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APRESENTACAO

Este niimero dos Cadernos Técnicos abrange temas bdsicos da Andrologia, ao lado daque-
les aplicados a bovinos. O préximo, nimero 36, abrange temas de Andrologia aplicados a
outras espécies domésticas.

A idéia de se reunir em dois nimeros as palestras apresentadas ao Curso de Andrologia da
Pés-graduagdo da Escola de Veterindria, no ano 2000, teve a intengdo de dar uma panoré-
mica dos principais avangos no setor de andrologia veterindria no Brasil ¢ no mundo ¢
descortinar todo o potencial técnico-cientifico hoje disponivel — de um lado para a identifi-
cagiio e uso dos individuos com maior aptiddo reprodutiva nas diversas espécies de animais
domésticos e de como utilizd-los para o melhoramento genético; de outro, poder-se dia-
gnosticar 0s menos aptos ou com limitagdes, ndo os utilizando como reprodutores.

Sdo apresentadas as prelegdes de professores especialmente convidados e alunos de pos-
graduagido, também convidados, que desenvolveram projetos em Andrologia ou que jd
defenderam teses relacionadas com o assunto. Sdo todos temas da atualidade ¢ refletem
conhecimentos advindos de experimentos especificos, ou sdo novos métodos desenvolvidos
que permitem melhor eficiéncia reprodutiva ou diagndstico mais preciso.

A leitura destas palestras descortina um futuro bem diferente para o melhoramento animal
ou para a clinica androlgica. Para o leigo no assunto, algumas das técnicas apresentadas
sdo inimagindveis, € ¢ bom saber que fazem parte, todas elas, de linhas de pesquisa da Es-
cola ou da Universidade.

Prof. José Monteiro da Silva Filho Dr. Marcilio Magalhiies Vaz de Oliveira
FEP MVZ CRMV-MG
Diretor Executivo Presidente

Prof. llto José Nunes
FEP MVZ Editora
Cad. Téc. Vet. Zootec.
Editor
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1.INTRODUCA

Na drea médica humana, tanto no Brasil
como em outros paises, principalmente
latino-americanos, especialistas em repro-

A EVOLUQAO DA ANDRO- dugiio masculina sio ainda comumente
LOGIA VETERINARlA NO denominados urologistas. Este fato deve-
BRASIL E NO MUNDO se de um lado a tradicdo da medicina

européia herdada (principalmente francesa
¢ alemd), de outro, pela importincia ainda
hoje considerivel das doengas sexual-
mente transmissiveis, cuja primeira sinto-
matologia em geral ¢ uma infec¢ao ascen-
dente, aguda, iniciada na uretra.

Vicente Ribeiro do Vale Filho
Med. Vet., PhD, Prof. Titular

Depto. Clinica e Cirurgia Veterindrias

Escola de Veterindria da UFMG Subseqiientemente, entretanto, ndo haven-
do um tratamento efetivo, pode-se ter a
evolugdo para um quadro de (1) esper-
matocistite (infecgdo das glandulas anexas
do sistema genital masculino), (2) epidi-
dimite que poderd ter como conseqii€éncia

SUMARIO z o g

obstrugoes na cauda (e/ou corpo epididi-
1. Introdugiio 7 mdrio) ou, ainda, (3) orquite, geralmente
2. O diagndstico e a sele¢iio androldgica em associada a uma (4) degeneragdo do epi-

g A ; iie: télio seminifero, podendo atingir até estd-
3. Principais escolas de andrologia veterindria no

A gios de (5) hipotrofia testicular (com

4. Linhas de pesquisa e t6picos especiais em fibrose) e conseqiiente azoospermia.
andrologia na drea bdsica 11
5. Linhas de pesquisa e tépicos especiais em

Siclonie hadk st Nesta seqiiéncia poderd haver desde um
andrologia na area aplicada |2

blogueio parcial leve da presenga de es-
permatozdides aptos para a fecundagio no
ejaculado, até um bloqueio total, com
subseqiiente queda proporcional progres-
siva da motilidade, do vigor e da concen-
tracio desses gametas.

Assim sendo, pelos defeitos morfolégicos
observados nos espermatozdides do eja-
culado e dos aspectos fisicos neles obser-
vados (motilidade, vigor e concentracio),
pode-se tragar um perfil da dimensdo do
distirbio presente e do possivel indice de
fecundagiio do individuo, além de se dia-



Vale Filho, Evolugdo da Andrologia...

gnosticar a origem e amplitude do pro-
blema, para se dar o diagnostico e prog-
nostico do caso clinico. Isso é somente
para se enfocar um processo de degenera-
¢ao testicular, que além da origem infec-
ciosa poderd ter como causa fatores trau-
mdticos, toxicos, estresses de meio ambi-
ente (variados), ou de processos progres-
sivos como diversas formas de ciincer.

Tanto na medicina humana quanto na
veterindria, entretanto, uma idéia bdsica
foi prevalente durante décadas, permane-
cendo até préximo de nossos dias. E a de
que nos casos do homem ou do touro,
como exemplos, em que milhdes de es-
permatozdides estariam presentes num
mesmo ejaculado, mas que somente um
seria, apos penetragdo e anfimixia, o res-
ponsdvel pela formagdo do zigoto. Havia
entdo o raciocinio de que a probabilidade
de um macho nessas espécies nio conse-
guir descendentes somente aconteceria em
condig¢des raras. Por isso sua importincia
no processo reprodutivo seria  menos
significante do que a da fémea. Assim,
mesmo com alguns machos sabidamente
de baixa fertilidade, estes também teriam
filhos, embora em ndmero reduzido. En-
tretanto, o significado dessa mesma cir-
cunstincia nessas duas espécies é dife-
rente, pois ao touro ndo basta somente ter
descendentes, mas sim ter um grande
nimero deles e de qualidade superior, por
estar envolvido sempre num processo
continuo de sele¢dio zootécnica avaliada
pelas diferengas esperadas na progénie
(DEP), as quais devem ser cada vez maio-
res, tanto no sentido produtivo, quando no
reprodutivo.

Dessa forma, as mesmas conotagdes nas
duas espécies sao diferentes, pois ao ho-

mem cabe somente ter um pequeno niime-
ro de descendentes na vida, enquanto ao
touro, sendo este geneticamente superior,
ao contrdrio, exige-se um grande nimero,
podendo-se chegar, como no caso do
touro Sunny Boy Jr. (da raga Holandesa)
por exemplo, um recorde mundial, a mais
de 500 mil descendentes nascidos ao
redor do mundo com o uso do processo de
inseminagdo artificial. Esta cifra extraor-
dindria somente foi atingida pela superio-
ridade de sua prole feminina para a pro-
dugio de leite, em termos de qualidade
protéica e quantidade atingidas.

Assim, nos casos da andrologia humana e
veterindria, embora os principios bdsicos
sejam semelhantes quanto aos processos
de gametogénese, maturagdo e estocagem
dos espermatozéides, bem como da eja-
culagio, a quantidade e qualidade da
producdo de gametas, o desempenho em
termos de libido e capacidade de servico
(para copular) sdo de grande importincia
na veterindria. Por isso haverd sempre
uma grande pressdo de selecdo genética
na escolha dos touros mais competentes,
sendo que esta deve comegar na puberda-
de, tendo-se sempre o cuidado da obser-
vagdo da relagdo de interacdo genética do
individuo e de sua relagio com o meio
ambiente onde serd criado, para que se
possa esperar uma boa expressividade
génica. Isto ¢, ndo basta somente ter-se
genélica avangada para alto desempenho
reprodutivo ou produtivo, mas que o am-
biente seja propicio para sua expressivi-
dade. Animais geneticamente superiores
podem ter desempenho reprodutivo ou
zootécnico baixo, devido a um meio am-
biente desfavordvel para aquele genoma.
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2. O DIAGNOSTICO E A SELECAO
ANDROLOGICA EM VETERINARIA

Quanto aos distirbios funcionais de um
ou mais 6rgdos do sistema genital mascu-
lino, a repeti¢do de ejaculagdes a cada 10
ou I5 dias, comparadas no espermiogra-
ma, permite ao (écnico, pela curva de
produgdo gamética, ver de um lado o
desempenho dos individuos mais aptos na
producdo quantitativa e qualitativa de
gametas, e por outro 0s menos aptos, com
limitagbes que podem ser leves nos
subférteis ou graves nos estéreis. Nesses
casos o quadro clinico poderd ser para
prognéstico favordvel ou desfavordvel,
tanto do lado humano como no vetering-
rio, e o problema poderd ser temporirio
ou permanente, dependendo da causa
predisponente. Aberragdes cromossomi-
cas de diversos tipos por exemplo, geral-
mente condicionam os individuos a muito
baixa fertilidade, ou a esterilidade mascu-
lina permanente.

O sistema de classificagio androl6gica
por pontos - CAP (Vale Filho, 1989) para
touros Bos indicus criados no Brasil,
evoluido do sistema BSE (Breeding
Soundness Evaluation) para touros Bos
taurus criados nos USA (Chenoweth &
Ball, 1980), tem funcionado com eficién-
cia para selecionar touros jovens das ragas
zebus, para serem usados como reprodu-
lores a partir de dois anos de idade (Nelo-
re, Tabapud e Gir), mesmo quando cria-
dos exclusivamente a pasto, embora rece-
bam boa mineralizacio e pequena suple-
mentagdo nutricional adicional no chocho
na época da seca (Vale Filho et al
1995a,b, 1996a, 1997), tendo posterior-
mente 0s seus parimetros genéticos tam-
bém sido determinados (Vale Filho et al.,

1996b, 2000; Quirino et al., 1999, 2000).

Nos dias atuais, especialmente no caso do
homem estéril, mesmo quando nido tenha
espermatozdides no ejaculado (nos casos
de azoospermia), ele pode se beneficiar da
técnica denominada reprodugio assistida
(com laboratérios especializados funcio-
nando em MG, SP, PR ¢ RS), onde célu-
las pré-espermdticas sdo retiradas direta-
mente dos testiculos (por biGpsia) e tendo
seus nicleos (DNA) utilizados para fe-
cundagdo induzida, pela sua penetracio
artificial e fusdo no nidcleo do gameta
feminino, havendo jd dezenas de criancas
nascidas desse processo no Brasil.

3. PRINCIPAIS ESCOLAS DE
ANDROLOGIA VETERINARIA NO
MUNDO

A Andrologia Veterindria surgiu como
especialidade na  Suécia  (Estocol-
mo/Uppsala) e na Dinamarca (Copenha-
gue), tendo rdpida evolugdo durante as
décadas de 30 até 60, principalmente na
selegdo de touros para uso no processo de
inseminagdo artificial, com os professores
N. Lagerlof e E. Blom, respectivamente.
Na Alemanha (Hanover) dois pesquisado-
res se destacaram entre as décadas de 60 e
90 (H. Merck e K.F. Weitze), trabalhando
com garanhGes e varrGes na selecio de
reprodutores e na tecnologia de sémen. Na
Bélgica (Gent), nesse mesmo periodo, M.
Vandeplasseche trabalhou também inten-
samente com garanhdes, previamente
selecionados ¢ controlados andrologica-
mente, para uso intensivo na reprodugio
animal. Todos esses pionciros desenvol-
veram equipes de veterindrios especialis-
tas em andrologia de grande respeitabili-
dade cientifica e tecnolégica. Na Austrilia



Vale Filho, Evolugdo da Andrologia...

