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CAPITULO 1

Introducio e Revisao de Literatura

Racas sintéticas no Brasil

As racas bovinas sintéticas foram formadas no século passado e representam uma
possibilidade de obter maior produtividade na exploragdo pecudria, gracas a
complementariedade natural entre os animais dos grupos genéticos Bos taurus taurus € Bos
taurus indicus. Além disto, o cruzamento em gado de corte, assim como em outras espécies
de animais explorados economicamente, tem como conseqiiéncia a combinacao de méritos
genéticos de diferentes ragas em um unico individuo, e a possibilidade de incorporacao de
material genético desejavel de forma rapida (Euclides Filho, 1997). A capacidade do Zebu
de prosperar sob condigdes adversas em combinagdo com as qualidades tdo conhecidas do
gado europeu, como habilidade materna, precocidade, fertilidade e qualidade de carne, fez
com que os pesquisadores americanos iniciassem os cruzamentos no ano de 1912 na
Estacdo Experimental do Departamento de Agricultura de Jeanerette, Lousiana. Neste
mesmo periodo criadores de Oklahoma, Texas e¢ até no Canadd, fizeram o mesmo
(www.brangus.org.br).

Os dados da Associacdo Brasileira de Inseminacdo Artificial para 2001, mostram
que as ragas sintéticas de bovinos de corte que mais comercializam sémen congelado de
origem nacional s3o a Braford, com 61.277 doses, a Brangus com 54.436, a Santa Gertrudis
com 33.465 ¢ a Canchim com 24.892 (www.asbia.org.br). Os cruzamentos que deram
origem a raga Brangus-Ibagé no Brasil, comegaram a partir da década de 40. Em 1955
nasceram em Bag¢, os primeiros animais de sangue 5/8 Aberdeen Angus + 3/8 Nelore. Os
pioneiros da raga receberam o nome Ibagé, em fun¢do de um personagem indigena
histérico no municipio (www.brangus.org.br). A criacao da raca Braford no Brasil iniciou-
se na década de 60, pelos cruzamentos das racas Hereford e do gado zebuino (zebu
americano e brasileiro), sendo reconhecida pelo Ministério da Agricultura do Brasil em
1993 (www.bovinos.npg.ig.com.br).

Com relagdo as ragas sintéticas leiteiras, existem no Brasil a Girolando (Gir x

Holandés); Pitangueiras (Guzera x Red Polled); Guzolando (Guzera x Holand€s); Simbrasil


http://www.bovinos.npg.ig.com.br)/

(Simental x Guzera); Lavinia (Pardo Suigo x Guzerd) (www.bovinos.npg.ig.com.br). No
entanto estes cruzamentos para producdo leiteira somente tém sido comprovadamente
vantajosos nos individuos F1 (Cunningham & Syrstad, 1987; Madalena et al. 1990), sendo
que as perspectivas de outros cruzamentos ainda sdo questionaveis (McDowell et al. 1996).

Sistemas utilizando gado europeu puro especializado podem apresentar bom
desempenho zootécnico e econdmico em determinadas regides tropicais, contudo os
animais sdo mais exigentes em manejo, principalmente no que se refere a alimentagdo e
sanidade. Os cruzamentos assumem grande importancia na maioria dos sistemas de
produgdo predominantes nas areas tropicais (Teodoro & Verneque, 1999).

A heterose ou vigor hibrido ¢ o fendmeno pelo qual os produtos de cruzamentos
apresentam desempenhos superiores ao desempenho médio dos pais. E mais intensa quanto
mais afastadas geneticamente forem as linhagens ou racas em relag@o a sua origem, como
por exemplo entre ragas européias e zebuinas, com o F1 apresentando maior heterozigose.
Basicamente a heterose possibilita a producao de maior nimero de “enzimas”, garantindo
ao hibrido maior versatilidade bioquimica possibilitando melhores ajustes aos seus
mecanismos fisioldgicos e de desenvolvimento as circunstancias do ambiente (Falconer,
1981)

A composi¢ao de uma nova raca ¢ o resultado de um trabalho de selecao tanto na
raca formada como nas de origem. O niimero de animais na raga sintética deve ser grande o
suficiente a fim de manter a variabilidade genética e os beneficios da heterose, bem como
suportar economicamente uma exigente sele¢do por fertilidade. O componente fertilidade ¢

o parametro que exerce maior influéncia sobre os lucros do criador (www.deltag.com.br).

A predicio da fertilidade

A fertilidade pode ser definida como a capacidade de gerar filhos normais, o que ¢é
essencial para o progresso genético e a alta produtividade animal (Galloway, 1979). A
determinagdo da capacidade reprodutiva e genética do touro, ¢ influenciada pelo manejo,
idade do reprodutor, aspectos relacionados a pastagens, deficiéncias nutricionais ou mesmo
a problemas referentes as fémeas, tais como reabsor¢cdo embriondria e alteragdes
endometriais. Portanto, a Unica alternativa para se determinar o potencial reprodutivo real

do touro, ¢ através do exame de suas fungdes reprodutivas (Silva et al. 1993).


http://www.bovinos.npg.ig.com.br)/

O exame androlédgico ¢é teoricamente um meio de deteccdo da fertilidade potencial
dos touros. Este exame esta padronizado no Brasil através das normas do Colégio Brasileiro
de Reproducdo Animal (1998) ou ainda seguindo a classificacdo andrologica por pontos
(CAP), voltada para atender as peculiaridades dos touros Zebus (Vale Filho et al., 1994;
Vale filho et al. 1997; Salvador et al. 2002).

A validade do exame andrologico nos sistemas de producdo foi demonstrada por
Wiltbank & Parish (1986), através do incremento de 5% na fertilidade de rebanhos de vacas
Santa Gertrudis e também por Coulter & Kozub (1989) em sistema extensivo.
Pioneiramente, em 1934 na Suécia, Lagerlof descreveu a evidéncia de uma relagdo entre a
morfologia espermatica e a fertilidade em touros. Uma vez estabelecida a importancia dos
defeitos espermaticos, Blom (1950) propds um protocolo para avaliagdo da morfologia por
defeitos primdarios e secundarios, e novamente em 1973, reclassificou os defeitos em
maiores € menores de acordo com a importancia na fertilidade. Atualmente, levantamentos
mostram que a morfologia espermatica alterada ainda ¢ um dos principais motivos de
descarte de touros para reproducao (Gottschall & Mattos, 1997; Chacén, 2001; Fitzpatrick
et al. 2002).

O exame andrologico primeiramente se realiza através de um exame clinico geral,
onde se observa o estado nutricional (Van Demark & Manger, 1964; Wolf et al. 1965), a
presenca de problemas fisicos que impossibilitem a reproducao, como alteragdes nos olhos,
membros locomotores e coluna vertebral (Carroll et al. 1963; McGowan et al. 2002). A
proxima etapa ¢ o exame detalhado da genitalia externa, onde sdo observadas importantes
caracteristicas reprodutivas, como a consisténcia testicular (Miiller et al. 1992; Galloway,
1994; Chacon et al. 1999b), perimetro escrotal (Foote et al., 1970; Coulter et al., 1976;
Madrid et al. 1988; Moser et al. 1996), e ainda alteragdes no pénis e prepucio € genitalia
interna, sendo as alteragdes patologicas nas glandulas vesiculares as maiores causas de
descarte de touros (Larson, 1980). Posteriormente os animais devem passar por uma analise
do ejaculado, onde sdo medidas caracteristicas como pH, volume e concentracdo do
ejaculado; motilidade, vigor e morfologia espermatica. Uma imensa quantidade de
experimentos tém sido realizados nas Ultimas décadas a fim de avaliar a correlacdo destas
caracteristicas seminais com a fertilidade (Saack, 1970; Sullivan, 1970; Saack & White,

1972; Barth & Oko, 1989, Fitzpatrick et al. 2002; Fernandez & Garcia, 2002). Moraes
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(1995) observou que os coeficientes de correlagdo ndo revelaram associagdo entre as
caracteristicas medidas no exame andrologico e a fertilidade do rebanho.

A libido ¢ outra caracteristica mensuravel com um grande componente genético, e
que apresenta um efeito positivo nas taxas de prenhez do rebanho. A avaliacdo comparativa
e quantitativa desta caracteristica requer o procedimento de testes formalmente chamados
de teste de libido ou de capacidade de servico. Alguns protocolos destes testes sdo mais
direcionados para ragas bovinas européias (Osborne et al. 1971; Blockey, 1976a;
Chenoweth, 1997; Landaeta-Hernandez et al. 2001) e outros para as racas zebuinas
(Piccinali et al. 1992; Pineda et al. 1997). As diferencas no tipo de avalia¢dao se devem ao
fato de que os touros Zebus, por exemplo, se apresentam mais lentos para reagir frente a
uma fémea em estro e apresentam reduzido nimero de montas quando comparados com o0s
touros de origem européia, tanto as ragas adaptadas a clima tropical como as de clima
temperado (Chenoweth et al., 1996).

Através de observacao continua do comportamento de rebanhos bovinos se
observou a existéncia de uma hierarquia social entre os animais (Blockey, 1976b; Orihuela
et al. 1988; Rodriguez et al., 1993; Gutierrez et al., 1993; Fordyce et al., 2002). Em grupos
heterogéneos onde se encontram animais de ragas, idades e tamanhos distintos, observou-se
por exemplo que determinados touros cortejam € montam as vacas em cio, impedindo que
outros atuem. Estes estudos demonstram a relevancia que a interacdo comportamental pode
apresentar no desempenho reprodutivo dos animais.

A predicdo da fertilidade através do exame andrologico pode apresentar
controvérsias quando comparada com os resultados a campo. Crudelli et al. (1992) nao
encontraram diferencas nas taxas de gestacdo das vacas expostas a touros classificados
quanto a fertilidade potencial em aptos, inaptos e questionaveis, e Costa e Silva et al.
(1993) também nado encontraram diferengas nos touros classificados em bons, muito bons e
excelentes. Alteracdes degenerativas testiculares transitorias, em fun¢do de fatores
estressantes de origem climéatica, podem permitir que o diagnodstico reprodutivo dos touros
seja alterado durante o periodo da estacdo de monta (Silva et al., 1991; Fonseca et al., 1992;
Horn et al. 2002). Outra possibilidade que pode ocorrer ¢ quanto ao nimero de vacas
efetivamente ciclando no rebanho. Se este indice for baixo, as taxas de prenhez entre touros

excelentes e regulares podem ser semelhantes (Molina et al. 2002).



11

Nenhum teste aplicado individualmente provou ser totalmente seguro na predi¢ao
da fertilidade (Neville et al 1971; Fernandez & Garcia, 2002; McGowan et al., 2002). Esta
dificuldade ¢ expressada por Hammerstedt (1996) que salienta que identificar animais
subférteis ¢ possivel; reiterar fertilidade para animais com historico de boa fertilidade ¢é
uma possibilidade razoavel; porém predizer a fertilidade dos machos ¢ impossivel. Higdon
et al. (2000) ao aplicarem trés tipos de protocolos de exame androlégico, em
aproximadamente 2.900 touros, observaram que o percentual de animais considerados aptos
a reprodugdo foi significativamente diferente em cada método de avaliacdo. Esta dialética
foi previamente levantada por Amann (1995), e também Moraes et al. (1998) contribuem
com a reflexdo da necessidade de mudangas nos critérios atuais recomendados para analise
reprodutiva de touros, visando reduzir perdas e evitar que animais zootecnicamente
importantes sejam descartados por critérios muito exigentes ou inadequados a condi¢do

genotipica da populagio.

Fertilidade nos sintéticos

Considerando que as racas Européias sdo as mais antigas no processo de selecio
imposta pelo homem, ndo ¢ estranho se observar uma melhor performance reprodutiva para
estes animais (Roncoleta, 1998). Ainda a identificacao de diferengas entre ragas sintéticas e
puras em relagdo a performance reprodutiva, ¢ esperada considerando a diversidade
genética entre as duas subespécies de bovinos (Galina & Arthur, 1991; Chenoweth et al.
1996).

No sul do Brasil, foi observado que animais contemporaneos de idade, mantidos sob
as mesmas condi¢des ambientais e de manejo, componentes das ragas Hereford e Braford,
ao serem avaliados durante trés anos consecutivos, apresentaram indices médios de descarte
ao exame andrologico de 18 e 47% respectivamente. Na raga Hereford o percentual de
inaptos ao longo dos anos oscilou de 9 a 27% e nos touros Braford de 36 a 52% (Moraes et
al. 1998). Na Australia, em regido subtropical, foi observado que a raga Brahman e suas
cruzas apresentaram maiores taxas de hipoplasia testicular e também menor libido e taxa de
concepgio (Chenoweth & Osborne, 1975). Na India foi encontrado um percentual de 48%
de descarte a reproducao em touros cruzas (Babu & Rao, 1991). Na Costa Rica, em clima

tropical, foi constatado um maior percentual de descarte de touros de genétipos cruza
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(48%) em relagdo ao puro europeu (41%) e zebu (29%) (Chacon, 1999a). Estes resultados
indicam uma desvantagem dos genotipos cruzas em relagdo aos puros, no exame da
fertilidade potencial, em diferentes climas e sistemas de producdo. As perdas econdmicas
podem ser um fator limitante para a disseminacdo destas ragas naqueles sistemas de

produgdo onde existem condigdes ambientais favoraveis a maxima expressao genética.

A morfologia do cromossomo Y nos touros de racas sintéticas

As situacdes de baixa performance sexual observada nos machos oriundos de
cruzamentos interespecificos ja foram motivo de estudos citogenéticos. O cromossomo Y
encontrado no Bos taurus taurus ¢ submetacéntrico e aparentemente equivalente a regiao
terminal do braco longo do cromossomo Y acrocéntrico encontrado dos Bos taurus indicus
(Pinheiro et al., 1980).

A diferenga entre os cromossomos Y nas duas subespécies foi apontada como
conseqiiéncia de uma inversao pericéntrica no cromossomo Y (Kieffer & Cartwright, 1968)
confirmada por Pinheiro et al. (1980) através do padrdo de bandas G e C. As variantes do
cromossomo Y foram estudadas em mais de 30 ragas e relacionadas com a fertilidade por
Halnan (1989), onde se levanta a hipotese que estes cromossomos poderiam servir como
marcadores raciais € como um modelo genético para explicar as baixas taxas de natalidade
nos touros derivados de cruzamento com Brahman. A baixa fertilidade nesses cruzamentos
oriundos de animais onde coexistem os dois tipos morfologicos de cromossomo Y na
populacdo, poderia ser devida a pequenas dele¢des ou mudangas de posigdes entre a regido
de sinapse dos cromossomos X e Y, ou, mesmo, a alteragdes em genes cujos produtos
participem da regulag¢do da reprodugdo.

Evidéncias de irregularidades relativas ao pareamento e recombinagdo
cromossomica durante a meiose na prole F1 ou retrocruzamentos, que concordam com a
teoria de Haldane (1922), sobre a tendéncia do sexo heterogamético manifestar problemas
de fertilidade, sao encontrados em ratos (Hale et al. 1993; Kaku et al, 1995), Drosoéfilas
(Lamnissou et al ,1996; Joly et al. 1997; Snook, 1998) e em bovideos (Basur & Moon,
1967; McColl, 1990). Anomalias na fase de paquiteno incluem univaléncia, bivaléncia com
cromossomos parcialmente pareados, desigualdade de comprimento dos cromossomos

homoélogos, pareamentos ndo homoélogos, associagdes com seguimentos autossomais e
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assinapses com cromossomo X. Machos estéreis e férteis de retrocruzamento apresentaram
heterozigose na regido pseudoautossomal, mas apesar das diferengas genéticas nas
respectivas regides pseudoautossomicas, o X e Y foram, no entanto, hdbeis em realizar

sinapses em mais de 50% dos nucleos paquitenos nos machos F1 (Hale et al. 1993).

