILVEIRA et al.,
(2010) entre 20 e 22 meses. Fatores ambientais (KOIVISTO et al., 2009), nutricionais, a



raca e a idade do touro podem influenciar a qualidade do ejaculado (BRITO et al.,
2002b).

AHMAD et al. (2011) e BRITO et al. (2002a) observaram ejaculados com
qualidade superior quanto ao volume e concentracdo em animais adultos, porém sem
gue houvessem diferencas na motilidade, morfologia, integridade do acrossoma ou da
membrana plasmatica (AHMAD et a.l, 2011).

BHAKAT et al. (2011) trabalharam com touros de origem indiana e observaram
reducdo da qualidade espermética apds 4 ou 5 anos de idade. Esta reducdo poderia ser
decorrente de uma menor taxa de espermatogénese (KUMI-DIAKA et al., 1981), ou
ainda da maior producdo de espécies reativas de oxigénio, somada a reducdo da
capacidade antioxidante dos animais mais velhos (KELSO et al., 1997; KIDD et al.,
2001; WEIR & ROBAIRE, 2007).

Assim existe, consequentemente, grande interesse em encontrar métodos que
possam predizer o desempenho de um animal ou de seu sémen congelado, permitindo
gue amostras com fertilidade baixa sejam identificadas e removidas dos programas de
reproducédo (ZHANG et al., 1999). Para avaliar a qualidade e a capacidade fecundante
de uma amostra de sémen existem diversos testes laboratoriais, no entanto, nenhum
teste individual é capaz de predizer este potencial com seguranca, mas sim o conjunto
deles (GRAHAM, 2001; PHILIPS, 2004).

Dentre as avaliacbes tradicionais da qualidade espermética, a motilidade é
considerada uma das caracteristicas mais importantes para predizer a fertilidade do
sémen (VERSTEGEN et al., 2002). A observacédo subjetiva da motilidade € um dos
métodos de avaliacdo da qualidade espermatica apds o processo de criopreservacao
(HERMAN et al., 1996).

No entanto, a estimativa visual pode subestimar a porcentagem de
espermatozoides moveis (GARNER et al., 1997), sendo esse um dos motivos pelos
quais os sistemas computadorizados de avaliacdo do movimento espermatico (CASA)
tendem a substituir a observacéo subjetiva da motilidade (RODRIGUEZ-MARTINEZ et

al.,, 1997). O CASA é capaz de avaliar células moveis, imoveis e ainda registra suas



trajetdrias individuais (FARREL et al 1997), fornecendo dados quanto as caracteristicas
do movimento.

Alteracbes na morfologia espermatica também podem ser responsaveis pela
reducdo na porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva, como
também podem refletir alteracbes na espermatogénese e da integridade dos tubulos
seminiferos, epididimo e glandulas anexas (BARTH & OKO, 1989). A avaliagédo
morfologica do sémen tem sido correlacionada com a infertilidade e subfertilidade do
macho (PESCH & BERGMANN, 2006). LIU & BAKER (2002) descreveram que a
propor¢cédo de espermatozoides que se ligaram a zona pellicida com morfologia normal
e anormal esta fortemente relacionada as taxas de fertilizag&o in vitro.

BLOM (1973) classificou as alteracdbes morfolégicas em dois grupos, 0s
denominados defeitos maiores, aqueles relacionados com a espermatogénese, e 0S

defeitos menores.

Como ja citado anteriormente, o espermatozoide precisa apresentar uma serie
de caracteristicas para garantir a fecundacéo e fertilizacdo do odcito, dentre elas esta a
integridade da membrana plasmatica, que recobre totalmente a célula (PESCH &
BERGMANN, 2006).

A avaliacdo da membrana espermatica é um indicador importante do sucesso da
criopreservacao, uma vez que tanto a membrana plasmatica quanto a mitocondrial sdo
extremamente sensiveis as crio-injurias (THUN et al., 2002).As inumeras funcdes da
membrana citoplasmética estéo relacionadas ao metabolismo celular e manutencéo da
motilidade, capacitacdo, reagdo acrossomal, interacdes entre o0 espermatozoide e
epitélio do trato genital da fémea e interacéo com odcito (PENA et al., 2005).

A integridade da membrana plasméatica garante a manutencdo da homeostase
celular, atuando como barreira entre os meios interno e externo (AMMAN & PICKET,
1987). Em condicdes de estresse provocado pela criopreservacdo, as membranas
podem sofrer rearranjos, formando pontos vulneraveis e, com isso, induzir a excessiva
permeabilidade ou mesmo rompimento da membrana (AMANN & GRAHAM, 1993). Na



membrana espermatica, esse estresse esta relacionado a fase de transicdo dos
lipideos, a qual altera o estado funcional da membrana (HOLT et al., 1992).

O iodeto de propidio (Pl), corante fluorescente que se liga especificamente ao
DNA, ndo atravessa a membrana plasmatica integra, corando o ndcleo de células com
membrana plasmética lesada em vermelho (GARNER et al., 1986; GARNER et al.,
1988; GRAHAM et al., 1990; COELHO et al, 1995; CELEGHINI, 2005). Este corante
vem se destacando em pesquisas pela sua facilidade de preparacdo e aplicacdo da
técnica, estabilidade e eficiéncia para avaliar a membrana plasmatica, seja
isoladamente ou em associacdo a outras sondas (ARRUDA et al., 2007).0 acrossoma é
essencial para o funcionamento da célula espermatica. A capacitacdo espermatica e a
reacdo acrossomal sdo necessarias para a fecundacgédo, no entanto, esses eventos sé
devemocorrer no momento da fertilizagcdo. Consequentemente, a porcentagem de
células com acrossoma intacto e capazes de realizar a rea¢do acrossomal no devido
momento representam uma caracteristica importante do sémen (KAWAKAMI et al.,
1993).

Varios estudos relatam uma correlacdo positiva entre a porcentagem de
acrossomas intactos e a fertilidade (SAACKE & WHITE, 1972; CORREA et al., 1997).

A aglutinina de Pisum sativum (PSA), possui especificidade a glicoproteinas na
membrana acrossomal e quando conjugada ao isoticionato de fluoresceina (FITC)
marca o acrossomo lesado em verde amarelado (GRAHAM et al., 1990; CELEGHINI,
2005; AITKEN, 2006).

FARLIN et al., (1992) avaliaram a precisdo e linearidade da sonda FITC-PSA e
verificaram um aumento da porcentagem dos espermatozoides marcados com PSA
coincidente com o aumento da porcentagem de espermatozoides com acrossomo
danificado.

A integridade das mitocdndrias e seu funcionamento também fazem parte do
conjunto de fatores que indicam uma célula espermatica integra e capaz de exercer sua
funcdo. Alteracbes no funcionamento da mitocéndria podem estar relacionadas a
infertilidade (RUIZ-PESINI et al., 1998).



As mitocdndrias, exclusivamente localizadas na peca intermediaria, s&o
responsaveis pela producdo da energia necessaria para a motilidade espermatica
(GRAVANCE et al., 2000). Estas produzem energia em forma de adenosina trifosfato
(ATP) que é quebrada em moléculas de adenosina trifosfatase, liberando a energia
necessaria para a movimentacao da cauda (BARTH & OKO, 1989). Medidas da funcéo
mitocondrial podem ser alternativas Uteis para uma avaliagdo mais precisa da qualidade
espermatica (HALLAP, 2005). A sonda de iodeto de 5, 5, 6, 6’ — tetracloro - 1, 1, 3, 3’ -
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) tem sido utilizada para coloragdo diferencial
de mitocondrias com alto ou baixo potencial de membrana (GRAVANCE et al., 2000). A
sonda separa duas populagdes por cédigo de cor, mostrando mitocdndrias com alto
potencial de membrana em vermelho e marcando em verde as com baixo potencial
(CELEGHINI, 2005).

O uso da sonda JC-1 é mais vantajosa do que as Rodaminas e Carbocianinas,
pois é capaz de se ligar seletivamente a mitocéndria e as mudancas de coloracdo sao
reversiveis, do verde ao alaranjado de acordo com o aumento do potencial de
membrana acima de valores de 80 a 100mV. Esta propriedade é reversivel devido a
formacgdo de agregados na membrana polarizada que causam a mudanca da emissao
de luz de 530nm (emisséo das formas monoméricas de JC-1) para 590nm (emissao dos
J-agregados), quando excitados a 488nm. Assim, quando a coloracdo passa de verde
para laranja a membrana mitocondrial estd mais polarizada (COSSARIZZA et al.,1993;
GRAVANCE et al., 2000).

Na ultima década observou-se um grande avanco no conhecimento dos
mecanismos bioquimicos e moleculares que determinam a producdo de um
espermatozoide funcionalmente competente (AITKEN, 2006). A presente pesquisa
busca identificar testes que avaliem o maior nimero possivel de caracteristicas do

sémen, mas que também sejam de facil execucao e vidveis economicamente.

A cromatina espermatica
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Para entender os mecanismos de dano da cromatina espermatica € preciso
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antes entender como o DNA espermatico € organizado e em quais aspectos esta



organizacao se difere das células somaticas (SHAMAN & WARD, 2006). As mudancas
gue ocorrem na estrutura e fungdo da cromatina durante a espermatogénese vém
intrigando pesquisadores ha mais de um século e as diferencas entre a cromatina
espermatica e a das células somaticas eram desconhecidas até o inicio de estudos
detalhados sobre a espermatogénese e espermiogénese (BALHORN, 2011).

A cromatina espermatica se destaca por ser extremamente condensada. O DNA
da célula espermatica de um camundongo, por exemplo, é seis vezes mais condensado
do que de um cromossomo em mitose (WARD, 2011). Quando o nucleo espermético &
comparado com o de uma célula hepatica, € possivel observar que quase a totalidade
do nucleo espermatico € preenchida por DNA, enquanto na célula hepatica ele
preenche apenas parte de seu volume total (WARD & COFFEY, 1991).

Nas células somaticas o DNA é enrolado ao redor de proteinas denominadas
histonas e organizados em estruturas solendides (McGHEE et al., 1983). No entanto, o
nacleo espermatico ndo possui volume suficiente para este tipo de organizagéo
(WARD& COFFEY, 1991), consequentemente a cromatina do espermatozoide deve ser
organizada de maneira Unica, altamente condensada e compactada (SHARMA &
AGARWAL, 2011).

A compactacao da cromatina espermatica ocorre durante a espermatogénese,
onde a ceélula germinativa, geneticamente ativa, se transforma em um espermatozoide
inativo ou quiescente até a fertilizacdo do odcito. Estas mudancas sao induzidas pela
modificacdo de proteinas que se ligam e compactam o DNA, promovendo a
desprogramacao temporéaria do genoma paterno (BALHORN, 2011).

Antes da meiose, a cromatina dos espermatoécitos é estruturalmente semelhante
a das células somaticas, onde as proteinas predominantes sdo as histonas. Com o
progresso da meiose e nos primeiros estagios da espermiogénese uma série de
proteinas variantes das histonas sdo sintetizadas, algumas dessas proteinas vao ser
mantidas em pequenas propor¢cdes no espermatozoide maduro, e o restante delas €
substituida por proteinas de transicdo (BALHORN, 2011). Com o aparecimento dessas
proteinas de transicdo nas espermatides, se inicia a condensac¢do da cromatina, que

acontece no sentido da regido apical para a caudal (OKO et al., 1996). Entdo, as



proteinas de transicdo sao substituidas por proteinas de carga positiva, denominadas
protaminas (BALHORN, 2011).

As protaminas condensam a cromatina formando estruturas denominadas
tordides. BALHORN (1982) sugeriu que as argininas carregadas positivamente
presentes na protamina neutralizam os grupos fosfato carregados negativamente no
DNA, assim ndo haveria repulsdo e as fitas de DNA poderiam ser organizadas lado a
lado em um arranjo linear, como uma estrutura lamelar, permitindo a compactacédo em
um volume minimo.

Este processo, no entanto, exige que as fitas duplas de DNA sofram muitas
guebras para se reorganizarem. As quebras sdo causadas pela Topoisomerase |l beta,
gue desenrola as fitas de DNA que estavam condensadas por histonas em forma de
solenoides.Esta descondensacdo € necessaria para que as fitas de DNA sejam
reorganizadas por protaminas. Ao final deste processo de protaminac&o, que ocorre no
transito epididimario (ANDRABI, 2007), as quebras de fita do DNA causadas pela
Topoisomerase |l beta devem estar totalmente reparadas, pois, apdés novamente
compactado, o espermatozoide perde a capacidade de reparacdo e se torna quiescente
(WARD, 2011).

Esta organizacdo protege a cromatina, garante a integridade do genoma paterno
e 0 protege durante o transporte no trato masculino e feminino (OLIVA, 2006; SHARMA
& AGARWAL, 2011). Alem disso, permite que a célula espermatica tenha uma forma
hidrodindmica e pequena, facilitando o transporte no trato feminino (BALHORN, 2011).

Na maioria dos mamiferos, o nucleo espermatico contém mais de 95% de
protaminas, a porcentagem restante € de histonas. Porém, no homem este nimero se
reduz a cerca de 90% de protaminas e como este componente é essencial para a
condensacéo ideal da cromatina, a presenca de 15% de histonas no homem determina
uma cromatina mais suscetivel a decondensacdo. Ainda, o espermatozoide humano
possui dois subtipos de protaminas (P1 e P2), enquanto outras espécies, como 0S
bovinos, utilizam apenas a protamina | (P1) (VILFAN et al., 2004).

A manutencdo de alguma porcentagem de histonas na cromatina espermatica

esta associada a genes que devem ser ativados imediatamente apoés a fertilizagdo do
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oocito, inclusive genes de “imprint” paterno, indicando que estas histonas
remanescentes possam estar associadas a programacdo epigenética (BALHORN,
2011).

Resumindo, a formacdo do espermatozoide envolve uma série de mudancas
meidticas e mitbticas. Durante este processo, a substituicdo das histonas com
transcricdo de proteinas e adicdo final de protaminas leva a uma cromatina organizada
e acondicionada de maneira singular, fazendo com que o DNA espermético ocupe
qguase o volume total do ndcleo. Esta organizacdo garante que o DNA paterno seja
transportado, permite a fusdo dos genomas favorecendo o desenvolvimento
embrionario e a correta expressdo da informacdo genética (SASSONE-CORSI, 2002;
ERENPREISS et al., 2006).

Integridade da Cromatina

A integridade do DNA de espermatozoides de mamiferos é de importancia vital
para a contribuigéo paterna de um descendente normal (ANDRABI, 2007; SHIBAHARA
et al., 2003), uma vez que danos de DNA podem resultar em morte celular e na inducao
de mutacBes que podem ser transportadas para a proxima geracao ou resultar em
infertilidade do macho. Assim, a integridade do DNA se tornou importante como
indicador da qualidade do espermatozoide (HUGHES et al., 1999).

Os disturbios na integridade da cromatina sédo caracterizados pela presenca de
fraturas na banda simples ou dupla da molécula de DNA que leva a formacédo de
segmentos desnaturados (RYBAR et al., 2004).

