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Resumo

AUTOR, Meldau D.C. Morfometria do nucleo espermatico associada a avaliacdo histolégica em
bovinos. 2013. 26 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

O objetivo deste trabalho foi analisar a histologia testicular e o perfil morfométrico nuclear
espermatico em touros de corte diagnosticados como aptos (n=7) e inaptos (n=7) quanto ao
potencial reprodutivo. Esfregacos corados pelo método citoldgico rapido foram usados para
mensuragoes nucleares diretas (base (um), largura (um), comprimento (um), perimetro (um) e area
(um?)) e indiretas (indice de circularidade (0-1), indice de alongamento (0-1)), de 50 células
espermaticas. Fragmentos testiculares obtidos poOs orquiectomia foram usados para analise
histoldgica. Segmentos tubulares (n=100/touro) foram classificados de acordo com integridade
tubular, disposicdo das células germinativas, presenca de alteragfes descamativas e necrose
intratubular. O percentual de tubulos contendo espermatides alongadas e/ou espermatozoides foi
usado como indicador meidtico. Touros aptos apresentaram maior frequéncia de integridade tubular
(38,2%) e indice meidtico (29,4%) em relacdo aos inaptos (8,8% e 6,6%, respectivamente). Com
excecdo do comprimento, todas as outras variaveis morfométricas diferiram significativamente
entre as condicdes reprodutivas. O comprimento, circularidade, largura e base foram as variaveis
que melhor explicaram a variacdo da area nuclear espermatica (R?=0,80, p<0,01) nos touros aptos.
Para 0s inaptos, o comprimento, a circularidade e a base foram as mais significativas (R*=0,67,
p<0,01). Concluiu-se que touros com cerca de 30,0% de segmentos tubulares comprometido
estruturalmente podem ser considerados subférteis e, portanto, inaptos a reproducdo. Nesses
individuos, além das alteracdes histologicas, ha maior proporcao de defeitos de cabeca e formacao
de maior heterogeneidade na area do nucleo espermatico, sugestivo de imaturidade na condensagéo

da cromatina.

Palavras-chave: Morfometria espermatica, avaliacao histologica, sémen, bovino.
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Abstract

AUTOR, MELDAU D.C. Morphometry of the sperm nucleus associated with testicular histological
evaluation in bovine. 2013. 26 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

The aim of this study was to analyze the testicular histology and morphometric profile of sperm
nucleus from beef bulls classified according its reproductive condition in satisfactory (n = 7) and
unsatisfactory (n = 7). Sperm smears were stained by Diff-Quick for the nuclear measurements. It
was analysed direct (base (um), width (um), length (um), perimeter (um), area (um?)) and indirect
(index circularity (0-1), index of elongation (0-1)) nuclear measurements from 50 sperm cells.
Testicular fragments obtained after orchiectomy were used for histological analysis. Tubular
segments (n = 100/bull) were classified according tubular integrity, germ cells arrangement,
presence of abnormal desquamation and intratubular necrosis. The percentage of tubules containing
elongated spermatids and/or spermatozoa was used as an meiosis indicator. Satisfactory bulls had a
higher frequency of tubular integrity (38.2%) and meiotic index (29.4%) compared to unsatisfactory
ones (8.8% and 6.6%, respectively). Except length, all other morphometric variables differed
significantly between reproductive conditions. Length, roundness, width and base were the
variables that best explained the variation in sperm nuclear area (R? = 0.80, p <0.01) in satisfactory
bulls. For the unsatisfactory ones, length, roundness and base were the most significant
measurements (R?> = 0.67, p <0.01). We concluded that bulls with about 30.0% of structurally
compromised tubular segments can be considered subfertile and thus unsatisfactory to reproduce.
These individuals apart from histological changes there is more proportion of defects in head
formation and more heterogeneity in the area of sperm nucleus, indicative of immaturity in

chromatin condensation.

Keywords: Sperm morphology, histologic evaluation, semen, bovine.
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INTRODUCAO

Na ultima década, o Brasil se tornou o maior exportador e o segundo maior produtor de
carne bovina do mundo. Acompanhando o crescimento da pecuéria no Brasil, é necessario que haja
0 surgimento de novas tecnologias que levem a maximizacdo do aproveitamento do potencial
produtivo dos animais. Embora tenha havido avancos nos modelos propostos para melhorar a
eficiéncia dos sistemas produtivos, as taxas de descarte de reprodutores por problemas reprodutivos
e baixa qualidade seminal ainda sdo preocupantes.

Considerando a fertilidade como uma variavel multifatorial, é possivel inferir que, em
muitas situacfes, o exame androldgico convencional ndo seja suficiente para diagnosticar e
prognosticar alteragdes na funcdo reprodutiva (Beletti et al., 2004). Portanto, novas técnicas
semiologicas, especialmente de baixo custo, devem ser estudadas e/ou incorporadas a rotina de
selecdo e avaliagdo andrologica, buscando identificar mais acuradamente subpopulaces de
individuos potencialmente subférteis.

A anélise de importantes defeitos, como os de cabeca e de nucleo espermatico, na avaliacao
do sémen bovino, ainda é baseada em microscopia de campo claro. Embora seja rapida e Util para o
diagnostico, € passivel de erros por ndo permitir a identificagdo e quantificacdo de pequenas
variagdes entre subpopulacdes espermaticas. Ambos os defeitos sdo os mais importantes para o
diagnostico e prognostico das alteracdes reprodutivas no touro (Ostermeier et al., 2001; Walters et
al., 2005), porém sua relacdo nem sempre pode ser estimada em termos de fertilidade. Nesse
contexto, diferentes defeitos morfologicos na estrutura nuclear como contorno, forma da cabeca
espermatica e compactacdo da cromatina, tém sido empregados com o objetivo de identificar
diferencas entre individuos e seu impacto sobre a fertilidade (Ostermeier et al., 2001). Desta forma,
a morfometria digital tem obtido resultados promissores com relacdo a estimativa de diferentes
medidas do ndcleo espermatico e relagdo com anormalidades na cromatina (Gravance et al., 1996;
Fernandes et al., 2005; Silva et al., 2008).

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. Exame Androldgico
O exame andrologico é essencial para a avaliagdo do potencial reprodutivo de um touro,
visando estabelecer um diagnostico e/ou uma conclusdo com relacdo ao aproveitamento do animal.
Desta forma, o exame androldgico tem como objetivo maximizar a fertilidade do rebanho ao
oferecer a possibilidade de eliminacdo de touros inférteis do rebanho, selecionando, possivelmente,

0s animais que apresentam maior eficiéncia reprodutiva. A avaliagdo dos reprodutores €
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fundamentada na observacdo da salde geral do animal, salde do sistema reprodutivo e
determinacéo da potencialidade reprodutiva.

Indo ao encontro do que foi anteriormente exposto, as avaliagdes clinicas seminais tornam-
se, portanto, fundamentais para classificar e estabelecer um progndstico da funcéo reprodutiva. O
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal - CBRA (1998) recomenda classificar os reprodutores
em trés categorias, de acordo com o diagnostico, sendo que 0s touros podem ser aptos ou
satisfatorios, inaptos temporarios ou questionaveis e insatisfatorios ou inaptos a reproducao.