(Melborne), D.B. Galloway, nas décadas
de 70-90, desenvolveu também uma es-
cola forte de andrologia, sendo seguido
por P.J. Chenoweth de 80 para cd, inici-
almente na Austrdlia (Queensland) e pos-
teriormente nos EUA (Gainesville); no
Canada (Saskatchewan), A.D. Barth, a
partir dos anos 90.

Nos EUA, fortes grupos de andrologia ¢
tecnologia de sémen de animais domésti-
cos se consolidaram a partir dos anos 50.
Alguns dos principais pesquisadores,
universidades e centros de experimenta-
¢io podem ser destacados, como (a) Uni-
versity of Cornell (Ithaca, New York):
R.H. Foote, S.J. Roberts; (b) Colorado
State University (Fort Collins, Colorado):
R.P. Amann, B.W. Pickett, (¢) University
of New Hampshire (Durhan, New York):
W.E. Berndtson, (d) Texas A&M Univer-
sity (Texas): L.A. Johnson, (e) Virginia
State University (Blackburg, Virginia):
R.G. Saacke, (f) Pennsylvania State Uni-
versity (Pennsylvania): R.M. Kenney, (g)
Southern Illinois University (Carbondale,
Illinois): L.D. Russell.

No Brasil, numa primeira etapa, O.S.
Garcia e R.C. Bariabé, na transi¢io das
décadas de 60-70, trouxeram das Escolas
Sueca ¢ Dinamarquesa de Andrologia as
técnicas de avaliagdo de animais domésti-
cos, com énfase para o touro, respectiva-
mente para a EV-UFMG, em Belo Hori-
zonte, e para a FMVZ-USP, em Sio Pau-
lo, que logo iniciaram cursos de pds-
graduacdo em nivel de mestrado. Em
Minas Gerais, o Prof. Francisco Megale
criou o primeiro pélo efetivo na formagio
de uma Escola de Reprodugdo Animal,
que logo se tornou muito forte, tendo-se
constituido num celeiro de formagio de
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professores e pesquisadores para todas as
outras faculdades de veterindria do pars,
hoje com mais de 30 anos de cursos de
pos-graduacdo, formando especialistas em
nivel de mestrado e doutorado. Cerca de
10% do total das teses defendidas sio da
Area de Reprodugio Animal, incluindo a
Andrologia médica e a zootécnica.

Envolvidos neste grupo de professo-
res/pesquisadores/orientadores nas Areas
de Andrologia e da Reprodugio Animal
como um todo, nestes 30 anos na EV-
UFMG, podem ser citados: J.J. Abreu,
O.S. Garcia, V.R. Vale Filho, L.C. Casti-
llo, V.O. Fonseca, E.F. Nascimento, V.J.
Andrade, EM. Saturnino, R.C. Leite, N.
Silva, J.L.R. Lara, JM. Silva Filho, M.
Henry, A.P. Marques Jinior, M.S. Palha-
res, M.A. Lagares, G.R. Vale. Nesse
mesmo periodo, outra Escola forte de
Reproducio Animal, porém mais voltada
para a parte de tecnologia de sémen, tam-
bém se fez presente e também deve ser
mencionada, foi a do Prof. Antonio Mies
Filho, na FV-UFRGS, de Porto Alegre.

No Instituto Central de Biologia, 1CB-
UFMG, desenvolveu-se concomitante-
mente um niicleo de Reprodugio Animal
nas dreas bdsicas, muito forte tecnica-
mente, devido ao nimero de professores/
pesquisadores muito bem preparados, jd
na década de 70, com cursos de mestrado
ou doutorado, principalmente nos EUA ¢
na Europa como Cambridge (Inglaterra)
ou Hannover (Alemanha). Como essas
dreas bdsicas jd eram muito fortes na EV-
UFMG a época em que o ICB foi criado,
todo seu staff se transferiu para o novo
instituto. Assim, por heranga e tradigo. a
area de morfologia do ICB, bem como
outras, sempre tiveram grande influéncia
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da Veterindria, seja no ensino ou na pes-
quisa. Os projetos de pesquisa da EV-
UFMG sempre tiveram grande suporte do
ICB. No Setor de Morfologia, por exem-
plo, virios professores/ pesquisadores (ém
trabalhado lado a lado conosco, e virios
nomes tém de ser mencionados como
M.N. Rangel, H.P. Godinho, J.C. Noguei-
ra, FM. Cardoso, L.R. Franga, A.C.S.
Castro, G.F. Queiroz, E. Camargos, H.G.
Chiarini, entre outros.

4. LINHAS DE PESQUISA E TOPI-
COS ESPECIAIS EM ANDROLOGIA
NA AREA BASICA

A idéia de se reunir num mesmo volume

palestras apresentadas ao Curso de An-
drologia da Pés-graduagio da Escola de
Veterindria, no ano 2000, foi a de dar uma
panordmica dos principais avangos no
setor de andrologia veterindria no Brasil e
no mundo e descortinar todo o potencial
técnico-cientifico hoje disponivel — de um
lado para a identificacdo e uso dos indivi-
duos com maior aptiddao reprodutiva nas
diversas espécies de animais domésticos e
de como utilizd-los para o melhoramento
genético; de outro, poder-se diagnosticar
0s menos aptos ou com limitagdes, nio 0s
utilizando como reprodutores.

Assim, o escopo principal deste nimero
dos Cadernos Técnicos foi o de dar uma
visio geral de algumas das principais
dreas de pesquisa na atualidade, tanto no
setor bdsico quanto no aplicado. Foram
reunidas as prelegoes de professores espe-
cialmente convidados e alunos seniores de
pos-graduagdo, também convidados, que
desenvolveram projetos em Andrologia ou
que jd defenderam teses relacionadas ao
assunto.
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Sdo temas da atualidade ¢ refletem conhe-
cimentos advindos de experimentos espe-
cificos ou sdo novas metodologias desen-
volvidas que permitem melhor eficiéncia
reprodutiva com o uso de técnicas de
inseminagdo artificial em espécies como a
eqiiina, suina e canina, hoje também muito
usadas no Brasil.

Na parte bdsica, um assunto de grande
impacto no momento e ainda pouco di-
vulgado tecnicamente ¢ o transplante de
espermatogdnias entre individuos. Essa
metodologia poderd no futuro vir a resol-
ver problemas, por exemplo, de touros
Bos taurus com pouca adaptagio para
producdo espermdtica normal em paises
tropicais, em algumas regides muito
quentes, podendo, dependendo do mane-
Jo, sofrerem graves processos de degene-
ragdo lesticular. Assim, talvez no futuro,
com o desenvolvimento dessa tecnologia,
poder-se-d usar touros Bos indicus para
desenvolverem espermatozoides normais
para a fecundagio, mas de gametogénese
transplantada de touros Bos taurus. Ilus-
trando, seria a possibilidade de touros
Nelore terem espermatozéides ¢ descen-
dentes oriundos de espermatogdnias
transplantadas de touros holandeses.

Novos avangos sdo trazidos com referén-
cia a células de Leydig e aos hormdnios
esterdides e sua agdo no processo repro-
dutivo masculino. Hoje se sabe da neces-
sidade de pequenas quantidades de estra-
diol, imprescindiveis em algumas fases da
producio e maturagio dos espermatozoi-
des em mamiferos, aspectos ndo conheci-
dos até recentemente.

Também novos métodos de se quantificar
a eficiéncia da gametogénese em animais
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sdo trazidos aqui, e somente através deles
pode-se verificar com acurdcia perfor-
mances de produgdo espermdtica em indi-
viduos da mesma espécie, ou entre espéci-
es, mediante estudos histoldgicos. Estudos
envolvendo ultra-estruturas também po-
dem ser utilizados para quantificagoes
testiculares,

Alguns érgaos do corpo animal gozam de
privilégios imunoldgicos como o testiculo
e o cérebro que sdo "isolados", nesse
sentido, do resto do corpo. Doengas auto-
imunes as vezes sao verificadas em dife-
rentes partes do corpo animal, como nos
testiculos, podendo em alguns casos haver
formacao de anticorpos contra cerlas
células testiculares ou da gametogénese.

Com o uso de sondas de DNA e com o
advento da técnica de PCR pode-se fazer
a identificagdo de patégenos no sémen,
como a identificaciio de virus, com abso-
luta seguranga, o que € também aqui apre-
sentado.

5. LINHAS DE PESQUISA E TOPI-
COS ESPECIAIS EM ANDROLOGIA
NA AREA APLICADA

Os temas de interesse androldgico da drea
aplicada que serdo apresentados podem
ser agrupados por espécie.

TOUROS — No caso de touros, cinco as-
suntos sio trazidos. Trés relacionam-se a
sele¢iio e manejo de touros jovens e era-
dos para uso na reprodugdo, e dois outros
relacionam-se a biotécnicas que poderio
ser usadas no processo de melhoramento
animal, para se superdimencionar geno-
mas superiores, como o da capacitagio de
espermatozoides e da fecundagio in vitro;
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esta segunda, apresentando resultados na
raga Gir.

Inicialmente, um enfoque sobre touros
adolescentes € aqui trazido, mostrando a
importincia da sele¢do androldgica inici-
ada desde o comeco da puberdade, com a
identificagio prematura de individuos
superprecoces e precoces, e da importin-
cia do uso desses animais no processo de
reprodugiio, jd atualmente iniciado, num
trabalho com a raga Tabapua. Também
sdo trazidos resultados de estudos de
heranga relacionados a fatores de selegio
androlégica, como a classificacio andro-
légica por pontos, CAP, na raga Nelore.
Coadjuvando essa sele¢io de touros jo-
vens, proteinas marcadoras para predispo-
sicao de fertilidade localizadas no plasma
seminal e na membrana dos espermato-
zoides sdo  enumeradas, mostrando-se
também que podem ser importantes nesse
processo seletivo.

Di-se também enfoque ao diagndstico de
touros erados subférteis, as vezes, mesmo
assim usados como reprodutores, embora
com eficiéncia reprodutiva baixa, por
processos degenerativos testiculares ocor-
ridos durante a vida, muitos relacionados
com meio ambiente desfavordvel. Nesse
contexto, uma nova abordagem ¢ feita
sobre os estresses do meio ambiente para
o touro, mostrando sua importincia num
pais de dimensido continental e de clima
variado como o Brasil, e da incapacidade
de grande nimero dos espermatozéides
advindos desses processos degenerativos
testiculares de conseguirem fecundagio
normal.

BUFALOS — Uma panoriimica ¢ apresenta-
da também no caso das sele¢oes androlo-
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gica e zootécnica de bifalos, fazendo-se
uma sintese desde as estruturas e o funci-
onamento normal dos drgdos do sistema
genital da espécie, até a apresentacio de
aspectos varidveis de clima, manejo ¢
estagbes climdticas que podem interferir
na eficiéncia reprodutiva e produtiva dos
animais. Também problemas decorrentes
de distirbios funcionais sio lembrados.