Uma suscetibilidade aumentada a desnaturacdo demonstra heterogeneidade da
estrutura da cromatina e tem sido relacionada a distarbios na espermatogénese,
morfologia anormal (ENCISO et al., 2011), concentracdo e motilidade esperméatica
diminuidas (BENCHAIB et al., 2003), danos ao desenvolvimento embrionario e
consequente fertilidade reduzida (HALLAP, 2005). Os espermatozoides afetados
possuem a capacidade de fertilizar odcitos, mas o0 conseqgiente desenvolvimento
embrionario depende do grau de alteragdo do DNA (AHMADI & NG, 1999).
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O interesse na integridade gendémica do gameta masculino se intensificou gracas
ao aumento do uso de técnicas como a injecao intra-citoplasmatica de espermatozoide.
Nesse método e na fertilizacao in vitro (FIV) o processo de sele¢do natural, in vivo, nao
existe, gerando uma maior preocupacdo quanto a transmissdo de doencas ou
malformacdes genéticas (LEWIS & AITKEN, 2005;ERENPREISS et al., 2006; FATEHI
et al., 2006).

Em humanos (SAKKAS et al., 1999) e bovinos (ENCISO et al., 2011) a relacao
entre alteracdes nos parametros espermaticos e os danos da cromatina indicaram
problemas inerentes a espermatogénese. Segundo SAKKAS et al (1999) nesses casos
duas teorias poderiam ser aplicadas quanto a origem dos danos a cromatina nos
espermatozoides maduros.A primeira hipétese seria que as quebras realizadas pela
Topoisomerase |l beta, necessarias para protaminacdo espermatica, ndo seriam
totalmente recuperadas devido a um processo insuficiente de substituicao de histonas
por protaminas,com consequente compactacdo deficiente da cromatina. A segunda
hipotese, propde que as quebras de DNA presentes no espermatozoide ejaculado
seriam resultado de um processo semelhante a apoptose das células somaticas,
responsavel pela eliminacdo de células germinativas deficientes (GORCZYCA et al
1993; MANICARDI et al., 1995; SAKKAS et al., 1999).

Outros pesquisadores complementam e propdem que 0s danos na cromatina
podem ser induzidos por seis mecanismos principais, i) apoptose durante o processo de
espermatogénese (BENCHAIB et al.,, 2003); ii) quebras produzidas durante o
remodelamento da cromatina (TAVALAEE et al., 2009); iii) fragmentacéo pos-testicular,
principalmente induzida por espécies reativas de oxigénio (EROS); iv) fragmentagéo
induzidas por endonucleases e caspases; V) induzidas por quimioterapia e radioterapia
e vi) induzida por fatores intoxicantes ambientais (ALVAREZ, 2005; SAKKAS &
ALVAREZ, 2010).

Além desses fatores, alteracdes transitérias podem influenciar a integridade da
cromatina, tais como a temperatura (CARREIRA, 2008), criopreservacédo (BUCAK et al.,

2010; WATSON, 1995), fatores bioldgicos como infec¢cdes e doencas de transmissdo
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venérea, obesidade, diabetes, idade e fatores relacionados ao estilo de vida (no caso
de humanos), como o tabagismo (PACEY, 2010).

Em bovinos, a indlstria da inseminacdo artificial esta focada em desenvolver
métodos capazes de prever a fertilidade a campo quando o sémen congelado é
utilizado, permitindo eliminar touros com menor fertiidade da populacdo de animais
altamente selecionados (GARCIA-MACIAS et al., 2007; HALLAP et al., 2005). Apesar
do nucleo ser considerado um compartimento estavel e menos afetado pelos processos
de congelacédo e descongelacdo do que as membranas, este componente na célula
espermatica também pode ser afetado negativamente pela criopreservacdo (WATSON,
1995).

Em touros, a influéncia da qualidade da cromatina paterna ainda é controversa,
com trabalhos indicando que o desenvolvimento de embrides in vitro ndo foi
influenciado pela integridade do DNA (SIMOES, 2010), e outros concluindo que os
danos de DNA n&o afetam a fertilizacdo e sim o desenvolvimento embrionario (FATEHI
et al., 2006).

Pesquisas recentes relacionam alteracbes da cromatina a altos indices de
defeitos morfolégicos, que podem estar ligados a problemas durante a
espermatogénese (ENCISO et al., 2011). Espermatozoides morfologicamente normais
em meio a altos indices de espermatozoides alterados, podem apresentar danos na
cromatina, acarretando em baixas taxas de fertilidade in vitro (WALTERS et al., 2005).
Outros estudos demonstraram que os indices de fertilidade, tais como a taxa de néo
retorno ao estro, sdo correlacionados a danos de DNA em espermatozoides bovinos
(EVENSON, 1999; GARCIA-MACIAS et al., 2007).

Animais férteis possuem porcentagens baixas de danos de DNA (DOBRINSKI et
al., 1994: SIMOES, 2010; WATERHOUSE et al., 2010; NAJA-TRUJILLO et al., 2011),
muito inferiores as observadas em humanos (SIMOES, 2010). BALLACHEY et al,
(1987) ainda indicaram que existe muita variabilidade na estrutura da cromatina de
bovinos e que esta variabilidade estaria ligada as diferencas individuais de fertilidade.

Em touros, entre as causas ambientais de danos ao DNA, estariam o estresse

térmico, insulagdo testicular, alteragcdo na alimentacdo, doencas e idade avancada
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(SIMOES, 2010). A criopreservacao, a incubacdo do sémen in vitro e o diluidor, também
afetam a integridade da cromatina (WATERHOUSE et al., 2010; LYMBEROPOULOS;
KHALIFA, 2010) . KASIMANICKAM et al.,, (2007) sugeriram que estes danos
associados a criopreservacao estariam ligados a producdo de radicais livres e a
peroxidacao lipidica.No entanto, os mecanismos de como a criopreservacdo afetaria a
integridade da cromatina ainda nao foram estudados.

Estudos sobre a etiologia dos danos sdo escassos, uma vez que os trabalhos na
espécie bovina apenas procuram correlacionar a fertilidade do touro com os indices de
fragmentacdo de DNA (ANZAR et al., 2002; BALLACHEY et al., 1987; DOBRINSKI et
al; 1994; EVENSON, 1999; NAJA-TRUJILLO et al., 2011; RYBAR et al., 2010; SIMOES,
2010), ou com os efeitos da criopreservacdo (GONZALEZ-MARIN et al., 2011;
LYMBEROPOULOS & KHALIFA, 2010; MARTIN et al., 2004; WATERHOUSE et al.,
2010).

A idade e aintegridade da cromatina

Em 1979 a preocupacdo com o desenvolvimento sexual de touros de diferentes
racas ja era discutida na literatura, indicando que estes dados seriam importantes para
a selecdo genética de jovens reprodutores (FIELDS et al., 1979).

Como resultado dos programas de melhoramento genético, a idade da
puberdade em touros Nelore tem diminuido ao longo dos anos sendo de
aproximadamente 21 meses (DODE et al., 1989) ou mais recentemente de 15 meses
(FRENEAU et al., 2006). A avaliacdo do sémen de touros em idade precoce pode
ajudar na identificacdo de animais produtores de sémen de alta qualidade e
genéticamente superiores. Com a maturidade sexual existe uma melhora da qualidade
do ejaculado de touros Bos taurus e Bos indicus, e também de outras espécies
domesticas e selvagens (CORREA et al, 2006; JAVED et al, 2000;
LYMBEROPOULOS& KHALIFA, 2010; NOYES et al., 1996; SILVA et al., 2009). No
entanto, ndo existem estudos que investiguem a qualidade da cromatina em diferentes

idades.
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Em humanos a avaliacdo da qualidade esperméatica em individuos mais jovens
esbarra em conceitos éticos. (WALLACE et al., 2005). Apesar da quase inexisténcia de
estudos nesse grupo de idade, uma forte indicagdo do envolvimento da paternidade na
adolescéncia na qualidade da gestacdo ou na saude do neonato foi determinada por
Chen et al., (2008). Esse grupo realizou estudo restrospectivo de mais de dois milhdes
de nascimentos, fixando a idade da mée entre 20 e 29 anos, para que apenas o efeito
da idade paterna pudesse ser estudado. Mostrou-se que homens adolescentes (menos
de 20 anos de idade) apresentaram risco maior de terem filhos por parto prematuro,
pequenos ao nascimento, com “Apgar”’ baixo e maior indice de mortalidade infantil. A
associacdo de espermatozoides imaturos com o aumento dos riscos de problemas
gestacionais, possivelmente como resultado de alteragbes na placentagédo,foram
apontados como possivel causa.

Estudos da integridade da cromatina de animais jovens foram realizados em
hamsters, demonstrando que eram imaturos quanto a condensacdo da cromatina
(WEISSENBERG et al., 2009). ZUBKOVA et al., (2005) estudaram a integridade da
cromatina de espermatozoides de ratos jovens e idosos, e 0s resultados mostraram
danos semelhantes a cromatina em ambos os grupos. Porém, quando avaliada a
protaminacdo espermatica apos a exposicao as espécies reativas de oxigénio, os ratos
jovens apresentaram mais problemas de protaminacéo do que ratos idosos.

Apesar de alguns estudos abordarem a qualidade da cromatina em animais
jovens, a maior parte dos trabalhos em humanos e em modelos animais se restringe a
entender e avaliar as consequéncias do envelhecimento na qualidade espermética e na
integridade da cromatina. O decréscimo da qualidade espermatica em humanos é
continuo dos 22 aos 80 anos de idade (ESKENAZI et al., 2003) e pode estar
relacionado a um aumento da producéo de radicais livres, devido a disfuncdo da
respiracdo mitocondrial. Estas alteracdes, associadas a um declinio da producao de
anti-oxidantes ao longo do envelhecimento, induziriam o dano oxidativo
(PASQUALOTTO & PASQUALOTTO, 2011; ZUBKOVA et al., 2005; ZUBKOVA &
ROBAIRE, 2006).
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Resultados obtidos da avaliacdo da integridade da cromatina por diferentes
métodos em humanos, como por exemplo, o Cometa neutro (SINGH et al 2003) e
SCSA (SPANO et al., 1998; WYROBEK et al 2006; ZUBKOVA et al.,, 2005)

demonstraram o declinio da integridade da cromatina com o envelhecimento.

Métodos de Avaliacdo da Integridade da Cromatina Espermaética

Alguns testes identificam formas especificas de danos a cromatina, como a
Cromomicina A3 (CMA3), que identifica deficiéncias de protaminacdo (BIANCHI et al
1993) ou ainda que demostram a formacdo de um aducto de DNA, a 8-hidroxi-2'-
deoxiguanosina (8-OHdG), resultado do atague oxidativo a cromatina espermatica
(BARRAT et al., 2010)

Os métodos mais utilizados para a avaliagdo da cromatina sdo o “terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick end labeling” (TUNEL) e o “sperm chromatin
structure assay” (SCSA). Ambos avaliam a fragmentacdo ou dano no DNA espermaético,
apesar de algumas diferencas técnicas entre eles (BARRAT et al., 2010; DUNGUN et
al., 2011).

Avaliacao da Protaminacédo Espermatica (CMA3)

Como discutido anteriormente, o DNA espermatico, que ocupa quase 0 volume
total do ndcleo, € organizado de forma especifica mantendo a cromatina compacta e
estavel. Para alcancar este estado de condensacdo Unico, o DNA espermatico se
organiza de maneira diferente das células soméaticas, mudando sua composicdo de
uma estrutura composta exclusivamente por histonas, para um complexo heterogéneo
de histonas e principalmente protaminas (DADOUNE, 2003).

Esta organizacdo garante que o DNA paterno seja transportado e permite a
fusdo dos genomas favorecendo o desenvolvimento embrionério e a correta expressao
da informacdo genética (ERENPREISS et al., 2006; ANGELOPOLOU et al., 2007,

KURTZ et al., 2009). Desta forma, alteracdes nas proporcdes de histonas e protaminas
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no nucleo espermatico ndo deve ser atribuida a fatores pos-testiculares, uma vez que a
composicao protéica da cromatina espermatica é adquirida durante a espermatogénese
(ZINI et al., 2009). Sdo justamente as alteragcbes do remodelamento da cromatina
durante a espermatogénese que podem gerar uma maior vulnerabilidade do DNA ao
ataque de agentes externos (DelULLIS et al., 2009).

A cromomicina A3 (CMA3) é um fluorocromo isolado da bactéria Streptomices
griséus, que se mostrou Util na deteccdo indireta das deficiéncias de protamina
(BIANCHI et al., 1996; BIZARRO et al., 1998), que estaria relacionada com a baixa
compactacao espermatica (IRANPOUR et al., 2000).

A marcacdo com CMA3 esta relacionada com a presenca de histonas
(SINGLETON et al, 2007) e a alteragbes na compactagdo da cromatina,
consequentemente, negativamente correlacionada a presenca de protaminas
(IRAMPOUR et al., 2000).

O modo como a CMAS interage com areas deficientes de protamina ainda néao
esta completamente claro, no entanto, supde-se que a molécula compete com a
protamina pela ligagédo na estrutura do DNA (MANICARDI et al., 2011).

Na espécie bovina a técnica foi primeiramente utilizada por SIMOES et al. (2009)
gue avaliaram a protaminacdo em espermatozoides de touros Nelore em condicbes
tropicais (no Brasil). Apesar do baixo indice de células com protaminacéo deficiente, a

técnica foi eficiente para espécie bovina.

Avaliacdo dos danos de DNA causados por oxidacdo da cromatina (8-
OHdG)

As espécies reativas de oxigénio (EROs) englobam uma vasta quantidade de
metabdlitos derivados da reducdo molecular do oxigénio. O termo radicais livres se
refere a qualquer atomo ou molécula contendo um ou mais elétrons ndo pareados. Séo
altamente energéticos e procuram outros elétrons, se ligam a outras moléculas,
modificando-as.As principais EROs séo o radical superoxido (O2'), o radical hidroxila
(OH") e o perodxido de hidrogénio (H,0,) (AITKEN & DelULLIS, 2011; SILVA, 2006).
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A avaliagdo dos danos induzidos por espécies reativas de oxigénio no
espermatozoide é importante, jA que o0 mesmo € submetido a este estresse durante a
maturacao no trato reprodutivo masculino, no ejaculado (se leucécitos estéo presentes),
durante a capacitacdo e durante o preparo de técnicas de reproducdo assistida
(ZUBKOVA et al., 2005).

Durante o processo de criopreservacdo o aumento dos radicais livres pode
contribuir para os danos a cromatina (THOMSON et al., 2009). Em humanos o estresse
oxidativo é considerado a maior causa de danos a cromatina espermatozoides (AITKEN
& DelULIIS, 2007).

