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Quantificacio dos estadios do ciclo espermatogénico em touros de racas sintéticas com e
sem alteracio na qualidade seminal

Staging spermatogenic cycle in synthetic bulls with normal and altered semen quality

Marilise Mesquita Horn' José Carlos Ferrugem Moraes? Maria Isabel Albano Edelweiss®

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar qual a
freqiiéncia dos tubulos seminiferos nos diferentes estdadios do
ciclo espermatogénico em touros de duas ragas sintéticas, sendo
12 Braford e 8 Brangus-Ibagé, classificados em aptos (grupo
A) e inaptos (grupo B) a reprodugdo, de acordo com o exame
andrologico. Os estadios avaliados foram representativos das
fases proliferativa (estadio 1), meidtica (estadio II) e de
maturagdo (estadio II) da espermatogénese. Os touros Braford
apresentaram freqiiéncias diferentes entre os grupos A e B nos
estadios 1l e IlI. Os touros Brangus-lbagé apresentaram
diferengas entre os grupos apenas para o estadio II. Os
resultados indicam que nas fases iniciais do ciclo
espermatogénico (estadio 1), os touros de ragas sintéticas,
classificados quanto a qualidade seminal, apresentam
gametogénese semelhante. Nas fases em que ocorrem as divisdes
meidticas (estadio 1) e a maturagdo das espermatides (estadio
I11), manifestam-se as altera¢des na espermatogénese que
respondem pela classificagdo diferencial dos touros. O uso do
presente agrupamento de estadios do ciclo espermatogénico
proporciona uma prdtica maneira de avaliar a cinética do
epitélio germinativo em touros aptos e inaptos a reprodug¢do.

Palavras-chave: avalia¢do histologica, espermatogénese,
touros sintéticos.

ABSTRACT

This study investigates the frequency of different
stages of spermatogenic cycle in synthetic bulls, being 12 from
Braford and 8 from Brangus-Ibagé breed with normal and
altered semen quality, classified as sound (Group A) and
unsound (Group B) animals by andrological examination.

The staging criteria includes the proliferative (stage 1),
meiotic (stage II) and the maturation (stage 1II) periods of
the spermatogenesis. The Braford bulls present different
frequencies between groups within stages Il and III. Among
Brangus-Ibagé bulls there are different frequencies between
groups just for stage II. The results indicate that
spermatogenesis progress adequately in the stage I on
synthetic bulls with different semen quality. During the period
in which meiotic divisions (stage II) and spermatid
maturation (stage II1) occur there are disturbs in the
spermatogenesis of the unsound bulls. The present
proposition to cluster the stages of the spermatogenic cycle,
forgives a practical method to evaluate the dynamic of
germinative epithelium in bulls with different breeding
soundness classification.

Key words: staging, spermatogenesis, synthetic bulls.

INTRODUCAO

Uma importante fonte de prejuizo nos
sistemas de producdo de bovinos de corte é o descarte
de touros por alteragdes na qualidade do sémen. Os
touros de racas sintéticas sdo considerados inaptos a
reprodugdo com maior freqiiéncia que os de ragas puras
(CHENOWETH et al., 1996; MORAES et al., 1998;
CHACON et al., 1999). Neste contexto, foi verificado
que existem diferencas na qualidade do sémen de touros
de ragas sintéticas em comparagdo com touros puros,
quanto a potencialidade de recuperagao dos indicadores
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qualitativos do sémen em seis meses de
acompanhamento (HORN et al., 2002). No entanto,
essas diferencas ndo foram detectadas quando touros
puros e de ragas sintéticas foram submetidos a
degeneragdo testicular experimental induzida por
dexametasona (HORN et al., 1999). O entendimento
da etiologia deste maior percentual de descarte em
touros oriundos de cruzamentos, pode ser alcangado
através das seguintes abordagens: investigagdo dos tipos
de cruzamentos entre as duas sub-espécies utilizados
para a formagdo da raga sintética; estudos citologicos
nos tubulos seminiferos, responsaveis diretos pela
produgdo dos espermatozoides; e, ainda a investigagdo
da capacidade de reabsor¢do de anomalias espermaticas
pelo epididimo.