Em humanos, ¢ de consenso geral, baseado no cariotipo, que a inversao pericéntrica
produz uma grande incidéncia de cromossomos com complementos desbalanceados. Este
fato sugere que individuos portadores desta deficiéncia, tem uma grande probabilidade de
carregar defeitos genéticos ocasionados pela perda ou duplicacio de multiplos genes
(Halnan, 1989). Apesar de saber-se que as inversoes interferem com a espermatogénese,

o(s) gene(s) especifico(s) ainda ndo foi identificado (Mak & Jarvi, 1996).

Controle da espermatogénese a nivel genético, paracrino e imunolégico

A formagdo do gameta masculino ocorre em fases seqiienciais de mitose, meiose €
pés-meiose, que incluem recombinacdo genética, expressao de gene haploide, formagao do
acrossoma e flagelo, e remodelagdo e condensa¢do da cromatina (Eddy, 2002). Wolgemuth
et al. (2002) descrevem um sumario de genes que se expressam em determinados
momentos do ciclo celular durante a gametogénese, e que geralmente estdo divididos em
uma das quatro classes: genes que sdo expressos tanto nas células germinativas como nas
somaticas nas gonadas ou outros 6rgdos; genes que sao muito mais abundantes na linhagem
germinativa; genes aparentemente especificos da linhagem germinativa e finalmente genes
que sao especificos de uma ou outra linhagem germinativa, exibindo dimorfismo sexual em
seu padrdo de expressao.

Embora o FSH aumente a viabilidade do epitélio seminifero e a proliferacdo das
espermatogonias (Foresta et al., 1998) e que os andrégenos sejam essenciais para
diferenciagdo do trato reprodutivo masculino (Huang et al., 1987), eles ndo sdo suficientes
para induzir o desenvolvimento normal da espermatogénese (Tsutsumi et al. 1996; Sairam
& Krishnamrthy, 2001; Souza et al. 2002). O desenvolvimento da fun¢do testicular requer
também uma producdo de fatores locais e uma interacdo célula a célula que regula o
crescimento e a diferenciagao do tecido. Segundo Skinner (1991) estas interacdes estdo

classificadas em ambiental, nutricional e regulatéria, que envolvem respectivamente o
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ambiente extracelular afetando as células em contato, a liberagdo de nutrientes essenciais
entre as cé€lulas, e a transducao de sinais que regulam a funcdo de outras células em um
nivel molecular.

Fatores locais envolvidos nas interacdes entre células de Sertoli, de Leydig e
germinativas incluem insulin growth factor 1 (IGF-1), inibina, transforming growth factor
B (TGF-), ocitocina, vasopressina, opioides e esteroides (Gnessi et al., 1997; Schlatt et al.
1997; Wagener et al. 2000). O epitélio seminifero, também ¢ uma fonte de muitas citocinas,
como Interleuquinas 1 e 6, e fator inibidor de migragdo de macrdofagos (MIF) (Khan et al.
1987; Syed et al. 1988; Khan et al. 1988; Syed et al. 1993). O papel das citocinas na funcao
testicular tém sido examinado em condigdes normais e patologicas (Hales et al. 1999;
Roser, 2001). Estas citocinas sao produzidas pelas células de Sertoli, células germinativas,
macrofagos e células de Leydig e atuam na modulacdo da espermatogénese (Dugast &
Jegou, 1994; Cudicini et al. 1997; Stephan et al. 1997). Interleucina I ¢ liberada em
condicdo estadio-dependente e estimulada pela presenca de corpos residuais de citoplasma
das espermatides alongadas (Gerard et al. 1991). Os lipopolissacarideos, componentes
ativos de bactérias gram-negativas, também estimulam a liberagdo de interleucinas 1 e 6
pelas células de Sertoli (Syed et al. 1993).

Em algumas espécies, incluindo o homem, o numero de macréfagos ¢
particularmente substancial no testiculo, representando o segundo tipo celular intersticial
mais numeroso, depois das células de Leydig (EI-Demiry et al. 1987). Macrofagos e varios
subtipos de linfocitos sdo identificados nos testiculos de carneiros e ratos (Polldnen &
Maddocks, 1988). Os macréfagos estdo em intima associacdo com as células de Leydig e
atuam juntos na regulacdo da esteroidogénese (Gaytan et al. 1996; Meinhardt et al. 1998).

Considerando todas as interagdes existentes no testiculo, conclui-se que a
espermatogénese normal depende tanto da funcionalidade do eixo hipotalamico-hipofisario
como do controle local pardcrino/autdcrino. Com material testicular coletado por biopsia ou
castracdo, ¢ possivel o isolamento, a caracterizacdo e a mensuragao destes fatores locais

regulatérios da espermatogénese, em diferentes grupos raciais de bovinos.
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Introducio aos estudos

O estudo das fungdes reprodutivas no touro, € o reconhecimento da sua importancia
na produtividade do rebanho teve inicio no século passado, e desde entdo tém sido
aprimorado através dos avancos tecnoldgicos. Técnicas avancadas nos permitem um
conhecimento mais aprofundado e dindmico das causas e fatores que predispde e
contribuem para os problemas de subfertilidade e infertilidade bovina. O dominio de
diversas areas de estudo permite que a abordagem dos problemas tenha se tornado mais
“facil”, em termos, pois a cada dia ¢ possivel identificar um expressivo nimero de fatores

que interagem para uma causa.

O problema que motivou este estudo foi o alto percentual de descarte de touros por
alteracdes reprodutivas, precisamente qualidade de s€men, que se apresenta em
determinados sistemas produtivos nos quais estdo inseridas as ragas sintéticas. Em razao
das diferengas existentes entre ragas e ambientes, o sucesso do uso da raga sintética
dependera, dentre outras coisas, de se ter maior entendimento das relagdes existentes entre
gendtipo e ambiente para que se possa otimizar a produgdo. A forte selecdo que deve ser
feita nas racas em formacdo, também na aptidao reprodutiva, tem trazido prejuizos em
alguns sistemas pecuarios que realmente exercem esta premissa. A investiga¢ao da origem
destas diferencas ¢ a base deste estudo, que se depara com a complexidade do controle da
espermatogénese, ainda com muitas perguntas sem resposta € muitos caminhos a serem
abordados. Através de cinco experimentos foi permitido observar o comportamento da
espermatogénese de touros de ragas sintéticas do nivel cromossdémico ao funcional do

epitélio seminifero.

As hipoteses formuladas para a solugdo do problema do maior percentual de touros
das racgas sintéticas sendo descartados por alteragdes na qualidade de sémen, em

comparagdo com os puros que deram origem a raga, foram:

1. A baixa qualidade seminal nos touros de ragas sintéticas trata-se de uma condicao
permanente;

2. A baixa qualidade de sémen ¢ decorrente do tipo de cromossomo Y da subespécie
formadora (Bos taurus taurus apresentam Y submetacéntrico e Bos taurus indicus

apresentam Y acrocéntrico);
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3. Os touros das ragas sintéticas tém menor capacidade de selecio de
espermatozdides anormais ao longo do epididimo;

4. A baixa qualidade seminal dos touros de raga sintética, t€m origem em algum dos
estadios do ciclo espermatogénico.

5. A expressdo de fatores de crescimento no epitélio seminifero, bem como a
populagdo de células de Sertoli, se apresentam de maneira distinta entre touros aptos e

inaptos de racas sintéticas.

Os objetivos formulados na busca da solugdo do problema foram:

1- Analisar a variagdo da qualidade seminal, ao longo do tempo, em touros de

genotipo puro e sintético, classificados como aptos e inaptos a reproducao

2- Identificar a relacdo entre o tipo morfologico do cromossomo Y ¢ a condi¢do

reprodutiva dos touros de racas sintéticas e investigar o efeito do tipo de cruzamento

3- Investigar a selecdo de células espermaticas anomalas durante a passagem pelo
epididimo, em touros oriundos de cruzamentos entre taurinos e zebuinos com e sem

alteracdo na qualidade seminal

4-Avaliar qual a freqiiéncia dos tubulos seminiferos nos diferentes estadios do ciclo
espermatogénico nos touros aptos e inaptos a reprodugao

5-Observar a presenca de TGFa (Transforming growth factor «) no epitélio
seminifero de touros adultos, com qualidade seminal normal e alterada e identificar a
freqiiéncia de células de Sertoli presentes nos tibulos seminiferos nos diferentes estadios,

em touros aptos e inaptos a reprodugao através do anticorpo S100.



Capitulo 2

Variacao temporal na qualidade do sémen de touros de genétipo puro europeu e
sintético derivado

(Temporal variation in semen quality in purebreed and derived crossbreed buls)

Horn, M.M.": Moraes, J.C.F.2; Maciel, M.N.?
'Doutoranda no Programa de Po6s-graduagao em Ciéncias Veterinarias, Faculdade de Veterinaria,
UFRGS, Porto Alegre, RS; ’Embrapa Pecuaria Sul, Bagé, RS; *Doutorando no Programa de Pos-

graduagdo em Medicina Veterinaria/CCR-UFSM, Santa Maria, RS

Artigo aceito para publicacdo na Revista Brasileira de Reproducio Animal, v.26, n.4,

2002



18

Variagado temporal na qualidade do sémen de touros de genétipo puro europeu e sintético
derivado

(Temporal variation in semen quality in purebreed and derived crossbreed buls)

Horn, M.M."; Moraes, J.C.F.?; Maciel, M.N.*
'Doutoranda no Programa de Pés-graduagao em Ciéncias Veterinarias, Faculdade de Veterinaria,
UFRGS, Porto Alegre, RS; 2Embrapa Pecuaria Sul, Bagé, RS; *Doutorando no Programa de Poés-
graduagdo em Medicina Veterinaria/ CCR-UFSM, Santa Maria, RS

e-mail para contato: ferrugem@cppsul.embrapa.br

RESUMO

Foram utilizados seis touros Hereford e seis touros Braford (5/8 Hereford + 3/8 Nelore),
com idade oscilando entre 19 e 24 meses no periodo experimental (meses de margo a agosto). Os
touros foram classificados quanto a aptidao reprodutiva como aptos e inaptos e equitativamente
distribuidos dentro de cada gendtipo. Os indicadores de qualidade medidos no exame androlégico
foram: motilidade espermatica, defeitos espermaticos (cabega, peca intermediaria, cauda e
acrossoma) e percentual de espermatozoéides normais. As variaveis foram submetidas a andlise de
variancia considerando os efeitos de raga, condi¢do reprodutiva e més de avaliagao. A analise dos
dados mostrou diferencas entre as médias mensais de motilidade, defeitos de cabeca e peca
intermediaria (P<0,05). Foram detectadas diferengas para as variaveis: motilidade, percentual de
células normais e defeitos de cabecga (P<0,05), e os touros Hereford apresentaram as melhores
médias. Exceto para os defeitos de acrossoma, todas as variaveis foram diferentes entre touros
aptos e inaptos (P<0,05). Considerando as modificagbes nas caracteristicas seminais dos touros
durante o experimento, € possivel concluir que as alteragbes na qualidade seminal caracterizam
um quadro degenerativo reversivel. Porém, nos touros sintéticos inaptos ndo houve uma
recuperagado significativa da qualidade do sémen, indicando alguma peculiaridade na
gametogénese neste conjunto de individuos.

PALAVRAS CHAVE: qualidade do sémen, bovinos, cruzamentos
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SUMMARY

Six Hereford bulls and six Braford (6/8 Hereford + 3/8 Nelore) bulls were used, which were
between 19 and 24 months old during the experimental period (between march and august). The
bulls were classified according to their breeding soundness into sound and unsound within each
genotype. The quality indicators determined for the andrologic examination were: sperm motility,
sperm defects (head, mid-piece, tail and acrosome) and % normal sperm. The variables studied
were subjected to analysis of variance considering the effects of breed, reproductive condition and
month of evaluation. The analysis of the data revealed significant differences (P<0.05) between
month for motility, and for head and mid-piece defects. Differences between breeds were detected
for motility, percent normal cells, and head sperm defects (P<0.05). Except for acrosome defects,
all the variables studied were significantly different between sound and unsound bulls. Considering
the variations in the breeding soundness evaluation of the bulls during the experiment, it is possible
fo conclude that the modifications in the semen quality characterizes a reversible degenerative
process. The lack of recuperation in semen quality in the synthetic breed unsound bulls studied is

indicative of some peculiarity in the gametogenesis of this group of individuals.

KEY WORDS: semen quality, bovine, crossbreeds

INTRODUGAO

Diversos estudos tém indicado que a degeneragdo testicular € uma das principais
enfermidades da genitalia masculina de touros, resultando em menor qualidade de sémen (Amann,
1962; Vale Filho et al., 1986; Ohashi et al., 1988). Neste contexto, a qualidade do sémen é uma
caracteristica que pode ser facilmente afetada por variagdes nas condigdes fisiolégicas, como a
idade (Gottschall & Mattos, 1997), condigbes ambientais adversas, ou mesmo variagbes sazonais
(Galina & Arthur, 1991; Igboeli & Rakha, 1971; Fonseca et al., 1992; Chacén et al., 1999),

notadamente, estas ultimas, relacionadas a ocorréncia de elevadas temperaturas e umidade do ar,
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que podem deprimir as fungdes gonadais, com o diagnéstico de degeneragéo testicular, na maioria
dos casos reversiveis e caracterizadas por variagdes na concentragdo espermatica e percentagem
de espermatozdides com defeitos morfoldgicos.

Existem evidéncias de qualidade de sémen inferior em touros jovens de ragas sintéticas,
quando comparados a seus contemporaneos de gendtipo puro europeu (Moraes et al., 1998). No
entanto, ndo foram detectadas diferengcas nesses grupos raciais, quando submetidos a
degeneragéo testicular experimental com dexametasona (Horn et al., 1999a) e a um desafio
individual empregando vacas com cio sincronizado (Horn et al., 1999b). A questdo central
enfocada neste experimento é se a baixa qualidade de sémen nesses animais se trata de uma
condigao permanente ou reversivel.

O objetivo deste estudo foi de analisar a variagdo da qualidade seminal de touros de
genotipo puro e sintético, classificados como aptos e inaptos para a reprodug¢do, em um periodo de

seis meses.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 touros, seis da raca Hereford e seis da raca Braford, tendo em cada
grupo racial trés touros classificados quanto a aptiddo reprodutiva em aptos e trés em inaptos
(MAARA- Ministério da Agricultura e Abastecimento, 1996). Os animais, oriundos de uma
propriedade particular, estiveram durante seis meses nas dependéncias da Embrapa Pecuaria Sul,
Bageé, RS, neste periodo suas idades variaram entre 19 e 24 meses. Estes animais durante o
periodo experimental foram mantidos juntos em pequenos potreiros com pastagens naturais,
compostas principalmente por Paspalum sp. e Axonopus sp., suplementados com feno de
pastagem natural. As coletas de sémen foram realizadas durante os meses de margo, maio, junho
e agosto, totalizando 91 coletas de sémen, sendo em média nove coletas por animal. Os touros
foram submetidos a monta natural na proporgéo de 1 macho: 40 fémeas durante um periodo de 6
dias durante os meses de maio e junho de maneira escalonada (ver Horn et. al., 1999b) As coletas
e a avaliagdo do sémen foram procedidas segundo descrito por Pimentel (2000). As amostras de

sémen foram colhidas por eletroejaculagao e avaliadas em I&minas pré aquecidas, para estimativa
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da motilidade espermatica em aumento de 100x e 400x em termos de percentual de células com
movimento progressivo. Na sequiéncia foram preparados esfregagos corados pela técnica de
Cerovysk (1976), para avaliagdo da morfologia espermatica em microscopia convencional (1000x).
Foram observadas 200 células em cada avaliagdo. Os defeitos foram classificados em grupos:
defeitos de cabega (delgado na base, piriforme, subdesenvolvido, pequeno anormal e cabega
isolada anormal), de peca intermediaria (desnuda, fibrilada, pseudo-gota, fratura, hipoplasica e
gotas citoplasmaticas proximais e distais), de cauda (cauda dobrada e enrolada) e de acrossoma
(contorno irregular, vacuolos e desprendimento). As variaveis foram transformadas em “ranks” e
submetidas a analise de varidncia empregando o pacote NCSS 6.0 (Hintze, 1995), considerando
os efeitos de raga, condicado reprodutiva e més de avaliagao e as interagbes entre dois fatores. A

comparagao entre as médias foi efetivada pelo teste de Duncan.