A oxidacao das bases nitrogenadas ocorre primeiramente e preferencialmente na
guanina, os produtos finais sdo bases modificadas, a 8-OH-guanosina e 8-OH-2’-
deoxiguanina (8-OHdG) que passam a se ligar a timina, quando deveriam se ligar a
citosina, aumentando o risco de mutacbes (COMHAIRE et al., 2000). A formacéao
dessas bases também enfraquece o esqueleto entre a base e o acgucar (KOOPERS,
2010) e pode causar a fragmentacao da fita de DNA (CUI et al., 2000).

Este processo foi denominado por EVENSON et al, (1999) como efeito “iceberg”,
porque, quando observamos injuria na fita dupla de DNA, diversos processos de
modificacdo de bases ja podem ter ocorrido ou estar ocorrendo simultaneamente.

Essas bases tém demonstrado ser um bio-marcador importante (NAKAMURA et
al., 2002; NI et al., 1997; SHEN et al., 1999; SILVA, 2005; SILVA & GADELLA, 2006;),
mas, sua utilizacdo dependia de equipamentos especiais e caros como a cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (HPLC).No entanto, pesquisas mais recentes verificaram que
anticorpos anti 8-oxoguanina marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC)
permitem a quantificacdo destas bases por microscopia de fluorescéncia ou citometria
de fluxo (SILVA, 2006; SILVA & GADELLA, 2006).

Em humanos observou-se correlacao significativa entre o bio-marcador de dano
oxidativo de DNA, 8-OHdG, e a fragmentacdo de DNA (DelULLIS et al., 2009).0
processo de criopreservacao pode aumentar a fragmentacédo do DNA, o dano oxidativo

de bases nitrogenadas e a ativacdo da caspase no sémen humano, tanto em
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espermatozoides de pouca qualidade como também espermatozoides isolados por
gradiente de densidade considerados de alta qualidade (THOMSON et al., 2009).

Os danos na cromatina podem ser interpretados ainda como resultados de um
processo de senescéncia da célula espermatica, caracterizado pela ativacdo da
formacao de radicais livres pelas mitocondrias e consequente dano oxidativo em bases
nitrogenadas (AITKEN & DelULLIS, 2009).

Suscetibilidade da cromatina a denaturacdo acida (AOT e SCSA)

O fluorocromo Laranja de Acridina (AO) cora especificamente o DNA e fluoresce
em verde quando esta em forma de mondmero intercalando fitas duplas de DNA, e
forma agregados que fluorescem em vermelho quando se liga a fitas simples
denaturadas (ICHIMURA et al., 1971). A microscopia Otica comum ndo permite a
deteccdo da condensacdo anormal da cromatina por meio de técnicas rotineiras como a
analise de esfregacos corados ou ndo corados (BARTH & OKO., 1989). No entanto,
técnicas como a coloragcédo de Feulgen, citometria de fluxo e a coloragéo de laranja de
acridina (AO) entre outras, podem ser utilizadas para avaliar a condensacao anormal da
cromatina em espermatozoides. DOBRINSKI et al., (1994) verificaram que estas trés
técnicas citadas apresentaram resultados significativamente semelhantes, sendo entédo
validas para a avaliacdo dos danos de DNA em espermatozoides.

O teste de laranja de acridina (AOT) consiste em um teste simples e que elimina
a necessidade de equipamentos caros (AGARWAL et al., 2003).

EVENSON et al.,, (1980) desenvolveram método que utiliza as propriedades
metacromaticas do Laranja de Acridina associadas a citometria de fluxo avaliando a
susceptibilidade da cromatina a denaturacdo &cida. Desenvolveram diversos
tratamentos para abrir pontos de fragilidade do DNA corando estas quebras com o AO,
definindo o pré-tratamento com pH acido (EVENSON, 2011). Esta metodologia foi
denominada “Sperm Chromatin Structure Assay” — SCSA. HENKEL et al.,, (2010)

ressaltam que o SCSA avalia um dano potencial da cromatina e ndo um dano “real”.
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Nos ultimos 30 anos o SCSA ja foi testado em touros (EVENSON et al., 1980;
GARCIA-MACIAS et al., 2006; JANUSKAUSKAS et al., 2003), ratos (EVENSON et al,
1980), suinos (EVENSON et al., 1994), e exaustivamente utilizado na reproducgéo
humana (EVENSON, 2011).

O SCSA identifica cinco populacdes de espermatozoides de acordo com a
integridade do DNA e a estrutura da cromatina: i) Fragmentacdo de DNA néo
mensuravel; ii) Fragmentacdo de DNA moderada; iii) Alto indice de fragmentacao; iv)
indice total (% de moderados + % de altos indices), denominado DNA “fragmentation
index” (% DFI) (EVENSON, 2011).

Danos nas fitas de DNA (TUNEL)

Um dos testes mais comuns para a avaliagdo de danos na cromatina é a
"terminal deoxytransferase mediated deoxyuridine triphosfate nick end-labeling assay”
(TUNEL) (YOUNG et al.,, 2003). Esta técnica foi utilizada em espermatozoides pela
primeira vez em 1993 (GORCZYCA et al., 1993).

Ela se baseia na incoorporacdo de nucleotideos (d-UTP = 2’-desoxiuridina 5’
trifosfato) marcados com isoticionato de fluoresceina (FITC) nas regibes 3'OH livres da
quebra de fita simples ou duplas de DNA. Essa reacdo € catalizada por uma enzima
denominana “terminal nucleotidil transferase” (TdT) que polimeriza os nucleotideos
modificados nas regides de quebra do DNA. A incorporacdo dos nucleotideos marcados
amplificada pode ser detectada por microscopia de fluorescéncia e por citometria de
fluxo. Esta técnica avalia os danos reais da cromatina e ndo os induzidos como no
SCSA (HENKEL et al., 2010).

A principal desvantagem dessa técnica, mesmo sendo amplamente utilizada, é

gue ainda n&o existe padronizagédo da metodologia (MURATORI et al., 2010).
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Hipotese

A qualidade de sémen criopreservado e integridade do DNA espermatico sao

diferentes em touros jovens, adultos e senis.

Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar comparativamente qualidade espermaética, o
empacotamento da cromatina, os danos causados por radicais livres ao DNA e a sua
integridade, em espermatozoides de touros Bos indicus da raca Nelore em funcédo da
idade.

Os objetivos especificos, para touros jovens, adultos e senis, foram avaliar:

¢ A motilidade subjetiva e a analise computadorizada do movimento espermatico
(CASA), o vigor, concentracdo e a morfologia espermatica;

e O desempenho no teste de termo resisténcia lento (TTL);

e Aintegridade do acrossoma e da membrana plasmatica,

e O potencial mitocondrial,

e A qualidade do empacotamento da cromatina espermatica pela substituicdo de
histonas por protaminas (CMA3);

e A producédo de bases modificadas pela acéo de radicais livres (8-OHdG);

e A suscetibilidade da cromatina espermética a denaturacéo acida (SCSA);

« Os danos na integridade da cromatina espermatica (TUNEL);
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CAPITULO 2. QUALIDADE ESPERMATICA DE AMOSTRAS CRIOPRESERVADAS
DE TOUROS NELORE JOVENS, ADULTOS E SENIS

Qualidade Esperméatica de Amostras Criopreservadas de Touros Nelore Jovens,

Adultos e Senis

RESUMO -Os fatores que podem afetar a qualidade da amostra seminal sdo a
genética, a dieta, 0 ambiente e ainda, a idade do reprodutor. O objetivo deste trabalho
foi avaliar se a qualidade espermética € diferente em amostras de sémen
criopreservado de touros Nelore jovens, adultos e senis. Trés ejaculados, de 40 touros
Nelore, provenientes do mesmo centro de colheita e processamento de sémen foram
congelados de acordo com os padrées da central. Os touros foram subdivididos em trés
faixas etérias: de 1,8 a 2 anos — Grupo Jovens, de 3,5 a 7 anos — Grupo Adultos, 8 a
14,3 anos —Grupo Senis . As amostras foram avaliadas quanto a motilidade, vigor, teste
de termo-resisténcia lento (TTL), analise computadorizada do movimento espermatico
(CASA), avaliacédo simultanea da integridade da membrana plasmatica, do acrossoma e
potencial mitocondrial. Os animais jovens apresentaram valores superiores de
motilidade e vigor tanto antes quanto ap6s o TTL, também foram melhores quanto a
integridade do acrossoma, membrana plasmatica e alto potencial mitocondrial (P<0,05).
As diferencas entre os grupos podem estar relacionadas as alteracoes fisioldgicas do
envelhecimento, tais como aumento da producdo de radicais livres e reducdo da
capacidade antioxidante. Foi possivel concluir que touros idosos tém a motilidade
reduzida assim como menor integridade da membrana plasmatica, acrossomal e menor
potencial mitocondrial. Ja os touros jovens apresentaram melhor qualidade espermatica
pos-descongelacdo, quando comparados aos outros grupos. No entanto, apesar das
diferencas, os touros jovens, adultos e senis apresentaram qualidade espermatica
satisfatéria apds a criopreservacgao.

Palavras chave: bovino, criopreservacao, idade, Nelore, qualidade espermatica
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Introducéo

Animais cada vez mais jovens sdo incluidos nos programas de inseminacgéo
artificial. A selecdo de tourinhos para precocidade sexual atualmente é incrementada
com os avangos da biologia molecular e da selecdo genémica (AL NAIB et al. 2010).

A maturidade sexual de touros jovens foi extensivamente estudada (AHMAD et
al., 2005; BAHKAT et al., 2011; GARNER et al., 1996; JAVED et al., 2000), enquanto
os trabalhos avaliando o impacto do avan¢co da idade na fertilidade de touros sé&o
escassos. Os poucos trabalhos existentes indicam alteracbes na espermatogénese
(KUMI-DIAKA et al., 1981), no balanco lipidico e na producédo de antioxidantes (KELSO
et al., 1997).Grande parte dos trabalhos realizados com bovinos busca relacionar a
qualidade espermatica em diferentes idades com outros fatores como: ambientais,
nutricionais, diferentes racgas, e estacfes do ano (BRITO et al 2002; OLIVEIRA et al,
2008; SODERQUIST et al, 2006).

Os parametros androlégicos laboratoriais para determinacédo da qualidade
espermatica de rotina sdo: motilidade, vigor, concentracdo e morfologia espermatica.
Porém, essas analises convencionais podem subestimar a diversa quantidade de
propriedades biolégicas desta célula tédo especializada (BENCHAIB et al., 2003).

Na ultima década observou-se grande avanco no conhecimento dos mecanismos
bioquimicos e moleculares que determinam a producdo do espermatozoide
funcionalmente competente. Estes novos conhecimentos permitiram a inclusdo de
ferramentas que complementam os métodos utilizados anteriormente (AITKEN, 2006).
Desta forma, a utilizacdo de diversos métodos simultaneos para acessar a fertilidade do
ejaculado aumenta a confiabilidade dos resultados obtidos (PHILLIPS et al., 2004).

Este trabalho buscou avaliar por meio de diferentes parametros a qualidade

espermatica de touros jovens, adultos e senis selecionados apds a criopreservacao.
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Material e métodos

Selegdo dos animais e preparo das amostras

Foi realizado um estudo casualizado onde animais Bos indicus da raca Nelore
mantidos em regime semi-extensivo do mesmo centro de coleta e processamento do
sémen (latitude 21°04'52” e longitude 48°02'24”) foram colhidos duas vezes por
semana pelo método da vagina artificial, completando trés colheitas por animal. As
colheitas foram realizadas entre os meses de setembro e fevereiro. O sémen
industrializado em palhetas (0,25mL) foi acondicionado em raques e estocado em
nitrogénio liquido aguardando posterior avaliagdo. Os 40 animais selecionados foram
divididos em trés grupos de acordo com a idade na ocasido da colheita: de 1,8 a 2 anos
(Grupo Jovens), de 3,5 a 7 anos (Grupo Adultos) e de 8 a 14,3 anos (Grupo Senis)
(Tabela 1).

Todas as avaliagbes esperméaticas foram realizadas nas dependéncias da

Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba — UNESP.

Tabela 1. Distribuicdo dos animais por grupo experimental determinado pela idade
(anos) dos touros, média e desvio padrdo das idades e idade méxima e
minima dos animais.

n° partidas Idade (anos)
Grupo 0 i

(n° animais) Média Minima Méxima
Jovens 27 (9) 1,9+0,1 1,8 2
Adultos 57 (19) 4,8+1,0 3,5 7

Senis 36 (12) 10,1#2,0 8 14,3
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Anélises fisicas e funcionais dos espermatozoides

Para as avaliagOes descritas a seguir o sémen congelado, acondicionado em
palhetas de 250uL, foi descongelado em &gua a 35°C durante 20 segundos. As
avaliacbes microscoépicas foram realizadas no equipamento Olympus BX61 (Olympus,
Tokyo, Japéo), equipado com campo claro, contraste de fase, contraste de interferéncia
diferencial (DIC) e epifluorescéncia. A citometria de fluxo foi realizada no equipamento
Attune® (Applied Biosystems by Life Technologies, Grand Island, EUA), equipado com
lasers de 488nm e de 405nm, filtros de emissdo BL1 530/30nm “band pass”
(BP),BL2575/24nm BP,BL3 640nm “long pass” (LP) e VL1 450/40nm BP, VL2522/30nm
BP e VL3 603/48nm BP.

Andlise microscopica da motilidade e do vigor espermatico.

A motilidade e o vigor foram avaliados imediatamente apds a descongelacéo.
Uma gota de sémen foi colocada em lamina coberta por laminula pré-aquecidas a 37°C,
e observada em microscopio de contraste de fase (Olympus BX61, 200x). A motilidade
foi determinada pela estimativa visual da porcentagem de células em movimento. 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 0 mais rapido
(FONSECA et al., 1992).

Teste de termo resisténcia lento (TTL)

As amostras acondicionadas em tubos de hemodlise e vedadas com rolhas de
latex foram mantidas em banho Maria & 37°C por 3 horas. Apés este periodo a
motilidade, o vigor foram novamente avaliadas e contou-se a porcentagem de

acrossomas intactos - PIA em camara umida (100 células) (HERMAN et al., 1996).
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Anélise computadorizada do sémen (CASA)

Para a analise computadorizada do movimento espermatico (CASA 12.3 —
Hamilton Research®, Beverly, EUA) utilizou-se o “hardware” IVOS (Integrat Visual
Optical System, Hamilton Thorne Biosciences®). O “setup”foi definido conforme o Anexo
A. Preparou-se aliquota de 2 pL da amostra em lamina de quatro camaras (Leja, NL)
da qual foram avaliados os parametros da cinética espermética descritos a seguir: MOT
(motilidade total), MP (motilidade progressiva), VAP (velocidade de trajeto), VSL
(velocidade linear) e VCL (velocidade curvilinear). Os campos foram selecionados
automaticamente observando a inexisténcia de artefatos como bolhas, particulas ou

outros elementos que pudessem prejudicar a avaliagéo.

Concentragao

Realizou-se contagem das células em camara de Neubauer & microscopia de
contraste de fase (Olympus BX61, 200x), Para tanto, foram diluidos 20uL de sémen em
1mL de solucéo formol-salina (FONSECA et al., 1992).

