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RESUMO

A elevacdo térmica testicular induz uma protaminacdo defeituosa do DNA espermatico
e consequentemente uma fragmentacdo do DNA, dano que ndo é identificado pelo
espermograma convencional. Dessa forma, sdo utilizadas em laboratdrio técnicas como
0 SCD test (Sperm Chromatin Dispersion test) para detectar a fragmentacdo de DNA e a
insulacdo escrotal como um meio experimental para a elevacdo térmica testicular. Neste
trabalho, seis carneiros Morada Nova foram submetidos a insulagdo escrotal, atingindo
temperaturas a nivel testicular de 38.2 °C.O sémen foi coletado por eletroejaculagéo
semanalmente durante 141 dias. Cada amostra foi analisada através dos parametros
convencionais do espermograma e através do SCD test. O SCD test identifica os
espermatozoides integros (que apresentaram halo) e espermatozoides com fragmentagédo
de DNA (sem halo). No experimento, houve uma diminuicdo significativa na
integridade do DNA entre o periodo de pré-insulacdo e o dia 7 e entre o periodo de pré-
insulacdo e o dia 11 . A fragmentacdo do DNA foi ainda maior no dia 28 dado que,
neste periodo teve uma média 0% de aparecimento de halo. Durante o periodo critico,
periodo de menor média de aparecimento de halo, ndo houve diferenca estatistica e as
médias variaram entre 0 a 18,53%. Coincidentemente ao periodo critico, notou-se que
nesse mesmo periodo ndo houve motilidade, entretanto, o inicio da recuperacdo da
motilidade foi mais rapido dando-se a partir do dia 42, antes mesmo da recuperacao dos
danos feitos no DNA. A fragmentagdo do DNA comega a diminuir a partir do dia 77 de
forma progressiva e mais lenta. Entre o periodo de pré-insulacdo e o dia 120 nédo se
demonstra diferenca estatistica, dessa maneira, comprova-se que o dano causado pela

insulacdo no DNA espermatico é um fato temporario e reversivel.

Palavras-chave: cromatina, SCD test, tempertura testicular, espermatozoide.



ABSTRACT

The testicular thermal elevation induces a faulty protamination of the spermatic DNA
and consequently a DNA fragmentation, such damageis not identified by conventional
spermogram. Thus, techniques such as SCD test (Sperm Chromatin Dispersion Test) are
used in laboratories to detect the DNA fragmentation and scrotal insulation as
experimental methods regarding testicular thermal elevation. In this paper, six rams
Morada Nova underwent scrotal insulation, reaching testicular temperature levels of
38.2 ° C. The Semen was collected by electroejaculation weekly for 141 days. Each
sample was analyzed through conventional spermogram parameters and through the
SCD test. The SCD test identifies the intact sperm cells (which showed halo) and sperm
cells with DNA fragmentation (no halo). In the experiment, there was a decrease in
DNA integrity between the pre-insulation period and day 7 and between the pre-
insulation period and day 11. The DNA fragmentation reached its highest point on day
28, once that this period had a 0% average halo appearance. During the critical period,
with the lowest average halo appearance, there was no statistical difference and average
values ranged from 0 to 18.53%. Coincidentally to the critical period, it was noted that
during this period there was no motility, however, the early recovery of motility
occurred from day 42, even before the recovery of damage done to DNA. The DNA
fragmentation begins to decrease from day 77 and this fragmentation decreases
progressively. From the pre-insulation period to day 120 no statistical difference were
shown, therefore proving that the damage caused by insulation in the spermatic DNA is

a temporary and reversible fact.

Keywords: chromatin, SCD test, testicular temperature, spermatozoon.
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1 INTRODUCAO

Os efeitos da temperatura testicular elevada vém sendo estudadas de forma
extensiva em gados através do modelo da insulacdo escrotal, ao qual provoca
espermatogénese anormal e prejudica a morfologia e a fungdo espermatica
(THUNDATHIL et al., 2012).

Segundo Santos & Simplicio (2000), a insulacdo escrotal provoca em caprinos a
diminuicdo da concentracdo, aumento dos defeitos espermaticos, reducdo do vigor
celular, que culmina com a necrospermia, diminuicdo da motilidade individual

progressiva e variagdes atipicas do volume do ejaculado.

Em outros estudos envolvendo bovinos, a insulagéo escrotal promoveu a reducéo
da motilidade espermaética, diminuicdo da concentracdo espermatica, aumento do
nimero de espermatozoides com cabeca solta, elevacdo de defeitos com peca
intermediaria, gota proximal e acrossoma e um aumento do nimero de vactolos no
espermatozoide (BRITO et al.,2003).

Em estudo com ovinos (carneiros Morada Nova), a insulacdo escrotal induziu a
diminuicdo da circunferéncia escrotal, motilidade massal, porcentagem de
espermatozoides maveis, vigor espermatico, porcentagem de células morfologicamente
normais e aumento de defeitos relacionados com a gota proximal distal, cauda enrolada
e defeitos relacionados a cabeca (ROCHA et al.,2013).

Todos esses caracteres do sémen e do espermatozoide citados acima podem ser
analisados através do espermograma regulamentado pelo Manual para exame

androldgico e avaliagdo do sémen animal (CBRA,1998).

No entanto, a avaliacdo da integridade do DNA ndo é utilizada como parte da
rotina do exame de sémen em laboratério clinico. Recentemente, o exame da
integridade do DNA espermatico vem sendo recomendado como um novo parametro de
avaliacdo da qualidade do sémen, além de que a integridade do DNA espermatico é
considerada como um marcador da fertilidade masculina (GHEDAN et al.,2015).

Um namero maior de estudos relata que danos no DNA espermatico pode ser um
parametro util para diagnéstico para a infertilidade masculina. A utilizacdo da

integridade do DNA como critério de qualidade espermatica € importante como preditor
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de sucesso de tratamento, tal como sugerido por suas associa¢fes a varios pontos do
processo reprodutivo, como fertilizacdo prejudicada, interrupgdo do desenvolvimento do
embrido no periodo de pré-implatagéo, aborto e defeitos congénitos nos filhos. Canceres
infantis vém sido relacionados também ao dano oxidativo do DNA espermatico como

uma consequéncia do tabagismo dos pais (LEWIS et al,2013).

Nesse cenario, 0 Teste de dispersdo da cromatina espermatica (SCD test) € um
das técnicas para determinacdo de fragmentacdo do DNA em células espermatica. Esse
teste é baseado na presenca de halo ao redor da cabeca do espermatozoide, que indica
que a célula apresenta um DNA néo fragmentado, enquanto que a presenca halo muito
pequeno ou sem halo, aponta que o espermatozoide apresenta um DNA fragmentado
(FERNANDEZ et al,2005).

Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar a integridade do DNA
espermatico dos espermatozoides do ejaculado dos carneiros Morada Nova que
sofreram o processo de insulacéo escrotal.



17

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ANATOMIA DO APARELHO GENITAL MASCULINO

O aparelho genital masculino (figura 1) é constituido dos seguintes 0Orgaos:
gbnadas masculinas (testiculos), epididimo, ducto deferente, glandulas acessorias, pénis
e prepucio (GRANADOS et al.,2006).

Vesicula unndria_ Relg Préstatla

Glandulas vesiculares

Musculo cremaster Gidndula buibourstral
; !

Ducto deferente
Testiculos

Processo uretral
do pénis ou apéndice
vermiforme

Flexura sigmoide ou
*S" peniano

Glande Epididimo

Prepucio Bolsa escrotal

Figura 1 — Aparelho genital masculino de ovino

Fonte da figura: Capacitacdo dos técnicos e produtores do Nordeste e Noroeste Fluminense de Caprinos e Ovinos
(Granados et al.,2006).

Os testiculos sdo os principais constituintes do aparelho genital masculino
(FILHO, 1987). Nos ovinos, os testiculos se apresentam em nimero de dois, com forma
ovalada os quais estdo alojados em uma bolsa escrotal, em posicado vertical, simétricos e
de consisténcia firme. Suas principais funcdes sdo a producdo de espermatozoides e
sintese de hormoénios (GRANADOS et al.,2006).