O touro considerado inapto (condicdo permanente) ndo deve ser utilizado como reprodutor.
Em animais aptos e inaptos temporarios ou questionaveis (condi¢cBes temporarias) devem ser
realizados com regularidade exames de sémen, uma vez que fatores nutricionais, raciais,
ambientais, farmacologicos, sanitarios ou de manejo podem levar a alteragdes nos padrdes seminais.

Critérios e padrdes tém sido estabelecidos visando facilitar a conclusdo a respeito das
caracteristicas seminais observadas no exame androldgico. O espermograma, exame que analisa a
qualidade de células espermaticas no sémen, consiste em um dos principais metodos para estimar a
fertilidade do macho e, portanto, tem sido considerado um dos melhores indicadores de potencial de
fertilidade (Belleti et al., 2004).

Divide-se 0 espermograma em duas fases: exame imediato e exame laboratorial. No
primeiro, a avaliacdo é realizada logo ap0s a colheita do sémen, observando-se volume, aspecto e as
variaveis cinéticas que envolvem turbilhonamento, motilidade e vigor.

Com relacdo as avaliacdes laboratoriais, sdo obtidos fatores quantitativos e qualitativos
significativos para a avaliagdo da qualidade do sémen. Quantitativamente, estima-se a concentragao
de células e, qualitativamente, a morfologia espermatica, de acordo com o preconizado pelo Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998).

1.2. Morfologia Espermatica

A morfologia espermatica trata-se de um componente essencial para o exame de sémen,
capaz de fornecer uma estimativa do percentual de espermatozoides normais ou integros
estruturalmente, bem como a distribuicdo dos distintos defeitos morfolégicos. Contudo, é
importante salientar que o espermograma reflete a producdo espermatica de 60 a 70 dias passados,
de certa regido do tubulo seminifero, sendo, desta forma, possivel apenas apontar um prognostico
do potencial da capacidade reprodutiva (Reichenbach et al., 2008).

De uma forma geral, a morfologia espermatica é analisada utilizando-se esfregacos corados
e fixados, ou por meio da camara Umida (CBRA, 1998), sendo a primeira preferivel, uma vez que

0s espermatozoides sao células translucidas.
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Desde que foram classificados os defeitos morfolégicos espermaticos no touro, tem sido
despendido muito esfor¢o no estudo da importancia e impacto na fertilidade do touro da patologia
espermatica (Rao et al., 1980; Barth et al., 1992; Saacke, 2000; Ostermeier et al., 2001).

Com relagdo as celulas espermaticas morfologicamente alteradas, a classificacdo pode ser
feita de acordo com a estrutura envolvida como cabeca, incluindo o acrossomo, e cauda,
envolvendo também defeitos de peca intermediaria (CBRA, 1998), ou ainda simplesmente dividida
em defeitos maiores e defeitos menores (Blom, 1973), sendo o defeito associado ao grau de
importancia do defeito para a fertilidade.

Devem ser contadas 200 células espermaticas e classificadas de acordo com a sua
morfologia. Os espermatozoides normais devem representar, no minimo, 70% da totalidade das
células espermaticas contadas, enquanto que os defeitos maiores ndo devem ultrapassar 20% e 0s
defeitos menores ndo devem ultrapassar os 30%. No que diz respeito aos defeitos individuais, €
preferivel que os defeitos menores estejam em torno de 5% e defeitos menores ao redor de 10%
(CBRA, 1998).

Simplificadamente, alguns dos defeitos morfoldgicos de importancia para a avaliacao
seminal compreendem defeitos de cabeca, incluindo os de acrossomo e cabeca isolada normal, e de
cauda, tanto de peca intermediaria quanto de peca principal (CBRA, 1998).

Os defeitos de cabeca compreendem as alteracfes de forma, contorno e tamanho da cabeca
espermatica e estdo intimamente relacionados a anormalidades na condensacdo da cromatina
espermatica, além de influenciarem na reducdo da fertilidade (Ostermeier et al., 2001) e na baixa
taxa de clivagem e desenvolvimento embrionario (Walters et al., 2005). Altera¢gdes na constituicao
do acrossomo costumam apresentar baixa prevaléncia, mas, quando presentes, podem prejudicar a
fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario (Thundathil et al., 2000).

J4 os defeitos de cauda s&o os mais comumente encontrados no sémen bovino e dificultam a
motilidade ou o deslocamento dos espermatozoides que os possuem (Freneau, 2011). Habitalmente
acompanham os processos degenerativos testiculares em associa¢do com os demais defeitos. Além
disso, touros com hipoplasia testicular tendem a apresentar maior prevaléncia de defeitos de cauda,

bem como os que apresentam alteragdes epididimais (Amann & Hammerstedt, 1993).

1.3. Espermatogénese

Espermatogénese é o processo iniciado na periferia do tibulo seminifero e evolui em diregéo
a luz deste, sendo composto por uma complexa série de divisdes e diferenciacGes celulares, nas
quais células diploides (espermatogbnias) se diferenciam em uma célula hapldide madura
(espermatozoide) (Setchel, 1978). Trés fases caracterizam esta transformacdo, que sdo: a

espermatocitogénese, a fase meidtica e a espermiogénese. A primeira fase, a espermatocitogénese,
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resulta na producdo de espermatogdnias, que se transformam em espermatocitos primarios e
secundarios. Por conseguinte, essas células entram na segunda fase da espermatogénese, que
compreende duas divisdes meioticas consecutivas, responsaveis por reduzir o contetdo de DNA a
metade das células somaticas, levando a formacéo de células hapldides, chamadas de espermatides.
A terceira fase, conhecida por espermiogénese, na qual had condensacdo da cromatina nuclear,
formacdo da causa do espermatozoide ou aparelho flagelar e desenvolvimento do capuchéo
acrossomatico, culminando na transformacao das espermatides em espermatozoides (Johnson et al.,
2000). No touro, as fases de espermatocitogénese, meiose e espermiogénese duram em meédia 21, 23
e 17 dias, respectivamente, totalizando 61 dias (Amann, 1970).

No inicio do século XXI, com o objetivo de facilitar a analise histoldgica, Horn et al. (2003)
agruparam os estagios em trés grupos, tendo como base a multiplicacdo mitética (estagio | e 1), as
divisdes meidticas (estagios Il e V) e a espermiogénese (estagios V ao VIII).

Apesar de todas as fases serem importantes para moldar a célula espermatica, a
espermiogénese tem sido a mais estudada. Isso se deve, principalmente, pela necessidade de
conhecimentos sobre o reordenamento das organelas, migracdo mitocondrial, organizacdo e
compactacdo da cromatina nuclear. As espermatides caracterizam-se por apresentar ndcleo esférico
envolto por citoplasma, com destaque para o complexo de Golgi, mitocondrias e centriolo.
Diminutos corpusculos, referenciados por granulos pré-acrossdmicos, unem-se para originar um
simples granulo maior, o qual se torna estritamente aderido a superficie nuclear (Russel et al.,
1990). Subsequentemente, este granulo expande-se ao longo do nucleo, dando origem ao sistema
acrossomal, cuja funcdo primordial é a secrecdo de material glicoproteico. Enquanto o sistema
acrossomal migra para um polo do ndcleo, os centriolos, intimamente ligados @ membrana nuclear,
migram em direcdo oposta, dando origem ao flagelo ou cauda espermatica. Por conseguinte, ocorre
a rotacdo do nucleo e o sistema acrossomal se orienta em direcdo a membrana limitante do tabulo
seminifero. Esta reorientacdo é acompanhada pelo deslocamento do préprio nicleo para a periferia
do citoplasma (Fawcet, 1970).