Morfologia espermatica

Para a contagem das anormalidades espermaticas foi utilizada a técnica de
camara umida, onde uma gota de sémen diluido em solugdo de KCI (MITCHELL, J.R.-
comunicacao pessoal — Anexo B) foi depositada em lamina coberta por laminula. Foram
contadas 200 células em microscopia de interferéncia diferencial de fase — DIC
(Olympus BX61, 1000X). O numero de anormalidades morfologicas foi expresso em

porcentagem de acordo com a classificacdo de BLOM (1973).
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Avaliacado da integridade de membranas — Pl e FITC-PSA

Para avaliar simultaneamente a integridade do acrossoma e da membrana
plasmética foram utilizadas as sondas fluorescentes aglutinina de Pisum sativum
conjugada com isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA, Sigma, St. Louis, M.O.,
E.U.A.), que tém a propriedade de se ligar ao conteudo acrossomal, fluorescendo em
verde (CASEY et al., 1993); e o iodeto de propidio (PI, Sigma, St. Louis, M.O., E.U.A)),
gue ndo € permeavel a membrana integra, se ligando ao DNA e fluorescendo em
vermelho se a membrana estiver lesada (ARRUDA; CELLEGHINI, 2003).

Para a coloracdo, uma palheta de cada partida foi descongelada (35°C/20
segundos) e o sémen foi diluido para 2x10° espermatozoides em 200uL de PBS
(“phosphate buffer solution” — Anexo C) e adicionados 3uL (0,2mg/mL) de Pl (Anexo
D)e 50 uL (100ug/mL) de FITC-PSA (Anexo E). Apés incubacédo por oito minutos a 37°C
no escuro, as amostras foram lidas em citémetro de fluxo (Attune® - Applied Biosystems
by Life Technologies, Grand Island, EUA), utilizando a excitacdo do laser de argonio
(488nm) e leitura simultanea em BL1 (530/30) e BL3 (640LP). Para realizacdo do
controle positivo e compensacdo, amostras foram submetidas a trés ciclos de "Flash
Frozen” (CELLEGHINI et al., 2010) com objetivo de promover lesdo de membranas e
consequente coloracao positiva (vermelha) do Pl e do FITC-PSA (verde). Os resultados
foram classificados de acordo com a integridade simultdnea da membrana e do
acrossoma, ou seja, membrana integra e acrossoma integro (MIAI), membrana integra
e acrossoma lesado (MIAL), membrana lesada e acrossoma integro (MLAI) e
membrana lesada e acrossoma lesado (MLAL). Para o registro de imagens ilustrativas
da integridade da membrana e do acrossoma, 8L dos espermatozoides corados foram
colocados entre lamina e laminula e fotografados em microscopio de epifluorescencia
(Olympus BX61, Tokyo, Japéo), utilizando filtro com excitacéo de 460-570nm e emissao
de 460-610nm.
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Avaliacdo do potencial mitocondrial —JC-1

A avaliagdo do potencial mitocondrial foi realizada pela utilizagdo da sonda
fluorescente iodeto de 5, 5, 6, 6 - tetracloro - 1, 1, 3, 3 -
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1,Sigma, St. Louis, M.O., E.U.A.). Esta sonda é
capaz de se ligar seletivamente a mitocondria e as mudancas de coloracdo sdo
reversiveis, do verde ao alaranjado de acordo com o aumento do potencial de
membrana acima de valores de 80 a 100mV. Esta propriedade é reversivel devido a
formacéo de agregados na membrana polarizada que causam a mudanca da emissao
de luz de 530nm (emisséo das formas monoméricas de JC-1) para 590nm (emisséao dos
J-agregados), quando excitados a aproximadamente 490nm (COSSARIZZA et al.,1993;
COSSARIZA, 2007; GRAVANCE et al., 2000).

Para coloracdo uma palheta de cada partida foi descongelada (35°C/20s) e o
sémen diluido em PBS para 2x10° espermatozoides em 200uL,foram adicionados 6L
(153uM) de JC-1 (Anexo F). As amostras foram incubadas por 8 minutos a 37°C no
escuro e lidas em citbmetro de fluxo (Attune® - Applied Biosystems by Life
Technologies, Grand Island, EUA), utilizando a excitagdo do laser de argbnio (488nm) e
leitura simultdnea em BL1 (530/30nm) e BL2 (575/24nm). Para realizacdo do controle
das células somente com baixo potencial mitocondrial as amostras foram incubadas
com 10uM de carbonil cianida-m-clorofenilhidrazona (CCCP,Sigma, St. Louis, M.O.,
E.U.A.) a 27°C durante 30 minutos e depois coradas com JC-1 conforme o protocolo
descrito anteriormente. O CCCP é um agente de desacoplamento, resgata os prétons

despolarizando a membrana mitocondrial (BREWIS et al., 2000).
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Analise estatistica

Foi definida como hip6tese nula (Hp) a auséncia de diferencas entre a qualidade
espermatica de amostras criopreservadas de touros de diferentes faixas etérias.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o SAS - Statistical Analysis System
software (release 9.2. SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 2008). Os dados em

porcentagem (exceto vigor, e dados de velocidade) foram transformados em arcoseno

J% para obter a distribuicdo normal. Os resultados foram examinados utilizando “two-
way” ANOVA (touro x grupo) e os resultados do teste de termo resisténcia pelo
MANOVA (touro x grupo x tempo de incubacao). As medias foram comparadas pelo
teste de Duncan e consideradas significativas quando P<0,05. O coeficiente de

correlacéo (r) foi calculado para variaveis selecionadas (ZAR, 1999).
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Resultados

Os resultados obtidos nas avaliagdes fisicas dos espermatozoides e pelo Teste
de termoresisténcia lento (TTL) seguem descritos na Tabela 2. O grupo de animais
senis apresentou valores significativamente menores (P<0,05) de motilidade e vigor,
tanto antes quanto apds o TTL quando comparados aos animais jovens e adultos. Apés
o TTL os resultados de motilidade e vigor foram inferiores para todos os grupos, no
entanto, a superioridade dos resultados dos grupos de touros jovens e adultos com

relacdo aos senis permaneceu (P<0,05).

Tabela 2. Médias e desvio padrdo da motilidade (porcentagem) e do vigor (0O a 5) de
touros jovens (n=27), adultos (n=59) e senis (n=36) antes (0h) e apds o TTL
(Teste de termoresisténcia lento — 37°C/3h) e a porcentagem de acrossomas
intactos (PIA) apos o TTL, avaliados em microscopia de contraste de fase.

Motilidade Vigor
Grupo PIA
Oh 3h Oh 3h
Jovens 38,89+10,95* 27,04+6,24%8 3,74+0,68%  2,96+0,46°® 52,00+4,43
Adultos 38,33+6,42%" 28,02+6,42%® 3,63+0,57%  2,94+0,29%® 51,67+5,42
Senis  33,79+6,13°* 24,09+7,55 3,50+0,41°"  2,59+0,59"® 50,00+7,69
2P Médias seguidas de letras minGsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan

P<0,05).
g\'B Médias seguidas de letras mailsculas distintas na linha diferem entre si pelo teste de Duncan
(P<0,05).

Aléem da avaliacdo subjetiva da motilidade, as amostras espermaticas foram
submetidas ao CASA (Tabela 3), e os resultados indicaram que o grupo de touros
jovens apresentou valores superiores aos demais para motilidade total (MOT) e
motilidade progressiva (MP). Porém, nas avaliacdes de velocidade, o grupo de touros

jovens apresentou os menores valores para o VAP e o VSL.
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Tabela 3. Média e desvio padrdo dos resultados da analise computadorizada do
movimento espermatico (CASA) de touros de touros jovens (27), adultos (59)
e senis (36) quanto a motilidade espermatica total (MOT), motilidade
progressiva (MP), velocidade de trajeto (VAP); velocidade linear (VSL) e a
velocidade curvelinear (VCL).

MOT (%) MP (%) VAP (um/s)  VSL (um/s)  VCL (um/s)

Jovens 67,80+17,68% 36,93+11,28% 74,85+12,53° 53,41+10,23° 144,82+25 48"
Adultos 39,83+13,52° 23,13+8,65° 85,80+12,23% 68,13+10,89% 160,44+23,102
Senis  37,99+17,75° 22,12+11,64° 82,93+13,29% 6559+12,84% 155,66+24,37%

2P Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).

Os resultados da concentracdo espermatica e da avaliacdo da morfologia
encontram-se na Tabela 4. O grupo de touros Jovens apresentou concentracao
espermatica maior do que os animais adultos e senis.

Quanto a porcentagem de defeitos maiores, 0s touros jovens apresentaram
maiores indices quando comparados aos demais. Entretanto, a porcentagem de
defeitos menores néo diferiu entre os grupos estudados.

A porcentagem de defeitos totais foi maior no grupo de touros jovens, que diferiu
dos touros Adultos, no entanto, os Senis néo diferiram dos Jovens e dos Adultos
(P>0,05). As alteracdes morfolégicas encontradas nas amostras estdo descritas no

Anexo G.

Tabela 4. Média e desvio padrdo da concentracdo espermaética (x10%palheta), da
porcentagem de defeitos maiores, menores e totais dos touros de touros
jovens (n=27), adultos (n=59) e senis (n=36), avaliados em microscopia de
interferéncia diferencial (DIC, imersdo em 6leo, 1000x).

Gruno Concentracio Defeitos Defeitos Defeitos
P ¢ Maiores Menores Totais
Jovens 28,568,672 13,72+5,052 5,06+3,30 18,78+7,02%
Adultos 21,05+3,32° 9,45+5 59° 6,28+3,97 14,62+7,80°
Senis 24.,44+4,77° 9,40+4,67° 6,20+5,01 15,14+6,37%°

*® Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).



31

A avaliacdo simultdnea das membranas plasmética e do acrossoma espermatico
foram classificadas em quatro classes de resultados descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Média e desvio padrdo da porcentagem de espermatozoides com membrana
integra e acrossoma integro (MIAI), membrana integra e acrossoma lesado
(MIAL), membrana lesada e acrossoma integro (MLAI), membrana lesada e
acrossoma lesado (MLAL), corados pela associacdo das sondas
fluorescentes Pl e FITC-PSA e avaliados pela citometria de fluxo em touros
jovens (n=27), adultos (n=59) e senis (n=36).

Grupo MIAI MIAL MLAI MLAL
Jovens 54,70+9,492 10,62+8,41° 12,81+4,90° 21,90+9,38
Adultos 46,68+10,13" 14,51+10,37" 15,09+5,40%° 23,72+7,01

Senis 37,53+9,84° 20,71+13,36° 16,62+6,45° 25,14+8,53

2P Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).

Touros Jovens possuiram maior porcentagem de espermatozoides com
membrana integra e acrossoma integro (MIAI), seguido pelo grupo de animais adultos e
com o grupo de animais senis apresentando os menores valores em relacdo aos
demais (P<0,05). Para os parametros intermediarios, membrana integra e acrossoma
lesado (MIAL), os touros jovens e adultos apresentaram os menores valores quando
comparados aos senis, e quanto as membranas lesadas e acrossomas integros (MLAI)
jovens obtiveram a menor média e 0s senis a maior, porém o grupo de touros adultos
ndo diferiu dos demais. Para a variavel que avaliou a ocorréncia simultanea dos piores
parametros, ou seja, membrana lesada e acrossoma lesado (MLAL) os grupos nao
apresentaram diferenca significativa (P>0,05).

Agruparam-se 0s quatro parametros dos resultados obtidos na associacdo do Pl
com FITC-PSA de acordo com a integridade da membrana (MLAI+MLAL) e do
acrossoma (MIAL+MLAL). Com essa sumarizacdo dos dados, os jovens apresentaram
a menor média de espermatozoides com membrana lesada e 0s senis a maior,

enquanto os touros adultos ndo diferiram dos demais. Quanto a integridade do

acrossoma, o0 grupo de animais senis apresentou a maior média de espermatozoides
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acrossoma lesados, os touros jovens as menores médias, enquanto os adultos néo
diferiram dos demais (P<0,05) (Tabela 6).

Tabela 6. Média e desvio padréo da porcentagem de espermatozoides com membrana
lesada (MLAI+MLAL) e acrossoma lesado (MIAL+MLAL), obtidas pela soma
dos resultados obtidos pela coloracdo simultinea com as sondas
fluorescentes Pl e FITC-PSA e avaliados pela citometria de fluxo em touros
jovens (n=27), adultos (n=59) e senis (n=36).

Grupo Membrana Lesada Acrossoma Lesado
Jovens 34,70+12,27° 32,52+8,75°
Adultos 38,81+9,76% 38,23+11,52°

Senis 41,76+10,67% 45,85+13,72%

*® Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).

A Figura 1-A, apresenta a fotomicrografia de espermatozoides bovinos corados
simultaneamente com FITC-PSA e Pl em microscopio de fluorescéncia (Olympus
BX61). A dupla coloracdo é avaliada na citometria de fluxo em graficos do tipo
histogramas para verificar cada coloracéo (FITC-PSA e PI, Figuras 1-B e 1-C) e entdo
simultaneamente em graficos “dotplot”, que exibem no eixo horizontal unidades
correspondentes a intensidade da fluorescéncia verde (BL1l, FITC-PSA) e no eixo

vertical a fluorescéncia vermelha (BL-3, PI) (figura 1-D).



33

1 NED9 081009 FITC+PI

100 3 M.|Lesd

Eventos

Membrana lesada

\ 40 1
v 20
Acrossoma lesado ———p ]
1 gl ¥ T T T

10° 10" 10?2 16® 10* 10® 10®
PI
B
1 NEO9 081000 FITC+PI ) 1 NE09 081000 FITC+PI
10" 4
90 4 ac. integro
i c. lesado &
80 4 10° 4
70 4 108 1
60 3 s
wm
g = 107 4
% 50 3 E
D40 4 10°
30 4 102 ]
20 3 1
107 4
10 4 AIMI ALMI
D ~ 1DD T T T T |_ T
10? 10" 102 107 10" 10% 10f 107 10" 10® 10° 10* 10 10°
C FITC D FITC

Figura 1. A) fotomicrografia digital de espermatozoides apresentando acrossoma e
membrana lesada (microscopia de fluorescéncia - Olympus BX61, 400X); B)
representacdo grafica do histograma da coloracdo com Pl avaliada pela
citometria de fluxo, area vermelha corresponde a membrana lesada; C)
histograma, area rosa espermatozoides com acrossoma lesado(coloracdo
por FITC-PSA); D) grafico tipo “Dotplot”, avaliacdo simultanea da integridade
do acrossoma e da membrana plasmatica, que produziu quatro classes de
resultados AIML (acrossoma integro e membrana lesada), ALML (acrossoma
lesado e membrana lesada), AIMI (acrossoma integro e membrana integra) e
ALMI (acrossoma lesado e membrana integra).
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Os resultados para as avaliagdes do potencial mitocondrial estdo descritos na
Tabela 7. Os touros jovens apresentaram valores superiores de espermatozoides com
alto e médio potencial mitocondrial quando comparado aos grupos de animais adultos e
senis (P<0,05); consequentemente, dos touros adultos e senis apresentam indices de

baixo potencial mitocondrial bem mais elevados do que os touros jovens (P<0,05).