BODES - Quanto ao desenvolvimento
sexual de reprodutores caprinos, desde o
nascimento até um ano de idade, sdo apre-
sentados dados de bodes da raca Saanen,
mostrando que neles a maturidade sexual
ocorreu entre 4 ¢ 7 meses de idade, apre-
sentando pardmetros para sele¢iio andro-
I6gica, com base na circunferéncia escro-
tal, sémen e manejo reprodutivo.

VARROES — Para os suinos duas aborda-
gens sdo apresentadas. Uma sobre pari-
metros andrologicos e selegio de varrdes
destinados a reprodutores, desde o exame
clinico dos 6rgaos genitais, até a avaliagio
do sémen e da libido. A outra enfoca o
trabalho de implantagdo do processo de
inseminagdo artificial com o uso de sémen
colhido e resfriado apés avaliagio e tria-
gem, ressaltando-se aspectos de diluidores
e taxa de diluigio, bem como do processo
de resfriamento do ejaculado, propria-
mente dito.

GARANHOES — Na reprodugio de eqiii-
deos, primeiramente tem-se a discussdo
aberta de um assunto controvertido, que ¢
o da presenca de transudado dentro da
bolsa escrotal do garanhdo, podendo
constituir-se num problema clinico. As-
sim, sua identificagio semioldgica no
sistema genital, sua prevaléncia em ma-
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chos envolvidos e sua interferéncia real
com a fertilidade sdo discutidos.

No campo do manejo reprodutivo de
garanhdes, com referéncia a cortejo e
copula durante a estacio de monta, acre-
dita-se que o estimulo macho-fémea possa
ter uma influéncia positiva no transporte
dos espermatozdides dentro do sistema
genital feminino, havendo comentdrios
especificos sobre isso.

Como se sabe, tanto os espermatozdides
do garanhdo quanto os do suino sio de
baixa resisténcia & manipulagio e ao pro-
cesso de congelagdo, devido a injirias que
ocorrem na membrana espermadtica, difi-
cultando o uso da inseminacgdo artificial
em larga escala. Para melhor entendi-
mento desse fendmeno, uma abordagem
sobre as estruturas das membranas esper-
mdtica mostra que apds a refrigeragio, ou
a congelagio, facilmente se formam alte-
ragoes nas membranas plasmdtica e acros-
sOmicas (externa e interna), sendo o fe-
nomeno denominado choque térmico
(cold-shock).

Na implantagdo do processo de insemina-
¢do em eqiiinos alguns aspectos sido im-
portantes, tais como a colheita e o sistema
de transporte do sémen, a condi¢do sanitd-
ria do plantel e o controle do cio e da
ovulagdo, dentro da esta¢io de monta.
Nesse enfoque pontos de destaque sio
enumerados quanto ao manejo, principal-
mente aqueles de importdncia para se
alcancar éxito no empreendimento, com
referéncias bem definidas para as condi-
¢oes brasileiras.

Dois processos de criopreservagiio esper-
mitica podem ser utilizados no sémen dos
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garanhGes, para uso no processo de inse-
minagao artificial: o do resfriamento e o
da congelagio. Entretanto, nos dois casos,
danos da membrana espermdtica geral-
mente ocorrem e a extensdo deles estd na
dependéncia da escolha do diluidor, da
experiéncia do técnico na manipulagio do
ejaculado, da dilui¢do utilizada no sémen
e dos processamentos de resfriamento ou
de congela¢io empregados. Assim, infor-
magdes importantes sdo aqui esbogadas,
as quais podem ser utilizadas para melhor
entendimento do processo de inseminagio
artificial em eqiiinos, de maior complexi-
dade quando comparado com o de outras
espécies de animais domésticos.

CAES — Finalmente é dado um enfoque na
inseminacgdo artificial de caninos, trazendo
informages sobre métodos de colheita,
andlise e preservagdo do ejaculado, além
de aspectos da eficiéncia de resfriamento
e de congelagio do sémen em si.
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1. INTRODUCAO

Os hormdnios esterdides sdo produzidos
nos testiculos, adrenais, ovdrios, placenta
e, em menor quantidade, em tecidos peri-
féricos. Fazem parte da subclasse dos
lipidios que contém estrutura bdsica de
quatro anéis ligados conhecida como
ciclopentanoperidrofenantreno, De modo
geral as vias para a sintese desses hor-
monios sdo bastante similares. As dife-
rengas existentes entre os esterdides pro-
duzidos sdo determinadas pela presenga
de enzimas especificas em cada um dos
tipos celulares (O'Malley & Strott, 1991;
Baxter, 1994).

Os testiculos dos mamiferos podem ser
divididos funcionalmente em dois com-
partimentos principais: compartimento
dos tibulos seminiferos e compartimento
intertubular, também denominado espago
intertubular (Russell et al. 1990). O com-
partimento intertubular € constituido de
células de Leydig, vasos sangiiineos e
linfaticos, nervos e uma populagdo celular
varidvel que inclui fibroblastos, macrofa-
gos e masticitos (Seichell, 1991). Apesar
da grande variabilidade entre os mamife-
ros quanto a proporgio volumétrica dos
elementos constituintes do compartimento
intertubular, a célula de Leydig ¢ o tipo
celular predominantemente encontrado
nesse compartimento, sendo responsdvel
pela producdo de esteréides. Dentre esles,
a lestosterona e a diidrotestosterona sao
considerados os andrégenos mais impor-
tantes, desempenhando importante agao
no sistema genital ¢ mesmo em outros
orgaos. No caso especifico do testiculo, a
testosterona juntamente com o FSH sio os
hormonios de maior importancia para o
inicio, manuten¢do e controle da esper-
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matogénese, sendo suas agdes intermedi-
adas pela célula de Sertoli (Sharpe, 1994).

2. ORGANIZAGAO E ULTRA-
ESTRUTURA DAS CELULAS DE
LEYDIG

Na maioria dos mamiferos, as células de
Leydig sdo relativamente grandes, polié-
dricas, de aspecto epitelidide e limitadas
por tipica membrana plasmatica que
usualmente contém microvilos. Cada
célula possui geralmente um nicleo esfé-
rico ou ovoide, excentricamente localiza-
do e apresentando de um a trés nucléolos
(Setchell, 1991). Grinulos de heterocro-
matina estdo distribuidos ao redor da
membrana nuclear. O citoplasma € geral-
mente abundante e contém grande quanti-
dade de reticulo endoplasmaitico liso
(REL), mitocondrias com cristas tubula-
res e complexo de Golgi bem desenvolvi-
do (Setchell, 1991). Em algumas espécies
as células de Leydig contém grande nu-
mero de goticulas de lipides, o que nédo é
observado por exemplo no carneiro, tou-
ro, varrdo e garanhdao (Fawcett et al.,
1973; Christensen, 1975). Em reproduto-
res sazonais, tais como carneiro (Setchell,
1991) e cervo vermelho (Hochereau-de-
Reviers & Lincoln, 1978), a morfologia
das células de Leydig varia consideravel-
mente entre os perfodos reprodutivos e
ndo reprodutivos.

A organizagdo do compartimento intertu-
bular pode seguir vidrios padroes distintos
(Fig.1), nos quais as células de Leydig
podem ocupar desde uma pequena por-
centagem (cerca de 2% no rato, Russell &
Franca, 1998), até cerca de 60% desse
compartimento, conforme observado na
capivara (Franga et al. 1998) (Tab.1). A
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relagio das células de Leydig com os
vasos sangiiineos e principalmente com 0s
linfdticos ¢ também bastante variada, bem
como a disposi¢do e a quantidade destes
dltimos (Fawcet et al. 1973; Russell,
1996; Paula et al. 1997). No rato, estudos
utilizando microscopia eletronica de var-
redura permitem evidenciar que as células
de Leydig se organizam em corddes ou
mesmo em camadas celulares que circun-
dam os tibulos seminiferos e seguem
primariamente o curso dos vasos sangiii-
neos (Russell, 1996). A distribuigdo das
células de Leydig em grupos préximos
aos vasos sangiiineos e linfiticos reflete a
fun¢do endderina dessas células (Cristen-
sen, 1975).

Estudos morfométricos das células de
Leydig nos animais domésticos, utilizan-
do microscopia eletronica de transmissao,
mostram que dentre as organelas cito-
plasmaticas o reticulo endoplasmatico liso
e as mitocondrias ocupam de 40% a 80%
e de 5% a 17% do volume celular, res-
pectivamente (Tab.1). O ndmero de célu-
las de Leydig por grama de testiculo,
assim como o volume celular, também
varia acentuadamente nas diferentes espé-
cies investigadas (Tab.1). Conforme serd
abordado posteriormente, a fungdo este-
roidogénica e a estrutura da célula de
Leydig apresentam correlagdo direta com
o volume ocupado pelo reticulo endo-
plasmatico liso e com o nimero de células
de Leydig por testiculo (Zirkin et al.
1980; Ewing & Keeney, 1993). O volume
total ocupado por essa organela é também
o principal responsdvel pelas diferencas
observadas com relagdo ao tamanho das
células de Leydig em vidrias espécies
(Mendis-Hadagama et al. 1988).



Cad. Téc. Vet Zootec; n.35, p.15-29, 2001.

CouL
s’ L

£

AT
Egdotéiha a
Lintbtion ‘-’E,P -'

(Vaconl) —

L it
Parseial

Linkitico

AR

A S ]

T3
¥
S 3

Figura 1. Organiza¢io do compartimento intertubular com relagio a vasos sangiiineos
e linfiticos e tibulos seminiferos em virias espécies de mamiferos: A - rato, camun-
dongo e hamster; B - cobaia e chinchila; C - touro, carneiro, macaco e homem;

D - zebra e varrio; E - capivara (Fawcett, 1973; Russell, 1996; Paula et al. 1997).

Investigages recentes mostram que as
células de Leydig e os macrofagos apre-
sentam interagdes morfolégicas e funcio-
nais variadas, dependendo da fase de
desenvolvimento do testiculo e do estado
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funcional da célula de Leydig (Hales,
1996). Durante o desenvolvimento ou
regeneragdo das células de Leydig, os
macrofagos secretam citocinas e/ou fato-
res de crescimento que estimulam as célu-
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lulas imaturas a se dividirem e diferencia-
rem em células esteroidogénicas maduras.
Em animais sexualmente maduros, quan-
do as células de Leydig sdo completa-
mente esteroidogénicas, os macréfagos
secretam citocinas que inibem a produgao
de testosterona. Os dois sitios mais sensi-
veis a essa inibigdo sdo o transporte de

colesterol via StAR (proteina reguladora
aguda da esteroidogénese) e a conversio
de progesterona para androstenediona
através da enzima P450cl7 (citocromo
P450 17a-hidroxilase/C 7.50-liase) (Hales,
1996).

Tabela 1. Pardmetros do testiculo e de células de Leydigl.