A espermatogénese € um processo complexo,
com iniimeras associagdes celulares ndo casuais. O ciclo
espermatogénico do rato foi detalhadamente classificado
em quatorze estadios, baseados na morfologia das
espermatides (LEBLOND & CLERMONT, 1952).
AMANN (1962) descreveu para touros uma classificagéo
mais simplificada com apenas oito estadios. As diferencas
nas classificagdes entre espécies decorrem das células
da linhagem espermatica que sdo consideradas. Por
exemplo, o estadio I em ratos é caracterizado por
espermatides recém-formadas, o que eqiiivale ao estadio
V dos bovinos; ja o estadio I dos bovinos ¢é caracterizado
pelo passo subsequente a espermiagdo, que eqiiivale ao
estagio IX em ratos.

A avaliagdo histoldgica € um instrumento
util para quantificar a espermatogénese, sendo que
cerca de 10-11% dos tabulos seminiferos em estadio
VIII, caracterizam um bovino com fungéo gametogénica
normal (AMANN, 1962). As freqiiéncias encontradas
para os demais estadios em touros de origem européia
foram: 30% estadio I, 16% estadio 11, 17% estadio I11,
10% estadio 1V, 2% estadio V, 6% estadio VI, 8%
estadio VII. Neste sentido, RUSSEL et al. (1990)
salientaram que a divisdo do ciclo espermatico em
muitos estadios, apenas traz beneficios para uma
pesquisa de extremo detalhe e que, em algumas
circunstancias, pode ser prudente agrupar ou
selecionar apenas alguns estadios, visando facilitar
as analises. Neste contexto, este estudo propde
agrupar o ciclo espermatogénico nas suas trés fases
caracteristicas: a proliferativa ou espermatogonial, na
qual as espermatogdnias por mitose ddo origem aos
espermatocitos; a fase meidtica, que inclui as divisdes
reducionais; e a fase de diferenciacdo ou
espermiogénica, que ¢ caracterizada pela diferenciagédo
das espermatides em espermatozoides (CLERMONT,
1972; RUSSEL et al., 1990). Os estadios do ciclo
espermatogénico podem ser interrompidos por

deficiente producdo de alguns fatores de crescimento,
como exemplo o EGF (TSUTSUMI et al., 1986). A
produgéo de interleucinas pelas células de Sertoli também
varia de acordo com os diferentes estadios do ciclo
espermatico (GERARD etal., 1992; SYED etal., 1993).

O objetivo deste estudo foi avaliar qual a
freqiiéncia de tubulos seminiferos nos diferentes
estadios do ciclo espermatogénico em touros aptos e
inaptos a reprodug¢do de ragas sintéticas de bovinos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 touros Braford e 8
Brangus-Ibagé, de dois anos de idade, criados para
reprodutores, provenientes de duas propriedades
localizadas no sul do Rio Grande do Sul. Os animais
foram previamente classificados quanto a condicao
reprodutiva, em funcdo da qualidade do sémen, na
propriedade de origem em aptos e inaptos segundo
as recomendacdes do MINISTERIO DA
AGRICULTURA E ABASTECIMENTO (1996). Os
touros foram abatidos no frigorifico por descarte
zootécnico (aptos a reprodugdo) ou por ma qualidade
de sémen (inaptos a reprodugdo). Logo apds o abate,
foi coletada uma porgdo de 2cm?® de um testiculo de
cada animal, colocada em Bouin por 24 horas, a qual
logo apos foi transferida para alcool 70°GL. Os
fragmentos foram tratados em um processador
automatico de tecidos, para a posterior confecgdo dos
blocos de parafina e cortes com espessura de 4um,
submetidos a coloragdao de Hematoxilina-eosina.