ApOs essa importante etapa, a cromatina nuclear comeca a condensar e torna-se mais
cromofilica (Fawcet, 1970; Russel et al., 1990). Segundo Berndston & Desjardins (1974), na
primeira divisdo meidtica (espermatocitos primarios) ha 6% de perda celular por degeneracao e, na
segunda divisdo (espermatocitos secundarios) a degeneragdo fica proxima de 20%. Essa
caracteristica, embora seja fisiologica, esta ligada a reorganizagdo da cromatina nuclear ou a

possiveis mecanismos de reparacdo no DNA (Baarends et al., 2001).



1.4. Alterac0Oes Testiculares

Diversas alteracdes clinico-patologicas tém sido identificadas no aparelho reprodutivo do
touro e comumente estdo relacionadas a reducgdo da fertilidade, tanto de forma temporaria quanto
definitiva. O impacto maior dessas alteracdes incide sobre a funcéo testicular, afetando diretamente
a espermatogénese e, portanto, modificando os padrdes seminais e possivelmente comportamentais.
Alteracdes reconhecidas como classicas, tais como a degeneracdo e a hipoplasia testicular, ainda
constituem as principais patologias envolvidas com a inaptiddo no touro (Foster, 2007). Outros
processos como a orquite, epididimite e as neoplasias, embora sejam encontrados, apresentam baixa

prevaléncia em touros de corte (Kennedy et al., 2002).

1.5. Degeneragdo Testicular

A degeneracdo testicular é considerada uma das causas mais frequentes de reducdo da
fertilidade dos reprodutores. Comumente, a degeneracdo testicular esta relacionada a fatores que
levam a altera¢des na termorregulacdo da gonada masculina, embora também possa ser decorrente
de problemas nutricionais, obstru¢des dos tabulos seminiferos, dentre outras.

A origem das alteracGes degenerativas por estresse térmico no parénquima e intersticio
testiculares reside na modificacdo do padrdo circulatorio arterial e venoso. Com a elevacdo da
temperatura, 0 mecanismo de contracorrente que permite o resfriamento do sangue arterial é
prontamente suprimido, resultando na elevacdo da temperatura do parénquima e reducdo no fluxo
venoso de retorno (Coulter et al., 1988). Por consequéncia, ha um aumento progressivo na demanda
metabolica celular em contraste a diminuicdo da saturacdo de oxigénio devido a congestdo vascular
(Setchell et al., 1971). Isso resulta em hipdxia e variacdo no padrdo morfologico tissular. Esse
modelo é exemplificado pela febre, nos processos inflamatorios, e pela varicocele, uma alteracdo
vascular que ocorre no testiculo do homem (Zorgniotti et al., 1986).

O clima tropical, que envolve elevadas temperaturas, facilita o surgimento de alteragdes no
epitélio seminifero e, consequentemente, reducdo da qualidade seminal (Gabaldi e Wolf, 2002). A
modificacdo no padréo circulatorio arterial e venoso, devido a elevacdo da temperatura, faz com o
mecanismo de contracorrente, que permite o resfriamento do sangue arterial, seja prontamente
suprimido, resultando na elevacdo da temperatura do parénquima e reducdo no fluxo venoso de
retorno (Coulter et al., 1988). Consequentemente, ha um aumento progressivo na demanda
metabolica celular em contraste com a diminuigdo da saturacdo de oxigénio, devido a congestdo
vascular (Setchell et al., 1971). Isso resulta em hipoxia e variacao no padrao morfoldgico tissular.

Nem sempre € possivel diagnosticar a degeneracdo testicular durante o exame clinico. De
maneira geral, as patologias que atingem os testiculos podem ser congénitas, geneticas ou

adquiridas, temporarias (reversiveis) ou permanentes (irreversiveis), uni ou bilaterais, sendo que,
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quando unilateral, provavelmente é resultado de um evento local e, quando bilateral, decorre de um
problema sistémico (Foster & Ladds, 2007). A classificacdo temporal esta na dependéncia direta da
causa. LesOes ou disturbios que afetam diretamente as camadas mais profundas do epitélio
seminifero tendem a ser irreversiveis, pois afetam as espermatogénias e, portanto, impedem a
reposicao continuada das células germinativas (Foster, 2007).

Nos processos degenerativos, macroscopicamente, os testiculos apresentam menor volume.
Na fase inicial do processo, tornam-se macios, flacidos e a superficie de corte mostra-se palida. Nos
processos crénicos, os testiculos tornam-se mais firmes a palpagdo e frequentemente apresentam
focos de calcificacdo junto ao mediastino (McEntee, 1990). A microscopia, 0s achados sdo diversos
e geralmente levam a perda consideravel do epitélio germinativo, podendo ser focal ou difuso. Ha
presenca de vacuolizacdo nas células germinativa, espessamento da tdnica prépria e descamacédo ou
desprendimento de nichos de células da linhagem germinativa do epitélio seminifero. Em quadros
degenerativos mais intensos, pode ser observada picnose nuclear, fibrose intersticial e presenca de
células gigantes (Foster & Ladds, 2007). Quantitativamente, a frequéncia de estagios intermediarios
e finais da espermatogénese € significativamente inferior em touros inaptos por problemas seminais
e com graus variados de degeneracao testicular.

De acordo com Rao et al. (1980), o processo degenerativo ocorre em diversos pontos do
epitélio seminifero, atingindo diferentes segmentos e pode variar desde auséncia de lamen,
hiperplasia de células de Leydig, presenca apenas da membrana basal até a completa calcificacdo
epitelial. Como reflexo da degeneracdo, ocorre a perda qualitativa e quantitativa da producdo de
células espermaticas pelo epitélio germinativo, prejudicando a capacidade do macho em manter a

fungdo reprodutiva (Hoflack et al., 2008).

1.6. Hipoplasia Testicular

Hipoplasia testicular é o subdesenvolvimento congénito das gbnadas, caracterizada por
baixo nimero de células germinativas nos tibulos seminiferos. A causa mais aceita € que touros
com essa patologia apresentam genes recessivos de penetrancia incompleta e expressividade
variavel (Langerlof, 1934). Essa condicdo é semelhante a Sindrome de Klinefelter, reconhecida em
humanos. Felinos, bovinos, cées, suinos, equinos e ovinos podem apresentar um mosaico com Cromossomos

XXY. Nos bovinos, contudo, é reconhecidamente de carater hereditario (Foster & Ladds, 2007). Em touros

de corte, essa patologia pode variar de 1,1 a 15,0%, dependendo da raca e regido do Brasil (Ohashi et al.,
1988; Goiozo et al., 2003). Clinicamente, ha tendéncia de diminuicdo do perimetro escrotal, embora
essa condicdo ndo seja observada em todos 0s casos. Essas observagfes, em conjunto com 0s

achados histopatoldgicos, levaram a classificagdo dos quadros de hipoplasia testicular em leve,
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moderada e intensa. Nos casos leves e moderados, a qualidade seminal € pouco afetada, e pode ser
confundida com degeneracdo testicular temporaria (Pimentel, 2001).