RESULTADOS

Na Tabela 1 sdo apresentadas as médias mensais para as caracteristicas seminais
avaliadas. As médias obtidas mostram diferengas significativas (P<0,05) para a motilidade
espermatica, defeitos de cabecga e pecga intermediaria.

Tabela 1. Médias ajustadas das caracteristicas seminais de touros da raga Hereford e sintéticos
Braford durante um periodo de seis meses.

Caracteristicas Sémen Margo Maio Junho Agosto
N=12 N= 11 N=12 N= 56
Motilidade 40,5 + 3,5° 33,2+3,7° 31,9 + 3,5° 56,9 + 1,6°
Defeitos de cabega 8,3+2,2° 10,1 £2,2%° 16,2 +2,2° 13,4 £ 1,0®
Peca intermediaria 1,7+1,7° 06+1,7° 25+17° 9,0+0,8"
Defeitos de cauda 8,3+1,8° 50+1,9° 72+1,8° 8,4+0,9°
Acrossoma 3,2+0,3° 10,4 + 2,4° 9,2+23° 9,0+1,0°
Células normais 68,5+ 3,9° 62,6 +4,1° 60,4 + 3,9° 60,2 + 1,8°

N, indica o numero de coletas de sémen efetivadas em cada més; Letras diferentes na mesma linha
indicam médias diferentes (P<0,05); médias + e.p.m.

Na Figura 1 sdo apresentadas as médias da motilidade espermatica e dos percentuais de
defeitos de cabega e de células normais nos ejaculados de touros aptos e inaptos entre os meses
de margo a agosto, cuja interagdo foi constatada como significativa (P<0,05). A interagdo entre

raca e meses de avaliagdo nao foi significativa para nenhuma das variaveis medidas. No entanto,
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na Figura 2 esta ilustrada a variagao do percentual de células normais no ejaculado de cada touro
avaliado ao longo dos meses. Nessa figura pode ser constatada uma estimativa qualitativa da
espermatogénese de cada animal nas duas ragas, se verifica que os touros sintéticos inaptos se
posicionam sempre abaixo do limite minimo de células normais, recomendados pelo sistema de
normatizagao brasileiro, em contraste com os touros europeus puros.

Na Tabela 2 sdo apresentadas as médias de touros aptos e inaptos observadas nos dois
conjuntos raciais. As diferengas (P<0,05) entre ragas e condi¢do reprodutiva ocorreram para as
variaveis: motilidade, defeitos de cabega, cauda e percentual de células normais no ejaculado.

Tabela 2. Médias das caracteristicas seminais medidas nos dois conjuntos raciais.

Caracteristicas seminais Braford Hereford

Aptos Inaptos Aptos Inaptos

N= 26 N=22 N=23 N=20
Motilidade 54,8+2 4° 16,0+2,6" 54,8+2,6° 36,9+2,7°
Defeitos de cabeca 57+1,5% 26,2+1,6° 3,8+1,6° 12,3+1,6°
Peca intermediaria 1,5+1,1 5,5+1,3 1,9+1,3 5,0+1,2
Defeitos de cauda 2,4+1,3° 14,4+1,7° 2,2+1,3° 9,9+1,3°
Acrossoma 8,1+1,6 10,0+1,7 5,6+1,7 8,1+1,7
Células normais 78,4+2,7°  33,3+2,9° 83,9+2,9° 56,1+2,9°

N, indica o numero de coletas de sémen efetivadas em cada més; Letras diferentes na mesma linha
indicam médias diferentes (P<0,05); médias + e.p.m.

A tendéncia geral foi de que os touros inaptos de ambas as ragas apresentassem
indicadores inferiores da qualidade do sémen, ou seja, motilidade espermatica e percentual de
células espermaticas normais inferiores. Adicionalmente, foi observado que os touros inaptos da
racga sintética apresentaram também, tendéncia semelhante quando contrastados contra os touros

Hereford inaptos.

DISCUSSAO

Foram observadas variagbes nas caracteristicas do sémen durante os seis meses de
avaliagdo para motilidade espermatica e defeitos de cabeca e peca intermediaria, indicando a
possibilidade de efeito ambiental sobre todos os animais (Tabela 1). As alteragdes na qualidade do
sémen podem ser decorrentes da escassez qualitativa e quantitativa de forragem (Galina & Arthur,
1991), o que ocorre nos meses de inverno na regido Sul do Rio Grande do Sul. Isto, considerando,

que entre os meses de Junho e Agosto a capacidade de produgédo dos campos naturais na regido
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se encontram em torno de apenas 300 kg de matéria seca por més com uma digestibilidade “in
vitro” na ordem de 30%, contrastando, respectivamente com 850 kg MS/més e 50% de
digestibilidade nos meses de outubro a dezembro (Salomoni & Silveira, 1996).

O percentual médio de células normais no ejaculado nao foi diferente ao longo dos meses
de avaliagéo, provavelmente devido a composi¢gao dos grupos, que incluiram animais com baixo e
alto percentual de células normais (aptos e inaptos). Esses resultados ndo sdo surpreendentes,
uma vez que levantamentos sobre a qualidade do sémen de touros de Centrais de Inseminagéo
Artificial, tém evidenciado que nem a temperatura e a umidade do ar na regido Sudeste do Brasil
afetaram a produgdo espermatica, porém, constando maior concentragdo espermatica em touros
Bos indicus e menor incidéncia de defeitos espermaticos em Bos taurus (Brito et al., 2002); e, que
as percentagens de ejaculados descartados por taurinos e zebuinos sdo semelhantes, devidas a
insuficientes motilidade e vigor espermatico pré e pds-congelagdo (Anchieta et al., 2001). Em
contraste, na Suécia, Soderquist et al. (1996), constataram variagdo estacional na qualidade
espermatica de touros de aptiddo leiteira, caracterizada por maior frequéncia de espermas
andmalos nas estagdes mais quentes do ano.

No presente estudo, incluindo individuos normais e com espermatogénese alterada, a
interacao significativa entre condigdo reprodutiva e més da avaliagdo (Figura 1), evidenciou nos
touros inaptos aumento na motilidade espermatica e redugao no percentual de defeitos de cabega
durante o més de agosto, contrastando com os touros classificados como aptos que apenas
apresentaram redugao na motilidade espermatica nos meses de maio e junho, quando estavam
trabalhando em monta natural na propor¢ao de 1 macho para 40 fémeas durante seis dias (Horn et
al., 1999b). Esses fatos reiteram o comportamento diferencial entre os animais classificados como
aptos e inaptos no periodo de estudo, associado também a atividade sexual e a reversibilidade do
provavel quadro de degeneragéo testicular nos touros inaptos.

As diferengas entre ragas descritas na Tabela 2, demonstraram na maioria dos casos,
médias desvantajosas para o gendtipo sintético. No entanto, o pequeno nimero de animais nao
permite inferéncias diretas de que os touros de raga sintética apresentem menor qualidade seminal

que os puros, porém, estes dados reiteram estudos anteriores (Moraes et al. 1998; Chacon et. al,
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1999). Excecéo feita ao percentual de defeitos de acrossoma, as demais variaveis medidas foram
diferentes entre aptos e inaptos (P<0,05), sendo este um resultado previsivel, uma vez que o
espermiograma, empregado para classificar os touros, foi o estimador da fungdo gonadal. Porém,
um aspecto importante que se verificou nesse estudo da morfologia espermatica, € que nao houve
a predominancia de nenhum tipo de defeito, nas duas categorias de animais, permitindo inferir que
as diferengas na qualidade de sémen dos touros esteja associada a um quadro de degeneragéo
testicular (Amann, 1962).

A interacdo entre genodtipo e més, ndo foi significativa para nenhuma das variaveis
analisadas (P>0,05), as duas provaveis explicagdes para este fato poderiam estar relacionadas ao
pequeno numero de animais, e ainda, a composi¢cdo de cada grupo com as duas classes de
condigao reprodutiva (apto e inapto), incluindo assim uma ampla variagdo das médias analisadas
dentro de cada grupo genético.

Uma vez que a interagdo gendtipo e més nao foi significativa para as variaveis testadas, os
touros foram avaliados individualmente, dentro de cada grupo genético, quanto ao percentual
mensal de células normais no ejaculado (Figura 2). Nesta analise foi considerado um minimo de
70% de células normais no ejaculado para um touro ser considerado apto (MAARA- Ministério da
Agricultura e Abastecimento, 1996). Nesta figura pode ser visto que os touros classificados como
aptos, apresentam de um modo geral uma tendéncia a redugdo do percentual de células
espermaticas normais. Em contraste, nos Hereford inaptos, se observa que pelo menos dois
individuos, mudam de classificagdo nos meses de margo e agosto. No conjunto racial derivado de
cruzamento, se observa que os inaptos, nunca atingem o limiar para mudanga de classe. Estes
resultados, a despeito de terem sido observados em um pequeno numero de touros, confirmam
que a observagao de baixa percentagem de espermatozdéides normais, tomada como um indicador
da aptidao reprodutiva, ndo € uma condigdo permanente no caso dos touros de ragas puras. Ja
para os touros sintéticos, efetivamente, nao foi detectada uma melhoria do quadro espermatico dos
touros inaptos no periodo investigado.

Com base nos presentes resultados € possivel concluir que a deficiente qualidade seminal

nos touros de gendtipo puro europeu é caracteristica de um quadro degenerativo reversivel, ja os
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touros sintéticos ndo apresentam um padrao de recuperagcdo no quadro espermatico semelhante
ao observado nos touros puros, o que pode ser um indicativo de peculiaridade na gametogénese

dos touros de racgas sintéticas que deve ser melhor investigada.
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Abstract

The association between the morphology of the Y chromosome, either acrocentric or sub-
metacentric, and reproductive soundness was evaluated through andrological examination, of 572 Braford and
220 Brangus-Ibagé bulls. The morphology of the Y chromosome in these breeds was studied through
karyotype and breeding record analysis. No direct association was detected between the individual type of Y
chromosome and reproductive soundness, previously estimated through an andrological examination. Also no
direct involvement was detected from the paternal or maternal genotype with the reproductive soundness of
the bulls. Another possibility analyzed was the different types of breeding strategies used to form the
synthetic breeds. No differences were detected when all the breeding strategies used in the formation of the
Braford and Brangus -Ibagé breeds were considered. However, in the Braford breed, in the breeding strategy
that results in 3/8 Nelore animals, when 1/4 Nelore animals are used to produce 3/8 bulls, there is a greater
percentage of culled bulls due to reproductive problems. The results of this study revealed that certain
interactions between genotypes can be detrimental to the reproductive efficiency of 3/8 Nelore animals, and
that breeding strategies avoiding, or favoring the breeding of certain types of genotypes can be used to reduce

the percentage of bulls from synthetic breeds that are culled due to problems with semen quality.

Introduction
The Asiatic zebu cattle (Bos taurus indicus) and the European taurine cattle (Bos taurus taurus) in
spite of being originated from the same ancestral base exhibit several differences in morphologic and

physiologic characteristics (Wurster & Benirschke, 1968). Cytogenetic studies have shown that the
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karyotypes of the two bovine sub-species (Bos faurus taurus and Bos taurus indicus) are similar, presenting
58 acrocentric autosomes and two sexual chromosomes, where the X chromosome is submetacentric and the
Y chromosome can vary with the sub-species (Kieffer & Cartwright, 1968). The Y chromosome found in Bos
taurus taurus is submetacentric with the short arm apparently equivalent to the long arm of the Y acrocentric
chromosome found in Bos taurus indicus. These two types of Y chromosome were found in bulls of the
synthetic Brangus-Ibagé breed in Brazil (Pinheiro et al., 1979) and in “P¢é Duro” bulls, an ancient European
breed, indicating miscegenation between the two subspecies (Britto & Mello, 1999). The difference between
the Y chromosome in the two sub-species was the consequence of a pericentric inversion in the Y
chromosome (Kieffer & Cartwright, 1968). This finding was later confirmed by Pinheiro et al. (1980) judged
by the pattern of the G and C bands. The variants of the Y chromosome was studied and related to fertility in
more than 30 breeds (Halnan, 1989). In this study the author suggests that Y chromosome could be used as
racial marker and as a genetic model to explain the low reproductive rate of bulls derived from Brahman
crosses. The lower fertility in these crosses could be due to small deletions or position changes between the
synapse region of the X and Y chromosomes, or to alterations in genes participating in the regulation of
reproduction.

The breeding strategies used to obtain synthetic breeds offers an ideal model to study a possible
association between the morphology of the Y chromosome and fertility, since both types of Y chromosome
coexist in the same racial group. The hypothesis tested was direct towards the greater incidence of alterations
in the spermatogenesis of crossbred males is due to gene modifications resulting from the rearrangement
caused by the morphologic variation in the Y chromosome, which in turn could lead to gene product
alterations. This could be due to the fact that both types of Y chromosome are introduced in different
genotypes for the formation of the synthetic breed.

The objectives of the present study were to identify the relationship between the morphological type
of the Y chromosome and the reproductive condition of the bulls in synthetic breeds, as well as to investigate

the effect of the type of crossbreeding.
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Material and Methods

The karyotypes were studied from lymphocyte cultures of Braford (76) and Brangus-Ibagé (21)
bulls, to identify the morphological type of the Y chromosome (acrocentric or submetacentric). Also the type
of the Y chromosome was investigated in 496 Braford and 199 Brangus-Ibagé bulls, through genealogic
analysis, where the paternal genotype was identified.

The bulls used in this study were previously evaluated for reproductive soundness according to the
specifications of the Brazilian Society for Animal Reproduction (MAARA- Ministério da Agricultura e
Abastecimento, 1996), recommending at the most 30% of sperm abnormalities motility >50% and vigour >3
were considered sound for breeding. Animals that did not conform to these criteria were considered
reproductively unsound. The bulls were raised for sires in two private properties and to Embrapa Pecuaria
Sul, localized in the South of Brazil (Rio Grande do Sul State), in native pastures, mainly composed by
Paspalum sp. and Axonopus sp, and winter cultivated pastures of Trifolium repens, Lotus corniculatus and
Lolium multiflorum up to breeding soundness evaluation for sale at two years of age.

Blood samples were collected from the tail vein in heparinized syringes after cleaning and
disinfecting the area with 70% alcohol from the 97 karyotyped bulls. Blood samples were transported to the
laboratory within 24 hours at a temperature between 5 and 10°C. Four drops of blood were placed in 10 ml of
medium containing phytohemagglutinin for lymphocyte culture during 72 hours (Cultilab). The culture was
gently shaken for a few seconds every 12 hours. Two hours before the end of the incubation period 50 ul of a
0,025% (w/v) solution of colchicine was added to the culture medium. After the culture period the medium
was centrifuged at 1000 r.p.m. for 5 min. The supernatant was separated and 4 ml of 0,075 molar potassium
chloride was added for 15 min. After this time of hypotonicity, the cells were fixed with 4 ml Carnoy (3 parts
methanol:1 part acetic acid) for 24 hours, when samples were centrifuged and washed three times with the
same volume of Carnoy. A few drops of the material were placed on cold microscope slides, flamed and
stained with Giemsa. Five metaphases from each animal were examined under the microscope at 1000 x

magnification to determine the morphological type of the Y chromosome.
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The other approach used to identify the type of Y chromosome was through genealogical studies.
The results obtained were compared with those from the karyotypes. Genealogical data from three years
(1998 - 2000) were used for Braford bulls and from eight years (1992 - 2000) for the Brangus-Ibagé bulls.

Table 1 presents the different types of mating used to obtain the animals with different degrees of
crossbreeding established in the formation of the synthetic breeds.

The analysis of the association between the reproductive condition (sound or unsound) of the bulls
and the morphological type of the Y chromosome and also the type of mating (Table 1) was carried out by
Chi-square analysis. The correction of Yates was applied whenever the comparisons involved less than 100

animals, using the "PEPI Computer Programs for Epidemiologic Analysis", version 2.07%, 1997.