Os touros Braford foram abatidos com
intervalos variaveis da tGltima avaliacdo seminal. Em
fungdo disso, no momento do abate, foi colhido sémen
da cauda do epididimo para analise morfologica dos
espermatozoides em lamina corada e contraste de fase
em formol salino. Estes animais foram novamente
classificados em func¢do do percentual de defeitos
espermaticos encontrados na cauda do epididimo. Para
esta segunda classificagdo, foram considerados todos
os defeitos espermaticos e gota citoplasmatica proximal.
Os touros foram entdo classificados em: Grupo A: dois
touros aptos na propriedade de origem e com taxa
inferior a 30% de defeitos na cauda do epididimo post-
morten; Grupo B: quatro touros inaptos na propriedade
de origem e com taxa superior a 30% de defeitos na
cauda do epididimo post-morten; Grupo C: seis touros
inaptos na propriedade de origem, porém com taxa
inferior a 30% de defeitos na cauda do epididimo post-
morten. Ja para os touros Brangus-Ibagé, apenas foi
considerada a classificagdo da propriedade de origem
(grupo A, trés touros aptos a reprodugdo e grupo B,
cinco touros inaptos a reproducao).
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A analise dos estadios foi realizada com
base na classificacdo de AMANN (1962), porém com
o agrupamento dos estadios I ¢ IT; Il e IV; V-VIII. Na
tabela 1, estdo apresentadas as associac¢des celulares
caracteristicas de cada estadio utilizado para a
avaliagdo da espermatogénese, comparativamente a
proposta original. Este agrupamento dos estadios do
ciclo permitiu a avaliagdo dos momentos do ciclo
espermatico que apresentam importancia similar. O
estadio I inclui como evento principal a mitose das
espermatogonias em pré-leptoteno e espermatocito
leptoteno e espermatides arredondadas ou levemente
alongadas. O estadio II caracteriza a fase meidtica,
quando ocorrem as divisdes celulares reducionais e
as células passam de espermatocitos para espermatides
jovens. Os tiibulos em estadio I1I representam a fase
da maturagdo em que ocorre a transformagdo das
espermatides em espermatozoéides.

As comparagdes das freqiiéncias dos
diversos estadios da espermatogénese nos dois
conjuntos raciais de touros, classificados quanto a
condigdo reprodutiva foram efetivadas através do teste
do Qui-quadrado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2, sdo apresentados os
resultados da quantificagdo dos estadios do ciclo do
epitélio seminifero nos touros da raga Braford. Foi
constatada diferenga na freqiiéncia dos estadios entre
os trés grupos de touros (X 2=20,89; 4 GL; P<0,05).
Quando se considerou apenas os touros dos grupos
A ¢ B, ou seja, os animais avaliados duplamente
quanto a morfologia espermatica, na propriedade e no
pos-morten, foi possivel observar apenas diferengas
significativas para os estadios II e III (x 2= 12,33; 1
GL; P<0,05). No que diz respeito ao estadio II,
caracterizado pelas meioses dos espermatocitos
primarios e secundarios, resultando nas espermatides,
o grupo A apresentou 22% ¢ o grupo B, 27%. O fato

de os touros com baixa qualidade de sémen
apresentarem maior percentual destes estadios pode
ser uma indicacdo de um bloqueio nas divisdes
celulares, decorrente de uma interrupg¢do no ciclo
celular neste ponto, ou ainda, pela inativagdo de
determinados genes envolvidos na meiose (EDDY,
2002). Estes resultados reiteram os de AMANN (1962),
que observou nos primeiros trés quartos da
espermatogénese, perdas que vdo de 4% em touros
jovens até 19% em touros maduros. O estadio III
também foi diferente nos grupos A e B dos touros
Braford, sendo que nestes, a perda foi respectivamente
de 34% ¢ 27%. O touros do grupo A apresentaram um
maior percentual de tubulos nos estadios finais do
ciclo, o que pode estar relacionado a maior producéo
de células espermaticas normais, indicando, ainda,
menores perdas na espermatogénese ¢ consecucio
das etapas anteriores.