Microscopicamente, a hipoplasia pode ser dividida em discreta, intermediéria ou total,
quando difusas no parénquima testicular, de acordo com o conjunto de alteragdes encontradas. Pode
ser uni ou bilateral, sendo o testiculo esquerdo afetado com maior frequéncia (Ladds, 1985). Nos
casos discretos e intermediarios, as lesdes nos tubulos seminiferos, como perda das células
germinativas e vacuolizacdo, sdo semelhantes as encontradas nos quadros de degeneracao testicular.
Porém, além das alteracGes degenerativas, ha presenca de células de Sertoli e poucos
espermatocitos primarios nos tdbulos. Tipicamente ndo ha espessamento da lamina basal e fibrose
intersticial (Foster & Ladds, 2007). Em casos severos ou acentuados, os tibulos apresentam-se com
didmetro reduzido e delineados por ceélulas de Sertoli e, as vezes, pela lamina basal ou
espermatogdnias que ndo evidenciam atividade mitética (spermatogenic arrest). A membrana basal
poderd ou ndo estar espessada e hialinizada com um aumento do tecido conjuntivo peritubular
(Nascimento & Santos, 2003).

1.7. Avaliacéo Histoldgica Testicular

A analise histopatologica testicular é uma tarefa relativamente dificil devido a complexidade
da organizacao tecidual, assim como os diferentes aspectos citol0gicos e interativos entre intersticio
e epitélio germinativo (Russel et al., 1990). De forma geral, a avaliacdo pode ser dividida em
quantitativa e qualitativa. A analise quantitativa envolve aspectos relacionados a multiplicacdo das
células germinativas de acordo com as caracteristicas dos estagios espermatogénicos, incluindo: a)
interrupcdo das divisGes a partir das espermatogonias; b) degeneracdo e fagocitose das células
germinativas; c) retardo divisional durante a meiose (arrest spermatogenesis) e d) destruicdo das
células germinativas (Russel, et al., 1990). Células degeneradas no epitélio germinativo geralmente
sdo fagocitadas pelas células de Sertoli. Assim, é normal que haja perda nas divisdes pds-meiose,
reduzindo a frequéncia de células que atingem a espermiogénese (Amann, 1962). Atualmente, esse
mecanismo envolve a apoptose das células germinativas que pode se expressar naturalmente ou em
resposta a um fator lesivo (Aitken et al, 2011).

Nos bovinos, a avaliacdo histopatoldgica testicular, ou qualitativa, tem se resumido a
descricdo das lesbes quando ja estabelecidas nos animais descartados para a reproducdo (McEntee,
1990). Assim, relatos sobre alteracdes especificas encontradas em pequenos grupos de touros
tornam-se fontes mais importantes sobre os achados clinico-patol6gicos associados a infertilidade
(Foster & Ladds, 2007). Além disso, estudos dessa natureza geralmente ndo acompanham o0s

animais por longos periodos, limitando a amplitude das observag6es em relacdo a funcéo testicular.



8

Por outro lado, alguns aspectos anatomopatoldgicos parecem estar associados a raga e ndo
apenas a inaptiddo reprodutiva do touro. Hoflack et al. (2008) observaram em touros da raca
Belgian Blue que aproximadamente 93,2% dos tdbulos examinados apresentavam, no minimo, uma
alteracdo de carater patoldgico, sendo que destas, 67,8% apresentavam vacuolizacdo nas células
germinativas e 48,0% com restos celulares luminais. Embora essas lesdes reflitam alteracoes
compativeis com baixa qualidade seminal, muitas alteracdes ndo indicam uma etiologia definida

além de serem reversiveis do ponto de vista funcional.

1.8. Morfometria espermatica

A avaliacdo morfologica do sémen tem sido considerada como um dos fatores mais
importantes para determinar a qualidade espermatica e, consequentemente, estimar a fertilidade do
animal. Contudo, a estimativa subjetiva fornecida por essa forma de avaliagdo tem se mostrado
insuficiente, uma vez que ndo avalia a estrutura interna do espermatozoide (Beletti et al., 2004).

Caso a qualidade de um ejaculado seja identificada incorretamente, as perdas econémicas
afetam tanto as centrais de inseminacdo artificial (1A), quanto os produtores (Ostermeier et al.,
2000). Desta forma, o desenvolvimento de um teste para prever, com precisdo, o desempenho do
sémen de um animal tem sido o objetivo de muitos pesquisadores (Sancho et al., 1998).

A andlise computacional da morfologia espermatica, conhecida como morfometria
espermatica, feita por meio da captura de imagens dos esfregacos de sémen e com posterior analise
das mesmas em software especifico para tal, comumente leva em consideracdo mensuracdes basicas
da cabeca espermatica como area, perimetro, base, largura e comprimento (Silva et al., 2008), bem
como fatores derivados dessas medidas (Garrett e Baker, 1995).

Embora a morfometria da cabeca espermatica e sua influéncia sobre a fertilidade ainda seja
alvo de davida, sabe-se que alteracBes intensas na forma da cabeca do espermatozoide possuem
influéncia semelhante as alteracdes morfoldgicas identificadas no espermograma de rotina (Davis et
al, 1992; Macleod e Irvine, 1995). Uma vez que a quase totalidade do volume da cabeca do
espermatozoide € composta pelo DNA espermatico, qualquer anormalidade ligada ao material
genético, a cromatina ou a matriz nuclear espermatica possivelmente resulta em uma mudanca na
forma do ndcleo espermatico. Consequentemente, ja que determinada organizacdo na cromatina e
na matriz nuclear sdo necessarias para a formacdo de um zigoto, embrido e/ou desenvolvimento
fetal, a avaliacdo da forma nuclear espermatica pode ser util para prever a fertilidade do macho
(Ostemeier et al., 2000).