Os testiculos em ruminantes sdo localizados fora do abdémen e de maneira
pendular envoltos por escroto (HAFEZ & HAFEZ, 2004). A estrutura pendular dos
testiculos juntamente com a vascularizacdo testicular que, através do plexo
pampiniforme, diminui a temperatura escrotal pela troca de calor entre o sangue
circulante na artéria e na veia testicular (COOK, COULTER E KASTELIC,1994).

Outra regido do aparelho genital masculino é o epididimo, ao qual serve como
transporte e reservatorio de espermatozoides (GRANADOS et al., 2006) e € dividido
em trés componentes anatdbmicos: cabeca, corpo e cauda (HAFEZ & HAFEZ,2004).

O ducto deferente é uma regido do aparelho genital masculino responsavel pelo
transporte dos espermatozoides no momento da ejaculacdo (GRANADOS et al.,2006).
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As glandulas acessorias sdo constituidas pelas glandulas seminais, bulbo-
uretrais, uretrais e prostata (FILHO,1987). Essas glandulas fornecem o veiculo liquido
para o transporte dos espermatozoides (HAFEZ & HAFEZ, 2004). No entanto, a fungao
das glandulas acessorias é pouco conhecida, embora ja se conheca muito sobre os
agentes quimicos especificos com que essas glandulas contribuem para o ejaculado
(SPRING- MILLS & HAFEZ, 1979; SPRING- MILLS & HAFEZ, 1980).

O pénis é um orgdo longo, que se localiza a partir da arcada isquidtica e que
termina um pouco atrds do umbigo (FILHO, 1987). O pénis é um 6rgdo copulador o
qual é formado por raizes da verga, corpo e uma extremidade livre (prepucio) (FILHO,
1987). O mesmo apresenta na sua extremidade um processo uretral ou apéndice
vermiforme que facilita a disseminacdo do ejaculado dentro do trato reprodutivo da
fémea (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Outra regido do trato reprodutor masculino é o prepucio, o qual esta localizado
na extremidade livre do pénis (FILHO, 1987) e é uma camada de pele (GRANADOS et
al., 2006) que tem a finalidade de protecéo do pénis (HAFEZ & HAFEZ,2004).

2.2 ESPERMATOGENESE

A espermatogénese (figura 2) € um processo sincrénico e regular de
diferenciacdo celular, em que a espermatogdnia tronco é gradativamente diferenciada
em uma célula haploide altamente especializada, o espermatozoide. O processo de
espermatogénese ocorre nos tubulos seminiferos (regido localizada no interior dos
testiculos) (FRANCA & RUSSELL, 1998; JOHNSON, 1991).

Essa diferenciacdo envolve trés classes de células germinativas: espermatogonia,
espermatocito (1* e 2 @ ordem) e espermatida (FILHO, 1987). Nos adultos, a
espermatogénese € um processo continuo (COUROUT et al., 1970) e segundo HAFEZ
& HAFEZ, 2004 a espermatogénese pode ser dividida em trés processos distintos:

espermatocitogénese, espermiogénese e espermiagéo.
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Figura 2- Espermatogénese
Fonte da figura: Texto sobre Reproducdo Humana e Gametogénese do blog da escola Prof. Jodo Bento da Costa
(julho/2014)

2.2.1 ESPERMATOCITOGENESE

A espermatocitogénese abrange os tipos celulares de espermatogbnia a
espermatida (FILHO,1987).

Nessa fase da espermacitogénese, as células tronco (Ao,) ddo origem a duas
outras células, uma das células ird servir para a renovacdo da populacdo de células
tronco e a outra célula vai entrar no processo de espermatogénese. Esta Ultima, por sua
vez, vai da origem a espermatogoénia intermedidria, e a mesma vai se dividir para formar
as espermatogonias B (RUSSELL, 1980).

Ap06s a formacédo da espermatogonia tipo B, a esta divide-se pelo menos uma vez
e provavelmente duas vezes para formar os espermatécitos primarios. Estes
espermatdcitos duplicam o seu DNA e passam por progressivas modificacdes nucleares
da préfase meioticas, conhecidas como preleptéteno, leptoteno, zigéteno, paquiteno e
diploteno, antes da divisdo para a formacdo dos espermatocitos secundarios. Sem nova
sintese de DNA, 0s espermatdcitos secundarios resultantes dividem-se novamente
formar para as células haploides, denominadas espermétidas (HAFEZ & HAFEZ,
2004).

As divisGes que ocorreram durante a espermatocigénese sdo consideradas

incompletas, pois pequenas pontes citoplasmaticas ficam retidas entre uma série ou



20

entre os “clones” de células germinativas em desenvolvimento. Acredita-se que essas
pontes sejam importantes para coordenar o desenvolvimento simultaneo de células
germinativas como um grupo (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

2.2.2 ESPERMIOGENESE

Na fase de espermiogénese (figura 3), as espermatides resultantes das divisdes
de maturacdo sofrem uma metamorfose que leva a formagdo de espermatozoides. Os
principais eventos morfogenéticos dessa fase sdo: condensacao do nucleo, aparecimento
da estrutura denominada manchette, alongamento celular, surgimento de uma bainha
fibrosa, migragdo caudal do anel e a formacdo da bainha mitocondrial na peca
intermediéria, desenvolvimento da cauda a partir do flagelo (VALDEOLIVAS,2003).

Golgi apparatus
~ Acrosomal Mitochondria
vesicle
P N ‘ RN,

Acrosome

Nucleus
—ﬁ\ e
‘ .
Centrioles ") ’ i o
Micrumbulas : ‘.sf Midpiece Head
©) Flagctlum—: / _/*
4 L— Excess ﬁ( —
g / cytoplasm || -~

® “ Tail— )
‘ A

Figura 3- Processo de espermiogénese
Fonte da figura: Texto Espermatogénese do site eu Achei.
<http://www.euachei.com.br/educacao/biologia/espermatogenese/4/>.

Segundo HAFEZ & HAFEZ (2004), essas modifica¢Oes citadas ocorrem durante 0s

seguintes estagios da espermiogénese:

A) FASE DE GOLGI
A fase de Golgi € caracterizada pela formacdo de granulos
proacrossomaticos no interior do Aparelho de Golgi, com a coalescéncia dos

granulos dentro de um Unico acrossomatico e a aderéncia deste ao envelope
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nuclear, e os estagios iniciais do desenvolvimento da cauda no polo oposto
aquele de aderéncia do grénulo acrossomaético. O centriolo proximal migra em
intima aposicdo ao nucleo onde julga-se que forme uma base para fixacdo da

cauda & cabeca.

FASE DO CAPUCHAO

Essa fase & caracterizada por uma distribuicdo dos nucleos
acrossomaticos aderentes sobre a superficie dos nucleos das espermatidas. Esse
processo continua até que aproximadamente dois tercos da por¢do anterior de
cada nucleo de cada espermétida figuem cobertos por um fino saco membranoso
de parede dupla que se adere intimamente ao envelope nuclear. Durante essa
fase, os componentes da cauda axonema em desenvolvimento, que sdo formados
por elementos do centriolo distal, alongam-se bem além da periferia do
citoplasma da célula. Durante o desenvolvimento inicial, 0 axonema assemelha-
se muito a estrutura de um cilio, j& que ele consiste de dois tUbulos centrais

circundados perifericamente por nove pares de tubulos.