Results

Of the sample of 97 bulls (76 Braford and 21 Brangus-Ibagé) used in the karyological study, 55
(57%) were diagnosed as sound and 42 (43%) were considered unsound for reproduction. Within the Braford
genotype 50% of the sampled animals were reproductively sound. For the Braford group the percentage of
sound and unsound bulls with the two types of Y chromosome morphology were similar (x*=1,053; 1 GL;
P=0,305), being 55 (72%) acrocentric and 21 (28%) submetacentric. Also, in the small sample of Brangus-
Ibagé bulls, no significant difference was detected in Y chromosome morphology between the reproductive
soundness classes (x°=0,032; 1 GL; P=0,859), being 15 (71%) acrocentric and 6 (29%) submetacentric.
Considering that no difference was detected in both breeds, all data were pooled, which included 42 (43%)
sound and 28 (30%) unsound bulls with an acrocentric Y chromosome and 13 (13%) sound and 14(14%)
unsound bulls carrying the submetacentric Y, on these grounds no association was detected between
morphology of the Y chromosome and reproductive soundness (x°=0,684; 1 GL; P=0,408).

The karyological results reveal that the employment of a genealogical analysis for Y chromosome
morphology was useful, except for 6 V4 bulls. In 496 Braford bulls, 160 (32%) and 69 (14%) carrying the
acrocentric chromosome were respectively sound and unsound, of the bulls with a submetacentric Y
chromosome 179 (36%) and 88 (18%) were respectively sound and unsound, no statistically significant
differences were detected (x°=0,456; 1 GL; P=0,500). The same tendency also not statistically significant was

observed for the 199 Brangus-Ibagé bulls examined , which included 34 (17%) sound and 9 (5%) unsound
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bulls with an acrocentric Y chromosome and 130 (65%) sound and 26(13%) unsound bulls carrying the
submetacentric Y (X2:0,423; 1 GL; P=0,516). For the total sample of 695 bulls no association between
morphology of the Y chromosome and reproductive soundness could be detected (x°=0,247; 1 GL; P=0,619).

Considering the type of mating, of the 496 Braford bulls, 50 were 1/2 Hereford + 1/2 Nelore having
a acrocentric Y chromosome, due to the type of crossbreeding carried out in the south of the country, where
Nelore bulls are used with Hereford cows. In this group of animals 31 (62%) were reproductively sound and
19 (38 %) unsound for reproduction. In 140 1/4 Nelore + 3/4 Hereford bulls the two types of Y chromosome
morphology coexisted due to the type of mating carried out. In this group of animals also, no association was
observed between the type of Y chromosome and reproductive soundness (y’=1,644; 1 GL; P=0,200). The
same was observed for 302 3/8 Nelore + 5/8 Hereford bulls (X2=0,255; 1 GL; P=0,613).

Taken into account the parental genotype (Table 2) no significant differences were detected
(x*=9,490; 6 GL; P=0,148) between the reproductive soundness of bulls according to the genotype of the
parents and Y chromosome morphology in the Braford breed, not considering the mating type 4 due to small
number of animals samples. The same was observed for the Brangus-Ibagé bulls (x*=0,046; 1 GL; P=0,8361).

In Table 2, the types of parental mating and the frequencies of sound and unsound bulls in both
synthetic breeds are presented. Within the Braford breed, six classes were formed according to the genotype
of the sire, to investigate any association with the reproductive soundness of the bull (types of mating in Table
1): Zebu male (Typel), European male (Type 2 and 4) 1/2 bred male (Type 3 and 6), 3/4 bred male (Type 5),
1/4 bred male (Type 7) and 3/8 bred male (Type 8). No statistically significant association was detected
(x*=5,114; 5 GL; P=0,402). The classes formed to investigate the effects of the maternal genotype were:
Hereford female (Type 1, 3 and 5), 1/2 bred female (Type 2 and 7), 1/4 bred female (Type 6) and 3/8 bred
female (Type 8), no significant association was detected between the genotype of the mother and the

reproductive soundness of the bull (x2:4,313; 3 GL; P=0,230).

In the 3/8 Nelore + 5/8 Hereford animals, deriving from mating types from 5 to 8, the data presented
in Table 2 shows a tendency that the bulls originated from the mating type 5 (Hereford dam) present a greater
percentage of bulls reproductively sound, and that those originating from the mating type 6 (1/4 bred dam)

showed the lowest percentage of reproductively sound bulls (3°=6,675; 3 GL; P=0,083). When the synthetic
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bulls 3/8 bred Nelore, deriving from type of mating 8, were not included in the analysis, in the bulls
originated from mating types 5, 6 and 7 a statistically significant difference was observed (%°=6,449; 2 GL;
P=0,040), indicating the advantage of using mating types 5 and 7 to produce bulls reproductively sound of

synthetic breeds.

Discussion

The strategies used to obtain bulls of synthetic breeds (Table 1) provide an ideal model to study the
two types of Y chromosome morphology in the same population. In general, the results of the analysis carried
out showed that there was no significant direct association between the frequency of reproductively sound
bulls and Y chromosome morphology, evaluated through karyotype and genealogical analysis, in both racial
groups. The cytogenetic analysis did not agree with the genealogical data in 6 out of 76 animals. This
discrepancy in 7.8% of animals occurred only in the 1/4 Nelore bulls, which originated from the multiple sire
mating system used to produce this cross.

The culling rate of the Braford bulls (32%) is 10-20% above the normal culling rate described in the
literature for purebred breeds (Johnson et al. 1995; Bruner et al. 1995; Gottschall & Mattos 1997; Ribeiro
Filho et al. 1997). This high culling rate for breeding soundness observed in the Braford bulls is in agreement
with reports that including bulls of synthetic breeds in other studies (Chenoweth et al. 1996, Moraes et al.
1998, Chacon et al. 1999). In contrast, the culling rate for reproductive soundness in the Brangus-Ibagé was
only 18%. The percentage of 1/2 bred unsound bulls with an acrocentric Y chromosome was 38%, (Table 2)
which is in agreement with what was observed for the whole Braford sample studied. Similarly for the 1/4
Nelore and 3/8 Nelore no evidence of a significant association was observed. The lack of association between
the type of Y chromosome morphology and reproductive soundness suggests that the hypothesis that there is a
direct effect of chromosomal rearrangement on fertility, must be rejected. However, the significant difference
observed in the proportion of reproductively sound bulls in the mating types 5, 6, and 7 which result in 3/8
Nelore animals (Table 2), motivated another approaches to study the interactions between the different
genomes and the Y chromosome.

A simultaneous analysis of Tables 1 and 2, shows through the frequency of bulls with semen

problems, when individuals 1/4 Nelore were used as parents, the offspring had greater culling rate. In the
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mating type 6, 1/4 Nelore females are used, and in mating type 7, 1/4 Nelore males are used. A possible
explanation for the intermediate frequency of culling rate in this last mating type, could be that the 1/4 Nelore
males originate from both 1/2 Nelore with an acrocentric Y chromosome, and Hereford bulls with a
submetacentric Y chromosome, as one can see in Table 1 on mating types 2 and 3. Therefore, the mayor
percentile of sperm abnormalities found in some types of crosses that lead to the formation of synthetic
breeds, could be due to the presence of an acrocentric Y chromosome and the absence of the European
genotype. Another observation corroborating this hypothesis is the fact that in the Brangus-Ibagé breed the
mating type 6 was not used, and possibly that is why the culling rate for reproductive soundness in bulls of
this breed are within the limits of what is considered normal.

Further research is needed to confirm this hypothesis, however, considering the economic losses
involved with the high culling rates observed in some synthetic breeds due to reproductive unsoundness in
bulls, it is well worthwhile to recommend not to use 1/4 zebu females, or 1/4 zebu males originated from Bos

indicus parents, to produce 3/8 zebu (Nelore) bulls.
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Table 1. Mating types used in the south of Brazil to obtain Braford and Brangus-Ibagé bulls.

Type of mating Offspring Parents
1 ¥z Male Nelore x Female Hereford or Aberdeen Angus
2 Ya Male Hereford or Aberdeen Angus x Female 1/2
3 Va Male % x Female Hereford or Aberdeen Angus
4 3/8 Male Hereford or Aberdeen Angus x Female 3/4
5 3/8 Male % x Female Hereford or Aberdeen Angus
6 3/8 Male Y2 x Female Y4
7 3/8 Male % x Female %
8 3/8 3/8x3/8

3/8 means 3/8 Nelore + 5/8 Hereford or Aberdeen Angus
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Table 2. Relationship between the type of parental mating to obtain the synthetic breed and the reproductive

soundness of bulls from both breeds.

Braford Brangus-Ibagé
Type of mating Sound Unsound Sound Unsound
N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
1 31 (62) 19 (38) - -
2 66 (67) 33 (33) - -
3 40 (77) 12 (23) - -
4 1(33) 2(67) 14(78) 4 (22)
5 23 (85) 4 (15) - -
6 38 (58) 27 (42) - -
7 83 (69) 37 (31) - -
8 41 (71) 17 (29) 145 (83) 30(17)
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with altered spermatogenesis)
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Resumo: O objectivo deste estudo foi o de avaliar a intensidade da redugdo de células
espermaticas andmalas ao longo do epididimo em touros de uma raga hibrida, com
espermatogénese normal e alterada. Foram utilizados testiculos de 12 touros oriundos de
cruzamentos entre as ragas Hereford e Nelore, dos quais foram colhidas amostras de
esperma da cabeca, parte proximal do corpo, parte distal do corpo e da cauda do epididimo
para avaliacdo da morfologia espermatica sob contraste de fase e em lamina corada. Foi
constatada reducgdo significativa no percentual de gota citoplasmatica proximal, distal e no
total de defeitos, ao longo do epididimo de touros com espermatogénese considerada
normal, alterada e variavel. A constatacio de significativas variagdes para gota
citoplasmdtica proximal e defeitos totais ao longo do epididimo nos grupos de touros
sintéticos avaliados, constitui-se numa evidéncia de que os touros com espermatogénese
alterada ndo tém a mesma capacidade de reducdo de formas espermaticas anémalas, que os
considerados com espermatogénese normal. A provavel origem desta diferenca permanece

sem explicacdo. Porém, a dindmica da frequéncia da gota citoplasmatica proximal pode ser
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um indicador sensivel da qualidade espermatica e classificacdao da fertilidade potencial de

animais de ragas hibridas.

Summary: The objective of this work was to evaluate the intensity of the reduction of
abnormal spermatic cells along the length of the epididymis in bulls of synthetic breeds
with normal and altered spermatogenesis. Semen samples were collected from the head,
proximal part of the body, distal part of the body and from the tail of the epididymis of
twelve crossbred Hereford + Nelore bulls. Spermatic morphology was microscopically
evaluated under phase contrast and after staining. A significant reduction in the percentage
of the proximal cytoplasmic droplet was detected and in total defects excluding distal
cytoplasmic droplets, along the epididymis of bulls with spematogenesis considered
normal, altered or variable. The results indicate that bulls with altered spermatogenesis do
not have the same reducing capacity of abnormal sperm forms along the epididymis as
those bulls considered to have normal spermatogenesis. The origin of this difference
remains obscure, however, the dynamics of the frequency of the proximal cytoplasmatic
droplet can be a sensitive indicator of spermatic quality, and could be used to classify

animals of synthetic breeds as to their potential fertility.

Introducio

O nuamero total de células espermadticas produzidas pelos testiculos de bovinos ¢
superior as reservas espermaticas extra-gonadais, sugerindo que ha reducao na populacao
de espermatozdides ao longo dos ductos eferentes (Almquist & Amann, 1961). Esta

reducdo ¢ relacionada com a seleccdo de espermatozoides, com determinados tipos de
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defeitos, durante sua passagem pelo epididimo (Rao et al., 1980). A selec¢do de
espermatozdides anomalos também foi descrita em coelhos (Perez-Sanchez et al., 1997) e
em gatos (Axnér et al, 1999). No nivel celular, este mecanismo ainda ndo esta totalmente
esclarecido. Existem evidéncias de fagocitose das células espermaticas andmalas pelas
células epiteliais da rete testis e ductos eferentes em bovinos (Crabo et al., 1971; Sinowatz
et al., 1979; Goyal, 1982) e ratos (Hoffer et al., 1975) e por macréfagos intra-epiteliais na
cauda do epididimo (Chacon, 2001).

A migracdo da gota citoplasmatica da regido proximal para a distal da peca
intermediaria do espermatozoide durante a passagem pelo epididimo tem sido um achado
unanime (Crabo et al., 1971; Sinowatz et al., 1979; Rao et al., 1980; Goyal, 1982). Segundo
Hancock (1955), a migracdo estd relacionada com a maturacdo espermatica € com a
aquisi¢ao de motilidade. A migracdo da gota citoplasmatica, porém, difere no local onde se
inicia, de acordo com a espécie. Nos bovinos, a migragao tem inicio na por¢ao proximal do
corpo (Rao et al., 1980), e nos gatos, na por¢do distal do corpo do epididimo (Axnér et al.,
1999). A indicacao de que a gota citoplasmatica proximal ¢ um defeito espermatico, vem
dos achados de altas frequéncias nos ejaculados de touros com alteracdes na fertilidade
(Rao et al., 1980). Este facto, tem sido reiterado por diversos estudos, e entre estes, Chacén
(2001) observou em touros zebu de diversas ragas, maior percentual de gota citoplasmatica
proximal no ejaculado de touros com idade inferior a dois anos e também, em touros
considerados inaptos a reproducao.

O fenomeno de seleccao de células andmalas durante sua passagem pelo epididimo
¢ um modelo interessante para avaliar a funcdo reprodutiva de touros de ragas hibridas que

apresentem maiores indices de refugo por ma qualidade de sémen, facto que tem sido
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observado em diversos estudos (Chenoweth et al., 1996; Moraes et al., 1998; Chacon et al.,
1999). Esta forma de abordagem ¢ justificada por estudos anteriores em touros Braford,
cuja deficiente qualidade seminal foi persistente num periodo de seis meses, em contraste,
com animais da raca Hereford que apresentaram melhoria nesse periodo, caracterizando,
assim, uma possivel condicao peculiar dos touros hibridos (Horn et al., 2002).

O objectivo deste estudo foi o de investigar a selec¢do de células espermaticas
durante a passagem pelo epididimo em touros oriundos de cruzamentos entre taurinos e
zebuinos que apresentem ou ndo uma alteracdo permanente na espermatogénese,

caracterizada por alto percentual de defeitos espermaticos.

Material e Métodos

Foram utilizados epididimos de 12 touros oriundos de cruzamento entre as ragas
Hereford e Nelore, contemporaneos com cerca de 24 meses de idade, abatidos em
matadouro. Os animais foram previamente classificados quanto a condi¢do reprodutiva
(aptos ou inaptos) no local de origem. Os exames androldgicos foram efectuados entre 15 e
30 dias antes do abate dos animais, incluindo exame clinico da genitalia, afericdo da
motilidade  dos espermatozdides e avaliagio da morfologia espermatica. Foram
considerados como inaptos os touros, com motilidade espermatica inferior a 70%, e,
percentagem de espermatozoides com defeitos superior a 30% (MAARA, 1996). Assim,
com o objectivo de classificar com maior precisdo os animais com alteragdo permanente na
espermatogénese, foi realizada uma nova classificagdo quanto a morfologia espermatica,
através de uma amostra de sémen retirada da cauda do epididimo apds o abate. Nesta

avaliacdo, foram observados todos os defeitos espermdticos e a gota citoplasmatica
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proximal. A gota citoplasmatica distal nao foi considerada como um defeito para a nova
classificacdo, por tratar-se de uma caracteristica espermatica considerada fisiologica na
cauda do epididimo. Esta nova classificacdo quanto a espermatogénese foi efectuada pela
impossibilidade de acompanhar o quadro espermatico dos touros com deficiente qualidade
seminal, indicando os animais com uma alteragao permanente no quadro espermatico,
evidenciada anteriormente (Horn et al., 2002).