Este trabalho teve como objetivo identificar o perfil seminal de touros classificados como
aptos e inaptos a reproducdo, por meio de exame androldgico (CBRA, 1998), bem como realizar

uma analise histoldgica testicular quantitativa e qualitativa, com a finalidade de avaliar a
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espermatogénese desses animais, e estabelecer o perfil morfométrico do nacleo de células

espermaticas consideradas normais de touros aptos e de inaptos a reproducao.
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Morfometria do nucleo espermatico associada a avaliagdo histologica testicular
em bovinos

Morphometry of the sperm nucleus associated with de histological evaluation of the
beef bull
Débora Carvalho Meldau®”; Carlos Eurico dos Santos Fernandes®

Revista Semina: Ciéncias Agrérias - Universidade Estadual de Londrina

Resumo

O objetivo deste trabalho foi analisar a histologia testicular e o perfil morfométrico nuclear espermatico em
touros de corte diagnosticados como aptos (n=7) e inaptos (n=7) quanto ao potencial reprodutivo. Esfregacos
corados pelo método citologico rapido foram usados para mensuragdes nucleares diretas (base (pm), largura
(um), comprimento (um), perimetro (um) e area (um?)) e indiretas (indice de circularidade (0-1), indice de
alongamento (0-1)), de 50 ceélulas espermaticas. Fragmentos testiculares obtidos pds orquiectomia foram
usados para andlise histologica. Segmentos tubulares (n=100/touro) foram classificados de acordo com
integridade tubular, disposicdo das células germinativas, presenca de alteracdes descamativas e necrose
intratubular. O percentual de tibulos contendo espermétides alongadas e/ou espermatozoides foi usado como
indicador meidtico. Touros aptos apresentaram maior frequéncia de integridade tubular (38,2%) e indice
meiotico (29,4%) em relacdo aos inaptos (8,8% e 6,6%, respectivamente). O comprimento, circularidade,
largura e base foram as variaveis de melhor explicaram a variacdo da area nuclear espermatica (R?=0,80,
p<0,01) nos touros aptos. Para os inaptos, o comprimento, a circularidade e a base foram as mais
significativas (R°=0,67, p<0,01). Concluiu-se que touros com cerca de 30,0% de segmentos tubulares
comprometidos estruturalmente, podem ser considerados subférteis e, portanto, inaptos a reproducdo. Nesses
individuos além das alteracGes histologicas hd maior proporgédo de defeitos de cabeca e formacao de maior
heterogeneidade na area do nucleo espermatico, sugestivo de imaturidade na condensacao da cromatina.

Palavras-chave: Morfometria espermatica, avaliacdo histologica, sémen, bovinos.

Abstract

The aim of this study was to analyze the testicular histology and morphometric profile of sperm nucleus from
beef bulls classified according its reproductive condition in satisfactory (n = 7) and unsatisfactory (n = 7).
Sperm smears were stained by Diff-Quick for the nuclear measurements. It was analysed direct (base (um),
width (um), length (um), perimeter (um), area (um?) and indirect (index circularity (0-1), index of
elongation (0-1)) nuclear measurements from 50 sperm cells. Testicular fragments obtained after

orchiectomy were used for histological analysis. Tubular segments (n = 100/bull) were classified according
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tubular integrity, germ cells arrangement, presence of abnormal desquamation and intratubular necrosis. The
percentage of tubules containing elongated spermatids and/or spermatozoa was used as an meiosis indicator.
Satisfactory bulls had a higher frequency of tubular integrity (38.2%) and meiotic index (29.4%) compared
to unsatisfactory ones (8.8% and 6.6%, respectively). Length, roundness, width and base were the variables
that best explained the variation in sperm nuclear area (R = 0.80, p <0.01) in satisfactory bulls. For the
unsatisfactory ones, length, roundness and base were the most significant measurements (R = 0.67, p <0.01).
We concluded that bulls with about 30.0% of structurally compromised tubular segments can be considered
subfertile and thus unsatisfactory to reproduce. These individuals apart from histological changes there is
more proportion of defects in head formation and more heterogeneity in the area of sperm nucleus, indicative
of immaturity in chromatin condensation.

Keywords: Sperm morphology, histologic evaluation, semen, bovine.

Introducéo

Diversas alteracdes clinico-patoldgicas observadas no sistema reprodutivo de touros geralmente
estdo associadas a reducdo da fertilidade de forma temporéria ou definitiva (VALE-FILHO; PINHEIRO;
BASUR, 1996). O impacto maior dessas alteragdes incide sobre a funcdo testicular, afetando diretamente a
espermatogénese e, portanto, modificando os padrdes seminais (PEREZ-CRESPO; PINTADO:
GUITIERREZ-ADAN, 2008).

O processo degenerativo testicular € um dos principais fatores que levam a uma maior taxa de
anormalidades espermaticas e, consequentemente, diminui¢do da fertilidade em mamiferos. Embora tenha
havido avancos nos modelos propostos para melhorar a eficiéncia dos sistemas produtivos, as taxas de
descarte de reprodutores pela baixa qualidade seminal ainda séo preocupantes. No Mato Grosso do Sul, esses
indices variaram entre 15 a 25% (NOGUEIRA et al., 2011) em touros Nelore. Recentemente, Fernandes et
al. (2010) observaram 18,6% de descarte em touros com, no minimo, uma alteracao no sistema reprodutivo
associada a baixa qualidade seminal. Os resultados mostraram ainda que 89,0% dos touros inaptos
apresentavam processo degenerativo testicular, sendo que destes, 41,4% e 35,7% apresentavam grau leve ou
moderado, respectivamente, mantendo caracteristicas seminais insatisfatdrias. Além disso, 7,0% dos touros
apresentaram evidéncias histologicas de hipoplasia gonadal.

O espermograma é uma das principais formas para se estimar a fertilidade do macho na rotina
veterinaria. As diferentes caracteristicas espermaticas avaliadas no espermograma englobam motilidade,
vigor, turbilnonamento e morfologia das células esperméticas. Essas analises podem ser insuficientes, ja que
ndo avaliam a estrutura da cromatina, que pode indicar mais adequadamente o status funcional do gameta
masculino, habilidade de fecundagdo e desenvolvimento embrionario (BELETT]I, 2004).

Por outro lado, novas técnicas semioldgicas, especialmente de baixo custo, devem ser estudadas e/ou
incorporadas a rotina de selecdo e avaliacdo androldgica, buscando identificar mais acuradamente
subpopulagdes de individuos potencialmente subférteis.

A anélise de importantes defeitos, como os de cabeca e nlcleo espermatico, na avaliacdo do sémen

bovino, ainda é baseada na microscopia visual. Embora seja rapida e Util para o diagndstico, é passivel de
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erros por ndo permitir a identificacdo e quantificacdo de pequenas variacGes entre subpopulacGes
espermaticas. Ambos os defeitos sdo 0s mais importantes para o0 diagnostico e prognéstico das alteracdes
reprodutivas no touro, porém sua relagdo nem sempre pode ser estimada em termos de fertilidade.

Nesse contexto, diferentes defeitos morfoldgicos na estrutura nuclear, contorno, forma da cabega
espermatica e compactacao da cromatina, tém sido empregados com o objetivo de identificar diferencas entre
individuos e seu impacto sobre a fertilidade (OSTERMEIER et al., 2001). Desta forma, a morfometria digital
tem obtido resultados promissores com relagdo a estimativa de diferentes medidas em planimetria do nicleo
espermatico e relagdo com anormalidades na cromatina (SAILER; JOST; EVERSON, 1996).