FASE DO ACROSSOMO

A fase do acrossomo é caracterizada pelas maiores modificacfes nos
nacleos,nos acrossomos, nas caudas das espermatidas em desenvolvimento. As
modificacdes caracteristicas dessa fase é facilitada pela a rotacdo de cada
espermatida, de maneira que o acrossomo é dirigido em direcdo ao embasmento
ou parede externa do tdbulo seminifero, e a cauda em direcdo ao limen. As
modificagdes nuclares incluem a condesacdo da cromatina dentro dos densos
granulos e mudanca da forma esferoidal do nicleo para uma estrutura achatada e
alongada. Nesse ponto do desenvolvimento, as histonas nucleares sé&o
progressivamente substituidas por proteinas transitérias. O acrossomo, que se
encontra firmemente aderido ao nucleo, também se condensa e se alonga para
corresponder a forma do nucleo. Essas modificagBes na forma do ndcleo e no
acrossoma parecem ser “moldadas” pelas células de Sertoli circundantes.
As modificagfes na morfologia nuclear sdo acompanhadas pelo deslocamento
do citoplasma no sentido caudal do ndcleo onde ele circunscreve a porcéao
proximal da cauda em desenvolvimento. No interior do citoplasma,

microtbulos se associam para formar uma capa cilindrica temporaria
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denominada manchete, que se projeta posteriormente da borda caudal do
acrossomo onde ela circunda frouxamente o axonema. Dentro da manchete, uma
estrutura citoplasmatica especializada chamada corpo cromatoide condensa-se
ao redor do axonema e forma uma estrutura semelhante a um anel, nomeada de
annulus. A estrutura annulus forma-se primeiro proximo ao centriolo proximal
e durante o desenvolvimento subseqgiiente, migra posteriormente ao longo da
cauda. As mitocondrias, previamente distribuidas através do citoplasma da
espermatida, comecam a se concentrar proximas ao axonema, onde formam uma

bainha que caracteriza a peca intermediaria da cauda.

FASE DA MATURAGCAO

A fase de maturacdo estd caracterizada pela transformacdo final das
espermatidas alongadas em células a serem liberadas dentro do lumen dos
tibulos seminiferos. A transformacdo da forma do nicleo e do acrossoma de
cada espermatida, iniciada na fase anterior, produz espermatozoides. Dentro do
nucleo, os granulos de cromatina passam por uma condensacdo primitiva a
medida que as proteinas transitorias sdo substituidas por protaminas, formando
um material fino e homogéneo que preenche uniformemente todo o ndcleo do
espermatozoide.

Durante a fase de maturacdo, uma bainha fibrosa e as novas fibras
grossas subjacentes sdo formadas ao redor do axonema. As fibras grossas
parecem estar associadas individualmente com os noves pares de microtibulos
do axonema e estdo em continuidade com colunas no colo da peca de conexao a
espermatida. A bainha fibrosa cobre o axonema desde colo até o inicio da peca
terminal. O annulus migra distalmente de sua posi¢do, adjacente ao nucleo, ao
longo da cauda até um ponto aonde ird se separar subsequentemente a peca
intermediaria da pega principal da cauda. As mitocOndrias permanecem
compactamente comprimidas dentro de uma bainha que se estende do colo ao
annulus.

Durante a espermiogénese, a manchete desaparece e a célula de Sertoli
da forma ao citoplasma remanescente, ap6s o alongamento da espematida em
um l6bulo esferoide denominado corpo residual. Esse 16bulo de citoplasma que
permanece ligado a espermétida alongada a um filamento delgado de

citoplasma, também ¢é interligado com outros corpos residuais por pontes
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intercelulares, resultantes das divisdes incompletas das células germinativas
durante a espermatocitogénese. A sintese de corpos residuais completa a
maturacdo final e as espermétidas alongadas se encontram prontas para liberagao

de espermatozoides.

2.2.3 ESPERMIACAO

Segundo vérios autores (LEBLOND & CLEMORT (1993) e SWENSON &
REECE (1996)), afirmam que a espermiacdo é o0 processo de eliminacdo de
espermatozoides para o lume tubular dos tabulos seminiferos.

Nesse estagio da espermatogénese, as espermatidas alongadas se encontram
perpendicularmente orientadas para a parede tubular, sdo gradualmente expelidas para
dentro do lmen do tubulo. Os Iébulos de citoplasma residual, pelos quais os grupos de
espermatidas estdo ligadas por pontes intercelulares, permanecem engastadas no
epitélio. A extrusdo dos componentes espermaticos continua até que apenas um delgado
tronco de citoplasma ligue o colo da espermatida ao corpo residual. A ruptura do tronco
resulta na formacdo da gota citoplasmatica na regido do colo do espermatozoide
liberado (gota proximal) e na retencdo de corpos residuais interligados. Apoés a liberacao
dos espermatozoides, os corpos residuais sdo fagocitados pelas células de Sertoli para
reciclar os componentes protoplasmaéticos (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

2.3 CROMATINA ESPERMATICA

A cromatina é um complexo de DNA com proteinas histonas, que da estrutura
aos cromossomos eucariéticos (PIERCE,2011).

A cromatina das células somaticas se encontram empacotadas com histonas
(H3,H4,H1,H2A e H2B) e as histonas organizam o DNA em unidades estruturais
denominadas nucleossomos (NELSON& COX,2011).

No entanto, a cromatina que se encontra no interior do nucleo espermatico é
muito diferente da cromatina que se localiza nas células somaéticas (FUENTES-
MASCORRO et al.,2000).

Nas células espermaticas, a cromatina espermatica € constituida de subunidades
repetitivas (nucleossomos), junto com segmentos de DNA, o que da aparéncia de
“contas de rosario”. Cada nucleossomo (unidade repetitiva) tem aproximadamente 200
pares de base de DNA, com aproximadamente 11 nm de comprimento e, apresentando

duas cépias de quatro tipos de classes de histonas (H2A,H2B, H3 e H4). Finalmente,
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forma-se um dctamero de histonas nucleossémicas, em volta do qual a hélice do DNA
de fita dupla é enrolado duas vezes (FUENTES-MASCORRO et al.,2000).

As histonas sdo proteinas com peso molecular variando entre 11.000 e 21.000 e
sdo muito ricas em aminoacidos basicos arginina e lisina (NELSON & COX, 2011).

A carga positiva das histonas as auxilia a se ligarem ao DNA, o qual apresenta
uma carga negativa (FUENTES-MASCORRO et al.,2000).

Tudo comega mudar na cromatina espermatica durante a espermiogénese, nesse
momento a cromatina das espermatides sofre um profundo rearranjo e, 0 DNA torna-se
condensado e ird apresentar um volume bem inferior aquele das células precursoras.
Basicamente, dois processos sdo identificados nessa etapa da espermatogénese. O
primeiro processo € a reconfiguracdo da matriz nuclear. O ndcleo das espermatides
muda de formato esférico para alongado. O segundo processo envolve a substituicao
gradativa das histonas em protaminas. As protaminas sao proteinas ricas em residuos de
cisteina e arginina (BALHORN,1982; MAZRIMAS et al.,1986).

As protaminas promovem uma maior condensagdo e maior compactacdo da
cromatina espermatica quando comparada a cromatina das células somaticas (WARD &
COFFEY,1991).

A presenca das protaminas na cromatina espermética faz com que a unidade
basica da cromatina de espermatozoides de mamiferos seja o toroide de protamina
(HUD et al.,1993). Nessa unidade bésica, aproximadamente 50.000 pb de DNA sdo
firmemente enrolados pelas protaminas, dando origem a uma estrutura de forma de
rosca ou toroide. Essa constituicdo é importante para a protecdo e a manutencdo da
estabilidade do DNA, e isso possibilita que todo o DNA a ser transportado pelo
espermatozéide ocupe um volume bem inferior do que estivesse na forma de
nucleossomos (BALHORN,1982).

2.4 ESPERMOGRAMA EM OVINOS

O espermograma € um exame paraclinico e de baixo custo ao qual fornece uma
visdo abrangente da capacidade reprodutiva masculina (VASQUEZ & ECHEVERRI,
2007). Segundo CBRA (1998), nesse exame sdo avaliados caracteristicas fisicas do
sémen (volume da dose, motilidade progressiva, vigor, concentracdo espermatica,
numero total de espermatozoides com motilidade progressiva por dose de

sémen),caracteristicas morfolégicas do sémen ( classificacdo de anormalidades do
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espermatozodide através de esfregacos corados e preparacdes umidas) além da citagédo

de elementos presentes na amostra de sémen.

2.4.1 CARACTERISTICAS FiSICAS DO EJACULADO EM OVINOS
A) VOLUME

O volume do sémen coletado é medido em militros. O valor do volume
espermatico é relativo devido ao método de coleta de sémen. Néo existe um limite
minimo ou maximo para o volume ejaculado, pois o volume varia dependendo da
espécie. Entretanto, apesar dessas variacGes que podem ser amplas, o reprodutor ndo
deve fugir muito da média estabelecida para a sua espécie (CBRA,1998). Em carneiros,
0 volume de sémen deve ter um minimo de 0,5 ml e um méximo de 3,0 ml
(FILHO,1987).