Na tabela 3, sdo apresentadas as
freqiiéncias de tibulos seminiferos avaliados nos
touros Brangus-Ibagé. Apenas o estadio 11 foi diferente
entre os grupos A e B, respectivamente com sémen
qualitativamente normal e alterado (X 2= 7,88; 2 GL;
P<0,05), apresentando 27% nos touros do grupo A e
32% nos do grupo B. Este resultado é semelhante ao
constatado nos touros Braford, permitindo concluir que,
no estadio I, ndo se expressam diferengas entre os touros
classificados quanto a qualidade seminal, mesmo sendo
este o estadio mais longo do ciclo (AMANN, 1962).
Adicionalmente, ¢ possivel inferir que os fendmenos
que ocorrem neste periodo do ciclo espermatogénico
sdo menos dependentes de fatores ambientais ou
genéticos, neste caso relacionados ao cruzamento entre
as duas sub-espécies de bovinos. A ocorréncia de
menor freqiiéncia de estadios II nos touros Brangus-
Ibagé do grupo A, reitera os resultados obtidos nos
touros da outra raga sintética, reforgando que a fase do
ciclo em que ocorrem as meioses ¢ a mais relacionada
com a qualidade seminal. No entanto, neste conjunto
racial, a fase de maturagdo apresentou freqiiéncias

Tabela 1 - Critério de classificagdo para avaliagdo dos estadios ciclo espermatico bovino.

Classificagdo de

Presente estudo Amann (1962)

Caracteristicas

Populag@o celular composta de espermatogonias, espermatdcitos jovens em fase de pré-leptdteno

e/ou leptoteno, espermatocitos velhos em paquiteno e uma geragdo de espermatides arredondadas ou

Populagao celular composta de espermatocitos jovens em leptoteno e zigdteno, espermatdcitos

velhos em paquiteno ou dipléteno, células em divisdo meidtica e/ou espermatocitos secundarios e

Populagao celular composta de espermatogénias, espermatocitos em paquiteno, espermatides jovens

1 I+11

levemente alongadas.
1T m+1v

espermatides alongadas.
1II V- VIII

espermiagao.

arredondandas e espermatides alongadas justapostas as células de Sertoli ou prontas para
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Tabela 2 - Namero e freqiiéncia de estadios do ciclo do epitélio
seminifero em 3496 tibulos avaliados em 12 touros
Braford classificados quanto a fertilidade potencial.

Grupo de touros Estadio I Estadio II Estadio 111
’ N (%) N° (%) N° (%)
A 27(44)  11422)  175(34)
B 548(46)  32327)  318(2)
¢ 72040)  528(29)  546(30)

Tabela 3 - Namero e freqiiéncia de estadios do ciclo do epitélio
seminifero em 2392 tbulos avaliados em oito touros
Brangus-Ibagé classificados quanto a fertilidade
potencial.

Grupo de touros Estadio | Estadio II Estadio III
P N° (%) N° (%) N° (%)

A 442(49)  23927)  216(24)

B 696(47) 478(32) 32121)

semelhantes entre os dois grupos. Contrastando com
o grupo de touros Braford, cuja diferenca nesta fase
pode estar relacionada aos tipos de cruzamentos
utilizados para a formagdo dessa raga sintética. Uma
diminuic¢do na producdo de espermatides redondas
(estadio II) também foi identificada em ratos que
tiveram a glandula submandibular retirada (principal
orgao secretor de EGF - epidermal growth factor),
sugerindo que a falta deste fator de crescimento ¢é
diretamente relacionado na divisdo celular
(TSUTSUMI et al., 1986). O TGFa (transforming
growth factor) ¢ biologicamente e estruturalmente
semelhante ao EGF e estes fatores estdo
relacionados a proliferagdo celular no testiculo
(LEVINE et al., 2000). A deficiéncia destes fatores,
produzidos pelas células de Sertoli e germinativas
(SKINNER etal., 1991), pode estar relacionada com
a alteracdo na qualidade seminal e freqiiéncia
diferencial dos estadios II no ciclo espermatico.

CONCLUSAO

O estadio inicial do ciclo espermatogénico
apresenta funcionalidade similar em touros de ragas
sintéticas classificados quanto a qualidade seminal
em normais e alterados. Nas fases em que ocorrem as
divisdes meidticas (estadio II) e a maturagdo das
espermatides (estddio III) manifestam-se as
alteragdes na espermatogénese que respondem pela
classificagdo diferencial dos touros. O uso do
presente agrupamento de estadios do ciclo
espermatogénico proporciona uma nova e pratica

maneira para avaliar a cinética do epitélio germinativo
em touros aptos e inaptos a reproducéo.
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