O objetivo deste trabalho foi realizar analise histoldgica testicular quantitativa e qualitativa, com a
finalidade de avaliar a espermatogénese desses animais, e estabelecer o perfil morfométrico do nucleo de

células espermaticas consideradas normais de touros aptos e inaptos a reproducéo.
Material e Métodos
Animais

Foram usados 14 touros, das racas Nelore (n=3) e Brangus (n=11) com idade entre 2 a 4 anos, com
ou sem histérico reprodutivo conhecido, que ndo apresentavam altera¢fes clinicas no aparelho reprodutivo,
pertencentes a propriedades particulares localizadas préximas ao municipio de Campo Grande, MS (20° 26
34" S, 54° 38" 45" W).

Exame androldgico

Os animais foram submetidos a exame androldgico conforme normas estabelecidas pelo Colégio
Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 1998). Brevemente, ap6s exame clinico completo e especial, 0s
touros foram submetidos a coleta de sémen por eletroejaculagdo. Volume, aspecto, turbilhonamento,
motilidade e vigor foram avaliados imediatamente apds a colheita em microscopia de campo claro. Em
seguida, foram preservadas amostras de sémen em formol-salina tamponada 1% para exame morfoldgico
realizado em microscopia de contraste de fase em 1000x (Olympus BX45). Para a analise morfométrica,
foram obtidos esfregacos seminais, que foram corados pelo método citoldgico rapido (solugdo contendo
0,1% de triarilmetano, xanteno e tiazina).

Apb6s os exames clinicos e de sémen, os touros foram classificados em aptos (n=7) quando
apresentam, no minimo, 70% de motilidade, vigor 3, turbilhonamento 3, e inaptos (n=7) quando nao

atingiram esses valores.
Analise Morfométrica do Nucleo Espermatico

As analises morfométricas dos nucleos espermaticos de células sem defeitos morfolégicos foram
feitas apds captacdo de imagens (2048x1536 pixels), em microscopia de campo claro, em aumento de 40x,
pelo sistema Moticam 2300 (resolucédo xy), realizando-se as mensuracGes no software Motic Images 2.0.
Foram utilizadas 50 cabeca de células espermaticas observadas em apenas um esfregaco de sémen, coradas
pelo método citoldgico rapido (solugcdo contendo 0,1% de triarilmetano, xanteno e tizina), para mensuracao
linear direta do comprimento (um), largura superior (m), base (um), perimetro (um) e area (Um?) e indireta
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do alongamento (Alg=(comprimento — largura)/(largura + comprimento)) (0-1) e circularidade
(Circ=4m.area/perimetro2)) (0-1), segundo Bustos-Obregdn (2002).

Analise Histoldgica Qualitativa e Quantitativa

Para a avaliacdo histologica, os animais foram submetidos a orquiectomia unilateral (testiculo
direito). Fragmentos da regi&o média testicular de 2cm? foram selecionados ao acaso e fixados em solugéo de
Bouin por 24h e, posteriormente, foram realizadas trés lavagens subsequentes em alcool 70°GL e,
subsequentemente, embebidos e armazenados em alcool 70°GL. Os fragmentos de testiculo foram
desidratados em alcool (70, 80, 95, 95 e 100°GL, em ordem crescente) emblocados em parafina histoldgica,
cortados com 4um de espessura e ldminas histologicas foram fabricadas. Por conseguinte, foram coradas
com hematoxilina e eosina (HE).

A anélise histoldgica qualitativa foi baseada na organizagédo e arquitetura do tecido tubular, sendo
consideradas tunica propria, células de Sertoli, todas as células da linhagem germinativa, bem como a
presenca de alteracdes nucleares e citoplasmaticas nessas células. Em microscopia de campo claro (200x)
foram avaliados 100 segmentos de tGbulos seminiferos de cada animal, selecionados aleatoriamente e
classificados em A, B, C e D, como segue: A, segmento tubular normal com contorno simétrico e todas as
linhagens de células germinativas presas ao epitélio seminifero; B, segmento apresentando desprendimento
ou destacamento de nichos de células germinativas, além de discreta vacuolizacdo dessas células,
preservando-se o contorno tubular; C, segmento com desorganizagao do epitélio germinativo e do contorno
tubular, apresentando perda significativa ou auséncia de células germinativas, intensa vacuolizacdo das
células germinativas, picnose, necrose e, eventualmente, presenca de células gigantes, além de espessamento
da tunica propria; D, segmentos com diametro reduzido, auséncia de espermatogénese evidenciando somente
a tanica prépria espessada, prolongamentos citoplasmaticos das celulas de Sertoli e, ocasionalmente,
espermatogbnias sem atividade mitética.

Com base no modelo proposto por Bergmann e Kliesch (2010), para a analise quantitativa, foram
estimados em 100 segmentos de tubulos seminiferos escolhidos aleatoriamente, aqueles que apresentavam

espermatides alongadas e/ou espermatozoides em seu limen.
Anélise Estatistica

As caracteristicas seminais foram comparadas entre as condi¢des reprodutivas pelo teste de Mann-
Whitney U para amostras independentes. A analise de variancia, modelo linear univariado, foi usada para
estimar o efeito da condigdo reprodutiva sobre a classificagdo histoldgica e indice espermiogénico observada
por touro. O efeito da condicdo reprodutiva para as variaveis morfométricas foi estimado pela analise de
variancia, modelo linear univariado, ajustando-se par o efeito de touro (covariavel). A analise de regressao
linear multipla (método stepwise) foi usada para estimar o conjunto de varidveis morfométricas
(independentes) que melhor explica a variacdo da area (dependente) do nucleo espermatico em cada

condicéo reprodutiva.
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Resultados

A tabela 1 mostra o efeito da condi¢cdo reprodutiva para motilidade, vigor, turbilhonamento e
espermatozoides normais e com defeitos de cabeca. Touros inaptos apresentaram frequéncias inferiores de
segmentos tubulares classificados como A e indice espermiogénico (IE), e superiores nos segmentos
classificados como C e D (Figura 2). Caracteristicas especificas observadas entre as classificacdes adotadas
estdo representadas na Figura 1.

A andlise de variancia, modelo univariado, realizada com as variaveis morfométricas, evidenciou
diferenca altamente significativa (P < 0,01) de quase todas as varidveis entre as categorias reprodutivas,
exceto da variavel comprimento (Tabela 2).

Pela analise de regressdo multipla foram obtidos quatro modelos distintos, o de maior sensibilidade
foi baseado nas variaveis comprimento, largura, base e cirucularidade (R2=0,80) para os aptos, enquanto que
o0 modelo de maior sensibilidade para os inaptos foi o baseado nas variaveis comprimento, circularidade e
base (R2=0,67) (Tabela 3). A Figura 3 mostra a representacdo do valor residual da &rea do nucleo
espermético de bovinos resultante dos modelos de regressdo multipla e o valor residual predito, de acordo

com a condicéo reprodutiva.

Discusséao

AlteracGes na estrutura e organizacdo do epitélio seminifero sdo reconhecidamente importantes
quanto a reducdo da fertilidade em bovinos. Diversos fatores afetam diretamente a funcdo testicular, de
forma continua ou temporéria, refletindo diretamente na qualidade seminal. Neste contexto, os critérios
adotados para avaliacdo dos touros, por ocasido do exame androldgico, tém sido unanimes quanto ao
estabelecimento de padrdes a serem adotados, tendo em vista o diagndstico do potencial reprodutivo. No
presente estudo, a classificacdo original do grupo inaptos restringiu-se ao exame androldgico classico,
considerando aspectos semiolégicos, de colheita e interpretacdo dos achados seminais (Tabela 1). Contudo,
procurou-se incluir individuos sem alteragGes patoldgicas clinicamente detectaveis, a fim de identificar
possiveis fatores intrinsecos na arquitetura do epitélio seminifero que poderiam explicar variagdes no perfil
morfométrico nuclear espermatico.