B) MOTILIDADE PROGRESSIVA

Segundo o CBRA (1998) a motilidade € expressa em percentagem (%) conforme
a proporcdo de espermatozoides moveis da amostra de sémen. Essa avaliacdo €
subjetiva, ou seja, a variacdo dessa avaliacdo esta sujeita do treinamento do técnico

responsavel desta avaliagdo. (TABELA 1).

C) VIGOR

O vigor ¢ forca de movimento que influencia a forca a velocidade com que 0s
espermatozoides se movimentam. O vigor da amostra de sémen pode receber notas de 0
a 5 em que: 0 é a auséncia de movimento de espermatozoides; 1 representa
espermatozoides que somente apresentam movimentos oscilatorios associados a grande
nimero de espermatozoides imoveis; 2 representa metade dos espermatozoides com
movimento progressivo e oscilatorio e a outra metade de espermatozoides se
apresentam imdveis; 3 representa que maioria dos espermatozoides tem movimentos
progressivos; 4 representa que maioria dos espermatozoides apresentam enérgicos
movimentos progressivos retilineos e 5, representa que todos ou quase todos
espermatozoides apresentam movimento enérgicos movimentos progressivos retilineos.
Em ovinos, apresentam um media de vigor 3 (TABELA 1) (CBRA,1998).
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D) CONCENTRAGCAO ESPERMATICA

A concentragdo espermatica é o nimero de espermatozoides por milimetro (mm?3)
ou centimetro ctbico (cm3=ml). O procedimento comum para se avaliar a concentracdo
espermatica é a contagem de espermatozoides na camara de Neubauer. Entretanto, para
avaliar a concentracdo espermatica também pode se utilizar a espectrofotometria e o
micro cell- counter. A concentracdo espermaética pode sofrer variacdes devido a fatores
extrinsecos, (método de coleta, frequéncia da atividade do reprodutor e o0 seu
condicionamento) e fatores extrinsecos (idade, tamanho e estado de higidez testicular).
Em estado normal, a concentracio média espermatica é de 3x10° espermatozoide/ml.
(TABELA 1) (CBRA, 1998).

TABELA 1- CARACTERISTICAS FISICAS SEMINAIS DO EJACULADO DE
OVINO

Variavel Valores médios
Volume (mL) 1,0
Movimento de massa (0-5) 3
Vigor (0-5) 3
NuUmero total de espermatozoides 3x10°
(sptz/ml)
Motilidade espermética (%) 75
Espermatozoides normais (%) 90
Ejaculados/semana 6-24

FONTE: CBRA,1998 (Adaptado de Morrow,1986)

2.4.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO EJACULADO DE OVINO

A avaliacdo de caracteristicas morfoldgicas dos espermatozoides do ejaculado de
ovinos como também de outras espécies de animais pode ser realizada através de
esfregacos corados ou preparacdo Umida em microscépio de contraste de fase ou de
interferéncia diferencial, associados ou ndo. Através de esfregagos corados e
preparacdes Umidas se classificam os espermatozoides como normais (sem anomalias
morfoldgicas) e espermatozoides anormais. Em relacdo aos espermatozoides anormais,
estes se classificam suas anomalias em relacdo anormalidades na cabeca, na cauda e em
relacdo a cauda. A quantidade de espermatozoides normais e anormais € dada em
percentagem (CBRA,1998).
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2.4.3 EXAMES COMPLEMENTARES

Os exames complementares ndo sdo considerados obrigatorios. Esses exames
serdo adotados a critério do técnico responsavel a fim de ressaltar alguma caracteristica
e/ou qualidade do sémen. Os testes aos que sdo sugeridos pelo CBRA sdo os testes de

termo-resisténcia, microbiol6gicos e sorolégicos (CBRA,1998).

2.5 TESTES DE ANALISE DE FRAGMENTACAO DE DNA DE SEMEN

A preservacdo das funcGes da membrana do espermatozdide e a sua motilidade
sdo parametros importantes para determinar a qualidade do sémen. No entanto, essas
funcdes ndo revelam mudangas associadas com a integridade do DNA espermatico, o
qual vem se monstrando como um importante parametro atil para avaliacdo da
qualidade do esperma (ARAVINDAN et al.,1997).

O DNA fragmentado espermatico vem se tornado um bom bioindicador da
fertilidade masculina, porque a fragmentacdo do DNA estd associada a defeitos do
desenvolvimento embrionario e esses defeitos podem da origem a abortos em estagios
precoces da gravidez e também o DNA fragmentado esta relacionado com problemas
com o desenvolvimento fetal (EVENSON et al.,1999; CARELL et al.,2003; LEWIS &
SIMON, 2010). Além disso, uma elevada fragmentacdo do DNA também esta associada
a causas de abortos recorrentes e uma maior dificuldade de se obter uma gravidez
(COOKE et al.,2003; AITKEN et al.,2009; BRAHEM et al.,2011; ZINI ,2011;
ABSALAN et al.,2012).

Dessa forma, a fragmentacdo do DNA deve ser considerada um importante
parametro para se avaliar conjuntamente com o espermograma classico (URBANO et
al.,2013).

Diversas abordagens tém sido desenvolvidas para avaliar a fragmentacdo do
DNA espermaético, e a maioria tém sido aplicados para finalidades clinicas afim de
estabelecer valores de corte para predicdo de gravidez, e monitoramento de sua
sensibilidade ( EVENSON et al.,2002;SERGERIE et al.,2005;VELEZ DE LA CALLE
et al.,2008; NIJS et al.,2009; SHARMA et al.,2010; SIMON et al.,2011; VENKATESH
etal.,2011).
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2.5.1 TIPOS DE TESTES PARA AVALIACAO DE FRAGMENTACAO DE DNA
ESPERMATICO
A) TUNEL ASSAY

O ensaio TUNEL (figura 4) quantifica a incorporacdo de trifosfato de
desoxiuridina (dUTP) em quebras de fitas de DNA em uma reacdo catalisada por
enzima independente de molde, chamada de terminal de desoxinucleotidil transferase
(TdT). O dUTP incorporado é marcado de maneira que as quebras no DNA podem ser
quantificado através de citometria de fluxo, microscopia de fluorescéncia ou
microscopia de luz (EVENSON et al.,2002). No entanto, o ensaio TUNEL utilizando a
citometria de fluxo é o método que fornece resultados clinicamente mais significativos
(SAILER et al.,1995). Nessa metodologia, diferentes tamanhos de cortes do DNA sé&o
utilizados para avaliar o estado de fertilidade do macho ( SERGERIE et al.,2005;
SHARMA et al., 2010).

Fig.4- Ensaio TUNNEL
Fonte da figura: Seminario “Sperm DNA Fragmentation in Male Infertility” (Esteves,2014).

B) COMET ASSAY
O ensaio do cometa é um método simples para medir quebras na fita de
DNA em células eucaridticas (COLLINS,2004).
Nesse ensaio, 0s espermatozoides sdo embebidos em agarose, depois, séo
depositados em uma lamina de microscopia e logo apos, as células sdo lisadas

com um detergente e em seguida, 0s espermatozoides sdo sujeitos ao processo
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de eletroforese e finalmente, corados com um corante fluorescente que se liga ao
DNA (COLLINS,2004; HAINES et al.,1998).

As quebras na estrutura do DNA promovem o desenrolamento do DNA e
isso permite a migracdo do DNA fragmentado em dire¢do do anodo, durante o
processo de eletroforese (HAINES et al.,1998).

No final do Comet Assay (figura 5), parte do DNA fragmentado
permanece intacto na cabeca do espermatozdide, enquanto que 0s outros
pedacos menores do DNA fragmentado migram para fora (EVENSON &
WIXON,2005).

Fig.5- Comet Assay: no lado esquerdo é uma célula com DNA ndo fragmentado e o

lado direito € uma célula com DNA fragmentado
Fonte da figura: Site do Massey University — Institute of molecular Biosciences
<http://www.massey.ac.nz/~imbs/genetic_damage_humans.htm> (mar¢o,2008).