Proporgio de

N. de células de

Proporgio de

Eeso d,o l:_spaqo células de Leydig por Vo’lumc g ) Proporgio de
. . testi-  intertu- : ’ célula de REL" por A
Espécie i Leydig no grama de ; L por mitocondra
culo bular 2 Al Leydig “&luls {
P testiculo testiculo 1 itk por célula (%)
(g) (%) (%) (x10% (pm’) (%)
Touro 288 230 3.9 19.9 1.739
Camelo  87-193 38.9 14,1 83,7 1.615
Carneiro 205 14,5 1.2-1.5 37.3-41.0 416 50.9 53
Gara- 163 28.0 18.0 24,0 81.3 9.9
nhio
Porco 221 16.7 15 107 1.270 584 14.8
Cio 9.2 15.4 44 36,7 13,0
Coelho 3.1 13,2 2.2 422 17,0
Rato 1,7-1,8 T 2.2 22,2 1.167 17.3 12,0
Capivara 34,8 51,2 36,3

I Franga & Russell, 1998 (in press) e Franga et al (1998)

2 REL = Reticulo endoplasmitico liso.

3. ESTEROIDOGENESE

3.1 CONSIDERACOES GERAIS

Os esteroides derivados do colesterol séo
produzidos tanto pela sintese de novo
(sintese a partir de lipides formadores de
unidade de membrana), quanto pela cap-
tura por receptores de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL). Nas células este-
roidogénicas pode ser observado coleste-
rol armazenado em goticulas lipidicas,
geralmente abundantes, sob a forma de
éster de colesterol. Quando as células
produtoras de esteréides sdo estimuladas,
o colesterol € liberado sob agiio da coles-
terol estearase e colesterol adicional ¢
produzido por sintese celular (Baxter,
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1994). A célula de Leydig é especializada
na sintese de testosterona ¢ de outros
andrégenos, sendo esta sintese estimulada
principalmente pelo LH. Assim, sob esti-
mulo adequado, as células de Leydig
transportam o colesterol para junto das
mitocOndrias onde enzimas presentes nas
membranas mitocondriais convertem o
colesterol em pregnenolona (Fig.2). Apds
virias etapas subseqlientes a pregnenolo-
na ¢ convertida em testosterona no reti-
culo endoplasmitico liso (Freeman &
Rommerts, 1996) (Fig.2).

3.2 OBTENCAO DO COLESTEROL DO
MEIO AMBIENTE

A maneira mais simples de se obter gran-
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de quantidade de colesterol € pela captura
de lipoproteinas da circulagdo. Nas adre-
nais, cerca de 95% do colesterol utilizado
pelas células esteroidogénicas sdo prove-
nientes do plasma sangiiineo, enquanto no
testiculo esse porcentual diminui para
cerca de 40%. Uma vez que os virios
tipos celulares secretores de esterdides
utilizam diferentes tipos de lipoproteinas,

Membrana plasmitica

a obten¢do do colesterol proveniente da
circulagdo € feita a partir de receptores
especificos. Nos ovdrios e nas adrenais as
células esteroidogénicas utilizam a LDL
para sintese de novas reservas de coleste-
rol, enquanto no testiculo as células de
Leydig utilizam lipoproteinas de alta
densidade (HDL).

i LIPOPROTEINA
- ISR Colesterol Sintese
livre de nove
Transporte

Ester de colesterol

» Pregnenolona
e = 3BHS

Progesterona
~&—" |70-hidroxilase ]
REL— 17a-Hidroxiprogesterona
—P450c17
| S
ANDROSTENEDIONA Liase
P450arom v -——p |7KSR
Estradiol Testosterona
| I
} 1

Y Y

Membrana plasmitica

Figura 2. Produg¢io de testosterona e estradiol em célula de Leydig estimulada por LH
e AMPc . REL = Reticulo endoplasmitico liso. (Payne & O’Shaughnessy, 1996).
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No entanto, considerando-se um tipo
celular especifico, podem existir varia-
¢oes relacionadas com o tipo de receptor
na superficie celular e com a dependéncia
de lipoproteinas. Conforme jd foi mencio-
nado, as células esteroidogénicas possuem
reticulo  endoplasmdtico  proeminente,
mitocondrias com crista tubular e goticu-
las de lipides com éster de colesterol.
Apesar de possuirem grande quantidade
de reticulo endoplasmatico liso as células
de Leydig contém poucas goticulas de
éster de colesterol, 0 que evidencia sua
alta capacidade de sintese em detrimento
de sua baixa capacidade de armazena-
mento (Ewing & Keeney, 1993). Por
outro lado, a capacidade de sintese ¢ ar-
mazenamento da célula de Leydig ¢ bas-
tante varidvel entre os mamiferos, o que
reflete a maior presenga ou nido de goti-
culas de lipides no citoplasma (Fawcet et
al. 1973; Cristensen, 1975)

3.3 FONTES DE COLESTEROL PARA
ESTEROIDOGENESE

As principais fontes das células de Leydig
para sintese de esterdides sdo os ésteres
de colesterol e o colesterol livre. Dentre
elas, o colesterol livre é o substrato quan-
litativamente mais importante. Entretanto,
os ¢steres de colesterol sao mais rapida-
mente mobilizados. O colesterol livre ¢
mobilizado a partir da membrana plasma-
tica, o que explica sua diminui¢do apds a
estimulagdo esteroidogénica da célula,
através de internalizagfiio de membrana ou
desvio do colesterol do complexo de
Golgi para a mitocdndria antes que cle
possa alcangar a membrana (Ewing &
Keeney, 1993; Freeman & Rommerts,
1996).
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3.4 TRANSPORTE DO COLESTEROL

A possibilidade de o colesterol se mover
na célula, mediante proteinas especificas e
nao especificas ligadas a ele, tem recebido
considerdvel atencdo durante anos. Dentre
as proteinas isoladas de células esteroido-
génicas que poderiam facilitar o trans-
porte do colesterol e contribuir para a
regulagio da esteroidogénese, a melhor
caracterizada é a proteina carrcadora de
esterol (SCP,) (Ewing & Keeney, 1993;
Freeman & Rommerts, 1996). As células
produtoras de esterdides possuem outra
caracteristica especifica, pela qual o co-
lesterol necessita ser translocado da
membrana mitocondrial externa para a
interna, permitindo a reag¢do que dard
inicio as diversas vias esteroidogénicas,
ou seja, a clivagem da cadeia lateral do
colesterol pelo citocromo P450scc da
membrana mitocondrial interna, transfor-
mando-o em pregnenolona. Essa translo-
cacdo ¢ realizada pela StAR (proteina
reguladora aguda da esteroidogénese)
(Stocco, 1997). Em etapa anterior, outra
proteina, a SAP (peptideo ativador da
esteroidogénese), permite a passagem do
colesterol pelo meio aquoso entre as
membranas mitocondriais (Pedersen &
Brownie, 1987).

Os elementos constituintes do citoesque-
leto €m papel fundamental no transporte
do colesterol. Nas células sob estimulo
ocorre modilicagio na distribuicdo espa-
cial do citoesqueleto nas regides mais
proximas das organelas envolvidas na
esteroidogénese. Nas células de Leydig os
filamentos de actina e vimentina partici-
pam do processo de redistribui¢do das
organelas e transporte de colesterol. Isso
ocorre em virtude da polimerizagao dos
filamentos por um mecanismo Ca™"-



Cad. Téc. Vet Zootec; n.35, p.15-29, 2001.

calmodulina, dependente de proteina
quinase, sem que isso acarrete na sintese
de novas proteinas do citoesqueleto para
o transporte do colesterol (Russell et al,
1987; Papadopoulos et al. 1990). Toda
movimentagdo de membranas e organelas
direcionadas para a sintese de esterdides
depende de mudangas na conformagdo de
filamentos intermedidrios, microfilamen-
tos e microtiibulos que ocorre pelo au-
mento do AMPc em células estimuladas
por LH (Almahbobi & Hall, 1990; Free-
man & Rommerts, 1996). Com o estimu-
lo, dominios de membrana sob a forma de
coated pits e cavéolas' sio internalizados
por endocitose e transportados para o
compartimento lisossomial, o qual, por
sua vez, interage com outros sistemas de
transporte de colesterol e com pools de
colesterol. O complexo de Golgi tem
papel muito importante no retorno do
colesterol a membrana plasmdtica, e as
mitocondrias ligam-se as vias endossdmi-
cas ¢ lisossdmicas para que o colesterol
seja rapidamente utilizado na sintese de
esterdides, antes que seja direcionado &
membrana plasmadtica.

35 REGULACAO DA ESTEROIDO-
GENESE

No testiculo as células de Leydig sdo as
Gnicas que possuem enzimas-chave da
esteroidogénese, denominadas citocromo
P450scc de clivagem da cadeia lateral
(P450scc) e 3P-hidroxiesterdide desidro-
genase (3B-HSD). Estas enzimas realizam
as duas primeiras etapas da esteroidogé-
nese, que sdo a conversdo do colesterol
para pregnenolona e de pregnenolona para
progesterona, respectivamente. Uma etapa

1 s e " s
Pequenas invaginagoes vesiculares da superficie da
membrana celular.
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anterior a conversio do colesterol € sua
passagem do meio aquoso para as mem-
branas mitocondriais externa e interna.
Para isso o colesterol precisa estar hidro-
xilado. Portanto, a estimulagio esteroido-
génica necessita de mecanismo de trans-
porte rapido do colesterol dos estoques
celulares para a mitocondria. Em fungio
desse transporte rdpido e da sintese de
novo de protefnas para a produgio rdpida
de esterdides, algumas proteinas abaixo
citadas podem ser apontadas como regu-
ladoras da fung¢ao esteroidogénica:

e SCP,, proteina de 13kDa encontrada
no figado ¢ em virios tecidos esteroi-
dogénicos, transfere o colesterol das
goticulas lipidicas para as mitocOn-
drias. Nas células de Leydig, a esti-
mulagdo rapida com LH parece pro-
mover a redistribui¢io da SCP, dentro
da célula que estd regulada pelo
AMPc e que pode funcionar mantendo
o movimento de esterol dentro da cé-
lula em suporte a esteroidogénese,
provavelmente para deter a utiliza¢iio
do colesterol derivado de peroxisso-
mas;

e SAP, peptideo ativador da esteroido-
génese, com 3,2kDa em células de
Leydig tumorais de ratos, também tem
seu nivel aumentado rapidamente pelo
horménio. tréfico e pode ser conside-
rado um transportador de colesterol
intramitocondrial;

e SIP, proteina indutora da esteroidogé-
nese, com 60kDa, foi purificada inici-
almente a partir de fluido folicular
ovariano humano e exerce efeito esti-
mulador em células de Leydig de
hamster, rato, camundongo ¢ homem.
Em células de Leydig tumorais a esti-
mulagio parece ser independente do
segundo mensageiro. Nessas células, a



Cad. Téc. Vet. Zootec; n.35, p.15-29, 2001.