Assim, os touros foram classificados quanto a sua espermatogénese nos seguintes
grupos:

e Grupo A: aptos na propriedade de origem e com taxa inferior a 30% de anomalias
espermaticas na cauda do epididimo post-mortem,;

e Grupo B: inaptos na propriedade de origem e com taxa superior a 30% de anomalias
espermaticas na cauda do epididimo post-mortem;

e Grupo C: inaptos na propriedade de origem, porém com taxa inferior a 30% de
anomalias espermaticas na cauda do epididimo post-mortem. Indices caracteristicos
de animais ndo portadores de uma alteragdo permanente na espermatogénese.

Para a avaliagdo do percentual de defeitos durante a passagem pelo epididimo, a
recolha de espermatozoides foi feita em quatro regides: cabega, corpo proximal (corpo 1),
corpo distal (corpo 2) e cauda. O material foi colhido de um dos epididimos de cada touro,
escolhido ao acaso. Foi retirado um fragmento de aproximadamente 0,5 cm das referidas
regides do epididimo e mergulhado em uma solugdo de citrato de sodio 2,94% e com
adi¢ao de 4% de formalina comercial, para que os espermatozodides fossem liberados no
liquido para posterior analise em camara humida, sob contraste de fase, com um aumento

de 1000x. De cada porg¢do do epididimo foram colhidos espermatozoides através de contato
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em lamina pré-aquecida, posteriormente corados pela técnica de Cerovysk (1976) para
avaliacdo em microscopia convencional (1000x). Foram observadas 200 células em cada
método. Os defeitos espermaticos foram classificados nos seguintes conjuntos: CAB,
defeitos de cabeca (estreita na base, piriforme, contorno anormal, alteracdes de tamanho),
avaliados no material em lamina corada; PI, defeitos de peca intermedidria (sinuosa,
aplasia, edemaciada); CD, defeitos de cauda (cauda simplesmente dobrada, fortemente
enrolada, dobrada na por¢ao terminal); ACRO, defeitos de acrossoma (contorno irregular,
rompido) e GCP, gotas citoplasmaticas proximais e GCD, gotas citoplasmaticas distais nas
avaliacoes sob contraste de fase.

As percentagens das caracteristicas espermaticas foram transformadas em “ranks”,
transformagao em funcdo de seu ordenamento nos dados originais, e, submetidas a analise
de variancia de dois factores: classificacdo dos touros (Grupos A, B e C) e porcdo do
epididimo (cabeca, corpo 1, corpo 2 e cauda), empregando o teste de comparagdao multipla

de Duncan, num nivel de significancia de 5%. (Hintze, 1996).

Resultados

De acordo com os critérios definidos anteriormente (cf. “Materiais e Métodos), os
touros avaliados foram distribuidos nos seguintes grupos: Grupo A, n=2; Grupo B, n=4;
Grupo C, n=6.

As médias dos defeitos espermaticos, nas quatro por¢des do epididimo, obtidas nos
grupos de touros classificados quanto a morfologia espermatica, estdo apresentadas na
Tabela 1. Os defeitos de CAB, PI e CAU foram mais frequentes nos touros do grupo B. No

que diz respeito a GCP, os touros com alteracdo na espermatogénese (grupos B e C) foram
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semelhantes, porém com uma frequéncia superior aos touros com espermatogénese normal
(grupo A). Na Figura 1 sdo apresentadas as médias da interac¢ao (P<0,05) entre os grupos
de touros e as por¢des do epididimo para a GCP e total de defeitos, indicativas do
comportamento diferencial ao longo do epididimo nos animais classificados quanto a
qualidade seminal. Nesta Figura, em “a” pode ser verificado que os touros considerados
com espermatogénese normal apresentaram uma redugdo de 81% no percentual de GCP da
cabeca para a cauda do epididimo. Em contraste, aqueles classificados no grupo B
apresentaram apenas uma redu¢do de 30%, com manuten¢do de um percentual de 22% de
GCP na cauda do epididimo. O grupo C, que apresentou a maior frequéncia de GCP na
cabeca do epididimo, apresentou também padrdo semelhante ao do grupo A quanto a
redu¢do e quanto ao percentual final na cauda do epididimo. Ainda na Figura 1, em “b”
pode ser visualizada a dindmica da selec¢@o espermatica diferencial da cabega para a cauda
do epididimo nos trés grupos de touros. Os touros com espermatogénese alterada (grupo B)
apresentaram apenas uma reducdo de 36%, contrastando com os touros do grupo A, cujo
percentual de reducdo foi de 79% e na magnitude final dos espermatozoides com defeito,
respectivamente de 55% e 10%.

Os resultados da analise do percentual dos defeitos espermaticos ao longo do
epididimo de todos os touros mostram diferencas significativas para a gota citoplasmatica
proximal, total de defeitos e GCD (Tabela 2). A GCP e o total de defeitos apresentaram
uma reducdo significativa da cabeca para a primeira por¢cdo do corpo do epididimo. Ja a
GCD, apresentou um aumento percentual praticamente linear da cabega para a cauda do

epididimo.
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Discussiao

As diferengas significativas entre as regides do epididimo e os grupos A, B e C, na
incidéncia de gota citoplasmatica proximal e defeitos totais (Figura 1), se constituem no
principal achado deste ensaio, demonstrando uma menor reducao no percentual de GCP e
defeitos espermaticos totais nos animais do grupo B, classificados como portadores da
alteragdo caracteristica na espermatogénese nos touros de ragas hibridas.

Da cabeca do epididimo até a primeira por¢do do corpo, ocorreu a maior
divergéncia entre os grupos de touros em relagdo a freqiiéncia da GCP. Os padrdes de
deslocamento da GCP permitem separar os touros do Grupo A dos restantes animais com
problemas de fertilidade. No entanto a persisténcia de em média 22% de GCP na cauda do
epididimo dos touros do Grupo B, pode ser um indicativo de uma deficiente selec¢cdo de
defeitos espermaticos ao longo do epididimo, reiterando outros estudos em animais com
espermatogénese normal e alterada (Rao et al., 1980).

A nova classificacdo empregada foi ttil para reiterar que nos touros do Grupo B o
quadro espermatico ¢ permanente. A hipdtese de que as variagdes no quadro espermatico
teriam origem degenerativa (Horn et al., 1999) e que a maior frequéncia de animais
classificados como inaptos no exame andrologico seria decorrentes dos critérios que nao
consideram as peculiaridades inerentes a cada conjunto racial (Moraes et al., 1998) foi
refutada. A continuidade dos estudos nesses animais permitiu a constatagdo de que se trata
efectivamente de uma condi¢cdo permanente em alguns animais (Horn et al., 2002). O que
se pode inferir é que os animais incluidos no grupo A, apresentavam espermatogénese
normal, os do grupo B seriam os portadores da alteracdo na espermatogénese em estudo e

aqueles incluidos no grupo C, eram animais com um processo degenerativo testicular
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transitorio. Essa interpretagdo ¢ justificada pelas médias dos defeitos espermaticos
apresentados na Tabela 1, que foram os indicadores empregados para a investigacdo da
func¢ao testicular nestes touros.

As variagdes espermaticas individuais que sofreram mudangas significativas nas
suas frequéncias durante o transito pelo epididimo foram GCP e GCD (Tabela 2).
Relativamente a estas Ultimas, este fenomeno ¢ fisioldgico, sendo considerado um processo
relacionado a maturacao espermatica. Entretanto, a deteccao de GCP no ejaculado indica
uma alteragdo na espermatogénese (Rao et al., 1980; Chacon, 2001). Também foi
observada uma significativa redugdo no percentual de defeitos espermaticos totais, isto ¢
explicado pela redu¢do da gota citoplasmatica proximal desde a cabeca até a cauda do
epididimo e o somatorio dos desvios nao significativos das demais classes de defeitos
espermaticos.

O padrao distinto no deslocamento da GCP nos grupos de touros classificados
quanto a espermatogénese evidenciado no presente estudo, parece constituir um indicador

sensivel da fungao testicular, em touros de racas sintéticas oriundos de cruzamentos.
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Figura 1- Variagdo na frequéncia da gota citoplasmatica
proximal (a) e do percentual total de espermatozdides anormais
nos touros dos distintos grupos (b).

Tabela 1- Médias dos defeitos espermaticos avaliados ao longo do epididimo, nos dois
critérios de avaliacdo quanto a aptidao reprodutiva.

Defeitos espermaticos Grupo A" Grupo B™ Grupo C"
CAB 4.444.6° 24,3433 6,64+2.7°
PI 1,741,2° 5,440,8° 1,9+0,7°
CD 2,4+15 6,3+1,2 3,240,9
ACRO 0,30,1 0,140,1 0,140,1
GCP 12,6+4,7° 28,6+3,3° 28.3+2.7°
Total* 21,3 45,9 64,6+4,2° 40,3+3,4°¢

*touros classificados como aptos na propriedade de origem, com taxa inferior a 30% de defeitos na cauda do
epididimo post-morten;

#touros classificados como inaptos na propriedade de origem, com taxa superior a 30% de defeitos na cauda
do epididimo post-morten;

"touros classificados como inaptos na propriedade de origem, com taxa inferior a 30% de defeitos na cauda
do epididimo post-morten;

* somatorio dos defeitos espermatico, exceto GCD,;

** letras diferentes nas linhas indicam diferenga nos grupos (P<0,05).
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Tabela 2- Médias dos defeitos espermaticos observados ao longo do epididimo.

Porgao do CAB PI CD ACRO GCP GCD Total*
epididimo

Cabeca 1324387  23+0,9° 49+12° 03+0,1* 499+3.8* 18.5+42°% 70,4+4,8"
Corpo 1 12,9438 23+0,9° 45+12° 04+0,1° 18,9+3.8° 395+42°% 391448
Corpo 2 10,243,8° 44+09° 32+12% 03+0,1* 13,143,8° 50.6+4.2° 30,8448
Cauda 10,8438  29+0,9° 33+12° 0,1+0,1° 10,8+3,8° 56.5+42° 280448

* somatorio dos defeitos espermatico, exceto GCD,;
** letras diferentes nas colunas indicam diferenga entre as por¢des do epididimo (P<0,05).
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QUANTIFICACAO DOS ESTADIOS DO CICLO
ESPERMATOGENICO EM TOUROS DE RACAS SINTETICAS COM

QUALIDADE DE SEMEN NORMAL OU ALTERADA

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 tiubulos seminiferos nos diferentes estddios
do ciclo espermatogénico em touros de duas racgas sintéticas, sendo 12 Braford e 8 Brangus-Ibagé,
classificados em aptos (grupos A) e inaptos (grupos B) a reprodu¢do, de acordo com o exame andrologico.
Os estadios avaliados foram representativos das fases proliferativa (estadio 1), meiotica (estadio Il) e de
maturagdo (estadio III) da espermatogénese. Os touros Braford apresentaram freqiiéncias diferentes entre os
grupos A e B nos estadios 1l e II1. Os touros Brangus-Ibagé apresentaram diferengas entre os grupos apenas
para o estadio 1l. Os resultados indicam que nas fases iniciais do ciclo espermatogénico (estagio 1), os touros
de ragas sintéticas, classificados quanto a qualidade seminal, apresentam gametogénese semelhante. Nas
fases em que ocorrem as divisdes meioticas (estadio 1) e a maturagcdo das espermatides (estadio IIl) é
quando se manifestam as alteragoes na espermatogénese que respondem pela classifica¢do diferencial dos
touros. O uso do presente agrupamento de estddios do ciclo espermatogénico, proporciona uma maneira
prdtica de avaliar a dindmica do epitélio germinativo em touros aptos e inaptos a reprodugado.

Palavras chave: avaliagdo histologica, espermatogénese, touros sintéticos
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SUMMARY

This study investigated the frequency of different stages of spermatogenic cycle in synthetic bulls
from Braford (n=12) and from Brangus-Ibagé (n=8) breed with normal (Group A) and altered (Group B)
semen quality, by andrological examination. The staging criteria includes the proliferative (stage 1), meiotic
(stage II) and the maturational (stage III) periods of the spermatogenesis. The Braford bulls presented
different frequencies between groups within stages Il and Il1l. Among Brangus-Ibagé bulls there were different
frequencies between groups just for stage Il. The results indicated that spermatogenesis progress adequately
in the stage I on synthetic bulls with different semen quality. During the meiotic (stage Il) and spermatid
maturation period (stage I1l), occurred the 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 ¢ o descarte de
touros por alteragoes na qualidade do sémen. Com maior freqiiéncia os touros de ragas sintéticas sdao
considerados inaptos a reproducdo em relagdo aos de racas puras (CHENOWETH et al., 1996, MORAES et
al., 1998; CHACON et al., 1999). Neste contexto, foi verificado que existem diferengas na qualidade do
sémen de touros de ragas sintéticas em comparagdo com touros puros, quanto a potencialidade de recuperagio
dos indicadores qualitativos do sémen em seis meses de acompanhamento (HORN et al., 2002). No entanto,
essas diferengas ndo foram detectadas quando touros puros e¢ de ragas sintéticas foram submetidos a
degeneragdo testicular experimental induzida por dexametasona (HORN et al, 1999). Um melhor
entendimento da etiologia deste maior percentual de descarte em touros oriundos de cruzamentos pode ser
obtido por estudos citologicos nos tabulos seminiferos, responsaveis diretos pela produgdo dos
espermatozoéides.

A espermatogénese € um processo complexo, com inimeras associagdes celulares ndo casuais. O

ciclo espermatogénico do rato foi detalhadamente classificado em quatorze estadios, baseados na morfologia
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das espermatides (LEBLOND & CLERMONT, 1952). AMANN (1962) descreveu para touros uma
classificagdo mais simplificada com apenas oito estadios. As diferencas nas classificagdes entre espécies
decorrem das células da linhagem espermatica que sdo consideradas.

A avaliac@o histologica é um instrumento util para quantificar a espermatogénese, sendo que cerca
de 10-11% dos tibulos seminiferos em estadio VIII, caracterizam um bovino com fungdo gametogénica
normal (AMANN, 1962). As freqiiéncias encontradas para os demais estddios em touros de origem européia
foram: 30% estadio I, 16% estadio II, 17% estadio III, 10% estadio IV, 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 estudo o ciclo
espermatogénico ¢ agrupado nas suas trés fases caracteristicas: a proliferativa ou espermatogonial, na qual as
espermatogonias por mitose ddo origem aos espermatocitos; a fase meidtica, que inclui as divisdes
reducionais; e, a fase de diferenciagdo ou espermiogénica, que € caracterizada pela diferenciagdo das
espermatides em espermatozdides (CLERMONT, 1972; RUSSEL et al, 1990). Os estadios do ciclo
espermatogénico podem ser interrompidos por deficiente produgdo de fatores de crescimento como o
epidermal growth factor (TSUTSUMI et al., 1986). A produgdo de interleucinas pelas células de Sertoli
também varia de acordo com os diferentes estadios do ciclo espermatico (GERARD etal., 1992; SYED et al.,
1993).

O objetivo deste estudo foi avaliar qual a freqiiéncia de tabulos seminiferos nos diferentes estadios

do ciclo espermatogénico em touros aptos e inaptos a reproducdo de ragas sintéticas de bovinos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 touros Braford e 8 Brangus-Ibagé, de dois anos de idade, criados para atuarem
como reprodutores, provenientes de duas propriedades localizadas no sul do Rio Grande do Sul. Os animais
foram previamente classificados quanto a condigdo reprodutiva, em fun¢do da qualidade do sémen, na
propriedade de origem, em aptos e inaptos segundo as recomendagdes do MINISTERIO DA
AGRICULTURA E ABASTECIMENTO (1996). Os critérios que caracterizam os touros como aptos sdo de

que os animais ndo apresentem alteracdes clinicas no sistema genital, motilidade espermatica superior a 70%
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e no maximo 30% de espermatozoides anormais. Os touros foram abatidos no frigorifico por descarte
zootécnico (aptos a reprodugio) ou por ma qualidade de sémen (inaptos a reproducdo). Logo apos o abate, foi
coletada uma porcao de 2 cm3 de um testiculo de cada animal, colocada em Bouin por 24 horas, sendo logo
apos 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 4pum, submetidos a coloragdo de
Hematoxilina-eosina.