C) SCSA

O SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) foi o primeiro método para
avaliacdo de medidas de desnaturacdo do DNA de espermatozoides (EVENSON
et al.,1980).

Essa metodologia requer uma grande atencdo de detalhes. No protocolo
requer um descongelamento da amostra de sémen para a temperatura de 37°C,
em seguida, o sémen é diluido com o tampdo TNE para uma concentracdo de 1
milhdo de espermatozoide/ml. Logo apds, a amostra de sémen é tratada com um
tampéo de pH 1.2 e em seguida, a amostra é corada com laranja de acridina.
Posteriormente, a amostra ¢ colocada em um citometro de fluxo, e entdo, em
torno de 5000 a 10.000 espermatozoides sdo medidos a uma velocidade de 200
rotagOes/segundo ( EVENSON & WIXON,2005).

O corante de acridina utilizado nessa metodologia € um corante o qual se

intercala entre as bases da cadeia dupla do DNA (ds DNA) e também entre as
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pilhas de DNA de cadeia simples (ss DNA). Quando o DNA espermatico entra
em colapso, ou seja se transforma de DNA de fita dupla para fita simples, ocorre
uma mudanca metacromatica em que a fluorescéncia do DNA que estava verde
se transforma para vermelho. Isso ocorre quando as amostras de sémen sao
expostas a uma luz laser de 488 nm do citbmetro de fluxo (EVENSON &
WIXON,2005).

No SCSA, os espermatozoides sdo avaliados e divididos em quatro
populacgdes: porcentagem de esperma sem fragmentacdo de DNA, porcentagem
de esperma com indice de fragmentacdo moderada, porcentagem de esperma
com indice de fragmentacdo de DNA alta e porcentagem de espermatozoides
imaturos (EVENSON & WIXON,2006).

Fig.6- SCSA test
Fonte da figura: Site Veterinary Medical Teaching Hospital- Texas A&M University
<http://vethospital.tamu.edu/large-animal-hospital/equine-theriogenology/stallion-services>.

D) SCD test

O Sperm Chromatin Dispersion test (SCD test) (figura 7) é um teste para
avaliacdo de fragmentacdo do DNA no esperma (Fernandez et al.,2003).

Esse ensaio é baseado no principio que o espermatozoide com DNA
fragmentado ndo consegue produzir um halo caracteristico de um DNA néo
fragmentado (CHOHAN et al.,2006).

Resumidamente, no SCD test os espermatozoides intactos sdo imersos
numa matriz de agarose sobre uma lamina, depois, a ldamina é tratada com uma
solucdo de acido para desnaturar o0 DNA, em seguida, trata-se a lamina com
tampdo de lise com a finalidade de remover membranas e proteinas do DNA e
do espermatozoide (FERNANDEZ et al.,2005).
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A matriz de agarose permite trabalhar com o esperma néo fixado em uma
lamina em um ambiente de suspensdo. A remocdo de proteinas nucleares do
DNA resulta em estrutura de formato nucleoide com um nucleo central e um halo
periférico de lacetes de DNA disperso (FERNANDEZ et al.,2005).

Posteriormente, utilizando uma coloracdo fluorescente ou corante
“normais” pode se observar que os espermatozoides com DNA ndo fragmentado
produzem grandes halos, enquanto que o0s espermatozoides com DNA
fragmentado podem apresentar pequenos ou nenhum halo (FERNANDEZ et
al.,2005).

Dentre todas as metodologias utilizadas para avaliar a integridade do
DNA (TUNEL, SCSA, Comet assay, SCD test e dentre outras), 0 SCD test é um
dos métodos mais simples, pois ndo utiliza métodos complicados nem utiliza
equipamentos especificos, como por exemplo o citbmetro de fluxo
(FERNANDEZ et al.,2003).

Normal

&

Degraded

Fragmentéd a

: Fragmented
Normal

Fig.7- SCD test: a- microscopia de campo claro; b- microscopia de fluorescéncia

Fonte da figura: Texto “Test de dispersion de la cromatina espermatica” no site wikipédia
<http://es.wikipedia.org/wiki/Test_de_dispersi%C3%B3n_de_la_cromatina_esperm%C3%Altica>
(junho,2006).

2.6 EFEITO DA TEMPERATURA NOS TESTICULOS
Existem diversas técnicas para o estudo dos efeitos do calor nos testiculos e na
espermatogénese: exposi¢cdo dos animais a ambientes com elevadas temperaturas,

insulacdo escrotal total ou insulagcdo pescoco escrotal, intervencdo cirurgica fazendo
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com que se reintroduzam os testiculos a cavidade abdominal simulando o estado de
criptorquidismo, imersdo testicular em &gua quente e exposicéo testicular a ondas de
microirradiacdo (SETCHELL, 2006).

Dentre essas técnicas, a insulagdo escrotal € um metodo simples e tem uma
facilidade de controle experimental (MUCCIOLO et al.,1974) em que pode determinar
os efeitos da temperatura testicular na sintese espermética e na qualidade do sémen e
promove patologias e defeitos espermaticos especificos (BRITO et al.,2003).

O aumento da temperatura testicular ,ocasionada pela técnica citada acima,
propicia a degeneracdo testicular (VOGLER et al.,1991) e estd relacionada com a
diminuicdo da fertilidade do macho ( HULET et al.,1956) causando mudangas na
sintese de proteinas e expressdo de genes nas células germinativas e células de Sertoli
(IKEDA et al.,1999; GUO et al.,1999; KUMAGAI et al.,2000).

Em estudo realizado com bovinos, as primeiras consequéncias promovidas pelo
o calor no testiculo foram observadas em exame clinico externo, tais como mudancas
anatdmicas relacionadas ao tamanho, ao peso e a textura do testiculo. A elevacdo da
temperatura no testiculo provoca efeitos fisioldgicos e metabolicos, incluindo alteracdes
no fluxo sanguineo e linfatico, tensdo do oxigénio, fluidos testiculares e vias
metabolicas especificas do sistema enzimatico (COSTA,2007).

As mudancas citadas acima afetam o estado endocrinol6gico, comprometendo a
sintese de testosterona (COSTA, 2007). Estudos realizados com touros com bolsa
escrotal insulada demonstraram que ocorreu queda na concentracdo plasmatica de
testosterona em 48, 72 e 96 horas depois do inicio da insulacdo (GABALDI,2000). Ja
em estudos com carneiros, foi observado que as concentracOes de testosterona foram
reduzidas no plasma apds os animais serem submetidos a elevadas temperaturas
ambientais de 32°C durante duas semanas (RODRIGUES.,2004).

Em outro estudo de insulacdo escrotal realizado com carneiros da raca
Morada Nova foi demonstrado que durante a insulagdo, os animais sofreram diminuicao
da sua temperatura retal, elevacdo da biometria testicular e tiveram sua consisténcia
testicular reduzida. O sémen desses ovinos teve diminui¢do da motilidade massal, da
percentagem de espermatozoides moveis e do vigor espermatico, além de defeitos de
morfologia de espermatozoides que surgiram como por exemplo gota citoplasmatica
distal, cauda enrolada e cabeca solta normal (ROCHA,2013).

O estresse térmico provoca também um aumento na secre¢do de ACTH, e

esse horménio inibe a secrecdo de LH no macho, e consequentemente, inibe a secre¢do
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de testosterona, dessa forma, desfavorece a espermatogénese e a libido do macho
(COSTA, 2007).

A reducdo de niveis de testosterona promove a apoptose de células germinativas
testiculares, especialmente as células haploides (TROIANO et. al., 1994).

A morte devido ao estresse térmico se processa atraves da necrose e apoptose. O
processo apoptotico induz as células sintetizarem espécies de oxigénio reativo (ROS),
além de reduzir a presenca da enzima catalase (SETCHELL, 2006).

As ROS (anion superoxido, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxil), assim
como a peroxidacdo de &cidos graxos sintetizados pelo ataque de ROS aos fosfolipideos
das membranas celulares, estéo associadas com baixa motilidade e baixa capacidade de
fusdo do espermatozdide de mamiferos ao odcito. Além disso, a degradacdo produzida
pela peroxidacdo de lipidios é muito toxica para os espermatozoides e pode ocasionar
perda irreversivel de motilidade (BHARDWAJ et al.,2000).