SIP estimula a proteina tirosina-
quinase e proleinas especificas sio
fosforiladas nos residuos de tirosina
em resposta a SIP. De modo geral,
essa proteina além de estimular a este-
roidogénese promove a proliferacio
de células de Leydig imaturas;

e StAR, proteina reguladora aguda da
esteroidogénese, consiste em uma fa-
milia de proteinas mitocondriais com
cerca de 30kDa e que aparecem rapi-
damente em resposta a estimulagio do
horménio tréfico. Atualmente a pro-
teina StAR constitui o fator protéico
responsdvel pela transferéncia do co-
lesterol armazenado para a membrana
mitocondrial interna, sendo portanto o
principal regulador da produgdo rdpida
de esterdides. Outro fator importante
que deve ser considerado na regulagio
da esteroidogénese ¢ o aumento do
AMPec intracelular como resposta ao
estimulo do horménio tréfico. O se-
gundo mensageiro, que se forma pela
acdo da enzima adenilatociclase sobre
o ATP, promove aumento na forma-
¢do de RNA mensageiro e sua tradu-
¢do para formagao de novas proteinas,
fosforilagio de proteinas em residuos
de treonina e serina, tornando-as ati-
vas e modificando a ultra-estrutura
celular caracterizada pelo agrupa-
mento de organelas potencialmente
esteroidogénicas (Stocco, 1996).

3.6 VIAS DA ESTEROIDOGENESE
NAS CELULAS DE LEYDIG

Os principais esterdides secretados pelos
testiculos sdo os andrégenos, sendo a
testosterona considerada um dos mais
importantes deles. Embora tenha sido
proposto que os tibulos seminiferos pos-
sam ter alguma atividade esteroidogénica,
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estudos recentes mostram que as duas
enzimas-chave, P450scc e a 3B- hidroxi-
esterdide desidrogenase nio sao expressas
nos tibulos seminiferos (Payne &
O’shaughnessy, 1996). No entanto, in-
vestigagoes recentes constataram ativida-
de da enzima P450 aromatase em células
espermatogénicas, de espermatdcitos
primdrios em paquiteno até espermatozoi-
des localizados na cabeca do epididimo
(Janulis et al. 1998). Portanto, essas cé-
lulas sdc capazes de sintetizar estrogenos,
sendo uma fonte adicional potencialmente
importante desses hormonios para o sis-
tema genital (Janulis e al. 1998). Por
outro lado, o tibulo seminifero nao ¢
capaz de converter colesterol em pregne-
nolona e progesterona, o que no testiculo
ocorre exclusivamente, até o momento,
nas células de Leydig. E conveniente
salientar que as células do tibulo semini-
fero podem utilizar esteréides secretados
pelas células de Leydig para sintetizar
outros esterdides, como ocorre com a
progesterona, que € convertida em 30
hidroxi-4-pregne-20-ona, a qual suprime a
secre¢ao de FSH quando adicionada as
células da adeno-hipofise e estimula o
desenvolvimento de espermatdcitos quan-
do injetado em ratos pré-piberes. Nos
testiculos de ratos imaturos, além de an-
drégenos, sao produzidas pequenas quan-
tidades de estrogenos através de ativida-
des enzimadticas realizadas nas células de
Sertoli sob o controle do FSH. Em ratos
adultos, a célula de Leydig ¢ o principal
sitio da sintese de estrégenos, sendo o LH
o principal regulador. Contudo, este pa-
drdo difere no porco e no homem, nos
quais, tanto em idade imatura quanto
madura, a célula de Leydig € a fonte prin-
cipal para a produgio de estrégenos.
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O padrido qualitativo das vias esteroido-
génicas no testiculo ¢ bastante semelhante
aqueles de outros tecidos produtores de
esterdides. A conversiio do colesterol em
testosterona envolve trés hidroxilagoes,
duas desidrogenizagdes e uma isomeriza-
¢do. Em todas as espécies a etapa inicial
da biossintese de andrégenos é a conver-
sdo do colesterol em pregnenolona, reali-
zada na membrana mitocondrial interna
pelo citocromo P450scc. Posteriormente,
devido a proximidade da mitocondria com
o reticulo endoplasmatico liso, a pregne-
nolona se difunde e neste é metabolizada
pelas enzimas 3B-hidroxiesterdide desi-
drogenase/A*-A’-isomerase (3B-HSD) ¢ o
citocromo  P450 | 7o-hidroxilase/C,7.o9-
liase, formando os esterdides C19 (diidro-
epiandrosterona e androstenediona). A
partir da pregnenolona podem ser segui-
das duas vias diferentes: a via A' dos
cetoesterdides e a A” dos hidroxiesterdi-
des (Fig.3). A defini¢do da via pode ser
espécie e idade-dependente. A via A’
(pregnenolona = progesterona = an-
drostenediona = testosterona) foi a pri-
meira a ser identificada em testiculo de
rato e estudos subseqiientes mostraram
que a conversao a partir de um intermedi-
drio A’ tem pouca importincia nessa es-
pécie. O cdo, por sua vez, utiliza pelo
menos parte do caminho A® (pregnenolo-
na — l70-hidroxipregnenolona — dei-
droepiandrostenediona = androstenedio-
na = testosterona). O principal esterdide
secretado pelo testiculo do cio € a diidro-
epiandrosterona,  caracterizado  como
hidroxiesterdide intermedidrio da via A’
antes de sua conversdo para testosterona
na via A, cuja produg@o advém de esti-
mulagdo tréfica. A via A’ tem  mostrado
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ser a predominante em coelho, porco,
primatas superiores ¢ homem. Em ca-
mundongos, a via A’ prevalece antes da
puberdade, mas em animais adultos a via
A® contribui para a producdo total de
testosterona. Como na maioria das espéci-
es a lestosterona € o principal androgeno
secretado pelas células de Leydig, as vias
principais para o seu metabolismo sdo as
da 173 desidrogenagio para androstene-
diona, 5o redugdo para deidrotestostero-
na, aromatizagio para estrogeno e 7o
hidroxilagdo para 7o hidroxitestosterona,
A reagiio 17 desidrogenase € reversivel
enquanto as outras sdo irreversiveis. Os
metabdlitos resultantes das reagdes nos
esterdides  CI19  (deidroepiandrostero-
na/androstenediona) passam a ter funcoes
fisiologicas especificas na regulagio do
sistema genital (Payne & O’Shaughnessy,
1996).

3.7 METABOLISMO DA TESTOSTE-
RONA

O metabolismo dos andrdgenos no sitio
de producio e nos tecidos-alvo periféricos
¢ determinante para sua acio e seu efeito
biolégico. E importante salientar que a
atuagdo dos andrégenos nos 6rgios peri-
féricos depende de sua transformagdo em
metabdlitos mais ativos ou que ndo exi-
bem atividade associada com o seu pre-
cursor (Sundaram & Kumar, 1996). No
sitio de produciio, além dos processos
biossintéticos, outros mecanismos mela-
bolicos, tais como reducio, hidroxilagio,
aromatizagdo e conjugacio podem regular
o actimulo ou secrecio da testosterona
pelo testiculo.
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AS5-3p- HIDROXIESTEROIDE A4-3- CETOESTEROIDE
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Pregnenolona — Progesterona
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* Hidroxipregnenolona — . Hidroxiprogesterona
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:
Cwe
TESTOSTERONA
HO
Cu Cis
DHT Estradiol
H H

Figura 3. Vias biossintéticas de esterdides na célula de Leydig. P450 sce, citocromo de
clivagem da cadeia lateral do colesterol; P450c17, citocromo 170-hidroxilase/C . -
liase; 3PHSD, 3B-hidroxiesterdide-desidrogenase/A*-A'-isomerase; 17KSR, 17-
cetoesteréide-redutase (17p-hidroxiesteroide-desidrogenase); P450 arom , citocromo
P450 aromatase; S0-RED, 5c-redutase (Payne & O’Shaughnessy, 1996).
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Na via de redugdo, onde as principais
enzimas sio So-redutase, 30-3BHSD e
17BHSD, sdo formadas a DHT (diidro-
testosterona), 3a-diol e 3B-diol (androste-
nediol) e a androstenediona. A hidroxila-
¢do promovida pela 7o-hidroxilase, pro-
duz a 7o-hidroxitestosterona desprovida
de potencial androgénico, caracterizando
esta etapa como uma etapa de inativagio.
Na aromatizacio, os andrégenos (testoste-
rona ¢ androstenediona) sdo convertidos
em estrégenos, os quais possivelmente
regulam sua prépria producio e, como
serd discutido mais adiante, possuem
importante acdo em parte das vias esper-
maticas. Na conjugacio, os andrégenos
sido secretados na forma de sulfoconjuga-
dos, podendo também ter fung@o regula-
dora na produc¢ao de testosterona.

Além das células de Leydig, as células de
Sertoli e células espermatogénicas possu-
em atividades de reducdo (produgdo de
DHT) e aromatizagdo, sendo esta ativida-
de controlada primariamente pelo FSH.
Nos tecidos-alvo periféricos, como as
glandulas genitais acessérias, as células
epiteliais expressam altos niveis de So-
redutase e hidroxiesteréide- desidrogena-
se (via redutora), jd que a DHT € o princi-
pal mediador do crescimento e fungio
desses 6rgaos. Nos misculos esqueléticos,
devido a pouca ou nenhuma atividade da
So-redutase, o principal andrégeno € a
testosterona, uma vez que a DHT ¢ inati-
vada pela alta atividade da 30HSD que a
converte em 3odiol que, por sua vez, ndo
se liga aos receptores de androgenos
existentes no nicleo. No sistema nervoso
central, incluindo-se a hipéfise, as acOes
dos andrégenos abrangem a manutengdo
do relacionamento sexual, controle da
secregdo de gonadotrofinas (LH e FSH),
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mudangas de comportamento e agressivi-
dade. Curiosamente, os efeitos de ativa-
¢do da testosterona sobre o relaciona-
mento sexual dependem da aromatizacio
da testosterona em dreas ligadas a funcdo
reprodutiva, como hipotdlamo ¢ amigdala.
No cérebro e hipéfise verifica-se maior
atividade da So-redutase. Nas gliandulas
sebdceas ¢ sudoriparas e fibroblastos da
pele ocorre grande atividade da So-
redutase, principalmente em dreas genitais
de machos e fémeas (Sundaram & Kumar,
1996).