Os touros Braford foram abatidos com intervalos entre 15 ¢ 30 dias da ultima avaliagdo seminal, em
fungdo disso, no momento do abate, foi colhido s€émen da cauda do epididimo para analise morfologica dos
espermatozdides em lamina corada e contraste de fase em formol salino. Estes animais foram novamente
classificados em fung¢@o 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-mortem; Grupo B: quatro touros inaptos na propriedade de
origem e com taxa superior a 30% de defeitos na cauda do epididimo post-mortem; Grupo C: seis touros
inaptos na propriedade de origem, porém com taxa inferior a 30% de defeitos na cauda do epididimo post-
mortem. Ja para os touros Brangus-Ibagé apenas foi considerada a classificagdo da propriedade de origem
(grupo A, trés touros aptos a reprodugao e grupo B, cinco touros inaptos a reprodugio).

A andlise dos estadios foi realizada com base na classificagio de AMANN (1962), porém com o
agrupamento dos estadios I e II; III e IV; V-VIII. Na tabela 1 estdo apresentadas as associagdes 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 espermatogdnias em
pré-leptoteno e espermatdcito leptoteno e espermatides arredondadas ou levemente alongadas. O estadio 11
caracteriza a fase meidtica, quando ocorrem as divisdes celulares reducionais e as células passam de
espermatdcitos para espermatides jovens. Os tubulos em estadio III representam a fase da maturagdo em que
ocorre a transformagdo das espermatides em espermatozoides.

As comparagdes das freqiiéncias dos diversos estadios da espermatogénese nos dois conjuntos raciais

de touros, classificados quanto a condi¢do reprodutiva foram efetivadas através do teste do Qui-quadrado,
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com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2 sdo apresentados os resultados da quantificagdo dos estadios do ciclo do epitélio
seminifero nos touros da raca Braford. Foi constatada diferenca na freqiiéncia dos estadios entre os trés
grupos de touros (x2=21,01; 4 GL; P<0,001). 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 (%2= 9,58; 1 GL; P<0,001). No que
diz respeito ao estadio II, caracterizado pelas meioses dos espermatocitos primarios e secundarios, resultando
nas espermatides, o grupo A apresentou 22% e o grupo B 27%. A comparagdo dos touros do grupo A com o
conjunto dos touros B+C, que conjuntamente apresentaram freqiiéncias de 43%, 29% e 29%, respectivamente
para os estadios I, II e III, indica também a mesma tendéncia observada na comparagdo efetuada apenas com
o grupo B (x2=10,46; 2 GL; P<0,01). O fato dos touros com baixa qualidade de s€émen apresentarem maior
percentual destes estadios, pode ser uma indicagdo de um bloqueio nas divisdes celulares, decorrente de uma
interrupg@o 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 vao 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 respectivamente de 34% e 27%. Os
touros do grupo A, apresentaram um maior percentual de tibulos nos estadios finais do ciclo, o que pode estar
relacionado a maior producdo de células espermaticas normais, indicando, ainda, menores perdas na
espermatogénese e consecugdo das etapas anteriores.

Na tabela 3 sdo apresentadas as freqiiéncias de tibulos seminiferos avaliados nos touros Brangus-
Ibagé. Apenas o estadio II foi diferente entre os grupos A e B, respectivamente com sémen qualitativamente
normal e alterado (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, é possivel inferir que os fendmenos que ocorrem

neste periodo do ciclo espermatogénico sdo menos dependentes de fatores ambientais ou genéticos, neste caso
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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, reforcando 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 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 formacdo dessa raga sintética (Horn et al. In press). Este fato ¢
reiterado pela comparagdo entre os touros ianaptos dos dois conjuntos raciais, que indicou freqiiéncias
distintas nos trés estadios (x2= 28,83; 2 GL; P<0,001). Uma diminui¢do na producdo de espermatides
redondas (estadio II) também foi identificada em ratos que tiveram a glandula submandibular retirada
(principal o6rgdo secretor de EGF- epidermal growth factor), sugerindo que a falta deste fator de crescimento
esteja relacionada a divis@o celular (TSUTSUMI et al, 1986). O TGFa (transforming growth factor o) é
biologica 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 et al, 1991), podem estar relacionadas 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 meiodticas (estadio II) e a maturagdo das espermatides (estadio III) ¢ quando se manifestam as
alteragdes na espermatogénese que respondem pela classificacdo diferencial dos touros. O uso do
agrupamento de estadios do ciclo espermatogénico, proporciona uma maneira mais pratica para avaliar a

cinética do epitélio germinativo em touros aptos e inaptos a reproducao.
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Tabela 1. Critério de classificag@o para avalia¢do dos estadios ciclo espermatico bovino.

Presente estudo Classificagao de Caracteristicas
Amann (1962)
| I1+11 Populagdo celular composta de espermatogdnias,

espermatdcitos jovens em fase de pré-leptoteno e/ou
leptoteno, espermatocitos velhos em paquiteno e uma
geracdo de espermatides arredondadas ou levemente
alongadas.

11 mr+1v Populagdo celular composta de espermatocitos jovens em
leptoteno e zigoteno, espermatocitos velhos em paquiteno
ou diploteno, células em divisdo meidtica e/ou
espermatocitos secundarios e espermatides alongadas.

I V- VIl Populagdo celular composta de espermatogdnias,
espermatocitos em  paquiteno, espermatides jovens
arredondandas e espermatides alongadas justapostas as
células de Sertoli ou prontas para espermiagao.

Tabela 2. Numero e freqiiéncia de estadios do ciclo do epitélio seminifero em 3496 tubulos avaliados em 12

touros Braford classificados quanto a fertilidade potencial.

Grupo de touros Estadio | Estadio I Estadio 111
N° (%) N° (%) N° (%)

A 227 (44)° 114(22)° 175(34)°

B 548(46)° 323(27)¢ 318(27)°
C 720(40) 528(29) 546(30)

Grupo A, aptos na propriedade, com taxa de defeitos espermaticos <30% na cauda do epididimo;
Grupo B, inaptos na propriedade, com taxa de defeitos espermaticos >30% na cauda do epididimo;
Grupo C, inaptos na propriedade, com taxa de defeitos espermaticos <30% na cauda do epididimo;
Comparagdo entre os trés grupos e os trés estadios: x2=21,01; 4 GL; P<0,001.

Comparag@o entre a, b: ¥2=0,64; 1 GL;P=0,42.

Comparag@o entre ¢, d, e, f: ¥2=9,58; 1 GL;P<0,001.

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

Grupo de touros Estadio I Estadio I Estadio 111
N° (%) N° (%) N° (%)
A 442(49)° 239(27) 216(24)
B 696(47)° 478(32) 321(21)

Grupo A, aptos na avaliagdo andrologica da propriedade;

Grupo B, inaptos na avaliagdo andrologica da propriedade;

Comparagao entre os dois grupos ¢ os trés estadios: ¥2=7,88; 2 GL; P=0,02.
Comparag@o entre a, b: x2=1,66; 1 GL;P=0,20.
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Marilise M. Horn', José C. F. Moraes® and Maria 1. A. Edelweiss’

'PhD Candidate in the Graduate Program in Veterinary Science, Veterinary School, Federal University of Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS and “Embrapa Pecuaria Sul, Bagé, RS and *Department of Pathology,
Medical School, Federal University of Rio Grande do Sul.

The transforming growth factor alpha (TGFa) is a molecule from the family of the
growth factors and has been calling attention as a probable regulator of testicular
development. The hypotheses in the present study was that bulls from synthetic breeds with
deficient seminal quality presented different TGFa expression and average number of
Sertoli cells when compared to normal bulls. Testicles from six Braford and eight Brangus-
Ibagé bulls sound and unsound for reproduction were used. The immunohistochemical
technique was employed to determine the TGFa expression in seminiferous epithelium and
the nucleus of the Sertoli cells with the use of the S100 protein polyclonal antibody. The
general average of spermatogonia marked by the antibody was different for each breed,
being it 9.2+0.4 for Braford and 11.0+0.3 for Brangus-Ibagé. No difference regarding the
expression of TGFa was found among sound and unsound bulls. The average number of
Sertoli cells was similar between phases and bull breeds. A smaller cell population was
found in the sound Brangus-Ibagé bulls, which may be an indication that the origin of the
low seminal quality in synthetic bulls should be detached from the embryonic or the early
newborn phase when the total number of such cells in adults is established. The
understanding of cell interaction in the seminiferous epithelium, involving growth related
factors, requires not only the identification of the expression site but also the in vivo
meaning to spermiogenesis. The study of the growth factors in the testicle in adult bulls is
worth further research in order to understand the regulation of spermiogenesis at the

paracrine level in adult animals.
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Introduction

The observation that there are animals with semen quality alterations, kept under the
same environmental and handling conditions than others in normal reproductive standards
motivates the development of research work in the field of animal andrology. From the
genotype point of view it has been found that crossbred bulls, the so called “synthetic
bulls”, show a higher rate of culling due to semen quality alterations than pure breed bulls
raised in the same environmental conditions (Moraes et al., 1998; Chacon et al., 1999; Horn
et al. 2002).

In general, reproductive functions in males are regulated in three levels: the broadest
involving FSH, inhibina, LH and testosterone; the intermediate level involving the
seminiferous epithelium and growth factors; and the local level with the interaction for
Sertoli cells, germinative and peritubular cells, as well as Leydig cells and macrophages.
Growth related factors are intercellular-signaling molecules that play an important role in
the autocrine-paracrine control of spermatogenesis (Levine et al., 2000), regulating the
expression of genes (Kloos et al., 2002). The proliferating cell population in the testis is the
potential goal for spotting the presence and the function of growth factors (Skinner et al.,
1991). The deficiency of the epidermal growth factor (EGF), a factor that is structurally
similar to the transforming growth factor o (TGFa), is largely produced in submandibular
glands, and sialodenectomized rats show a higher number of primary spermatocytes than
controls, indicating a blockage of the meiosis upon the lack of EGF (Tsutsumi et al., 1986).
On the other hand, the super expression of this factor also causes meiosis deficiency (Wong
et al., 2000). The expression of eight growth factors, among them the TGFa and the EGF,
has also been detected in deer testicles in different seasons (Wagener et al., 2000).
Although endocrinous regulation is important to make sure that reproductive processes are
synchronized with physiological events in puberty, environmental conditions, seasons of
the year and nutrition, it becomes growingly evident that there is a paracrine/autocrine
control that modulates cell interactions within the testicle (Gnessi et al., 1997).

The Sertoli cell population is defined in the end of pregnancy or just after delivery
(Clermont and Perey, 1957; Steinberger and Steinberger, 1971) being it a fixed sized
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population after puberty and directly related to the germinative population of cells (Orth et
al., 1988). Sertoli cells produce essential factors to the maturation of germinative in vitro
cells, increasing the synthesis of RNA and DNA (Rivarola et al., 1985). Alterations such as
the regression of the seminiferous tubules with altered-looking Sertoli cells and the
reduction in the number of germinative cells are characteristics of atrophied testicles found
in old animals and are due to the loss of interacting abilities among Sertoli and germinative
cells (Syed and Hecht, 2002). According to Russel et al. (1983) one single Sertoli cell may
be in contact with five others adjacent Sertoli cells and 47 germinative cells in various
development stages, which accounts for their complex physiology and importance in
peculiar spermatogenic cell interactions (Skinner, 1991). Since they synthetized numberless
factors, Sertoli cells are immunoreactive to vimentin proteins, cytokeratin and antimiillerian
hormone (Steger et al., 1996).

The hypothesis under testing in the present paper was that synthetic breed bulls,
with poor seminal quality, would show a TGFa expression and number of Sertoli cells that
were different from normal bulls.

The aim was to find out what the TGFo expression is like in the seminiferous
epithelium of adult bulls with altered and normal seminal quality as well as of the average
Sertoli cell population present in the seminiferous tubules in the different phases in

reproduction among sound and unsound bulls.

Animals and Methods

Animals:

The testicles of six two-year-old Braford and eight Brangus-Ibagé bulls, coming
from two properties in the South of Rio Grande do Sul, were used. The animals were
previously classified on farm for their quality semen and were considered sound and
unsound according to the recommendations of the Colégio Brasileiro de Reproducao
Animal (Brazilian College for Animal Reproduction) (1998). The bulls were slaughtered in
cold storage plants, the bulls that had good semen quality but not zootechnically desirable,

were selected for this study and were considered sound for reproduction. The bulls with bad
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semen quality were considered unsound for reproduction. Right after slaughtering, samples
were collected from one of each animal’s testicle, placed in Bouin fixer for 24 hours and
processed by standard histological methods.

Immunohistochemistry:

The sections (4um thickness) were placed on slides that had been given previous
treatment with running water and immersion in a watery solution of 15% of casein gum.
The cuts were dewaxed and rehydrated in decreasing concentrations of alcohol. Antigen
retrieval was carried out by microwaving the sections in citrate buffer (pH 6,0), at maximal
power for 10 min. The blockage of endogenous peroxidase was done through bathing in 5%
hydrogen peroxide aqueous solutions. The blockage of unspecific reactions was achieved
by dipping the slides in fat free milk at 5% in PBS.

Two primary antibodies were used in two different studies: the monoclonal TGFa
(Ab-2; Oncogenic Research Products, Cambridge, USA) and the polyclonal S100 protein
(DAKO), at dilutions of 1:20 and 1:300, respectively, for paraffin-embedded sections.
Positive controls of the TGFa and the S100 were respectively human skin and neuronal
tissue. Negative controls were the same testicle cut but without the primary antibody. The
primary antibody was then put in after having been left in a dark-humid chamber at 4 °C
over night. After this period, the secondary antibody (LSAB,DAKO) was put in the dark-
humid chamber for 30 minutes. Reaction development was achieved by using a substrate
solution of diaminobenzidine (Kit DAB, DAKO). Slides were counter stained with Mayer’s
Hematoxiline solution for 20 seconds.

Analysis:

The histological analysis of the spermatogenic cycle was carried out based on
original suggestion for bovines (Amann, 1962), according to which the spermatogenic
cycle was divided into eight stages, according to the morphology of the spermatids. The
classification proposed in the present study includes the grouping of some determined
phases allowing for the combined assessment of stages of the spermatic cycle that present
the same principal features. New stage I has its major event in the mitosis of spermatogonia
in pre-leptotene and spermatocyte leptotene and round shaped or slightly extended
spermatids (stages I and II as in Amann, 1962). The new stage II is the meiotic stage, when

reductional cell divisions occur and cells become young spermatids out of spermatocytes
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(stages Il and IV as in Amann, 1962). The new stage III represents the maturation phase in
which transformations from spermatids into spermatozoa take place (stages V to VIII as in
Amann, 1962).

Five hundred twenty-eight cross sections were observed in order to identify and
quantify those spermatogonia that were immunoreactive to the TGFa antibody, and the
respective phase of each seminiferous tubule. And 440 tubules were observed so as to
quantify the nucleus of Sertoli cells that were marked by using the S100 antibody, and the
respective phase of each seminiferous tubule. The diameter of the tubules was measured
with a millimeter ruler to the microscope. Diameters ranged from 0,2—0,9mm.

The number of spermatogonia marked by the TGFa and the number of Sertoli cell
nucleus identified by the S100 was submitted to the ANOVA test, considering breed,
reproductive condition (sound and unsound bulls) and spermatogenic stage of the cycle,
adjusted to average diameter tubules (co-variable). The analysis was carried out by means

of the application of the statistic package NCSS 6.0 (Hintze, 1996).

Results

The expression of the TGFa in the spermatogonia within the seminiferous epithelium
and in the cytoplasm of the Sertoli cell was identified. The general average number of
spermatogonia marked by the antibody was different (P<0.05) for each breed, being it
9.2+0.4 for Braford and 11.0+0.3 for Brangus-lIbagé. No difference regarding the
expression of TGFo was found among sound and unsound bulls. As for Braford, the
average of sound and unsound bulls was 9.440.7 and 8.9+0.5, respectively and for Brangus-
Ibagé, 11.1£0.6 and 11.0£0.4.