Tabela 7. Média e desvio padrdo das porcentagens de espermatozoides corados com
JC-1 e avaliados por citometria de fluxo quanto ao potencial mitocondrial
(alto, médio e baixo) dos grupos de touros Jovens (n=27), Adultos (n=56) e

Senis (n=36).
Potencial mitocondrial
Grupo
Alto Médio Baixo
Jovens 81,70+9,402 13,44+6,602 4,86+4,23°
Adultos 67,82+10,38° 7,77+4,59° 24.41+12 572
Senis 65,31+12,12° 5,57+3,56" 29,11+13,772

*® Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).

A Tabela 8 demonstra os valores do coeficiente de correlacdo de algumas
variaveis estudadas em relacdo a idade dos touros. Variaveis consideradas desejaveis
tais como a motilidade total, motilidade progressiva, alto e médio potencial mitocondrial,
membrana e acrossoma integros apresentaram correlacdo negativa com a idade.
Enquanto, pardmetros como baixo potencial mitocondrial, membrana lesada e

acrossoma lesado, obtiveram coeficiente de correlacao positivo.
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Tabela 8. Coeficiente de correlacdo e valor de P das variaveis motilidade espermatica
total (MOT), motilidade progressiva (MP), potencial mitocondrial e integridade
da membrana e do acrossoma em relacdo a a idade dos touros avaliados.

Variavel Correlacao P
MOT -0,45 <0,0001
MP -0,37 <0,0001
Alto potencial mitocondrial -0,35 0,0001
Médio potencial mitocondrial -0,45 <,0001
Membrana integra e Acrossoma integro -0,36 0,0001
Baixo potencial mitocondrial 0,47 <,0001
Membrana Lesada 0,25 0,0091
Acrossomalesado 0,19 0,042
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Na Figura 2 foram selecionadas trés caracteristicas de qualidade espermatica
desejaveis para amostras criopreservadas como a motilidade progressiva, porcentagem
de espermatozoides com membrana integra e acrossoma integro e a porcentagem de
células com alto potencial mitocondrial para os grupos de idade estudados. Observa-se
a reducado nos parametros de qualidade em relacéo a faixa etaria estudada.
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Figura 2. Representacdo grafica da média da idade (jovens, adultos e senis) e das
médias e desvio padrdo da motilidade progressiva (MP), porcentagem de
espermatozoides com membrana integra e acrossoma integro (MIAI) e alto
potencial mitocondrial.
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Discussao

A avaliacdo da qualidade espermatica em amostras criopreservadas de touros de
diferentes idades apresentou valores satisfatorios com relacdo aos parametros fisicos,
segundo o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (FONSECA et al., 1992).Estes
resultados refletem as condicbes de obtencdo das amostras utilizadas neste
experimento, onde todos o0s animais sdo provenientes da mesma central de
inseminacdo artificial, higidos,possuem dieta controlada,fazendo parte da rotina de
colheita da central.

Por outro lado, € possivel supor que pequenas diferencas nos parametros
seminais desses animais altamente selecionados sejam importantes. Neste trabalho o
grupo de animais jovens apresentou valores superiores de motilidade, tanto avaliada
subjetivamente quanto avaliada pelo CASA.

A literatura consultada apresenta resultados variados de motilidade para touros
jovens, ja que a maioria das pesquisas tem como objetivo avaliar mudancas ocorridas
com o objetivo de determinar a puberdade, como também foram elaboradas em
diferentes racas, Bos taurus, dificultando a comparacédo dentro das mesmas faixas
etarias (AHMAD et al., 2005; BAHKAT et al., 2011; GARNER et al., 1996; JAVED et al.,
2000).

BHAKAT et al.(2011) avaliaram touros Bos indicus de diferentes idades e nédo
encontraram diferencas significativas quanto a motilidade. O mesmo resultado foi
verificado em touros cruzados (Bos indicus x Bos taurus de aptidao leiteira) (AHMAD et
al.,2011; MANDAL et al.,2010).

Com resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho BRITO et al. (2002)
associaram a diminuicdo da motilidade e do volume com o aumento da idade. Pesquisa
realizada em touros Bos taurus, que foram criados em um mesmo sistema de manejo e
divididos em grupos etarios semelhantes a este estudo, também verificaram valores
decrescentes de motilidade e atribuiram a reducdo ao envelhecimento e a drastica

diminuicdo da producéo de antioxidantes (KELSO et al., 1997).
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Com relacdo a qualidade do movimento, as amostras estudadas apresentaram
valores de velocidade linear progressiva (VSL) menores do que os de velocidade média
da trajetéria (VAP) e de velocidade curvilinear (VCL), indicando que o0s
espermatozoides estudados possivelmente apresentavam grande movimento lateral da
cabeca (VERSTEGEN et al. 2002). Valores maiores de VCL em relacdo ao VSL
sugerem que as ceélulas espermaticas podem estar atingindo movimento de
hiperativacdo (HALLAP et al. 2004).

Desta maneira, os valores obtidos de velocidade para os grupos adultos e senis
podem néo indicar uma melhor qualidade do movimento espermatico, mas, que 0s que
todos os grupos de idade apresentaram caracteristicas de movimento provavelmente
resultantes do processo de criopreservacao.

Todos os grupos sofreram uma redu¢do da motilidade e do vigor apos o TTL e
nao houve diferencas com relacdo a porcentagem de acrossomas intactos. Entretanto,
€ importante observar que o PIA foi avaliado apdés o TTL, e néo logo apos a
descongelacéo. Portanto, sugere-se que os grupos foram afetados pela incubacéo, uma
vez gue obtiveram resultados semelhantes para a integridade do acrossoma e houve
reducdo da motilidade e do vigor.

A morfologia também se apresentou dentro dos limites aceitaveis (<30% para
defeitos totais — FONSECA et al. 1992) No entanto, o grupo de touros jovens
apresentou maior porcentagem de defeitos totais e de defeitos maiores, seguido pelo
grupo de touros senis (P<0,05). Estes resultados diferem dos obtidos por AHMAD et al.
(2011) que ndo encontraram grandes diferencas quanto as alteracdes morfolégicas em
diferentes idades de touros. JA MARTI et al.,, (2011) observaram, em carneiros,
espermatozoides morfométricamente maiores nos animais jovens.

Tradicionalmente a maturidade sexual € determinada pelo alcance de
caracteristicas da producdo espermatica, onde se observa um platd no volume e
concentracdo, além do aumento da motilidade e reducdo drastica dos defeitos
espermaticos (FRENEAU, 1991; GUIMARAES, 1999). Desta maneira 0s touros jovens
avaliados nesse experimento, apesar das maiores porcentagem de defeitos maiores e

totais, se mostraram sexualmente maturos.
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BRITO et al.,(2002) também notaram a reducdo da porcentagem de defeitos
maiores e defeitos totais em animais com idade entre 24 a 36 meses, mas, COmo no
presente estudo, as porcentagens de defeitos encontradas ndo superaram a
recomendacédo do Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal (FONSECA et al., 1998).

E possivel supor que as diferencas entre os grupos para a porcentagem de
defeitos espermaticos podem ndo ter sido suficientes para afetar a qualidade das
amostras avaliadas, uma vez que os resultados da motilidade, vigor e da integridade
das membranas do grupo de touros jovens foram bons.

As avaliacbes simultdneas da membrana e do acrossoma produziram dados
importantes, mostrando que houve um declinio com a idade na porcentagem de
espermatozoides com caracteristicas desejaveis, ou seja, membrana integra e
acrossoma integro.

A combinacdo de sondas fluorescentes possibilita a avaliagdo simultanea de
diferentes estruturas esperméaticas (ARRUDA et al., 2005), facilitando a avaliagdo mais
ampla dos danos sofridos pela célula. A membrana dos espermatozoéides é altamente
vulneravel a criopreservacao, observando-se, frequentemente, a queda significativa da
viabilidade espermatica em funcdo do processamento (FREITAS-DELL’AQUA et al.,
2009). Assim espermatozoides com membranas integras podem ser um indicativo de
maior eficiéncia de sobrevivéncia a tecnologia envolvida na criopreservacao.

Os danos sofridos durante o processamento do sémen podem resultar na
reducdo das ceélulas viaveis, iniciando na membrana plasmatica, atingindo o acrossoma
e as membranas mitocondriais (WATSON, 2000).

O agrupamento dos padrbes de coloragcdo da membrana plasmatica e
acrossomal facilitam a interpretacdo dos resultados (CELEGHINI, 2005; CARREIRA,
2008;). O agrupamento possibilita observar o aumento das porcentagens de
espermatozoides com membrana lesada e acrossoma lesado no grupo de animais
senis, quando comparado aos demais. Essas diferencas foram mais importantes para a
porcentagem de acrossomas lesados, lembrando que o processo de criopreservagao
causa grandes lesbes na estrutura celular e aumento significativo da producdo de
radicais livres (BANSAL et al., 2011).
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O mesmo se reflete no potencial mitocondrial, uma vez que a porcentagem de
células com alto potencial mitocondrial foi maior no grupo de touros jovens. TROIANO
et al.,, (1998) observaram correlagdo significativa entre potencial mitocondrial e
motilidade. Os valores para esse parametro estdo em acordo com os resultados obtidos
para a motilidade espermatica, pois a energia necessaria para o batimento flagelar é
promovida pelas mitocondrias (GRAVANCE et al., 2000).

Portanto, qualquer mudanca na funcdo mitocondrial pode ser refletida na
alteracdo da motilidade espermética (GRAVANCE et al., 2000) podendo ser utilizada
como medida indireta da motilidade,

As amostras avaliadas neste trabalho foram criopreservadas e descongeladas
para analise. Sabe-se que o0 processo de criopreservacao, onde baixas temperaturas e
ambiente aerdbico causam danos a célula espermatica, e gera um aumento da
producéo de radicais livres, além da reducao da capacidade antioxidante. Esses danos
ocorrem inicialmente na membrana plasmatica e podem inviabilizar a célula
espermatica, consequentemente gerando maior producdo de espécies reativas de
oxigénio pela presenca de espermatozoides mortos na amostra (UPRETI et al., 1998).

A sensibilidade da membrana a alteracbes da camada lipidica durante a
criopreservacdo depende muito da sua composicdo (HAMMERSTEDT, 1993), em
mamiferos, os acidos graxos insaturados sao predominantes, tornando as membranas
suscetiveis a peroxidacdo (HALLIWELL & GUTTERRIDGE, 1984).

Para evitar esses danos um eficiente sistema antioxidante é necessario, porém,
0 proprio processo de criopreservacao causa reducao de até 78% na concentracao de
glutationa peroxidase e 50% da superoxido desmutase (importantes antioxidantes) no
sémen de touros apds a congelacdo (BILODEAU et al., 2000). Ainda como agravante,
verificou-se acentuada redugdo na producdo e capacidade antioxidante de
espermatozoides de animais mais velhos em bovinos (KELSO et al., 1997) e ratos
(ROBAIRE, 2004; ZUBKOVA & ROBAIRE, 2004). Essas observacdes podem justificar
os resultados obtidos nesse trabalho, pois 0 envelhecimento promove uma série de
alteracdes, tais como fibrose testicular e calcificacdo dos tabulos seminiferos (CHACON

et al.,, 1999), e talvez a mais significativa delas seria justamente a reducdo da
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capacidade antioxidante ndo s6 do sistema reprodutivo, mas como do organismo como
um todo (ZUBKOVA & ROBAIRE, 2004; WEIR & ROBAIRE, 2007).

Estas observacdes se confirmam quando a correlacdo dos parametros avaliados
com a idade é considerada. Parametros desejaveis, que indicariam espermatozoéides
com boa qualidade, tais como alta motilidade progressiva e membranas e mitocondrias
integras e funcionais foram negativamente correlacionados com a idade apresentando
valores de P altamente significativos (P<0,001), contrariamente aqueles que indicam
baixa qualidade, como baixo potencial mitocondrial, membrana lesada e acrossoma
lesado, que apresentaram correlacdo positiva com a idade.

Desta maneira a redugcdo da qualidade esperméatica em amostras
criopreservadas estaria relacionada ao envelhecimento do animal e uma possivel
reducdo da sua capacidade antioxidante, gerando danos as membranas plasmaticas,

acrossomais e mitocondriais, com consequente reflexo na motilidade.

Conclusoes

Apesar das diferencas entre 0os grupos, 0s touros jovens, adultos e senis
apresentaram qualidade espermatica dentro dos padrbes estabelecidos pelo CBRA
apos a criopreservacao.

Os touros jovens apresentaram melhor qualidade espermatica poés-
descongelacéo para as variaveis estudadas, quando comparados aos demais grupos.
Touros idosos tém a motilidade reduzida assim como menor integridade da membrana

plasmatica, acrossomal e menor potencial mitocondrial.
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CAPITULO 3. ANALISES DA INTEGRIDADE DO DNA ESPERMATICO DE
AMOSTRAS CRIPPRESERVADAS DE TOUROS NELORE JOVENS, ADULTOS E
SENIS

Andlises da Integridade do DNA Espermatico de Amostras Criopreservadas de
Touros Nelore Jovens, Adultos e Senis

RESUMO - A integridade do DNA espermatico pode ser afetada pela criopreservacéao e
a idade. Os objetivos deste trabalho foram testar se a protaminacdo, os danos
causados por radicais livres e a integridade da cromatina sao diferentes em um grupo
de touros Nelore jovens, adultos e senis. Trés ejaculados, de 40 touros provenientes do
mesmo centro de coleta e processamento do sémen foram congelados de acordo com
os padrdes da centro. Os touros foram subdivididos em trés faixas etarias: de 1,8 a 2
anos — Grupo Jovens, de 3,5 a 7 anos — Grupo Adultos, 8 a 14,3 anos — Grupo Senis.
As amostras foram avaliadas quanto a protaminacdo espermatica, danos de DNA
causados por radicais livres, suscetibilidade a denaturacdo da cromatina, pelos testes
“Sperm Cromatin Structure Assay” (SCSA) e laranja de acridina (AOT), e danos na
cromatina pela técnica de TUNEL. Os touros jovens apresentaram maior porcentagem
de deficiéncia de protaminacdo (P<0,05) e houve correlacdo negativa com a idade. Os
touros senis mostraram maior porcentagem de danos por oxidacdo (P<0,05) e
correlagdo positiva do parametro com a idade do touro. No teste SCSA, os touros
jovens e idosos apresentaram maiores indices de danos na cromatina, diferindo dos
adultos (P<0,05). A técnica de TUNEL apresentou resultados divergentes, o grupo
adulto apresentou maior porcentagem de danos quando avaliados pela citometria de
fluxo, enquanto o grupo de animais senis obteve média maior na microscopia de
epifluorescéncia (P<0,05). Touros jovens e senis apresentam maior suscetibilidade aos
danos de DNA. Nos animais jovens os danos foram causados pela deficiéncia de

protamina e nos senis pelo ataque de radicais livres.