Em estado normal, as ROS desempenham funcdo importante, no entanto, o
desequilibrio entre sintese e degradacdo ocasiona efeitos adversos no espermatozoide
(BALL et al.,2001).

Dessa forma, acredita-se que a sintese de ROS pode ser benéfica ou prejudicial
para a funcdo espermaética. Sendo considerada benéfica pelo fato de que a peroxidacgao
promova a capacitacdo e a ativacdo espermadtica, atuando como interruptor na
tirosiquinase e determinado a hipermotilidade induzida pelo anion O2. O aumento
excessivo de ROS é prejudicial quando a peroxidacdo resulta em dano espermatico
(GADELLA et al.,2001).

Um dos danos que o excesso de ROS pode causar € a interacdo entre o radical -
OH com o material genético, essa interacdo promove modificacdes no DNA, e isso pode
determinar mutacdo e depreciacdo da molécula. Os radicais livres também vém sido
associados a outros processos como a inducgédo de apoptose neuronal por dano oxidativo
in vitro e in vivo (AL-ABDULLA; MARTIN, 1998)

Outras patologias do espermatozoide associadas a alta sintese de ROS sao:
excesso de citoplasma residual na peca intermediaria, cabeca anormal, defeitos de
acrossoma, de peca intermediaria e de cauda, alem de danos ao DNA (COSTA, 2007).

No entanto, a funcdo espermatica pode se recuperar. Essa regeneracéo da funcéo
espermatica apds o dano pelo calor depende da temperatura, da duracéo do insulto e da
idade do animal. Na maior parte dos casos, dificilmente se pode determinar se a lesdo é

transitéria ou permanente, pois é necessario aguardar o periodo espermaético e a
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passagem de espermatozoides pelo epididimo, sendo o intervalo de término da injuria
até a restauracdo de espermatozoides normais no ejaculado correspondente ao periodo
do inicio da diferenciacdio na espermatogénese até o momento da ejaculagdo
(COSTA,2007).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais experimentais

O procedimento experimental foi conduzido no Setor de Digestibilidade do
Departamento de Zootecnia (DZ/CCA/UFC), durante o periodo de 5 de agosto de 2014
a 10 de fevereiro de 2015. Foram utilizados seis carneiros da raca Morada Nova,
variedade vermelha, com peso médio de 47,4 + 3,3 kg, e com 26 meses de idade,
alojados em baias individuais com 6 m? e alimentados com feno de capim Tifton e racdo
contendo com 16% de proteina bruta, 66% de NDT (nutrientes digestivos totais) e agua
ad libitum. Foram realizadas coletas de adaptacao (coletas de sémen com finalidade de o
animal se acostumar com a técnica de eletroeletroejaculacdo) até atingirem o0s

pardmetros recomendados pelo CBRA para ,entdo, dar inicio a insulagdo escrotal.

3.2 Insulacgao escrotal
A insulagdo escrotal foi realizada durante o periodo de 11 de novembro a 15 de
novembro de 2014, durante o periodo noturno, das 18:00 as 6:00h. Para a insulagdo

foram utilizados bolsas de manta acrilica revestidos por plastico (figura 8).

Fig.8- Carneiro Morada Nova com bolsa durante periodo de insulacéo

Fonte figura: Aderson Viana
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3.3 Coleta e avaliacédo de parametros espermaticos

A coleta de sémen foi realizada semanalmente durante o periodo de 141 dias por
meio de eletroejaculacio Neovet autojac® (Neovet,Uberaba,Brasil). Apos coletado, o
sémen foi avaliado quanto ao seu volume, aspecto,cor,concentracdo espermatica,
motilidade massal, motilidade individual progressiva e percentual de espermatozoides
maoveis por microscopia (CBRA,1998).

3.4 Reagentes utilizados durante o experimento
Os reagentes utilizados durante todo o experimento foram fornecidos pelas
empresas GE healthcare, Sigma Aldrich, Vetec, Synth, Dindmica e New Prov.

3.5 Preparacédo de laminas para SCD test

As laminas utilizadas para o SCD test foram laminas foscas ndo lapidadas. As
laminas receberam 10 aliquotas de 2L de 0,65% de agarose NA. Em seguida, deixou a
agarose secar durante 1 minuto e subsequetemente, escorreu 0 excesso de agarose NA.

Este procedimento deve ser realizado cinco vezes.

3.6 SCD test

Primeiro, a solucdo de agarose de baixo peso molecular (10 mg/ml) foi fervida
durante 5 minutos, e posteriormente, a solucdo foi colocada em banho-maria a 37°C
também durante 5 minutos. As aliquotas de 5 pL das amostras de sémen foram diluidas
em 15 mL de PBS 1X (pH 7,4). Em seguida, 25 pL do sémen diluido foram
adicionados em 50 pl de agarose de baixo peso molecular, e gentilmente, foram
misturados. Aliquotas de 2 uL foram adicionadas 10 vezes sobre laminas que foram
brevemente tratadas com 0,65% Agarose NA e em cima das aliquotas foram colocadas,
cuidadosamente, as laminulas. Posteriormente, as laminas foram depositadas no
refrigerador a 4°C durante 5 minutos. Apos a solidificacdo da agarose de baixo peso
molecular, as laminulas foram retiradas gentilmente. Logo apés, as laminas foram
mergulhadas em solucdo de 0,08 N de HCI durante 7 minutos no escuro.
Posteriormente, as laminas foram mergulhadas em solucdo de lise, no qual continha 2 M
de NaCl, 0,5% de SDS, 0,3% de Triton-X, 0,02 M de EDTA, 2M de R-mercaptoetanol e
0,2 M de Tris-Cl, durante 25 minutos. Depois, as laminas foram colocadas em agua

destilada em um periodo de 5 minutos, e em seguida, a lamina foi banhada por uma
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sequéncia de etanol 70, 90 e 95%. Em cada concentracdo de etanol, deixou-se a lamina

mergulhada durante 2 minutos. No final, as laminas secarem a temperatura ambiente.

3.7 Coloracéo

Ap0bs o procedimento do SCD test, as laminas foram coradas utilizando o Kit
Instant-Prov®(New Prov, Pinhais, Brasil). A primeira etapa é mergulhar a lamina na
solucéo de ciclohexaienos a 0,1% durante 10 segundos. Logo em seguida, mergulha a
lamina na solucdo de azobenzenosulfénico a 0,1% durante 20 segundos e
posteriormente, mergulha a lamina na solucéo de fenotiazinas a 0,1% também durante o
periodo de 20 segundos. No final, deixar a ldmina secar a temperatura ambiente.

Com auxilio da microscopia de campo claro, contaram-se 500 espermatozoides
de cada lamina confeccionada. Os espermatozoides foram classificados segundo
Fernandez (2003):

- -

A) L B) ’ e c) I

Fig.9- Classificacdo de Fernandez (2003) quanto ao tipo de espermatozoide: A)
Espermatozoide com halo-sem fragmentacdo de DNA; B) Espermatozoide sem halo-
com fragmentacdo de DNA,; C) Espermatozoide degradado sem halo-com fragmentagéo
de DNA (Aumento das imagens: 720X).