3.8 EFEITOS BIOLOGICOS DOS AN-
DROGENOS

Os andrégenos sio essenciais para a dife-
renciacio do sistema genital durante a
vida fetal, e durante a puberdade sdo res-
ponsdveis pela manifesta¢do dos caracte-
res sexuais secunddrios e de mudanga do
comportamento sexual (Baxter, 1994;
Braunstein, 1994). Como € sabido, du-
rante o periodo fetal as células de Leydig
secretam testosterona, diidrotestosterona e
estradiol, os quais determinam respecti-
vamente a diferenciagdo de grande parte
das vias genitais a partir dos ductos me-
sonéfricos (ducto epididimdrio, ducto
deferente e vesicula seminal), formacio
da prostata e das glandulas bulbouretrais a
partir do seio urogenital e inibi¢gdo do
potencial hipotalamico de produzir ciclo
menstrual (Pelliniemi, 1996). Além disso,
os andrégenos exercem efeito orginico
geral atuando no crescimento dos mus-
culos esqueléticos, da laringe, disco epifi-
sario, pélos e atividade das glindulas
sebdceas, estimulando também a eritro-
poiese ¢ mudangas no relacionamento
social (Baxter, 1994; Braunstein, 1994).
Investigaghes recentes mostram que nos
machos os estrogenos sdo muito impor-
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tantes no controle funcional de parte das
vias espermdticas (Hess et al. 1997). Nes-
ses estudos, mostrou-se que 0s estrogenos
regulam a reabsorcio de fluidos produzi-
dos no epitélio seminifero, nos dictulos
eferentes e no segmento inicial da cabeca
do epididimo. Essa fungdo ¢ essencial
para o processo de “maturagdo” espermad-
tica na cabega e principalmente no corpo
do epididimo, uma vez que a presenga de
espermatozéides diluidos, ao invés de
concentrados, nestes segmentos do epidi-
dimo resulta em infertilidade (Hess et al.
F997).

Em investigagdes recentes foi constatada
atividade da enzima P450 aromatase em
células espermiticas, de espermatdcitos
primdrios em paquiteno até espermatozoi-
des localizados na cabeca do epididimo
(Janulis ef al. 1998). Portanto, essas cé-
lulas sdo capazes de sintetizar estrégenos,
sendo uma fonte adicional potencialmente
importante desses horménios para o sis-
tema genital (Janulis et al. 1998). Os
estrogenos também possuem importincia
fundamental na fusdo e mineralizagio
Gssea, tanto no homem quanto na mulher,
parecendo ainda agir na supressdo hipo-
talimica dos niveis de gonadotrofinas ¢ na
interrupgdo de etapas criticas da patogé-
nese de varias formas de doengas vascula-
res. Jd a testosterona exerce efeito direto
sobre as células produtoras de gonadotro-
finas, modulando a quantidade e/ou os
subtipos de receptores de esterdides e
GnRH (Shupnik & Schreihofer, 1997). A
atuacdo dos andrégenos nos 6rgdos peri-
féricos (vias espermdticas, glandulas
genitais acessorias, pele, sistema nervoso
central etc.) depende de sua transforma-
¢do em metabdlitos potencializados e que
niao exibem atividade associada com seu
precursor, como € o caso da DHT (dii-

26

drotestosterona) e do estrogeno que se
originam da testosterona , porém exercen-
do efeitos especificos em processos de
diferenciacdo, desenvolvimento e regula-
¢do de indmeras atividades orgénicas.
(Sundaram & Kumar, 1996).

3.9 SECRECAO, TRANSPORTE E ME-
CANISMO DE ACAO DA TESTOSTE-
RONA

Apesar de a testosterona ser secretada em
altos niveis durante determinados perio-
dos do desenvolvimento (fase de diferen-
ciacdo do sistema genital e periodo peri-
natal) e continuamente apds a puberdade,
pouco € sabido sobre seus mecanismos de
secrecio (Ewing et al. 1980; Chubb &
Ewing, 1991; Handelsmen, 1995). A
testosterona C9 € menos lipofilica que o
colesterol e a pregnenolona. Conseqiien-
temente, a testosterona livre se difunde
mais rapidamente entre as membranas e o
citoplasma (Chubb & Ewing, 1991). Se-
gundo Turner et al. (1984), a concentra-
¢do de testosterona € mais alta no espago
intertubular do testiculo de ratos ¢ se
difunde contra um baixo gradiente de
concentragdo dentro dos tibulos seminife-
ros, fluido da rete testis ou dentro da veia
testicular e sangue periférico. No espago
intertubular existem altas concentracdes
de albumina. Essa macromolécula liga-se
a testosterona com baixa afinidade, porém
com alta capacidade de ligagdo. Ao que
parece, a albumina tem importante parti-
cipacdo no mecanismo de difusio da
testosterona a partir do seu sitio de sintese
(Ewing et al., 1976; Christensen et al.,
1985; Zirkin et al.,1989). A ligacio da
testosterona a albumina no espago inter-
tubular € também necessidria para a dimi-
nuigio da concentragio de testosterona
livie e para prevenir a agdio autdcrina
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inibidora da testosterona sobre sua prépria
sintese (Darney & Ewing, 1981; Payne,
1990).

No sangue os esterdides existem tanto na
forma livre quanto ligados a uma proteina
sérica. Embora cerca de 40% da testoste-
rona esteja ligada a albumina, a principal
proteina ligante ¢ a SHBG (globulina
ligante de hormdnio esterdide), uma gli-
coproteina circulante secretada pelo figa-
do estruturalmente idéntica a ABP
(Braunstein, 1994; Handelsman, 1995).
Em torno de 2% da testosterona circu-
lante ndo se apresentam ligados a protei-
nas séricas, estando aptos a entrar na
célula e exercer seus efeitos metabélicos.
Quando a testosterona estd ligada a uma
proteina, a dissociacdo ¢ necessdria para
permitir  sua entrada nos tecidos-alvo
(Braunstein, 1994). Os esterdides livres
difundem-se passivamente através da
membrana plasmdtica e sdo preferencial-
mente retidos nas células-alvo pela for-
macido de um complexo estivel com re-
ceplor protéico intracelular, o qual é este-
roide e tecido-especifico. Apesar de a
ligagdo de cada receptor ao seu esterdide
ocorrer com alta afinidade, ela é reversi-
vel. Essa liga¢do induz modificagoes de
conformagdo na molécula do receptor,
permitindo que ocorra ligagio em sitios
especificos sobre a cromatina, sitios estes
denominados de reconhecimento nuclear.
Apés a ligagdo, o complexo receptor-
esterdide age como um regulador de
transcrigdo, alterando a transcrigio de
genes sensiveis a esteréides ou, em alguns
casos, alterando etapas pés-transcriciio, as
quais determinam alteragdes nos niveis
regulares de RNAm e de proteinas especi-
ficas. Basicamente os esterdides induzem
a sintese de RNAm, os quais originardo
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1. INTRODUGAO

A quantificagdo do processo espermato-
génico € essencial para a avaliagio dos
efeitos do ambiente, de drogas ou de ou-
tros agentes sobre a funcio testicular das
espécies de interesse econdémico e também
sobre a fertilidade potencial de machos
normais. Também € importante o conhe-
cimento dos niveis de produgio espermi-
tica para se estabelecerem procedimentos
eficientes na exploragdao do potencial
genético de reprodutores de exceléncia.
Os objetivos desta revisdo concentram-se
na exposicdo dos métodos disponiveis
para a quantificagio da producio esper-
matica, incluindo comentdrios bdsicos
sobre os principios envolvidos em cada
método, além de suas vantagens e des-
vantagens. E importante ressaltar que serd
dada énfase a estudos em condicoes expe-
rimentais envolvendo normalmente gru-
pos-controle e grupos tratados. Outro
aspecto importante a salientar é que as
metodologias desenvolvidas para a quanti-
ficagdo da produgdo espermdtica foram
elaboradas entre os anos 40 ¢ 80, com
pouca ou nenhuma inovagio relevante a
partir de 1990.

2. CONCEITOS BASICOS SOBRE O
PROCESSO ESPERMATOGENICO

O processo espermatogénico consiste
sinteticamente na formacdo de espermato-
zoides a partir de espermatogdnias. Estas
se multiplicam por meio de divisdes mito-
ticas e acabam dando origem a esperma-
tocitos primdrios, 0s quais passam por
duas divisdes meidticas, resultando da
primeira divisdo os espermatdcitos secun-
ddrios e da segunda divisdo as espermalti-
des arredondadas. Estas dltimas ndo mais
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se dividem: elas passam por uma série de
transformagdes morfologicas e fisiologi-
cas (principalmente alongamento do ni-
cleo, condensac¢do da cromatina e forma-
¢do do flagelo), convertendo-se assim nos
espermatozdides. Teoricamente, em cada
divisdo mitética ou meidtica o nimero de
c€lulas germinativas ¢ duplicado. Toda-
via, a divisdo dessas células ndo é cem por
cento eficiente, uma vez que ocorrem
degeneragdes ao longo de todo o proces-
s0, degeneragdes essas que podem afetar
qualquer uma das células germinativas.

Além das células germinativas, estio
presentes nos tibulos seminiferos células
somdticas denominadas células de Sertoli,
que desempenham intimeras fungdes con-
sideradas essenciais para a aquisi¢io de
uma eficiéncia médxima da producio es-
permdtica. Neste aspecto, dois fatos sobre
as células de Sertoli devem ser enfatiza-
dos: (a) seu niimero, na maioria das espé-
cies domésticas, supostamente mantém-se
estavel no animal adulto; (b) sdo extre-
mamente resistentes aos efeitos de drogas
ou agentes toxicos. Assim, as células de
Sertoli podem ser usadas como base de
referéncia (indice de célula de Sertoli) na
quantificacio da eficiéncia espermatogé-
nica.

Nos tibulos seminiferos, as células es-
permatogénicas estdo organizadas em
camadas dispostas desde a membrana
basal até o lume tubular, cada camada
correspondendo a uma determinada gera-
¢do de células germinativas (Castro et al.;
1997). As geragoes menos diferenciadas
(espermatogénias) situam-se  junto i
membrana basal, enquanto as geracdes
mais diferenciadas (espermadtides) locali-
zam-se proximo do lume. Considera-se

32

uma associagdo celular ou estdgio do ciclo
do epitélio seminifero (CES) o conjunto
definido de geracoes de células germinati-
vas encontrado em determinado momento
num tdbulo seminifero seccionado trans-
versalmente.

Existem dois métodos bdsicos para a
classificacio dos estigios do ciclo do
epitélio seminifero, métodos esses deno-
minados da morfologia tubular ¢ do sis-
tema acrossémico (Berndtson, 1977). O
primeiro método baseia-se na disposigdo e
no arranjo relativo das vidrias células es-
permatogénicas no tibulo seminifero e na
ocorréncia de divisdes meidticas (Orta-
vant et al., 1977; Cardoso, 1981); jd o
segundo baseia-se no desenvolvimento do
acrossoma e na morfologia das espermaiti-
des (Courot et al.; 1970; Clermont, 1972;
Russell et al.; 1990; Castro, 1995). Ambos
os métodos apresentam vantagens e des-
vantagens, ficando a escolha de um deles
a critério do pesquisador. Qualquer que
seja 0 método escolhido, ¢ importante
ressaltar que se deve sempre selecionar
um mesmo estigio para as contagens
celulares nos grupos-controle e tratados,
devido ao fato de que diferentes quantida-
des de células espermatogénicas estio
normalmente presentes em estdgios dife-
rentes.