Palavras chave: Bovino, DNA espermatico, idade, CMA3, 8-OHdG, SCSA.
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Introducéo

Danos no DNA das células espermaticas tém sido associados a uma variedade
de alteracdes importantes, incluindo a infertilidade, aumento da incidéncia de abortos e
um risco aumentado de doencas na prole (AITKEN & De IULIIS, 2010).

As células germinativas masculinas parecem ser particularmente suscetiveis a
mudancas mutagénicas e pro-mutagénicas. Esta variabilidade biologica é Gtil na criagéo
da diversidade genética auxiliando o processo evolutivo, no entanto, também ajuda a
criar mutacdes responsaveis por doencas, incluindo céncer e infertilidade. Os
mecanismos mutagénicos envolvem erros de replicacdo que estdo fortemente
correlacionados com a idade paterna. A etiologia destas quebras de fita pode envolver
recombinacdo aberrante, protaminacdo defeituosa, apoptose e estresse oxidativo
(AITKEN & KRAUSZ, 2001).

A avaliacdo dos danos induzidos por espécies reativas de oxigénio no
espermatozoide é importante, j& que 0 mesmo € submetido a este estresse durante a
maturacao no trato reprodutivo masculino, se leucdcitos estdo presentes no ejaculado,
durante a capacitacdo e durante o preparo de técnicas de reproducdo assistida
(ZUBKOVA et al., 2005).

Durante o processo de criopreservacdo o aumento dos radicais livres podem
contribuir para os danos a cromatina (THOMSON et al,2009). A integridade do DNA de
espermatozoides de mamiferos € de importancia vital para a contribuicdo paterna de
um descendente normal (SHIBAHARA et al., 2003), uma vez que danos de DNA podem
resultar em morte celular, na inducdo de mutagdes que podem ser transportadas para a
proxima geracao ou ainda resultar em infertilidade do macho.

Este trabalho avaliou aspectos fisicos e funcionais de espermatozoides e elegeu
guatro procedimentos distintos para avaliar a integridade da cromatina em touros
Nelore de diferentes faixas etarias como: a avaliacdo da protaminacdo espermatica,
utilizando a sonda fluorescente Cromomicina A3 (CMA3); o estudo da oxidacdo da
guanina, com a formacgéo de 8-Oxoguanina (8-OHdG), utilizando um anticorpo marcado

com FITC, disponivel no “kit” comercial OxyDNA® (Biotrin, Irlanda), o teste “Sperm
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Chromatin Structure Assay” (SCSA), que avalia a suscetibilidade da cromatina a
denaturacao in situ e a porcentagem de células com danos na cromatina pelo uso da
técnica de TUNEL.

Material e métodos

Selecado dos animais e preparo das amostras

Foi realizado um estudo casualizado onde animais higidos Bos indicus da raca
Nelore, mantidos em regime semi-extensivo de um mesmo centro de colheita e
processamento do sémen (latitude 21°04'52” e longitude 48°02°24”) foram colhidos
duas vezes por semana pelo método da vagina artificial, completando trés colheitas por
animal. O sémen industrializado em palhetas foi acondicionado em raques e estocado
em nitrogénio liquido aguardando posterior avaliagdo. Os 40 animais selecionados
foram divididos em trés grupos de acordo com a idade na ocasido da colheita: de 1,8 a
2 anos (Grupo Jovens), de 3,5 a 7 anos (Grupo Adultos) e de 8 a 14,3 anos (Grupo
Senis) (tabela 1).

As avaliacbes da integridade da cromatina foram realizadas nas dependéncias
da Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba — UNESP.

Tabela 1. Distribuicdo dos animais por grupo experimental determinado pela idade dos
touros, média e desvio padrdo das idades e idade maxima e minima dos

animais.
n° partidas Idade (anos)
Grupo 0 i
(n®animais) Média Minima Maxima
Jovens 27 (9) 1,9+0,1 1,8 2
Adultos 57 (19) 4.8+1,0 3,5 7

Senis 36 (12) 10,1+2,0 8 14,3
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Para as avaliacdes descritas a seguir, 0 sémen congelado, acondicionado em
palhetas de 250uL, foi descongelado em &agua a 35°C durante 20 segundos. As
avaliagbes da integridade do DNA espermatico nas diferentes idades foram realizadas
primeiramente em microscopia de fluorescéncia e posteriormente pela citometria de
fluxo. Os equipamentos utilizados foram o microscépio Olympus BX61 (Olympus,
Tokyo, Japéo), equipado com campo claro, contraste de fase, contraste de interferéncia
diferencial (DIC) e epifluorescéncia, e o citdmetro de fluxo de focalizacdo acustica
Attune® (Applied Biosystems by Life Technologies, Grand Island, EUA), equipado com
lasers de 488nm e de 405nm, filtros de emissdo BL1 530/30nm “bandpass”
(BP),BL2575/24nm BP, BL3 640nm “longpass” (LP) e VL1 450/40nm BP, VL2522/30nm
BP e VL3 603/48nm BP.

Avaliacdo da Protaminagdo — CMA3

Para avaliacdo da protaminacdo foi utilizado o corante fluorescente CMA3
(Sigma, St. Louis, MO, E.U.A.) segundo o protocolo estabelecido por SIMOES et
al.(2009), o protocolo de coloracdo para citometria de fluxo foi desenvolvido segundo
TAVALEE et al., (2010).

O protocolo para leitura em microscopia esta sucintamente descrito a seguir.
Amostras de sémen foram descongeladas (dgua, 35°C/20 segundos) e centrifugadas
com PBS a 500g durante cinco minutos. Os pellets ressuspendidos em 100uL de PBS e
100pL de paraformaldeido a 4% foram incubados a 4°C por 15 minutos. Apos lavagem
com PBS, um esfregaco foi realizado com uma aliquota de 10uL e seco em temperatura
ambiente por 2 horas. As laminas secas foram submersas em 0,2% de Triton X a 4°C
por 5 minutos, apds este tempo, enxaguadas com PBS e incubadas com 0,25mg/mL de
CMA3 em tampéao Mc llvaine’s (Anexo H) por 20 minutos. Nos ultimos trés minutos foi
adicionado 3pL de Hoescht 33342 (Sigma, St. Louis, MO, E.U.A.). Para leitura, as
laminas foram lavadas com tampéo Mc llvaine’s, ainda Umidas foram cobertas com

laminula e levadas ao microscopio de fluorescéncia (microscopio Olympus BX61 —
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Japdao),contadas 200 ceélulas e todos os campos fotografados para coloracdo de
Hoescht 33342 e CMAZ3, a fim de conferir a contagem de espermatozoides.

Para o controle foi utilizado o protocolo descrito por SIMOES et al., (2009), onde
as amostras de sémen descongeladas foram centrifugadas em meio Mc llvaine’s a 500¢g
por cinco minutos, ressuspendidas e incubadas por 15 minutos a 37°C em PBS
contendo 5mM de ditiotreitol (DTT) e triton X-100, para quebrar as pontes dissulfidicas
entres as cadeias de protamina e permeabilizar a membrana plasmatica. Apds duas
lavagens para remover a solugdo de detergente e o DTT, os espermatozoides foram
fixados por 45 minutos em solucdo de Carnoy (trés partes de metanol e uma parte de
acido acético). Para leitura foram realizados esfregacos cobertos com laminula e lidos
em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX61 - Japdo) em filtro com excita¢do de
460-570nm e emissao de 460-610nm.

Para andlise por citometria de fluxo os espermatozoides foram diluidos em 200uL
de tamp&o Mc llvaine’s (2x10°espermatozoides), centrifugados a 500g por 5 minutos;
apos desprezar o sobrenadante, a amostra foi ressuspendida em 200uL de solucéo
Carnoy (3 partes de metanol e 1 parte de acido acético) e mantidas a 4°C por 5
minutos. Apos lavar duas vezes com PBS as amostras foram incubadas por 60 minutos
a temperatura ambiente com a solucdo de coloragdo de CMA3 (0,25mg/mL de CMA3; em
tampédo Mc llvaine’s). Apds 60 minutos, as amostras foram lavadas e ressuspendidas
em 1mL de PBS e lidas no citbmetro de fluxo Attune® (Applied Biosystems by Life
Technologies, Grand Island, EUA), equipado com laser de 488nm e filtro BL2 (575/24
nm), 10.000 eventos correspondentes a espermatozoides foram avaliados. O protocolo
de inducdo para o controle positivo foi semelhante ao utilizado para microscopia,

utilizando apds a indugédo o protocolo de coloragéo descrito acima.
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Danos de DNA causado por espécies de oxigénio reativo (EROs)— 8-OHdG

Danos de DNA causados por oxidacdo foram detectados utilizando “kit”
comercial que contém um anticorpo contra o 8-OHdG, que € uma base de DNA
(Guanina) que se modificou apds acao oxidativa de radicais livres. Neste procedimento
0 anticorpo esta ligado ao FITC e pode ser detectado pela citometria de fluxo (SILVA,
2006). Para a avaliacdo da oxidacdo da guanina foi utilizado protocolo descrito por
DelULLIS et al. (2009) onde o sémen de uma palheta descongelada de cada partida foi
lavada com PBS (500g9) e ressuspendida em 100uL de DTT (2mM) e incubadas a 37°C
por 45 minutos. As amostras foram lavadas com PBS e foram adicionados 100uL de
paraformoldeido 4% em 100uL de PBS, mantidas a 4°C por 15 minutos. Apoés a fixacao
e lavagem com PBS as células foram incubadas em 100uL de Triton X100 a
temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida foram lavadas com a solucdo “Wash
solution” contida no “kit” OXYDNA® (Biotrin, Irlanda), diluida em agua destilada a 1:25.
Em seguida as amostras foram incubadas durante 60 minutos a temperatura ambiente
com uma solucdo contendo uma parte da solucdo de anticorpo anti-8-OHdG marcado
com FITC diluida em nove partes da solucdo de lavagem. As amostras coradas foram
lavadas e ressuspendidas em 1mL de PBS.

Apbs o protocolo de coloracdo, a leitura foi realizada pela citometria de fluxo,
onde 10.000 eventos correspondentes a espermatozoides foram excitados pelo laser de
argbnio de 488nm e lidas no filtro BL1 (530/30nm). O controle positivo foi realizado
incubando uma amostra espermatica em DDT por 45 minutos e, em seguida,
acondicionada em peroxido de hidrogénio e sulfato ferroso por 60 minutos.

Para a andlise em microscopia foi seguido o mesmo protocolo de coloragdo com
a diferenca que apenas trés minutos antes do final do procedimento foi adicionado 1uL
de Hoescht 33342. As imagens foram fotografadas com filtro azul (Hoeschst) e em
seguida com verde (8-OHdG - FITC), foram contadas 200 células e classificadas de
acordo com a intensidade da fluorescéncia verde emitida, sendo as mais intensas

positivas e as menos intensas as negativas (Olympus BX61, 400X).
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Integridade da cromatina — SCSA e Laranja de acridina (AOT)

A analise da suscetibilidade da estrutura da cromatina a desnaturacéo acida foi
realizada pelas técnicas descritas por TEJADA et al. (1984) modificada por UNANIAN,
(2000), utilizando o corante fluorescente laranja de acridina, um corante metacroméatico
de DNA que permite a deteccdo da fragmentacdo do DNA em microscopia de
fluorescéncia pela emissao da coloracdo verde quando o DNA esta integro, e de laranja
a vermelha quando o DNA esta lesado. Paralelamente foi utilizado protocolo descrito
por EVENSON et al. (2002), o “Sperm Chromatin Structure Assay” - SCSA. Esta
metodologia envolve uso do corante laranja de acridina associado a leitura da amostra
pelo citdbmetro de fluxo, com excitacdo do laser de argbnio de 488nm e filtros de
emissdo BL1 530/30 (verde) e BL3 640 LP (vermelho). ApGs aquisicdo no citbmetro, os
dados de leitura devem ser analisados em software de analise especifico, o Flowjo®
(Tree Star, Inc., San Carlos, CA, U.S.A.). A porcentagem de células com DNA lesado &
dado pela equacdo % DFI = vermelho/vermelho+verde. Este indice seria altamente
correlacionado com a fertilidade do animal testado.

Para coloragdo com laranja de acridina e avaliacio em microscopia de
fluorescéncia, aliqguotas de 100uL de sémen descongelado foram adicionadas a
microtubos contendo 100uL de &gua destilada e centrifugado a 500g por 5 minutos.
Este procedimento foi repetido adicionando 200uL de agua destilada.

Em seguida, uma amostra de 30uL foi retirada do sedimento formado, para o
preparo de pelo menos dois esfregacos que foram deixados secar a temperatura
ambiente durante 60 minutos. Os esfregacos foram imersos em Solug¢do de Carnoy (3
partes de metanol para 1 parte de &cido acético) para a fixacdo por 12 horas. As
laminas foram secas a temperatura ambiente e posteriormente cobertas com 3mL da
solucdo de acridina laranja (10mL da solucdo de solucdo de acridina laranja
1lpg/mLcom 40mL de solucdo de acido citrico 0,1M com 2,5mL de solucéo de fosfato
dissodico 0,3M; pH 2-3 — anexo ), de modo a permanecerem coradas por 5 minutos em
ambiente escuro. Os esfregacos foram lavados cuidadosamente em &gua destilada e

antes de secarem, foram cobertas por laminulas (24 x 40 mm). As laminas foram
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examinadas em microscopio de epifluorescéncia (400x, microscopio Olympus BX61 -
Japao) em filtro com excitagdo de 460-570nm e emissdo de 460-610nm. Para cada
esfregaco foram contadas 200 células e classificadas de acordo com TEJADA et al,
(1984), sendo que as células que emitiram fluorescéncia verde foram consideradas
normais, ou seja, com cromatina integra, enquanto, as células que emitiram
fluorescéncia vermelha, laranja, amarela distribuidas de forma regular ou irregular no
interior da cabeca foram considerados anormais, indicando desnaturacdo total ou
parcial da cromatina.

Para realizacdo do protocolo da técnica SCSA, a concentracdo foi ajustada a
2x10°sptz/mL em PBS para um volume final de 200uL e posteriormente adicionado
400pL de solucao detergente acida (0,08M HCI,15M NacCl, e 0,1% de Triton X, pH 1,2).
Apo6s 30 segundos exatos adicionou-se a solucdo de AO (6ug de AO por mL de tampéo
— 0,037M &cido citrico, 0,126M de Na2HPO4, 1,1M de EDTA e 0,15M de NaCl, pH 6,0).
As amostras foram lidas no méaximo trés minutos apos a adi¢cdo do detergente acido e
10.000 eventos foram adquiridos no “gate” correspondente aos espermatozoides. As
avaliacdes foram posteriormente realizadas no programa Flowjo® (Tree Star, Inc., San
Carlos, CA, U.S.A)) e foram considerados para a andlise a porcentagem total de
espermatozoides com danos a cromatina (% DFI).