A difference (P<0.05) in the average of TGFa overexpressing spermatogonia in the
different stages of the spermatogenic cycle was identified. Stages I, II and III showed
averages 12.410.5; 7.0£0.5 e 10.9+0.4, respectively.

Still regarding the stages, a significant interaction between breeds and stages as

shown in Figure 1. was observed.
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The using of the S100 antibody was useful for marking the nucleus and cytoplasm of
the Sertoli cells and for making the counting of these cells in the different tubules in sound
and unsound bulls easier. No differences were found between Braford and Brangus-Ibagé
breeds (15.940.3 and 15.6+0.3 respectively), and for the sound and unsound animals
(15.6+0.3 and 16.0+0.2, respectively). However, there was significant interaction between

breeds and reproductive conditions (Figure 2).

Description of immunohistochemical findings:

The marking of the TGFa, inside the seminiferous tubules, became clearly defined
in the spermatogonia (Figure 3). It was also possible to mark TGFa in the cytoplasm of the
Sertoli cells, more remarkably in those tubules that presented degeneration (Figure 4). The
S100 marked the nucleus d cytoplasm of the Sertoli cells, distinguishing them from other

cells belonging to the basis of the seminiferous tubule of the epithelium (Figure 5).

Discussion

The identification of the TGFa in the testis has already been described in rats
(Skinner et al., 1991; Levine et al., 2000; Petersen et al., 2001), mice (Tajima et al., 1995),
deer (Wagener et al., 2000) and humans (Nakazumi et al., 1996). However, studies neither
have aimed at the identification of bovines nor of adult animals classified according to
potential fertility.

The present study shows that in the bulls confirms the description for other species,
demonstrating that the TGFa is present in the bovine testicle and that the cells that express
this factor are the spermatogonia. It was found that the stages that most overexpress the
TGFa were stages I and III, and that the least expressing stage was number II where
meiosis take place. Such outcome is in accordance with the general classification into three
phases of the spermatogenic cycle, being the TGFa more frequently present in the
proliferation and maturation phases in adult bulls. Going back to Wong et al. (2000),
concerning the fact that the proliferating cell population is the potential target to identify

the expression of growth factors.



70

The significant difference found between breeds proves that the Braford breed
shows a lower average of TGFa expressing spermatogonia as compared to the Brangus-
Ibagé breed. According to previous studies on the classification of seminal quality, it was
demonstrated that Braford presents a higher culling rate due to poor seminal quality than
Brangus-Ibagé (Moraes et al., 1998). A lower expression of growth factors in the testicle,
observed in this study, could be the reason for poor semen quality since these factors are
key molecules that affect cell proliferation, meiosis and differentiation, besides their action
on the control of spermatogenesis (Wagener et al., 2000; Roser, 2001).

The interaction observed between breeds and stages as shown in Figure 1, suggests
at a differential expression of the TGFa in the three phases for each genetic bull group. The
Brangus-Ibagé bulls show higher averages of TGFa expressions in stage I, and the Braford
in stage III. These differences indicate that the phases in the spermatogenic cycle, where
spermatogonial proliferations with TGFa expressions concentrate, was different among the
genotypes of bulls. Such result suggests that others growth factors or citokines may be
expressed differently in distinct genetic groups of animals.

There is a positive correlation between the total number of Sertoli cells and the
population of germinative cells in the adult phase (Orth et al., 1988; Skinner, 1991; Tajima
et al., 1995; Foresta, et al., 2001; Syed and Hecht, 2002). In the present paper, the average
number of spermatogonia in the proliferative phase could not be directly compared to the
average number of Sertoli cells because the counting of both cell populations, despite the
fact that sections were made in series, has not been done with a double
immunohistochemical marking. Sertoli cell counting in the different phases of the
spermatogenic cycle has not been different in reproduction sound and unsound bulls.
Nevertheless, Figure 2 demonstrates the interaction between breed and reproductive
condition, being the average of Sertoli cells for sound and unsound Braford bulls similar,
and higher for unsound Brangus-Ibagé bulls. Sertoli cells are unable to multiply in the adult
phase. The divisions takes place just before or after delivery, that is, before the first
spermatogenic wave, and the dividing of these cells is regulated by two factors, the FSH
and opiates peptides of testicular nature (Orth, 1986). Orth et al. (1988) found that in rats,
with a Sertoli cell population decreased by drug administration right after birth, there was a

reduction in the percentage of round spermatids, which could be the reflex of a reduction in
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the recruiting of spermatogonia or a degeneration of germinative cells. On the other hand,
in humans, although in most cases of idiopathic infertility the population of germinative
cells is directly related to that of Sertoli cells, certain types of deletions in the Y
chromosome, although bringing about severe damage to the seminiferous tubule, do not
alter the function of the Sertoli cells, assessed by the concentration of Inhibina B in the
serum of patients (Foresta et al., 2001). Even though considering the little difference
(P<0,05) for the Brangus-Ibagé breed only, the alteration related to the low seminal quality
in unsound bulls shall possibly be detached from the pregnancy or after-birth phase, when
the multiplication and the definition of the number of Sertoli cells in the adult male occur
(Clermont and Perey, 1957; Steinberger and Steinberger, 1971; Skinner, 1991).

Regarding detailed immunohistochemical findings, Figure 3 shows that among
germinative cells, only the spermatogonia expressed TGFa. Cells in the pre-leptotene phase
in the meiotic prophase, no longer express the factor. Figure 4 demonstrates the expression
of TGFa in the cytoplasm of Sertoli cells, more remarkably in the degenerated tubules.
These findings are in accordance with those of Nakazumi et al. (1996), which found a
higher TGFo expression in the cytoplasm of Sertoli cells in human patients with
spermatogenic disturbances. Such fact could be either related to a compensatory effect in
the expression of TGFo or the inappropriate inhibition of the factor due to general
disarrangement of the seminiferous epithelium. Figure 5 shows the marking of the S100 in
Sertoli cells. Such marking becomes interesting to the study of Sertoli cells since these cells
feature a quite varied and complex morphology (Russel et al., 1983). S100 proteins also
regulate intracellular processes such as the cell cycle, transcription and differentiation, and
are discharged by cells that carry out extracellular activities with paracrine effects. The
genes of the S100 were identified in the human chromosome 1g21, in which chromosomal
abnormalities resulting from an alteration in the expression of these genes, are associated to
cardiomiopathies, neurodegenerative disorders and cancer (Heizmann et al., 2002). In the
present study it was found that Sertoli cells overexpress the S100 protein. The relevance of
this observation deserves a more detail study, searching for the inter-relation with the
normal function of the seminiferous epithelium.

This study has also spotted the expression of the TGFa in spermatogonia in the

different phases of the spermatogenic cycle, and differences of expressions among breeds.
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Understanding cell interactions in the seminiferous epithelium, involving growth factors,
requires not only the identification of expression sites but also the action and the in vivo
meaning in spermatogenesis. Further studies on cell inter-relations in the seminiferous
epithelium in adult bulls with abnormal spermatogenesis may contribute to the

understanding of spermatogenesis at the paracrine level in adult animals.
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Figure 1- Average number of spermatogonia
expressing TGFa in three stages of the spermatogenic
cycle in the two synthetic breeds (P<0.05).
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CAPITULO 7

Discussao geral

Os experimentos desenvolvidos buscaram informagdes sobre como funcionam
alguns aspectos da espermatogénese em touros considerados inaptos a reproducdo, por
deficiente qualidade seminal, em ragas sintéticas. A fertilidade dos reprodutores bovinos ¢
um fator essencial para assegurar o sucesso nos sistemas de criagdo pecudrio. Os lotes de
animais em geral sdo preparados para que cada touro seja capaz de emprenhar no minimo
40 vacas em um periodo de 90 dias, sendo evidente a importancia do macho no retorno
econdmico do sistema pecuario. Considerando que o valor de comercializagdo de cada
touro em média equivale a trés novilhos, um percentual de descarte de touros de 30 a 40%,
apos o exame andrologico, podera inviabilizar economicamente a producdo. O maior
percentual de descarte nos touros de determinadas racas sintéticas foi o motivo principal
desta tese, que explorou a funcdo reprodutiva destes animais através de cinco abordagens
que investigaram o sistema reprodutivo destes animais.

O experimento I demonstrou que os touros da raga Braford, considerados inaptos a
reproducdo no inicio do periodo experimental, mantiveram o quadro espermatico alterado
por seis meses, ¢ ainda os considerados aptos também ao longo do tempo passaram para
inaptos em funcdo de alteragdes na qualidade do sémen. Considerando que os animais
foram avaliados durante o inverno, onde as pastagens estavam com baixa disponibilidade e
qualidade, mesmo assim todas as caracteristicas seminais dos touros da raca sintética foram
de qualidade inferior aos touros da raga pura, testados nas mesmas condigdes ambientais.
Este resultado estd de acordo a hipdtese de Horn et al. (1999) de que os touros do grupo
sintético sdo mais sensiveis as condigdes ambientais do que os puros, € por isto mantém-se
por mais tempo com alteragdes no quadro espermatico. A importancia dos resultados destas
analises androldgicas subseqiientes, ¢ que na rotina de um sistema pecudrio este
procedimento se torna antiecondmico de ser realizado, uma vez que seria necessario manter
por varios meses um nimero expressivo de touros, com qualidade de sémen alterada, para
ser verificada a evolugdo do quadro espermatico.

Comprovado experimentalmente que touros Braford com a qualidade do sémen

alterada ndo apresentam recuperagdo desta condi¢do em um periodo de seis meses, ou seja,
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na pratica sdo eliminados como reprodutores potenciais apds serem submetidos a duas ou
trés analises androldgicas, com intervalos aproximados de 30 dias, o experimento II tratou
de buscar informagdes sobre a morfologia do cromossomo Y e sua relacdo com a fertilidade
e ainda com os tipos de cruzamentos realizados nas ragas Braford e Brangus-Ibagé. A
diferenga morfologica do Y entre as duas subespécies de bovinos, deve-se a uma inversao
pericéntrica, ocorrida no ancestral comum que supde-se que era portador de um cariotipo
com 60 cromossomos acrocéntricos (Kieffer & Cartwright, 1968).

Em um estudo preliminar com 16 touros Brangus, escolhidos ao acaso, Pinheiro et
al. (1979) observaram que nove apresentavam Y submetacéntrico e sete acrocéntrico. Estes
animais nado apresentaram relagdo do tipo morfologico de cromossomo Y com
caracteristicas fenotipicas (conformacdo de preplcio, escroto e testiculo) e com
caracteristicas seminais (morfologia, motilidade e vigor espermatico). No experimento II,
apesar de serem analisados 792 touros, a relagdo entre a morfologia do cromossomo Y ¢ a
condic¢do reprodutiva nao foi observada nas duas ragas, Braford e Brangus-Ibagé. Segundo
Pinheiro et al. (1980) o Unico cromossomo diferente no caridtipo das duas subespécies de
bovinos, o cromossomo sexual Y, apresenta 0 mesmo material genético, pois o padrao de
bandas cromossdmicas evidencia uma identidade entre todos os cromossomos, levando a
crer que as diferencas entre Bos taurus taurus € Bos taurus indicus, sao essencialmente
génicas. Certamente o ordenado processo da espermatogénese requer um preciso € bem
coordenado programa que regula as constantes alteracdes no padrdo de expressdo génica
(Diemer & Desjardins, 1999). Ainda permanece por ser esclarecido se desordens na
espermatogénese podem ser o resultado de um simples defeito de um gene candidato ou se
¢ necessaria a extin¢do da informagdo genética de uma regido inteira (Vogt, 1998). Estes
argumentos de certa maneira contrariam a hipdtese formulada por Halnan (1989), que a
simples morfologia do cromossomo Y poderia ser utilizada como marcador racial e como
modelo genético para explicar as menores taxas reprodutivas dos touros originados de
cruzamentos com Brahman.

Um total de 32% dos casos de infertilidade masculina em humanos ¢ idiopatica
(Nieschlag, 1997). No entanto atualmente com estudos baseados na analise molecular do
genoma humano, ja ¢ permitida a classificagdo de algumas desordens na espermatogénese

antes inexplicadas (Diemer & Desjardins, 1999). As microdele¢des no brago longo do
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cromossomo Y, sdo identificadas em pacientes humanos com azospermia e oligospermia
(Foresta et al. 2001). Estes sdo casos que ocorrem em baixos indices na populagdo. No caso
dos bovinos com alteragdes de qualidade seminal, ndo se pode descartar, antes de ser
investigado, que delegdes genéticas possam estar ocorrendo e sendo mantidas na
populacdo, em funcdo dos cruzamentos fechados e de biotécnicas reprodutivas, como a
inseminacao artificial.

Os tipos de cruzamentos realizados para obten¢dao dos 3/8 Nelore na raca Braford
foram avaliados separadamente dos demais tipos de cruzamentos, ¢ foi observado que
determinadas maneiras de se obter a proporcdo de 3/8 apresentavam diferengas
significativas nas taxas de descarte. Como na raca Braford sdo aceitos todos os graus de
sangue para fins de registro, existe uma maior variedade de tipos de cruzamentos e graus de
sangue quando se compara por exemplo com a raca Brangus. Estes tipos de cruzamentos
que apresentaram diferengas no percentual de touros inaptos a reproducao na raca Braford,
ndo foram realizadas nos individuos Brangus avaliados, j4 que a grande maioria dos
cruzamentos destes Ultimos touros sdo feitos com base em 3/8 x 3/8, e uma pequena parcela
originada de um tipo de cruzamento que utiliza macho Aberdeen Angus em fémeas %
Nelore. Este fato refor¢a o resultado de que o tipo de cruzamento que origina conjunto
hapléide Nelore com cromossomo Y acrocéntrico esta relacionado com o percentual de
descarte por alteracdes seminais, ja que os touros Brangus, além de ndo apresentarem este
tipo de cruzamento, tém taxas de descarte dentro do limite considerado normal de 10-20%
encontrado na literatura (Johnson et al. 1995; Bruner et al. 1995; Gottschall & Mattos
1997).

Apoés ser analisada a questdo dos cruzamentos, foi analisada a possibilidade de
selecdo diferencial de espermatozdides andmalos ao longo do epididimo. Este mecanismo
foi amplamente investigado por Roussel et al. (1967), Martan (1969) ¢ Rao (1980), em
diferentes espécies incluindo os bovinos Bos taurus taurus. O experimento III tratou de
avaliar a ocorréncia desta selecdo em touros de uma raca sintética, com e sem alteragdes na
qualidade seminal. Foi observado que, os 12 touros Braford que vieram classificados da
propriedade quanto a aptidao reprodutiva em dois aptos e 10 inaptos, ao serem avaliados
quanto ao percentual de defeitos espermaticos na cauda do epididimo, foram reclassificados

em dois aptos, quatro inaptos e seis com percentual de defeitos esperméaticos menor do que
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30%. Isto indicou que, ou estes 6 animais estavam em um estagio de regeneragdo do quadro
espermatico, considerando que do exame ao abate transcorreram de 15 a 30 dias; ou o
protocolo de andlise androldgica utilizado nestes animais ¢ extremamente exigente (e cabe
aqui considerar o que estd sendo avaliado como anomalia espermatica, como pequenas
alteracdes de tamanho de cabecga); ou inclui outras causas de descarte além da morfologia
espermatica. Este resultado ¢ intrigante no sentido de que se levantam questdes sobre a real
importancia de determinadas caracteristicas espermaticas, que constam nos protocolos de
analise andrologica, sobre a fertilidade, e a flexibilizagdo dos limites destes pardmetros
através da avaliacdo do individuo como um todo, dando énfase a caracteristicas
reprodutivas compensatorias (Moraes et al. 1998). Também a veracidade da reclassificacao,
em grupos A, B e C, foi confirmada pelo comportamento da gota citoplasmatica proximal
que foi diferente entre os trés grupos de touros ao longo do epididimo. Observa-se que o
comportamento da gota citoplasmatica ¢ sensivel o suficiente para separar aqueles touros
com sérias alteracdes testiculares, das alteracdes moderadas e dos normais. De uma maneira
geral os resultados deste experimento contradizem os do experimento I onde os touros da
raca sintética ndo apresentaram recuperacdo do quadro espermatico em seis meses, sendo
que no experimento III, dos 10 touros classificados como inaptos na propriedade de
origem, apenas quatro mantiveram a condi¢ao de inapto e seis apresentavam uma possivel
“melhora” do quadro espermatico, de acordo com o percentual de anormalidades na cauda
do epididimo e comportamento da gota citoplasmatica proximal ao longo do epididimo.
Compilando os resultados dos dois experimentos I e III, se resume que um percentual dos
touros considerados inaptos a reproducao apresenta esta condicdo em estado permanente, e
seriam estes os portadores da anomalia que se busca esclarecer.