Em termos de avaliagdo da capacidade de
produgio espermdtica, dois conceitos
importantes sdo o da produgio espermdti-
ca didria (PED) e o da eliminagio esper-
matica didria (EED). O primeiro refere-se
ao nimero total de espermatozéides pro-
duzidos diariamente por ambos os lesti-
culos. Ja o segundo indica o nimero de
espermatozoides liberados diariamente no
ejaculado.
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3. AVALIACOES SUBJETIVAS
E OBJETIVAS

As avaliagbes da producdo espermdtica
podem ser de ordem subjetiva ou objetiva.
As avaliagoes subjetivas sdo utilizadas na
caracterizagdo, ainda que imprecisa, de
eventos espermatogénicos decorrentes da
acao de algum agente nocivo. Algumas
alteragbes comumente detectadas no epi-
télio seminifero sao por exemplo degene-
ragbes celulares, descamacao de células
germinativas no lume, espessamento da
membrana basal, necrose focal etc. As
avaliagoes subjetivas podem ainda ser
dteis na determinagdo da amplitude da
dosagem de alguma droga a ser utilizada
no inicio de um experimento, tomando-se
por base a severidade das alteragdes en-
contradas. A principal limitagiio das avali-
agoes subjetivas é que possuem sensibili-
dade limitada ou mesmo desconhecida,
podendo resultar em experimentos de
acurdcia bastante reduzida.

As avaliagOes objetivas incluem os méto-
dos de quantificagdo da producdo esper-
mdtica que serdo descritos a seguir. Eles
permitem andlises estatisticas mais acura-
das, possibilitando a realizagdo de expe-
rimentos de maior poder conclusivo.

4. METODOS DE QUANTIFIQAQAO
DA PRODUCAO ESPERMATICA

4.1 EM ORGAOS NAO EXTIRPADOS

BIOPSIA TESTICULAR — Embora dificil, a
estimativa da produgdo espermdtica em
6rgios ndo extirpados pode ser feita pela
biépsia em um ou ambos os testiculos.
Apesar de a bidpsia testicular ser de gran-
de utilidade no diagndstico de varias afec-
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Eriamia vs S
¢oOes testiculares (por exemplo aplasia
testicular, hipogonadismo), hd relatos
tanto de queda transitoria na qualidade do
sémen com posterior recuperagao (Galina,
1971), como de nenhuma alteragdo na
qualidade seminal dos animais (Freneau,
1996). A principal limitagdo dessa técnica
reside no fato de que as bidpsias repre-
sentam uma amostragem muito pequena
do testiculo. Assim, nio parece recomen-
ddvel para uso rotineiro em estudos en-
volvendo o efeito de drogas ou outros
agentes sobre a fungdo testicular.

CANULACAQ DA REDE TESTICULAR E DO
DUCTO DEFERENTE — Uma das maneiras de
se quantificar a produgdo espermitica
didria em animais vivos é a contagem de
espermatozdides no fluido colhido por
meio da canulagdo da rede testicular ou do
ducto deferente, envolvendo procedi-
mentos cirirgicos com um certo grau de
complexidade. A canulagdo da rede testi-
cular ¢ o procedimento ideal, uma vez que
se coletam os espermatozéides direta-
mente do testiculo, portanto ainda ndo
sujeitos a alteracoes numéricas pela pas-
sagem no epididimo. Essa técnica foi
utilizada em carneiros e em touros
(Amann et al; 1963; Voglmayr &
Maittner, 1968), tendo os cateteres perma-
necido patentes por 20 dias nos carneiros
e 43 dias nos touros. A eliminagio de
espermatozdéides, no entanto, diminuiu aos
7-12 dias ap6s o inicio do experimento,
suportando a idéia de que o procedimento
pode alterar a espermatogénese. Todavia,
ele pode ser indicado para experimentos
de curta duragdo em animais de grande
porte. Comparada a canulagdo da rede
testicular, a canulagdo do ducto deferente
(Setchell et al.; 1971) produz menos com-
plicagdes cirtirgicas, os cateteres perma-
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necem patentes por um periodo maior e
ainda com a vantagem de poderem ser
utilizados tanto em animais de grande
porte como em animais de laboratério
maiores (Holtz & Foote, 1974). Nio é,
contudo, um método recomendado para
animais de grande valor econdmico. Além
disso, hd que se considerar a reabsor¢io
de espermatozéides passivel de ocorrer no
epididimo. Deve ser ressaltado também
que ambos os métodos (canulagio da rede
testicular e canulagio do ducto deferente)
fornecem uma visdo limitada no que con-
cerne aos eventos espermatogénicos espe-
cificos que estejam sendo afetados por um
dado tratamento na intimidade do parén-
quima testicular.

ELIMINACAO ESPERMATICA DIARIA (EED)
—= Um dos métodos mais antigos ¢ mais
simples para se estimar a capacidade de
produgdo espermitica didria é o da elimi-
nagio espermatica didria, que consiste na
contagem de espermatozéides em ejacula-
dos sucessivos. Nesse caso a capacidade
reprodutiva do animal ndo ¢ afetada. En-
tretanto, tem-se que levar em considera-
¢io a influéncia das reservas espermdticas
extragonddicas (quantidade de espermato-
zOides presentes nas vias espermdticas
extratesticulares, principalmente no epidi-
dimo). Em animais em repouso sexual, as
reservas extragonddicas atingem o madxi-
mo. Conseqiientemente, para se obter uma
estimativa confidvel da eliminagio esper-
mitica didria, o intervalo entre as coletas
de sémen deve ser curto o suficiente (ge-
ralmente 2 dias) para se evilar que ocorra
aumento  exagerado nessas  reservas
(Amann, 1970). Além disso, o experi-
mento deve ser precedido por um periodo
de 7-10 dias de coleta, de modo a estabili-
zar as reservas extragondadicas. Outro fator
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a ser considerado ¢ o preparo sexual, no
caso de algumas espécies, como touros. O
preparo sexual intensivo (montas) deve
ser usado antes de cada ejaculagiio para
maximizar o total de espermatozéides por
ejaculado. Também importante nesse
método € a alta freqiiéncia de ejaculagio
(Amann & Almquist, 1961). Se o animal
ejacular segundo um esquema de alta
freqiiéncia, a EED tende a se aproximar
da PED. A alta freqiiéncia de ejaculagdo
tem ainda como efeito minimizar perdas
de espermatozdides na urina, reabsorgio
ou masturbagdo (Amann et al.; 1974). Por
outro lado, utilizando-se a ejacula¢io em
baixa freqiiéncia, as reservas espermdticas
extragonddicas aumentam ¢ o ejaculado
contém um ndmero excessivo de esper-
matozdides.

A principal limitagio do método da EED
¢ a enorme variagdo observada entre eja-
culados, o que torna experimentos de
ordem comparativa praticamente invidveis
(Berndtson, 1990). Esse problema pode
ser minimizado aumentando-se o ndmero
de dias de coleta. Outro fator de restri¢io
¢ a libido, naqueles casos em que o sémen
¢ colhido por meio de vagina artificial ¢ o
tratamento afete a libido. Além destas
limitagoes, a EED fornece uma visdo
restrita sobre quais eventos espermatogé-
nicos estdo sendo influenciados pelo tra-
tamento.

4.2 EM ORGAOS EXTIRPADOS

Alguns métodos permitem a determinagio
de alteragdes relativas e absolutas na
capacidade de produgdo espermitica.
Somente em algumas situagdes, por
exemplo na determinagio da produgdo
espermitica didria de uma espécie ainda
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niao caracterizada, o pesquisador pode
estar interessado em determinar o niimero
total (absoluto) de espermatozdides pro-
duzidos diariamente. Na maioria das ve-
zes, 0 que interessa realmente € saber se
um determinado tratamento teve algum
efeito ou se houve alguma percentagem de
decréscimo ou de aumento na produgio
espermdtica em relagdo aos niveis-
controle. Em estudos toxicolégicos a
determinagdo dessas alteragdes relativas
na produgdo espermdtica € o que mais se
procura.

4.2.1 METODO DA HOMOGENEIZAGAO OU
DAS RESERVAS ESPERMATICAS

Um dos procedimentos mais comumente
usados para se detectarem alteragdes
absolutas e relativas na produgio esper-
mdtica ¢ o método da homogeneizagio,
também conhecido como método das
reservas espermdticas (gonddica e extra-
gonadica). Essa técnica envolve a homo-
geneizagdo do tecido testicular e a subse-
qiente contagem nos homogeneizados de
espermitides em alongamento efou es-
permatozoides por meio de hemocitome-
tria. Em alguma etapa da espermiogénese
os niicleos das espermidtides em desenvol-
vimento e em alongamento tornam-se
extremamente resistentes a destrui¢io
fisica, enquanto os nicleos de outros tipos
celulares sdo destruidos. A base tedrica
dessa modificacdo ainda ndao estd com-
pletamente elucidada. Devido ao fato de o
tempo necessdrio para essas espermdtides
em alongamento se transformarem em
espermatozdides ser relativamente cons-
tante em individuos da mesma espécie,
niveis relativos de produgdo espermitica
podem ser determinados comparando-se 0
valor das reservas espermadticas entre o
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grupo-controle e o grupo tratado. A’ PED
pode ser calculada desde que se conhega o
divisor de tempo (representado pelo ni-
mero de dias que as espermdtides em
alongamento ocupam durante o ciclo do
epitélio seminifero; isto €, o tempe que
elas levam para se transformarem em
espermatozoides) e o tamanho da reserva
espermdtica (Amann & Lambiase, 1964).
Esse método ndo ¢ adequado para compa-
ragdo entre espécies, uma vez que o divi-
sor de tempo varia entre elas.

Entre as vantagens desse método destaca-
se o fato de ser rdpido e relativamente
simples, além de possibilitar a andlise de
uma grande amostragem de tecido. Além
disso, quaisquer alteragdes em qualquer
ponto da espermatogénese devem se re-
fletir em alteracOes nas reservas esperma-
ticas, uma vez que as espermdtides em
alongamento sdo as dltimas células es-
permatogénicas a serem formadas. O
conhecimento e a acurdcia do divisor de
tempo, a eficiéncia do processo de homo-
geneizagdo do tecido, a variabilidade
associada com contagens hemocitométri-
cas e a presencga de restos celulares sio os
principais fatores limitantes dessa técnica.
Visando diminuir a variabilidade entre
homogeneizados, recomenda-se que mais
de uma pessoa faga a contagem das célu-
las quando a diferenga na mesma amostra
ultrapassar 10%.

4.2.2 METODOS HISTOLOGICOS

DENSIDADE VOLUMETRICA DOS COM-
PONENTES TESTICULARES — Inicialmente
descrito por Chalkley (1943), esse método
pode ser usado na investigacdo de altera-
¢oes relativas e absolutas que possam
ocorrer na produgido espermdtica; sendo
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também dtil para se estimar o tamanho
numérico das populacdes de células testi-
culares.. A densidade volumétrica nos
informa a percentagem representada por
um compaonente especifico na composigio
do testiculo. A técnica é a de pontos ale-
atérios (random hits) em cortes do parén-
quima testicular. Para tal, coloca-se um
indicador fixo na ocular do microscopio,
em seguida perfaz-se um trajeto aleatério
sobre a limina ¢ registra-se a incidéncia
da estrutura presente na ponta do indica-
dor. Apos uma amostragem adequada, a
freqiiéncia da estrutura é proporcional ao
seu volume relativo ocupado no testiculo.
Como exemplo, se as células de Sertoli
ocupassem 2,1% do volume testicular, 0s
nicleos dessas células seriam atingidos
2,1% das vezes. O método desdobra-se
ainda na seguinte equagao:

Niimero total de células = volume total de
células + volume de uma tnica célula,
sendo

Volume total de células = densidade vo-
lumétrica x volume total do parénquima
testicular.