O controle positivo foi realizado incubando uma amostra espermética em DDT
por 45 minutos e em seguida em peroxido de hidrogénio e sulfato ferroso por 60

minutos.
Integridade da cromatina — TUNEL

A presenca de terminacdes de DNA 3°-OH livres foi acessada utilizando a
técnica de TUNEL associada a microscopia de fluorescéncia e a citometria de fluxo,
utilizando o “In Situ Cell Death detection kit, fluorescein” (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemanha). Para a microscopia foi utilizado o protocolo descrito por
VAGNINI et al. (2007) com pequenas adapta¢des (MITCHELL et al., 2010).
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Aliquotas de 100uL de sémen descongelado foram adicionadas a microtubos
contendo 100uL de agua destilada e centrifugado a 500g por 5 minutos. Entdo, as
aliquotas foram incubadas com 200uL de DTT (2mM) em PBS por 45 minutos em
temperatura ambiente.Ao fim desse procedimento foram lavadas duas vezes,
adicionando 200uL de PBS.

Em seguida, uma amostra de 30uL foi retirada do sedimento formado, para o
preparo de pelo menos dois esfregacos que foram deixados secar a temperatura
ambiente durante 60 minutos. As laminas foram fixadas em solucdo de PBS com
paraformoldeido a 4% durante 25 minutos e permeabilizadas em seguida, com 0,1% de
triton X-100 em 0,1% de citrato de sédio, a 4°C, por 2 minutos.

AplGs a lavagem com PBS, as laminas foram processadas para a técnica de
TUNEL. A mistura de reacdo (“Label solution e Enzyme solution”) foi adicionada em
cada lamina e incubadas a 37°C por 2 horas em atmosfera Umida, ao final da incubacgéo
as laminas foram lavadas com PBS e 3L de Hoescht 33342 foram adcionados (Sigma,
St. Louis, MO, E.U.A.). Para leitura, as laminas foram lavadas com PBS, ainda umidas
foram cobertas com laminula e levadas ao microscépio de fluorescéncia (microscépio
Olympus BX61 — Japéo), foram contadas 200 células e todos os campos fotografados
para coloragdo de Hoescht 33342 e TUNEL, a fim de conferir a contagem de
espermatozoides. O controle positivo foi obtido pré-tratando as células com
deoxiribonuclease | (100U/mL) por 20 minutos a temperatura ambiente. O controle
negativo consistira de espermatozoides incubados na solucdo de coloragdo sem a
presenca da enzima TdT.

Para a citometria de fluxo o procedimento adotado seguiu o protocolo descrito
por FATEHI et al., (2007) com algumas adapta¢bes (MITCHELL et al., 2010), onde os
espermatozoides foram lavados com PBS e a concentragcdo ajustada para 2
x10%sptz/mL em PBS em 200uL . Antes do inicio do protocolo as aliquotas foram
incubadas com 200uL de DTT (2mM) em PBS por 45 minutos em temperatura
ambiente. As amostras foram lavadas (200uL de PBS, 500g/5 minutos) e fixadas (15

minutos, 4°C) em 100uL de solucéo de paraformaldeido 4% em PBS.
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Depois de fixadas, foram lavadas duas vezes (200uL de PBS, 500g/5 minutos) e
ressuspendidas em solucdo de permeabilizagdo (0,5% Triton X-100 e 0,1% de citrato
de sédio em PBS) por 30 minutos em temperatura ambiente. O controle positivo foi
ressuspendido em 2UI de DNase | e incubado por 10 minutos a 37°C. O restante das
amostras recebeu 25uL da mistura de reacdo de TUNEL (“Label Solution e Enzime
Solution”) e o controle negativo 25uL da “Label Solution” apenas.

As amostras foram incubadas por 60 minutos a 37°C no escuro e ap0s este
periodo, lavadas duas vezes em PBS.

Ao fim protocolo de coloracao, foi realizada a leitura por citometria de fluxo, onde
10000 eventos correspondentes a espermatozoides foram excitados pelo laser de
argonio de 488nm e lidas no filtro BL1 (530/30nm).

Analise estatistica

Foi definida como hip6tese nula (Hp) a auséncia de diferencas entre a integridade
do DNA e o tipo de alteragdo na cromatina de espermatozdides criopreservados em
touros de diferentes faixas etarias.

A analise estatistica foi realizada utilizando o SAS —“Statistical Analysis System
software” (release 9.2. SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 2008). Os dados em

porcentagem foram transformados em arcosenO\/% para obter a distribuicdo normal.
Os resultados foram examinados utilizando “two-way” ANOVA (touro x grupo). As
medias foram comparadas pelo teste de Duncan e consideradas significativas quando
P<0,05.0 coeficiente de correlacéo (r), de determinacdo (r’) e a equacdo da regressio

foram calculados para variaveis selecionadas (ZAR, 1999).
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Resultados

A Tabela 2 representa as avaliacbes da integridade da cromatina por
microscopia de fluorescéncia. Na avaliacdo da protaminacdo com a CMA3 em
microscopia de fluorescéncia, a porcentagem de espermatozoides com coloracao
positiva no grupo de touros jovens foi maior quando comparada aos grupos de touros
adultos e senis.

J4 a média da porcentagem de espermatozoides com danos causados por
radicais livres pela avaliacdo da oxidacdo da guanina (8-OHdG) foi maior (P<0,05) para
0 grupo de touros senis quando comparada com 0s grupos jovens e adultos.

No teste de Laranja de Acridina, que avalia a susceptibilidade da cromatina a
desnaturacgdo acida, ndo houve diferencga entre os grupos (P>0,05).

Porém, a avaliacdo dos danos da cromatina (TUNEL) indicou que 0s grupos

Jovens e Adultos apresentaram valores inferiores aos touros Senis (P>0,05).

Tabela 2. Média e desvio padréo das porcentagens de espermatozoides com alteracdes
na cromatina nas técnicas de CMA3, 8-OHdG, AO e TUNEL, avaliados por
microscopia de fluorescéncia para os grupos de touros Jovens (n=27),
Adultos (n=59) e Senis (n=36).

Grupo CMA3 8-OHdG AO TUNEL
Jovens 0,96+0,862 2,13+0,61° 0,44+0,59 7,06+5,23"
Adultos 0,51+0,48"° 2,42+1,33" 0,17+0,20 7,20+3,46°

Senis 0,60+0,49" 4,73+1,58° 0,46+0,57 9,10+3,15?

*®Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).

As fotomicrografias apresentadas na Figura 1 A se referem a técnica de
coloracdo com CMA3, B “kit “OxyDNA® (8-OHdG), C técnica de TUNEL e na Figura 2
técnica do AOT.
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A 100um

100um
C

Figura 1. Fotomicrografias digitais de espermatozoides corados. A) com CMA3. Nota-se

(setas) a presenca de dois espermatozoides positivos para CMA3

(protaminacdo deficiente); B) OxyDNA, espermatozoides sem danos por

oxidagdo da cromatina; C) técnica de TUNEL, espermatozoides com

cromatina danificada (setas - TUNEL positivo) (Olympus BX61, microscopia de

fluorescéncia, 400x).
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25um

Figura 2. Fotomicrografia digital de amostra de sémen descongelado e corado com
laranja de acridina, A) células com cromatina integra; B) Amostra controle,
cromatina lesada por indugédo (DTT, Triton X-100, FeSO4 e H,0, ) (Olympus

BX61, microscopia de fluorescéncia, 400x).

Os resultados das avaliagbes da integridade da cromatina pela citometria de
fluxo estdo apresentados na Tabela 3. Na avaliacdo da protaminacao espermatica, 0s
touros jovens apresentaram uma maior porcentagem de espermatozoides corados com
CMAZ3, em comparacéo aos grupos adultos e senis (P<0,05).

No entanto, quando os danos de DNA associados a oxidagdo e formacdo de
bases modificadas (8-OHdG) foram avaliados, os resultados para o0s touros jovens,

seguidos pelos adultos e senis foram crescentes (P<0,05).
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Na técnica pelo SCSA, a porcentagem do indice de fragmentacédo total (%DFI),
gue pode ser entendida como a porcentagem de espermatozoides suscetiveis a
desnaturacgdo acida, foi maior para os animais jovens e senis, e menor para o grupo de
touros adultos (P<0,05). Entretanto, pela técnica de TUNEL, que avaliou a presenca de
guebras da fita de DNA, os animais jovens e adultos apresentaram médias superiores
aos senis. Para facilitar a visualizacdo dos resultados obtidos pela citometria de fluxo,
as médias e desvios para os parametros 8-OHdG, CMA3; e SCSA foram representados

na Figura 3.

Tabela 3. Média e desvio padréo das porcentagens de espermatozoides com alteracdes
na cromatina pelas técnicas de CMA3, 8-OHdG, SCSA e TUNEL, avaliados
por citometria de fluxo para os grupos de touros Jovens (n=27), Adultos
(n=59) e Senis (n=36).

Grupo CMA3 8-OHdG o g’gstﬁtal) TUNEL
Jovens 1,57+0,762 25,69+6,29° 3,550,612 0,830,492
Adultos 1,09+0,63° 34,89+9,20° 2,13+0,78° 1,23+1,20%

Senis 0,90+0,59" 44,11+11,00? 3,09+0,96" 0,50+0,32°

*’Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).
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Figura 3. Representacdo grafica dos grupos de idade (grafico de colunas e eixo
secundario) e da porcentagem e desvio padrdo de células espermaticas
positivas para CMA3 (A), 8-OHdG (B), SCSA (C) avaliadas por citometria de

fluxo.
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A Figura 4 ilustra os graficos obtidos pela citometria de fluxo para a coloragéo
com a CMA; e analisados pelo programa Attune® (Applied Biosystems by Life

Technologies, Grand Island, E.U.A.).

CMA3 -6 Controles - induzido
400 CMA3+
] 600 CMA3+
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Figura 4. Histogramas referentes a avaliacdo da porcentagem de eventos positivos para
CMA3, na area em verde e indicada como CMA3+ encontram-se 0S
espermatozoides com protaminacgao deficiente. A) amostra de touro do grupo
Jovens; B) controle negativo (amostra “Branca” — linha laranja), o controle
positivo - desprotaminacédo induzida (linha vermelha), e a mistura 1:1 das
amostras branco e induzida (linha azul) (Attune® Software — Applied
Biosystems by Life Technologies, Grand Island, EUA).
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A Figura 5 ilustra a composicdo da amostra controle para o SCSA e de uma

amostra avaliada do grupo de touros jovens analisadas pelo programa Flowjo® (Tree
Star, Inc., San Carlos, CA, U.S.A)).
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Figura 5. Representacao grafica dos histogramas, para a porcentagem de DFI (%DFI).
A) amostra controle com a quebra da fita dupla induzida (DTT, Triton X-100 e
incubacdo em FeSO4+H,0;); B) amostra do grupo Jovens (Flowjo® - Tree
Star, Inc., San Carlos, CA, U.S.A)).

Na Tabela 4 observam-se os coeficientes de correlacdo entre as variaveis
avaliadas e a idade dos touros, o CMA3 e o TUNEL apresentaram um coeficiente de
correlacdo negativo significativo e o 8-OHdG um coeficiente positivo significativo. O
coeficiente de correlagcdo negativo do SCSA com relacdo a idade nao foi significativo
(P>0,05).

Tabela 4. Coeficiente de correlacdo e valor de P das variaveis CMA3, 8-OHdG, SCSA e
TUNEL em relacao a idade dos touros avaliados.

Variavel Correlacéo P
CMA; -0,33 >0,0001

8-OHdG 0,63 >0,0001
SCSA -0,14 0,1401

TUNEL -0,20 0,0383
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Discussao

A fertilizacdo do odcito por um espermatozoide contendo alteragbes de DNA
pode gerar um grave impacto negativo no desenvolvimento embrionério, na saude do
feto (EVENSON & JOST, 2000) como também transmitir mutagbes que afetariam a
fertilidade da geracdo futura (AITKEN & KRAUSZ, 2001). Assim, a integridade da
cromatina € de vital importancia a contribuicdo paterna na producdo de um feto
saudavel.

Neste trabalho, foram obtidos dados inéditos com relagédo aos tipos de alteracdes
na cromatina que podem afetar a viabilidade espermatica de touros jovens, adultos e
senis. Estes danos podem ser causados basicamente pela apoptose durante o
processo de espermatogénese, por quebras durante o remodelamento da cromatina e
ainda por fragmentacao induzida por espécies reativas de oxigénio (TAVALAEE et al.,
2009; SAKKAS & ALVAREZ, 2010).

Aanimais jovens apresentaram maiores porcentagens de espermatozoides com
protaminacdo deficiente, ou seja, positivos para a coloracdo com CMA;, tanto na
microscopia, como na citometria de fluxo. Em humanos as falhas de protaminacao
podem ser causadas pelo estresse, uso de drogas, fumo e habitos de vida (AGARWAL
et al., 2005). Em touros geneticamente selecionados, em um mesmo ambiente de
centros de coleta e processamento do sémen, estes ndo sofreriam a exposicdo aos
agentes que afetam humanos (SIMOES et al., 2009).

Porém, vale lembrar que as técnicas de reproducdo assistida envolvem a
manipulacdo de gametas justamente durante periodos criticos de reprogramacado e
modificagbes epigenéticas, que incluem a metilacdo do DNA e a modificacdo das
histonas (PIEDRAHITA, 2011).

ZUBKOVA et al (2005) avaliaram os indices de protaminacédo em ratos jovens e
idosos, e verificaram que 0s animais jovens possuiam maior porcentagem

espermatozoides positivos na coloracdo com CMA3; quando comparados aos idosos.
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A retencdo de histonas pode ser um indicativo de imaturidade espermaética,
assim, como a protaminacdo deficiente também estd ligada a falhas durante o
empacotamento da cromatina (OVARI et al.,, 2010). Essas observacdes corroboram
com a correlacdo negativa entre a idade e a porcentagem de espermatozoides com
protaminacdo deficiente encontrada neste estudo. A escassez de trabalhos publicados
utilizando a coloracdo com CMA3 em bovinos, dificulta a interpretacdo dos resultados,
que foram sempre bem inferiores aos valores encontrados em humanos (SIMOES et al ,
2009; CARREIRA et al., 2010a; CARREIRA et al., 2010b)

A condensacdo do DNA espermatico protege o material genético e ao mesmo
tempo define forma e tamanho desta célula especializada (BALHORN, 2011; SHARMA
& AGARWAL, 2011) Desta maneira, € possivel supor que alteracées na morfologia da
cabeca possam ter relacdo com o grau de compactacdo da cromatina (ZINI et al.,
20009).

MARTI et al, (2011), avaliaram morfometricamente a cabeca dos
espermatozoides de ovinos jovens logo apos atingirem a maturidade sexual e notaram
gue eles possuiam um tamanho maior do que os animais adultos, indicando que pode
haver um periodo de transicdo ap0s a puberdade, para que a maturidade completa seja
alcancada.