O experimento IV buscou investigar qual a freqiiéncia dos estddios do ciclo
espermatogénico e quais destes estadios estariam relacionadas aos touros aptos e inaptos a
reproducao. Este experimento foi realizado nas duas racas sintéticas, Braford e Brangus, e
foi observado que o estadio das meioses ¢ mais freqiiente nos touros inaptos das duas ragas,
o que indica um bloqueio nesta fase do ciclo, nos touros com alteragdes na qualidade
seminal. No entanto, para os touros Braford também o estadio III, o estddio da maturagdo
espermatica, apresentou diferengas entre touros aptos e inaptos, com maior freqiiéncia para

os touros aptos. Os resultados das analises dos touros Braford sdo bastante coerentes, uma



&3

vez que a diferenga no estadio I é compensada no estadio III. Este experimento indicou
que bloqueios nas fases meidticas aconteceram com maior freqiiéncia nos touros inaptos
das duas ragas, Braford e Brangus. Estes resultados estdo de acordo com alguns trabalhos
que mostram que a expressdo de alguns genes ¢ especifica de determinados estagios da
espermatogénese (Eddy, 2002). Os genes envolvidos no controle dos ciclos mitoticos e
meioticos da diferenciacdo celular nos mamiferos estdo apenas agora sendo identificados.
Eles incluem um complexo arranjo de quinases, fosfatases, proteinas regulatorias, e
também de substratos, incluindo componentes das estruturas nucleares e citoplasmaticas
envolvidos na divisao celular (Wolgemuth et al. 2002).

Assim como o experimento III foi capaz de confirmar que a classificagdo de touros
quanto o potencial reprodutivo através de andlise do ejaculado ou de amostra retirada da
cauda do epididimo ¢ refletido em diferencas ao longo do epididimo, o experimento IV
confirma que a classificagdo dos touros em aptos e inaptos perante amostra de sémen esta
relacionado também com a freqiiéncia de estddios do ciclo espermatogénico. Com estes
resultados se pode inferir que a expressdo dos genes que atuam no controle do ciclo
meidtico (Liu et al 1998) podem estar envolvidos no processo que leva a alteragdes na
qualidade de sémen. Estas diferencas no ciclo aparecem em ambas ragas sintéticas apos a
fase proliferativa, ou seja antes das meioses ndo € possivel, através de histologia, classificar
os touros quanto a aptiddo reprodutiva.

A regulacdo endocrina em nivel pardcrino/autdcrino no testiculo, pelas células que
em contato interagem entre si (Skinner, 1991), é outro importante ponto de estudo para
descobertas sobre a origem de determinados problemas na espermatogénese. E bem
conhecido o papel fundamental das células de Sertoli na espermatogénese, proporcionando
sustentacdo, nutricdo e amadurecimento as células germinativas. A estrutura colunar e
convoluta destas células, que se estendem desde a membrana basal até a superficie apical
do tabulo, proporciona suporte fisico para as espermatogonias entrem em mitose, 0s
espermatocitos em meiose e as espermatides passem por todo o processo de
espermiogenese até se transformarem em espermatozoéides. As células de Sertoli produzem
uma série de proteinas como as inibinas A e B, que sdo capazes de suprimir a liberagdo de
FSH in vivo e in vitro, além de exercerem um controle local inibindo mitoses

espermatogoniais (Van Dissel-Emiliani et al., 1989). Existem também as transferrinas, que
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captam ferro através da barreira hemato-testicular e liberam para as células germinativas,
para serem utilizados na respiracao celular. Os receptores de transferrina estao presentes em
todas as células e altas concentragdes destes receptores sdo encontrados em espermatdcitos
paquitenos (Holmes et al., 1983). Alteragdes nas associagdes celulares do testiculo
provocadas por calor (Jegou et al. 1984), irradiacdo (Pineau et al., 1989; Legue et al.,
2001), agentes citotoxicos (Gaytan et al 1994) e envelhecimento (Syed & Hecht, 2002),
sugerem que existem interacdes regulatorias entre as células de Sertoli e as células
germinativas.

A freqiiéncia das células de Sertoli ¢ um dado representativo, considerando a
importancia destas células no desenvolvimento da espermatogénese. Como estas células
tém sua proliferacdo durante a fase tardia da gestacdo e logo apds o nascimento (Clermont
& Perey, 1957), ¢ 6bvio que se algum disturbio afetar as células de Sertoli durante a fase
critica de intensa multiplicagdo, provavelmente o nimero final destas células e a producao
espermatica estardo reduzidos no animal adulto. No experimento V, ao ser analisada a
freqiiéncia de células de Sertoli nos animais das ragas Braford e Brangus, ndo foram
observadas diferencas entre os animais aptos e inaptos. Isto sugere que para o tipo de
alteracdo espermatica em questdo, a freqiiéncia final das células de Sertoli ndo foi
importante. No entanto o experimento V apenas observou a presenga fisica das células de
Sertoli e ndo a funcionalidade delas, que poderia ser medida através da identificagdo da
produgdo de inibina B (Anderson et al., 1998), ou transferrina (Sylvester & Griswold,
1994), ou de Interleucinas 1 ¢ 6 (Stephan et al. 1997; Legue et al 2001; Mahmoud &
Lunenfeld, 2002).

Muitos fatores de crescimento, membros da super familia de peptideos transforming
growth factor beta (TGFp) sao identificados no testiculo na fase pos natal e sdo candidatos
a reguladores dos eventos da puberdade e da espermatogénese (Mullaney & Skinner, 1993),
assim como também estdo presentes nas células da granulosa exercendo uma regulagdo
paracrina sobre o desenvolvimento folicular (Souza et al., 2002). O experimento V avaliou
diferencas entre os touros aptos e inaptos com relacdo a expressdo de um dos fatores
presentes no testiculo, o transforming growth factor alpha (TGFa). Como este tipo de
abordagem, ainda ndo foi explorada em bovinos, foi verificado primeiramente neste estudo,

que o TGFa ¢ expressado nas espermatogonias e no citoplasma das células de Sertoli. Este
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resultados estdo coerentes com o descrito por Skinner et al., (1989) que o TGFa ¢
produzido pelas células de Sertoli e atua promovendo a sintese de DNA e a proliferacdo das
células germinativas. No entanto ndo foram encontradas diferengas entre a freqiiéncia de
espermatogoOnias marcadas e a classificagdo dos touros em aptos e inaptos. Este resultado
também esta de acordo com os resultados das freqii€éncias de células de Sertoli, que nao
foram diferentes entre touros aptos e inaptos a reproducao, considerando que as células de
Sertoli sdo as possiveis fontes deste fator. A diferenga encontrada foi entre ragas, sendo a
raca Brangus a que apresentou maior média. O fato dos touros Brangus apresentarem maior
freqiiéncia de expressdao de TGFa, talvez esteja relacionado com as menores taxas de
descarte destes animais quando comparados com os touros Braford, apresentados no
experimento II. Nos estadios I e no III ocorreu a maior freqiiéncia de expressao de TGFa,
coincidindo com os momentos do ciclo espermdtico em que mais se encontram
espermatogonias. Este resultado estd de acordo com Garcia & Russell (2001), que
encontraram que as espermatogonias formadas a partir das células tronco, t€m suas divisoes
sincronizadas e definidas, ocorrendo em estddios especificos do ciclo do epitélio
seminifero. O experimento V iniciou um tipo de abordagem de estudo, que pode ser
continuado através de analises de proteinas, citocinas e fatores de crescimento testiculares,
que contribuem para o entendimento do controle paracrino/autdcrino da espermatogénese, e

possivelmente estejam relacionados as alteracdes reprodutivas.

Conclusoes gerais

v" Um percentual da populagdo de touros da raga Braford apresentou uma alteragdo em
nivel espermatogénico permanente. E possivel, porém, que o padrio de analise
androldgica em touros de racas sintéticas deva ser revisto, no sentido de se buscar
uma avaliacdo androlégica individualizada, evitando que o extremo ajuste aos

protocolos estabelecidos traga prejuizo ao sistema pecuario.

v As inter-relagdes entre os tipos de cruzamentos realizados na obten¢do de animais
3/8 Nelore, e o percentual de animais aptos a reproducdo merece ser avaliado em
profundidade. Até o presente momento foi observado que animais 3/8, derivados de

fémeas 4 Nelore e machos 2 de pai Nelore, apresentaram maiores indices de
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alteracdes espermaticas, provavelmente devido a forma¢do de individuos com
conjunto haploide Nelore e cromossomo Y acrocéntrico. Destes resultados surge a
indicagdo pratica da ndo utilizacdo do tipo de cruzamento que utiliza fémeas 4 com

machos Y5, ou machos % de pai Nelore.

O estudo da selecdo de anomalias espermaticas ao longo do epididimo, em touros de
uma raga sintética, mostrou que a gota citoplasmatica proximal ¢ um indicador

sensivel as alteragdes na espermatogénese.

O ciclo do epitélio seminifero apresentou diferengas na sua freqiiéncia dos estadios
da fase meidtica em touros aptos e inaptos a reproducdo, indicando um bloqueio

nesta fase para aqueles animais com alteragdes na qualidade seminal.

A expressao do TGFa no epitélio seminifero foi diferente nas duas ragas sintéticas
de touros, sendo maior na raca cujo percentual de descarte a reproducdo esta dentro

dos limites considerados normais.

O estudo do controle paracrino/autocrino da espermatogénese, através das analises
de proteinas e citocinas testiculares, pode servir para o entendimento das alteracdes

na espermatogénese em outras espécies incluindo a humana.

Em todos experimentos em que as ragas Braford e Brangus-Ibagé foram
confrontadas, os resultados obtidos foram diferentes. As maiores freqiiéncias de
alteracdes na qualidade seminal ndo podem ser extrapoladas para todas as racas
sintéticas, cabendo a prerrogativa para cada raca de um estudo especifico e ajustado

as condi¢des ambientais.
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RESUMO

O motivo deste estudo foi o percentual elevado de descarte de touros por alteracdes
reprodutivas, precisamente qualidade de sémen, que se apresenta em determinados sistemas
produtivos nos quais estdo inseridas as ragas sintéticas. Através de cinco experimentos foi
permitido observar o comportamento da espermatogénese de touros de ragas sintéticas do
nivel cromossdmico ao funcional do epitélio seminifero. O experimento I, avaliou por seis
meses as caracteristicas seminais de 12 touros, seis de uma raca pura e seis de uma
sintética, contendo em cada grupo touros aptos e inaptos a reproducdo classificados por
qualidade de sémen. Os animais do grupo sintético ndo apresentaram recuperacao das
caracteristicas seminais durante o periodo de avaliagdo, como os puros, indicando um
quadro degenerativo permanente neste conjunto de individuos.

O experimento II buscou identificar uma relacdo entre a morfologia do cromossomo
Y e tipos de cruzamentos, com a qualidade seminal de touros de duas racas sintéticas,
Braford e Brangus-Ibagé. A relacdo da morfologia do Y com a condi¢do reprodutiva nao
foi comprovada, no entanto considerando os tipos de cruzamentos para obtencdo de touros
3/8, os cruzamentos que utilizam fémea % com macho 2 sangue filho de Nelore
proporcionam um maior percentual de animais considerados inaptos ao exame de sémen.
Este experimento sugere medidas praticas para evitar o cruzamento que traz maiores
prejuizos econdmicos.

O experimento III foi proposto para a avaliar a intensidade de redugdo de células
espermaticas andmalas ao longo do epididimo em touros de uma raga sintética. A redugao
da freqiiéncia de gota citoplasmatica proximal foi distinta entre os grupos de touros
classificados quanto a morfologia espermatica e entre as regides do epididimo, sendo
portanto um indicador sensivel da qualidade espermatica e classificagdo da fertilidade
potencial de animais de racas hibridas.

O experimento IV avaliou a freqiiéncia dos tubulos seminiferos nos diferentes
estadios do ciclo espermatogénico em touros de duas ragas sintéticas. Nas fases iniciais do
ciclo espermatogénico, todos os touros apresentam gametogénese semelhante. Nas fases em
que ocorrem as divisdes meidticas, os touros inaptos apresentaram maior freqii€ncia e a na

fase de maturacdo das espermatides os touros aptos apresentaram maior freqiiéncia. Estes
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resultados indicam que nos touros inaptos ocorre um bloqueio na fase das meioses,
diminuindo a freqiiéncia dos estadios de maturagao das espermatides.

O experimento V identificou a expressdo diferencial de um fator de crescimento
(transforming growth factor alpha- TGFa) no epitélio seminifero de touros Braford e
Brangus-Ibagé, aptos e inaptos a reprodu¢do, e também avaliou a freqiiéncia de células de
Sertoli nestes animais, como um estudo inicial do controle paracrino da espermatogénese.
A maior freqiiéncia da expressdo de TGFa foi observada nos estadios I e III, e também na
raca Brangus-Ibagé. O nimero médio das células de Sertoli foi semelhante entre estadios e
ragas dos touros.

Em todos experimentos em que as ragas Braford e Brangus-Ibagé foram
confrontadas, os resultados obtidos foram diferentes. As maiores freqiiéncias de alteragdes
na qualidade seminal ndo podem ser extrapoladas para todas as racas sintéticas, cabendo a
prerrogativa para cada raca de um estudo especifico e ajustado as suas condicdes de

criacao.



ABSTRACT

The observation that there are animals with semen quality alterations, kept under
the same environmental and handling conditions as others in normal reproductive features
motivates the development of research work in the field of animal reproduction. By means
of five study methodologies the behavior of the spermatogenesis in bulls of synthetic breed
was observed, ranging from the chromosome to the functional level of the seminiferous
epithelium.

Experiment I has evaluated the seminal characteristics of bulls belonging to a pure
breed and to a synthetic breed. This longitudinal study has observed that there is a
permanent testicular degenerative process among the group of individuals belonging to the
synthetic breed. Experiment Il has demonstrated no direct association between the
individual type of Y chromosome and reproductive soundness, previously estimated through
andrological examination. However, in the Braford breed, when 1/4 Nelore females and >
bulls with father Nelore are used to produce 3/8 bulls, there is a greater percentage of
culled bulls due to reproductive problems.

Experiment Ill indicates that bulls with altered spermatogenesis do not have the
same capacity of reduce abnormal sperm forms along the epididymis as those bulls
considered to have normal spermatogenesis. The dynamics of the frequency of the proximal
cytoplasmatic droplet can be a sensitive indicator of spermatic quality. Experiment IV has
indicated that spermatogenesis progresses adequately in stage I in synthetic bulls with
abnormalt semen quality. During the meiotic and spermatid maturation period, disturbs in
the spermatogenesis of the unsound bulls have occurred. Experiment V identified the
overexpression of transforming growth factor alpha (TGF &) in seminiferous epithelium of
bulls that were sound and unsound for reproduction, and has also evaluated the frequency
of Sertoli cells in these animals as an initial study of the paracrinous control of
spermatogenesis.

In all the experiments in which the Braford and Brangus-Ibagé breed were
compared the results obtained were different. The highest frequencies of poor semen
quality cannot be extrapolated to all synthetic breeds and a specific study for each breed

needs to be adjusted to the different environmental conditions.