A andlise histologica dos segmentos do epitélio germinativo revelou que tanto animais aptos quanto
inaptos apresentam alteracdes de ordem estrutural, especialmente aquelas classificadas como B (Figura 2).
Neste caso, o desprendimento ou descamacdo de pequenos nichos de células germinativas, resguardando a
simetria e compactacdo dos demais elementos tubulares, foi observado em aproximadamente metade dos
segmentos avaliados, sem, no entanto, significar profundas alteragdes de ordem funcional. Da mesma forma,
Hoflack et al. (2008) também néo observaram diferenca significativa entre touros classificados distintamente
com relacdo a qualidade seminal, com os touros com baixa e alta qualidade seminal apresentando,
respectivamente, cerca de 90% e 70% de segmentos tubulares evidenciando alteracdes histoldgicas
condizentes com o inicio de um processo degenerativo testicular, sem representar significativo prejuizo a

espermatogénese. Por outro lado, a diferenca encontrada na frequéncia de segmentos considerados normais
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(A), com alteragdes histologicas (C) e hipoplasicos (D) nos touros inaptos (Figura 2), esta de acordo com a
expressiva redugio no indice espermiogénico (IE). E importante ressaltar que os segmentos tubulares do tipo
D sdo considerados hipoplasicos por apresentarem interrupcdo no processo de diferenciacdo das células
germinativas (spermatogenic arrest), com consequente diminuicdo ou auséncia da producdo de
espermatozoides (MARTIN-DU PAN; CAMPANA, 1993), condicéo sugerida pelo resultado. Com base na
diferenca entre os estagios finais do epitélio seminifero, Horn et al. (2003) verificaram reducdo entre 3 a 7%
em touros inaptos, sem considerar possiveis alteracdes de carater estrutural. No presente estudo, a diferenca
estimada para o indice espermiogénico (IE) entre as condigdes reprodutivas foi de aproximadamente 23,0%
(IE, Figura 2), indicando que a reducdo das linhagens pds-meidticas estd associada a prejuizos na
organizacdo histolégica do epitélio germinativo (KRISHNALINGAM et al., 1982; SETTERGREN,;
MCENTEE, 1992).

Diversos estudos tém mostrado que graus diferenciados de alteracoes testiculares afetam a formacéo
e o remodelamento do nacleo esperméatico nos bovinos, alterando substancialmente o seu formato
(STEFFEN, 1997; Van CAMP, 1997; CHENOWETH, 2005; COOPER; YEUNG, 2006). As modificacoes
dos padrdes nucleares envolvem desde a compactacdo da cromatina até a maturacao final nuclear, finalizada
no ambiente epididimal (HERMO; OKO; MORALES, 1994; CABALLERO; FRENETTE; SULLIVAN,
2011). E natural, contudo, que touros mantidos em condices extensivas, apresentem variaces na forma e
morfometria do nulcleo espermatico, por estarem sujeitos a diversos fatores extrinsecos, como, por exemplo,
ma nutricdo, traumas e variacdo da temperatura ambiental, que afetam direta ou indiretamente a
espermatogénese. Tais variacdes sdo esperadas entre individuos mesmo que estes apresentem fertilidade
comprovada (OSTERMEIER et al., 2001; BELETTI et al., 2005). Além disso, os métodos de fixacdo celular,
calibracdo das imagens digitais, equipamentos e métodos de mensuracdo podem alterar a conformagéo ou 0s
valores absolutos das medidas. Neste estudo, as medidas foram realizadas em esfregagcos corados
instantaneamente sob microscopia de campo claro, a partir da padronizagao das imagens quanto ao total de
pixels, estando de acordo com outros estudos e metodologias (BOERSMA; BRAUN; STOLLA, 1999;
FOOT, 2003). Embora o método empregado seja simples quanto a obtengdo das medidas lineares
(comprimento, largura e base), area e perimetro, variagdes nas imagens podem restringir a definicdo dos
campos a serem mensurados (JAGOE; WASHBROOK; HUDSON, 1986; BOERSMA; BRAUN; STOLLA,
1999; MICKLEM; SANDERSON, 2001). Este é um aspecto intrinseco a analise computadorizada do
formato e tamanho dos nlcleos espermaticos, podendo superestimar ou substimar o erro entre individuos,
entre grupos experimentais e entre as medidas obtidas por nucleo. De acordo com Perez-Sanches et al.
(1994), amostras com numero elevado de ndcleos estreitos ou curtos poderiam indicar normalidade no
conjunto das medidas, embora morfologicamente sejam anormais. Portanto, a metodologia utilizada neste
estudo pode ser vantajosa sobre o sistema totalmente computadorizado, uma vez que os nicleos espermaticos
sdo previamente analisados morfologicamente, rejeitando-se aqueles considerados anormais. Sendo assim,
nlcleos considerados homogéneos expressariam medidas mais confidveis, mesmo que o percentual de

nlcleos anormais tenha sido significativamente diferente entre aptos e inaptos (Tabela 1). Portanto, é
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possivel inferir que nucleos espermaticos classificados como normais, na avaliagdo visual, poderiam reter
modificagdes sutis sem que sejam identificadas (GAGE, 1998; OSTERMEIER et al., 2001).

A anélise inicial empregada para comparagdo das medidas morfométricas nucleares revelou que
apenas o comprimento ndo foi diferente (P=0,223) entre as condi¢cdes reprodutivas (Tabela 2). Porém,
considerando a area como a medida que melhor representa o ntcleo e por ser funcdo das demais medidas,
utilizou-se a andlise de regressdao maltipla (modelo stepwise) para estimar o melhor conjunto de variaveis
diretas (comprimento, largura e base) e indiretas (circularidade e alongamento) associados a varia¢do da area
para cada condicéo reprodutiva (Tabela 3). Além da diferenca nos coeficientes de determinagao, a largura foi
a Unica medida excluida do modelo estimado para os touros inaptos, sugerindo que esta ndo foi importante
para a variacdo da area. Entretanto, a estimativa do indice de circularidade foi aproximadamente 43,0%
superior neste grupo (diferenca proporcional estimada para a constante B), demonstrando que a area nuclear
foi mais arredondada ou circular em relacdo a area dos touros aptos. Assim, a analise do conjunto das
variaveis associadas a area nuclear indica que nos animais aptos os nucleos tendem a ser mais alongados,
mais estreitos (CASEY et al., 1996; OSTERMEIER et al., 2001) e com maior homogeneidade. Ao contrério,
nos inaptos, os nucleos tendem a ser mais esféricos ou menos alongados (Tabela 3). Esses resultados
comprovam a hip6tese de que os touros inaptos, por apresentarem maiores alteracdes nos tibulos seminiferos
e menor eficiéncia na espermatogénese, apresentam nicleos espermaticos mais heterogéneos (Figura 3) com
tendéncia a serem mais arredondados. Esse formato nuclear pode ser representativo de estruturas imaturas
com reducdo na condensacao da cromatina (SAILER et al., 1996; VIEYTES; CISALE; FERRARI, 2008).