Chen et al, (2008) notaram que casais constituidos por mulheres adultas e
homens jovens (com menos de 20 anos) apresentavam mais riscos de alteragbes no
nascimento, associados a supostas alteracdes na placentacdo (CHEN et al., 2008).
Essas alteracbes placentarias teriam sido causadas por mudancas em genes de
“imprint” paterno, delecdes em cromossomos ou mutagdes em regides de expressao
génica (MIOZZO et al., 2002), que podem ser encontradas em espermatozoides com
cromatina danificada ou pouco compactada (AITKEN & KRAUSZ, 2001).

Quanto aos resultados da avaliacdo da oxidacdo da guanina, pela detecgao da 8-
OHdG, houve correlagdo positiva com a idade do touro, sugerindo que animais mais
velhos foram mais afetados. Os danos a cromatina acontecem principalmente pela
acado do radical hidroxila que tem preferéncia pela ligagdo a guanina. Esta ligagéo

indesejavel modifica a base e pode gerar mutacdes (COMHAIRE et al., 2000).
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SILVA et al. (2007) obtiveram valores de 8-OHdG em amostras de sémen bovino
semelhantes aos observados nesse trabalho, mas ainda desafiaram as amostras com
diferentes concentracdes de perdxido de hidrogénio, afetando a producao de embrides,
mas nado a porcentagem de células com a guanina oxidada.

O envelhecimento afeta todo o organismo e a baixa producdo de antioxidantes
somada ao aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio fazem parte desse
processo (WEIR & ROBAIRE, 2004). Em ratos idosos, a reducdo da capacidade da
producéo de antioxidantes foi observada tanto no trato reprodutivo (WEIR & ROBAIRE,
2004; ZUBKOVA et al, 2004) como no figado (ZUBKOVA et al., 2004).

Em bovinos tanto as consequéncias da criopreservacao (BILODEAUET et al.,
2000) como o envelhecimento (KELSO et al., 1997), podem reduzir drasticamente o
nivel de antioxidantes no sémen. Por hipétese, no presente estudo tanto os efeitos da
idade como da criopreservacéo, favoreceram os danos por oxidacgao.

Nas ultimas décadas diversas ferramentas foram desenvolvidas para acessar a
integridade do DNA, dentre elas o SCSA, que se mostrou importante para avaliagdo
complementar do sémen de bovinos (JANUSKAUSKAS et al., 2000).

O SCSA somente avalia a sensibilidade a denaturacdo acida (EVENSON &
JOST, 2000), portanto ndo distingue ou determina a causa do dano, apenas a
consequéncia (fragilidade na cromatina). Essa caracteristica pode ser observada neste
trabalho, com 0 aumento na porcentagem de espermatozdides com danos a cromatina
para 0S grupos jovens e senis, que sao respectivamente o reflexo dos danos de
protaminacédo e da oxidac&o da guanina.

O teste de laranja de acridina (AOT), que avaliou a suscetibilidade a denaturacéo
acida por microscopia de fluorescéncia, produziu resultados diferentes dos obtidos pelo
SCSA. A leitura em microscopia de fluorescéncia do AOT pode ser afetada por
problemas tais como: a subjetividade da leitura, o rapido desbotamento da
fluorescéncia e a heterogeneidade da coloracdo na lamina, As dificuldades encontradas
teriam levado ao desenvolvimento da técnica de SCSA, que é similar ao AOT, mas,
eliminam a subjetividade e aumentando drasticamente a contagem de células
(EVENSON et al., 1999).
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A técnica de SCSA foi padronizada ha 30 anos (EVENSON, 2011) e ndo possui
grandes variacbes metodologicas. Ao contrario da técnica de TUNEL, que neste
experimento produziu resultados muito divergentes.

As duas técnicas abordam por metodologias e interpretacdes diferenciadas da
integridade da cromatina. O SCSA detecta danos potenciais, ou seja, aponta regioes de
fragilidade a quebra apds a denaturacao por tratamento 4cido, ja o TUNEL avalia danos
existentes, pela deteccédo das terminagdes 3'OH livres (HENKEL et al., 2010).

A falta de padronizacéo, variacdo e dificuldade dos protocolos da técnica de
TUNEL ja foram relatadas anteriormente (MURATORI et al., 2008; SHARMA et al.,
2010).

Com base nos resultados e na grande dificuldade encontrada durante a
padronizacdo da técnica de TUNEL neste trabalho, € possivel supor que os resultados
obtidos tanto na microscopia quanto na citometria de fluxo podem néo refletir os valores
reais, dificultando a interpretacdo desses dados.

Atualmente nenhum dos testes de avaliacdo da integridade da cromatina é capaz
de determinar consequencia clinica dos danos observados (SHARMA et al., 2010). Em
bovinos estes estudos ainda necessitam de investimento em pesquisa basica, ja que os
resultados sao variados e falta padronizacao das técnicas.

Neste trabalho observa-se que os danos na cromatina podem ter diferentes
origens em touros jovens e senis e que apesar do pouco substrato para fundamentar as
discussdes, 0s resultados sdo interessantes e sinalizam para necessidade de

investigacdes futuras.
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Conclusoes

Com base nos objetivos delimitados e nos resultados obtidos, conclui-se que:

-Animais jovens e senis apresentam maior susceptibilidade da cromatina a
desnaturacdo acida, e que esta fragilidade € consequéncia de processos distintos de
danos ao DNA.

- Nos touros jovens estes danos sdo consequéncia de protaminacao deficiente,
possivelmente decorrente da imaturidade reprodutiva.

- Nos animais idosos sdo causados pelo ataque de radicais livres & guanina em
consequéncia do envelhecimento e desbalanceamento entre a producédo de radicais
livres e antioxidantes.

- Apesar das diferencas encontradas entre os grupos, nao € possivel afirmar que
estes danos possam afetar a fertilidade das amostras, pois ndo existem valores de

referéncia estabelecidos para a espécie.
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CAPITULO 4. IMPLICACOES

Com relagdo as técnicas utilizadas, ndo hé duvidas quanto aos beneficios do uso
da citometria de fluxo associada ao emprego de corantes fluorescentes para a
avaliacdo espermatica, porém a padronizacao dos testes € a etapa mais importante de
todo o experimento. Técnicas com padronizacdo mais difici, como o TUNEL,
demandam tempo e experiéncia, e muitas vezes néo resultam em dados satisfatérios.
Outras técnicas sdo de facil execucdo (SCSA) e possuem protocolos muito bem
estabelecidos e padronizados, portanto, devem ser escolhidas por usuarios com pouca
experiéncia em citometria de fluxo.

Este trabalho abre um leque de gquestionamentos, principalmente, de quao pouco
sabemos sobre todo processo de maturidade sexual e principalmente sobre as
particularidades da compactacgéo e protegcdo do DNA espermético.

Os resultados obtidos indicam que touros jovens apresentaram maiores
porcentagens de danos na cromatina por deficiéncias na protaminacdo podendo estar
associado a maturidade sexual, uma vez que os valores decaem para touros adultos e
senis. No entanto, ainda ndo se sabe qual o limite destas porcentagens de danos que
causariam impacto a fertilidade.

Estes resultados séo ainda mais intrigantes quando se considera que, durante o
transito epididimario o espermatozoide adquire condicdo de apresentar motilidade no
futuro, sendo esta etapa, a mesma onde ele termina sua condensagdo e
empacotamento por protaminas. Portanto, podemos imaginar que existem muitos
fatores associados a maturidade reprodutiva que ainda permanecem desconhecidos.
Provavelmente, com a idade adulta, a capacidade de empacotamento se torna mais
eficiente, como consequéncia do amadurecimento do processo de espermatogénese e
do alcance de uma plena maturidade sexual.

De qualquer maneira, até que a fase de maturidade sexual de touros Nelore seja
completamente compreendidada, vale observar cautelosamente o0s animais

precocemente introduzidos nas CCPS, uma vez que podem apresentar amostras de
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sémen satisfatorias quanto aos parametros tradicionais de avaliacdo, como observado
no Capitulo 2, mas ocultar danos estruturais da cromatina.

Estudos futuros sdo necessarios para o entendimento das particularidades da
protaminacdo em bovinos, que possam trazer respostas para a fragilidade observada
em outras espécies.

Por outro lado, os danos de DNA causados por radicais livres podem ocorrer por
diversos fatores. Nos animais mais velhos se deve a reducdo da producdo de
antioxidantes e ao envelhecimento dos tecidos dos tubulos seminiferos e epididimo.

Desta forma, um aprofundamento de investigacdo deve ser feita, envolvendo os
dois grupos extremos de idade, buscando entender o processo de protaminacao e de
protecdo antioxidante ao DNA e para depois estabelecer valores que possivelmente

poderiam afetar a fertilidade de uma amostra.
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ANEXO A

Figura 1. Fotografia digital da tela de “setup” do CASA (versdo 12.3 — Hamilton
Research®, Beverly, EUA),“hardware” IVOS (“Integrat Visual Optical
System”, Hamilton Thorne Biosciences®)



ANEXO B

SOLUCAO KClI

e Solucdo A — Tampao citrato 2,94%

Reagentes

guantidade

Citrato de sodio 14,79
Agua destilada 500mL q.s.p.
s Solucéo final
Reagentes
KCI 13,05¢g
Solucéo A 500mL qg.s.p.
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ANEXO C

PBS
Reagentes guantidade
NaCl 1009
KCI 2,59
NaH,PO4 12 H,O 14,49
Agua destilada 1000mL g.s.p.

- Manter a -20°C
* Quando diluir para PBS 1X filtrar
* A solucédo 1X pode ser congelada novamente



s Solucao estoque

ANEXO D
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IODETO DE PROPIDIO(PI)

Reagentes 10mg/mL PI
Pl 10mg
DMSO 1mL
e Solucdo de trabalho
Reagentes 2mg/mL PI
Pl solucéo estoque 100uL
PBS 500uL

e Armazenar no freezer em frasco coberto protegido da luz.
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ANEXO E

FITC-PSA
e Solucdo estoque
¢ FITC-PBS 1000ug/mL
e PBS + Azida: 810ul PBS + 90puL Azida 10%.

s Solucao de trabalho

Reagentes 1mL de FITC-PSA

FITC-PSA 100pL

PBS+AZIDA 900pL

e Guardar solugéo de trabalho em frasco &mbar ou coberto, manter
refrigerado. Manipular e diluir as sondas em ambiente protegido da
luz.



ANEXO F

JC-1
e Solucao estoque A
Reagentes 5mg/mL JC-1
JC-1 59
DMSO 1mL
e Solucdo estoque B
Reagentes 0,5mg/mL JC-1
JC-1 solucéo estoque A 100pL
DMSO 1mL
« Manter no freezer
e Solucdo de trabalho
Reagentes 0,1mg/mL JC-1 = 153uM
JC-1 solucéo estoque B 200uL
DMSO 500uL

=  Manter no freezer

98



ANEXO G

99

Tabela 1-G. Média e desvio padrdo da porcentagem de defeitos maiores, menores e
totais para os grupos de touros Jovens (n=27), Adultos (n=59) e Senis (36).,
avaliados em microscopia de interferéncia diferencial (DIC, imersdo em 6leo,

1000x).Contagem de 200 células

Defeito Jovens Adultos Senis

Acrossoma 2,5t1,6 1,4+1,3 2,4+2,0
Sr%t;rﬂ;?p'asmé“ca 0,809 0,640,7 0,708
Subdesenvolvida 0,1+0,3 0,0+0,0 0,1+0,4
Enrolada na cabeca 0,1+0,3 0,4+0,6 0,4+0,6
Isolada patoldgica 0,1+0,3 0,1+0,3 0,3%£0,5
Estreita na base 0,6+1,7 0,2+0,3 0,1+0,3
Piriforme 0,1+0,4 0,1+0,2 0,1+0,4
Pequena anormal 0,1+0,2 0,0+0,1 0,0+0,1
Contorno anormal 0,8+0,8 0,3+0,7 0,3+0,5
“Pouch formation” 0,1+0,2 0,1+0,3 0,2+0,5
Formas duplas 0,1+0,3 0,0+0,1 0,2+0,4
Defeitos de membrana 1,0+1,2 1,4+1,5 0,8+0,8
Peca intermediéria SR LeBle LAsld
Cauca fortemente 3,8+3,7 3,3:3,4 1,7+1,6
Total de maiores 13,745,0 9,7+5,8 8,2+4,4
g%qa“netga’ delgada, 0,3£0,5 0,00,1 0,120,1
Decaptagéao 2,420 3,7+3,2 3,1+£3,2
zsgjigl‘termedié”a 1,1+2,1 1,0£1,7 0,6£0,5
Cauda dobrada 0,5+0,9 0,6+1,0 0,5%£1,0
(?i‘;iglcnc’p'asmé“ca 0,2+0,5 0,7+1,0 1,6+2,7
ggt”ada S @I GOl 0,5+1,1 0,540,6 1,1+1,9
Total menores 5,1+3,3 6,4+4,3 6,2+5,3
Total geral 18,8+7,0 16,1+8,5 15,0+7,1
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ANEXO H

Tampéao Mcllvaine (volume final = 10ml)

- 0,036769 acido citrico (diluir em 1,75ml de agua destilada) — 0,1M &cido citrico
- 0,23359g Na;HPO,4 7H,0 (diluir em 8,25ml de agua destilada) — 0,2M Na,HPO, 7H,0O

*fazer as solucdes separadas e depois junta-las
- 0,02033g MgCl, pH 7.0 (colocar direto na solugéo preparada acima) - 10mM MgCl,
- 0,00125g CMA; (colocar direto na solugéo preparada acima)

- Aliquotar (100ul) e estocar a -20°C abrigado da luz (Validade = 2 anos)

2- MgCl, STOCK (volume final = 1ml)

- 0,0020g MgCl,
- Agua destilada (g.s.p) = 1ml

- Armazenar em geladeira
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ANEXO |

Acridine Orange (AO) — Laranja de Acridina

s Solucao estoque

Reagentes 0,1M

Acido citrico 9,6059

Agua destilado 500mL

e Solucdo estoque

Reagentes 0,3M

Fosfato dissodico 8,429

Agua destilado 100mL

e Solucdo estoque

Reagentes

Acridine Orange 0,259

Agua destilado 250mL

s Preparo das solucdes de uso imediato:
e Fixador: Solugdo de Carnoy: preparar 3 partes de metanol e 1 parte de acido
acético. Fixar os esfregacos “overnight”.

s Solucao de coloracao acridine Orange:
10mL solucéo estoque acridine Orange
40mL solucéo estoque de acido citrico
2,5mL solucao estoque de fosfato dissodico

Preparar em ambiente escuro.

Utilizar imediatamente — cobrir as laminas fixadas e secas com aproximadamente
3mL da solucdo e aguardar 5 minutos, incubar em ambiente escuro. Lavar com
agua destilada, cobrir as laminas com laminula antes de secar completamente e
ler em microscopia de fluorescéncia (filtro de 490nm, aumento de 100x em
imerséo) Contar 200 células.
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