3.8 Estatistica
Os dados coletados foram analisados com Statiscal Analysis System (SAS®),
através do metodo da anélise de variancia (ANOVA) por meio do LSD Fisher.
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4 RESULTADOS

No SCD test, segundo grafico 1, houve diferenca estatistica significativa no
surgimento de halo nos espermatozoides entre os dias da coleta (p <0,0001) . Também
se apresentou diferenca estatistica de surgimento de halo nos espermatozoides entre o
periodo de pré-insulacdo e o dia 7 e entre o periodo de pré-insulacdo e o dia 11
(p<0,005). Entretanto, ndo houve diferenca estatistica no surgimento de halo nos
espermatozoides durante o periodo critico, periodo no qual o aparecimento de halo é
menor, que comeca do dia 11 e termina no dia 63, esse periodo tem uma média que
varia de 0 a 18,53%. Depois do periodo critico, comeca a se observar uma recuperagdo
progressiva (aumento de nimero de espermatozoides com halo) a partir do dia 77, dia
em que apresentou uma média de 39,6 %, e termina no dia 120, dia em que apresentou
uma média de surgimento de halo de 80,37%. A medida que se tem uma recuperacio do
aparecimento do halo nos espermatozoides (grafico 1), ha uma diminuicdo na media de
espermatozoides sem halo e sem halo degradado (tabela 2). Também ndo existe uma
diferenca estatistica entre o periodo de pré-insulacdo e o dia 120 (p<0,18),
demonstrando que ha uma recuperacao no surgimento de halo nos espermatozoides dos

carneiros Morada Nova ap06s a insulagdo escrotal.
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Gréafico 1: Porcentagem de espermatozoides do ejaculado de oito carneiros Morada
Nova que apresentaram halo com o SCD test.
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TABELA 2- PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES SEM HALO E
ESPERMATOZOIDES SEM HALO DEGRADADO DO EJACULADO DE OITO
CARNEIROS MORADA NOVA DURANTE EXPERIMENTO COM SCD TEST.

Dia Espermatozoides sem  Espermatozoides sem
halo (%) halo e degradado (%)
Pré-Insulacéo 13,23 £ 4,75 0,27+ 0,23
7 30,77+ 9,04 16,9+ 16,62
11 64,72+ 10,29 23,08+ 14,04
28 57,48+ 21,54 42,52+ 21,54
35 78,5+ 8,2 2,97+ 1,16
42 46,6+ 18,17 46,77+ 20,84
48 67,6+ 10,76 16,67+ 10,62
63 83,23+ 4,68 5,7+ 2,58
7 52,77+ 6,23 7,63+ 2,72
84 44,6+ 7,52 6,77+ 3,1
91 31,7+ 4,09 10,53+ 3,44
105 26,9+ 45 4,4+ 2,06
120 17+ 4,53 2,63+ 1,86

Para analise do parametro motilidade, notou-se que durante o periodo entre 0s
dias 23 a 28 ndo teve motilidade (porcentagem de 0%) tanto nos critérios de
porcentagem de espermatozoides mdveis, motilidade total e motilidade individual
(gréficos 2,3 e 4). Esse periodo coincide com o periodo critico citado acima, no qual se
observou um menor nimero de espermatozoides com halo e houve um maior nimero de
espermatozoides sem halo e sem halo degradado (grafico 1). No entanto, em todos 0s
critérios relacionados com a motilidade, observou-se que aconteceu uma melhora
progressiva da motilidade espermaética antes da recuperacdo da integridade do DNA.

Essa recuperacéo se incia a partir do dia 35 (grafico 2, 3, e 4).
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Gréafico 2- Média de porcentagem de motilidade de espermatozoides dos carneiros

Morada Nova durante o experimento de insulacdo escrotal.

*dias nos quais houve uma maior diferenca de motilidade durante o experimento
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Motilidade massal (0-5)
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Gréafico 3- Média de motilidade massal dos espermatozoides dos ejaculados de oito

carneiros Morada Nova durante o experimento de insulacdo escrotal.

*dias nos quais houve uma maior diferenca de motilidade durante o experimento
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Insulacao
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Gréafico 4- Média de motilidade individual dos espermatozéides dos ejaculados dos

carneiros Morada Nova durante experimento de insulacdo escrotal.

*dias nos quais houve uma maior diferenca de motilidade durante o experimento
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Para andlise da circunferéncia escrotal dos carneiros Morada Nova, notou-se que
houve uma elevacdo da média da circunferéncia escrotal logo ap6s a técnica de
insulacdo escrotal, mas a partir do dia 7 houve uma diminuicdo da circunferéncia
escrotal. No entanto, a partir do dia 42 observa-se uma recuperacdo da circunferéncia

escrotal.

Insulacgdo

v

-14 -7 o0 4 7 11 14 18 23 28 35 42 48 5Y B3 70 77 B4 91 105120

Grafico 5- Porcentagem da média de circunferéncia escrotal dos oito carneiros Morada

Nova durante o experimento de insulagéo escrotal.
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5 DISCUSSAO

A insulacdo escrotal € um dos métodos utilizados para simular os efeitos do
estresse térmico ambiental nas células espermatogénicas sob condicGes controladas
(RAHMAN et al.,2011). Dentre os danos induzidos pelo estresse térmico em células
espermatogénicas se encontra 0 estresse oxidativo, 0 mesmo estresse pode causar
defeito na protaminacdo da cromatina (AGARWAL & ALLAMANENI, 2005) e em
ultimo caso, pode levar a apoptose e a fragmentacdo do DNA dos espermatozoides
(PAUL et al.,2008a;2008b;2009).

Durante o estresse oxidativo hd formac&o de radicais livres (ROS) e/ou espécies
reativas ndo radicais do metabolismo do oxigénio (BARBOSA et al.,2010).

Dentre as espécies reativas ao oxigénio encontra-se 0 NO (6xido nitrico), essa
molécula é sintetizada por macr6fagos como agente citotoxico durante a resposta imune
ou inflamatéria (MONCADA et al.,1991;FELDMAN et al.,1993;MARLLETA et
al.,1988; MARLLETA et al.,1988 e HIBBS et al.,1989).

Sugere-se que o NO pode ter sido a molécula responsavel pela fragmentacdo do
DNA espermético. Durante o experimento foi observado uma leve diminuicdo da
circunferéncia escrotal dos carneiros Morada Nova (grafico 5), e essa reducdo de
tamanho e volume de testiculos é uma das caracteristica que indica processo de
degeneracdo testicular (DOMINGOS & SALOMAO,2011), principal sintoma do

estresse oxidativo.

Essa degeneracdo testicular tem como uma das suas etiologias as alteracfes
térmicas (DOMINGOS & SALOMAO,2011). Vérios estudos sugerem que o
envolvimento do estresse oxidativo como indutor dos danos provocados pelo estresse
térmico testicular (NICHI et al.,2006;XAVIER et al.,2008; PAUL et al.,2009). Dessa
forma, como citado anteriormente, durante o estresse oxidativo ha sintese de ROS, e um
dos ROS é o NO. Portanto, essa producdo excessiva de NO, pode ser a possivel causa
do dano a integridade do DNA.

Uma das vias que o NO pode causar danos ao DNA é através da via do N2O3
(trioxido de dinitrogénio). Nessa via, 0 N2Oz ataca diretamente o DNA o que conduz a

uma desaminacdo do DNA através da formacdo de ions diazonio. A hidrélise dos ions
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diazonio completa a desaminacdo no DNA, e o resultado dessa reacdo € a substituicdo

do grupo amino no DNA por um grupo hidroxil (BURNEY et al.,1999).

Desaminacdo m

do DNA ¢

(comeco) . -
|

|
Desaminacgdo
completa do DNA
Grupo Amino msp Grupo Hidroxil

Fig.10: Esquema da ruptura da cadeia do DNA através da via N2Os,

i
0,00

As consequéncias da reagdo de desaminacdo podem variar de nucleosideo para
nucleosideo. Dessa forma, as bases adenina, citosina, citosina-5-metil podem sofrer a
reacdo de desaminacdo para formar a hipoxantina, uracila, timina e Xxantina,
respectivamente (BURNEY et al.,1999).

A desaminacdo da guanina promove a formacéo da xantina. A molécula xantina
é instavel no DNA e facilmente essa molécula se depurina para formar um sitio abasico
(LOEB & PRESTON,1986). Esse sitio abasico pode ser clivado por endonucleases,
dessa maneira, resulta em quebras de cadeia simples do DNA (LINDAHL &
ANDERSSON, 1972).

Devido a esse evento, se pode entender a razdo pela qual logo ap6s a insulacéo
escrotal houve um aumento de espermatozoides sem halo e sem halo e degradado e
diminuicdo de espermatozoides com halo (grafico 1 e tabela 2), pois os espermatozoides

estavam fragmentados através da via N20:s.

Outra observacdo que se deve ser feita em relacdo a via N2Osz € que a guanina e
as demais bases sofrem o processo de pareamento incorreto, e isso pode resultar em
mutacdes transversais (LOEB & PRESTON, 1986; DOMENA et al., 1988; BURNEY
et al.,1999).