Com base na insulagdo escrotal, um modelo classico para o estudo da espermatogénese, mudancgas na
histologia testicular e na morfometria do nucleo espermatico tém sido reportadas. Em touros insulados
durante uma semana, Devkota et al. (2010) encontraram lesdes degenerativas, caracterizadas por nucleos
picnoticos, vacuolizacdo de células germinativas e perda descamativa do epitélio tubular. A presenga de
segmentos tubulares imaturos, com marcagdo positiva para a-SMA (a-smooth muscle actin) e vimentina
demonstra que este modelo se assemelha a touros com processos degenerativos avangcados, com possiveis
alteracOes na estrutura espermatica. Tais alteracdes sdo semelhantes as encontradas no grupo de touros
inaptos e sugerem, portanto, que mecanismos envolvendo a relagdo entre as células de Sertoli, o
desenvolvimento e a maturacdo das células germinativas sejam criticos para heterogeneidade dos nucleos
espermaticos obtidos durante o exame de sémen. O surgimento de anormalidades espermaticas segue uma
ordem cronoldgica depois de ocorrido um insulto escrotal, sendo que o tipo de defeitos relaciona-se com a
fase da espermiogénese na qual estas células encontravam-se no momento do insulto (VOGLER et al.,
1993). Mudancas no formato da cabeca espermatica ocorrem entre 14 e 42 dias pds-insulagdo com reducédo
na protaminagdo nuclear, um indicador da fragilidade do DNA (SETCHEL, 1998; RAHMAN et al., 2011).
Similarmente, touros com reduzida fertilidade e com maiores percentuais de anormalidades seminais,
apresentam formas nucleares menos homogéneas com altos indices de cromatina anormal (DOBRINSKI et
al., 1994).
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Conclusao

Em conclusdo, touros com 32,4% de segmentos dos tabulos seminiferos comprometidos
estruturalmente, incluindo reduzida multiplicacdo pds-meidtica das linhagens germinativas, podem ser
considerados subférteis e, portanto, inaptos a reproducdo. Nesses individuos além das alteracGes histoldgicas
h&d maior frequéncia de defeitos de cabeca e formacdo de maior heterogeneidade na area do nicleo

espermatico, sugestivo de imaturidade na condensacao da cromatina.
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Figura 1. Aspectos histologicos de segmentos transversais tubulares em bovinos. (a) e (b)
Segmentos tubulares classificados como A, sem alteragdes histoldgicas significativas; (a)
HE, 110x, (b), HE, 200x. (c) Segmento tubular classificado como B; epitélio seminifero
destacado com células germinativas aglomeradas no Iumen e presenca de discreta
vacuolizacdo nas células do epitélio seminifero ainda preservado (HE, 100x). (d) Segmento
tubular classificado como C; nota-se auséncia total de células germinativas, intensa
presenca de vacuolizagdo, discreto espessamento da tunica propria; hd perda acentuada do
contorno tubular (HE, 100x). (e) Segmento tubular classificado como D; auséncia de
linhagens de células germinativas com proeminéncia citoplasmatica das células de Sertoli,
caracterizando quadro de hipoplasia tubular; discreto espessamento da tinica propria (HE,
400x). (f) segmento tubular representando o final da espermiogénese com espermatozoides
proximos a espermiacdo (HE, 400x).
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Figura 2. Média e erro padrdo das frequéncias dos segmentos de tdbulos seminiferos de bovinos
classificados de acordo com as caracteristicas histoldgicas qualitativas e quantitativas, com base na condi¢édo
reprodutiva. A, normal; B, descamado; C, desorganizado; D, hipoplésico Classificacdo quantitativa feita por
meio do indice de espermiogénese (IE). Letras distintas entre colunas representam diferenca (P < 0,05) entre
as classificagOes reprodutivas.
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Tabela 1. Média, erro padrao da média (epm) e intervalo de confianca (IC) das caracteristicas seminais de

bovinos de acordo com a condicdo reprodutiva.

Aptos Inaptos
(n=7) (n=7)
Caracteristicas
seminais Média epm (IC 95%) Média epm (IC 95%)

Motilidade 60,00 5,34  (46,92-73,07) 34,28+7,51  (15,90-52,67) 0,026
Vigor 3,29 £0,29 (2,59-3,98) 2,00 £0,31 (1,24-2,76) 0,017
Normal 84,86 £2,38  (79,04-90,67) 44,00+8,82  (22,41-65,59) 0,002
Defeitos de cabeca 4,57 £1,29 (1,42-7,72) 21434916  (-0,98-43,84) 0,011

epm=erro padrao da média

Tabela 2. Média ajustadas, erro padrdo da média (epm) e intervalo de confianga (IC) para variaveis
morfométricas de bovinos de acordo com a condicdo reprodutiva.

Condicdo Reprodutiva

Aptos Inaptos

(n=7)
Variaveis Morfométricas Média epm (IC 95%) Média epm (IC 95%) p*
Area (um?) 31,95+0,37 (31,23-32,67) 3522+0,36 (34,50-35,94) 0,001
Perimetro (um) 22,4610,12  (22,23-22,70) 23,17 +0,12  (22,93-23,40) 0,001
Base (um) 2,17 +0,04 (2,09-2,24) 2,62 +0,04 (2,54-2,69) 0,001
Largura (um) 4,43 +0,04 (4,35-4,50) 4,73 +0,04 (4,65-4,80) 0,001
Comprimento (um) 8,63 0,51 (8,53-8,72) 8,51 +0,51 (8,41-8,61) 0,223
Circularidade (0-1) 0,79 +0,00 (0,79-0,80) 0,82 +0,00 (0,82-0,83) 0,001
Alongamento (0-1) 0,32 0,00 (0,31-0,33) 0,28 +0,00 (0,28-0,30) 0,001

*considerando o efeito de touro (covariancia)

Tabela 3. Modelos de regressdo linear multipla (método stepwise), associados a area do nlcleo espermatico
em bovinos, de acordo com a condicédo reprodutiva.

Condicéo reprodutiva Modelo B EP Beta R”
Aptos Constante -61,14 3,98
Comprimento (um) 5,22 0,23 0,61
Largura (um) 3,42 0,35 0,30 0,80
Base (um) 2,66 0,28 0,25
Circularidade (0-1) 34,68 4,63 0,24
Inaptos Constante -64,53 3,99
Comprimento (um) 5,40 0,23 0,79
Circularidade (0-1) 60,75 3,72 0,55 0,67
Base (um) 1,13 0,25 0,14

*coeficiente de determinagéo ajustado



Valor Residual (area)

Figura 3. Representagdo do valor residual da area do nucleo
espermatico resultante dos modelos de regressdo multipla observada e
valor residual predito de acordo com a condicdo reprodutiva em
bovinos
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