Outra via que o NO pode causar danos ao DNA é via do ONOO"(peroxinitrito)
(BURNEY et al.,1999). Nessa via, ha reacdo do NO com O~ (ion superoxido) que
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forma 0 ONOO™ (BECKMAN et al.,1990;BECKMAN et al.,1996). Diferente do NO, o
qual esta envolvido na reacdo de desaminacdo do DNA, o ONOO" esta envolvido na
oxidacdo do DNA. O ONOO" leva a danos muito complexos ao DNA, devido que o
ONOO" ser muito mais reativo que o proprio NO (BURNEY et al.,1999).

O ONOO" provoca danos do DNA de diversas maneiras, dentre elas estdo
modificacdes no aclcar do DNA, oxidacao e nitracdo da molécula do DNA (BURNEY
et al.,1999).

O dano causado pelo ONOQO™ através de dano ao do acgtcar do DNA ocorre da
seguinte forma: ONOO" reage diretamente com uma porcao do aglcar do DNA, e isso
leva a uma fragmentacdo do aglcar e consequetemente uma ruptura na cadeia de DNA.
Esse mecanismo de dano ao agucar do DNA ainda € incerto, no entanto, acredita-se que
envolve uma abstracdo de hidrogénio que leva a formacdo de um radical agucar que
pode, em seguida, ser submetido a outras reagdes subsequentes (SZABO & OSSHIMA,
1997).

Outra maneira que 0 ONOO™ pode causar danos ao DNA é através da nitragdo e
oxidacdo com a desoxiguanosina (BECKMAN,1996). Essas reacOes resultam,
respectivamente, em 8-nitroGua (YERMILOV et al.,1995) e 8-oxoGuo (KENNEDY et
al.,1997).

O dano causado através do 8-nitroGua é que o 8-nitroGua induz a formacéo de
sitios abasicos que podem ser clivados por endonucleases e dessa forma, leva a
formacédo de rupturas de filamentos do DNA. (BURNEY et al.,1999).

J& 0 8-oxoGuo é um produto final estavel oriundo da oxidacdo do ONOO" com
desoxiguanosina e 0 8-oxoGuo € um melhor substrato de ataque do ONOO™ do que a
prépria desoxiguanosina. O dano causado pelo 8-oxoGuo ocorre por meio de uma
segunda oxidacdo no 8-oxoGuo que conduz a uma rapida destruicdo do 8-oxoGuo por
meio de um elétron de oxidacdo fotoquimica e do oxigénio atdbmico, a partir dessa
reacao, se formam varios produtos que levam a ruptura de cadeia do DNA(BURNEY et
al.,1999).
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Devido as esses danos que sdo causados ao DNA também se sugere que o
ONOO" pode ser uma explicacdo da presenca de espermatozoides sem halo ou sem halo

e degradado logo ap6s a insulacéo escrotal (tabela 2).

Observa-se que durante o experimento houve uma recuperacdo da porcentagem
dos espermatozoides com halo a partir do dia 77 (grafico 1). I1sso pode ser explicado
porque houve uma nova espermatogénese. Em carneiros a espermatogénese juntamente
com o trénsito do espermatozoide no epididimo tem uma duragdo de aproximadamente
de 60 a 70 dias (CUNNINGHAM & KLEIN,2008). A espermatdgenese € um conjunto
de transformacfes que passam os elementos da linhagem seminal até se construir um
novo espermatozoide (MIES FILHO,1982) Dessa maneira, pode se concluir que a
recuperacdo dos danos que afetaram o DNA demora um pouco mais que um ciclo de

espermatogénese.

Também durante esse experimento foi observado que antes que 0s carneiros
fossem submetidos a insulagdo escrotal, os mesmos tinham relacdo negativa entre
porcentagem de fragmentacdo de DNA e aos pardmetros relacionados a motilidade
(porcentagem de espermatozoides moveis, motilidade total e motilidade individual), ou
seja, os parametros relacionado a motilidade apresentam valores altos enquanto que

valores de fragmentacdo de DNA eram considerados mais baixos.

No entanto, essa situacdo muda apds a insulacdo escrotal, mais precisamente
entre os dias 23 e 28, em que os critérios relacionados a motilidade chegam a zero. E
esse valor zero dos parametros relacionados com a motilidade coincide com o periodo
em que ha maior porcentagem de espermatozoides fragmentados (maior nimero de

espermatozoides sem ou sem halo e fragmentado-tabela 2).

Contudo, mesmo como mudanca de situacao apos a insulacdo, ainda se conserva
a relacdo negativa. A situacdo volta a mudar a partir do dia 42, pois foi notada a
recuperacdo dos critérios relacionados, comecam a se recuperar e aumentar 0S Seus

valores, mas a porcentagem de espermatozoides com halo ainda é considerada alta.

Entretanto, com o andamento do experimento foi observada a volta de uma
relagdo negativa, pois a partir do dia 77 comega a diminuir a porcentagem de
espermatozoides com DNA fragmentado e ainda continuam altas os parametros

relacionados a motilidade.
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Essa mesma relagdo negativa foi obtida entre valores de motilidade e
fragmentacdo de DNA em estudos com homens da populagédo grega e argeliana
(EVGENI et al.,2015; BOUSHABA & BELAALOQOUI,2015).

No entanto, existe um estudo em que afirma que ndo ha uma correlacdo entre 0s
parametros seminais (incluindo motilidade) e anormalidades do DNA tanto em homens
férteis e inférteis. Entretanto, vale salientar que nesse estudo ndo foi utilizada a técnica

SCD test para analisar a fragmentacdo do DNA espermatico (KHALILI et al., 2006).

Essa discrepancia de resultados pode ser originada de diversos fatores, como:
variabilidade de métodos usados para analise de integridade de DNA, que determinam
diferentes aspectos de danos ao DNA, que nem sempre oferece resultados comparaveis;
variabilidade de metodologias e critérios para estudo dos pardmetros seminais, por
exemplo, em diferentes trabalhos podem ser aplicados diferentes técnicas para
contagem de espermatozoides e para analise de morfologia (utilizacdo de diferentes
corantes), isso pode influenciar na exatiddo dos resultados; presenca de regime de
controle de qualidade com objetivo de assegurar precisdo dos resultados e ter redugéo
da subjetividade dos dados e a auséncia de uniformidade de critério de selecdo de
grupos da populacdo estudada, pois os resultados oriundos de subgrupos diferentes ndo

podem ser sempre comparaveis (EVGENI et al.,2014).

No entanto, os estudos relacionados citados acima realizados em humanos
afirmam que as falhas em suas cromatinas espermaticas sdo falhas permanentes e

especificas a cromatina espermatica.

Entretanto, no presente trabalho os defeitos da cromatina espermatica e 0s
demais outros parametros seminais dos carneiros Morada Novos foram induzida e

temporéria através do método de insulacao escrotal.

Isso € comprovado também através do trabalho de Rocha (2013) em que insulou
seis carneiros Morada Nova durante oito dias, e logo ap6s a insulagdo apresentaram
altos indices de defeitos na morfologia e chegaram a ter 0% em vigor, motilidade
massal e porcentagem de espermatozoides moveis no oitavo dia apos a insulagdo
escrotal, porem a situacdo se altera apds o 71° dia de insula¢do, quando a partir desse

ponto comeca a recuperagdo dos parametros seminais dos carneiros.
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6 CONCLUSAO

Através dos experimentos de insulacdo escrotal se pode concluir que a elevagéo
da temperatura testicular provoca fragmentacdo do DNA espermatico. No entanto, o
dano da fragmentacdo espermatica é dano reversivel e que com a duracgéo de dois ciclos

espermaticos (120 dias) para o retorno da integridade do DNA espermatico.

Outra concluséo € que se sugere que o NO é um fator importante para o processo
de fragmentagdo do DNA.

Esse trabalho abre outros questionamentos a serem resolvidos futuramente,
dentre os quais sdo: Quanto tempo € necessario para que ocorra mutacdo nas bases do
DNA? Devido a fragmentacdo do DNA, como fica a estrutura das protaminas e sua
ligagdo com 0 DNA?
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