Ainda a titulo de exemplo, se o volume de
células de Leydig ocupasse 6,0ml do
testiculo € o volume de uma tnica célula
de Leydig fosse de 4 picolitros, ter-se-ia
1,5 bilhdo de células de Leydig no testi-
culo.

Existem basicamente dois métodos para se
calcular o volume de uma unica célula:
mensuragiio linear e reconstrugio de cor-
tes seriados. No primeiro, o cdlculo do
volume celular é feito medindo-se o dia-
metro ou 0 comprimento vezes a largura
da célula, com auxilio de uma ocular
micrométrica. E um método relativamente
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simples, sendo aplicdvel apenas a estrutu-
ras esféricas ou ovais (células de Sertoli e
espermatides alongadas sido excluidas).
No segundo método. originalmente utili-
zado na andlise de nicleos de células de
Sertoli em pessoas (Johnson et al.; 1984),
cortes seriados de 0,5 micrometro de
espessura de ntcleos individuais sdo obti-
dos e a drea ocupada pelos nicleos €
determinada em cada corte tragando-se
seu esho¢o com o auxilio de um programa
de computador. O volume do ndcleo €
entio determinado como o produto de sua
drea vezes a espessura do corte, esta ulti-
ma sendo confirmada por um microscépio
eletronico calibrado. Em seguida, os vo-
lumes dos nticleos individuais de células
de Sertoli sdo somados para todos os
cortes seriados, de modo a se obter o
volume nuclear total. As limitagdes desse
método incluem a necessidade de um
equipamento mais sofisticado (computa-
dor e microscdpio eletrénico) e o fato de
ser extremamente laborioso, além de po-
der avaliar apenas um pequeno nimero de
células individuais por testiculo, ndo sen-
do, portanto, pritico para estudos experi-
mentais.

Entre as vantagens do método da densida-
de volumétrica destacam-se a sua relativa
simplicidade e o grande nimero de pontos
registrados em um curto periodo de tem-
po. Sua maior limitagio estd na retragdo
tecidual resultante dos métodos de proces-
samento histolégico. E 6bvio que, se o
tecido retrai, seu volume serd menor no
estado fixado em relagdo ao estado fresco.
Além disso, no processo de retragio,
existe a possibilidade de ela ocorrer de
modo diferente entre os tecidos. Os méto-
dos cldssicos de processamento tecidual
por imersiio em fixadores 4 base de for-
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maldeido e inclusdo em parafina resultam
numa retragio que pode variar de 13 a
58%. Ja os métodos mais modernos, como
a perfusdo vascular e a fixaciio i base de
glutaraldeido e inclusdo em pldstico. po-
dem reduzir ou eliminar a retrago tecidu-
al (dados indicam variagdo de 0 a 20%).
Portanto, quando possivel, esses métodos
mais modernos sao sempre os recomenda-
veis. De qualquer forma, hd ainda neces-
sidade de se corrigir o efeito dessa retra-
¢do, o que pode ser feito determinando-se
o volume de cada amostra de tecido antes
e depois da fixacdo e inclusio. O volume
do tecido pode ser medido imergindo-o
num liquido e medindo-se o deslocamento
de fluido. Determina-se finalmente um
fator de corre¢@o por meio da razio entre
os volumes medidos antes e depois do
processamento tecidual.

RAZOES CELULARES INDICATIVAS DA
EFICIENCIA ESPERMATOGENICA — Outra
maneira de quantificar as alteracdes rela-
tivas na capacidade de produgio esper-
mdtica ¢ expressd-las em termos de nime-
ro de células germinativas por secgio
transversal de wibulo seminifero. Tal
método € também indicado para identifi-
car as etapas especificas do processo
espermatogénico, nas quais as células
germinativas sdo afetadas por um deter-
minado tratamento. A Tab.1 apresenta um
exemplo hipotético dessa situacio.

Conforme € mostrado na Tab.1, o grupo-
controle apresenta uma reducdo na razio
de espermitides arredondadas para es-
permatdcitos primdrios em paquiteno de
3,96 para 3,00 no grupo tratado. Tem-se
assim uma diferenca de 0,96, o que repre-
senta um decréscimo de 25% no rendi-
mento da espermatogénese. Pode-se ainda
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perceber que a etapa do processo esper-
matogénico mais afetada foi a passagem
de espermatdcitos primdrios de prelept-
teno (PL) para paquiteno (PQ).

Tabela 1. Dados hipotéticos sobre o ni-
mero de células germinativas no estagio
VIl do CES em cortes transversais de
tibulos seminiferos de ratos.

Tipo celular
Gi SPG SPD SPD
irupo SPG PL PQ
A AR. AR/PQ
Controle 1,0 18.5 17.7 70.1 3,96
Tratado 1.0 18.5 14.0 42.0 3,00

CES = Ciclo do epitélio seminifero

SPG A = espermatogonias do tipo A; PL = prelep-
l6tenos; PQ = paquitenos; SPD AR = espermitides
arredondadas.

E evidente que a determinacdo dessas
razoes celulares envolve a quantificacio
de células feita por meio de contagens de
nucleos esféricos de células germinativas
e de nucléolos esféricos de células de
Sertoli em secgdes transversais de tibulos
seminiferos. As espermatides alongadas e
os nicleos irregulares das células de Ser-
toli ndo sdo contados. As contagens assim
obtidas sdo referidas como contagens
brutas, havendo necessidade de converté-
las em contagens reais. Isso se da pelo
fato de as contagens serem baseadas tanto
em nicleos inteiros como em fragmentos
de niicleos, sendo o nimero real de niicle-
os inteiros inflacionados pela presenca de
fragmentos. Desse modo, a superestima-
¢do tende sempre a favorecer as células de
ntcleo maior, pois a quantidade de frag-
mentos nucleares ¢ diretamente proporci-
onal ao didmetro nuclear. Assim, com a
finalidade de corrigir essas distorcoes
devidas a variagio no didmetro nuclear,
Abercrombie (1946) desenvolveu a se-
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guinte féormula, conhecida também como
fator de correc¢éo de Abercrombie:

Contagem real = contagem bruta x espes-
sura do corte + (espessura do corte +
didimetro nuclear).

RAZAO ENTRE CELULAS GERMINATIVAS E
CELULAS DE SERTOLI (INDICE DE CELULA
DE SERTOLI) — Apds a conversio das
contagens celulares brutas em contagens
reais (correciio para o didmetro nuclear),
os nuimeros celulares devem também ser
corrigidos para eventuais alteracdes no
diametro dos tibulos seminiferos, seja em
conseqiiéncia do processamento histol6gi-
co (retracdo tecidual) ou do tratamento
experimental, por meio do chamado indi-
ce de célula de Sertoli (Clermont & Mor-
gentaler, 1955). Esse indice, utilizado na
deteccdo de alteragdes relativas na popu-
lagdo de células espematogénicas, baseia-
se em dois principios: a) o nimero de
células de Sertoli mantém-se estivel no
individuo adulto e b) as células de Sertoli
sdo extremamente resistentes a tratamen-
tos drasticos afetando os testiculos. Como
exemplo, caso o tratamento com determi-
nada droga acarretasse uma redugdo de
50% no niimero total de espermatides, ter-
se-ia supostamente uma redugdo corres-
pondente de 50% no nimero dessas célu-
las num corte transversal de tibulo semi-
nifero, isto ocorrendo na hipdtese de nio
haver redugdo no didmetro desse tibulo.
Entretanto, como € esperado que também
ocorra uma redugdo concomitante no
didmetro tubular em decorréncia do refe-
rido tratamento, a diminui¢do no ndmero
das espermdtides poderia ser obscurecida,
uma vez que as células restantes no tibulo
poderiam apresentar-se compactadas num
espago menor. Essa distor¢do pode ser
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corrigida calculando-se a razio entre o
nimero de espermdtides e o nimero de
células de Sertoli, no pressuposto de que o
nimero destas dltimas néo ¢ alterado pelo
tratamento. Com isso a redugdo real ocor-
rida no nimero de espermitides torna-se
mais facilmente detectada. As vantagens
desse indice incluem a elimina¢do da
retragio tecidual como um agente de
interferéncia no computo dos nimeros
celulares e também a correcdo de possi-
veis alteragdes nas proprias dimensoes
tubulares, sejam naturais ou induzidas
pelo tratamento.

ENUMERACAO DIRETA DE ESPERMATIDES
ALONGADAS EMBEBIDAS NO APICE DA
CELULA DE SERTOLI (Russell & Peterson,
1984; Franca, 1991) — As espermatides
alongadas normalmente sao encontradas
agrupadas em feixes no epitélio seminife-
ro, sendo dificil e nem sempre acurada a
sua contagem por métodos usuais. O mé-
todo acima enunciado propicia a conta-
gem dessas células numa combinagio de
microscopia de luz e eletrénica. Inicial-
mente cortes semilinos de tibulos semini-
feros sdo observados em microscopia de
luz, no intuito de identificar os estigios do
ciclo do epitélio seminifero onde se en-
contram feixes de espermatides alongadas.
Em seguida, utilizando-se ultramicrétomo,
orientam-se os cortes de modo a atingir
células de Sertoli em cujo citoplasma
encontram-se espermdtides
alongadas. Posteriormente, ao microsco-
pio eletrnico, contam-se as espermatides
alongadas associadas com cada célula de
Sertoli. Esse método permite, assim, esti-
mar a capacidade de suporte das células
de Sertoli, como um parametro indicativo
da capacidade de produgdo espermitica.
A limitagao principal desse método ¢ a

ancoradas



Cad. Téc. Vet. Zootec; n.35, p.31-40, 2001.

reduzida amostragem possivel de ser
analisada. Ademais, células de Sertoli
realmente desprovidas de espermatides
devido ao efeito do tratamento poderiam
ser confundidas com células de Sertoli
que ndo foram seccionadas na ultura ou no
plano de sec¢do adequados, levando
eventualmente a interpretagoes errdneas
dos resultados. Portanto, ndo parece ser
um método pritico em estudos experi-
mentais.

QUANTIFICACAO DIRETA DE CELULAS
GERMINATIVAS EM DEGENERACAO (Russel
& Clermont, 1976; Russell, 1983) - O
principio dessa técnica é basicamente o
mesmo utilizado para a determinagio de
alteragdes relativas na capacidade esper-
matogénica, exceto pelo fato de que as
¢€lulas contadas sdo aquelas em degene-
racio ao invés de células normais. Os
resultados siio expressos em termos de
c€lulas germinativas em degeneragio por
célula de Sertoli ou por sec¢io transversal
de tibulo seminifero. Esse método ¢ indi-
cado para caracterizagio qualitativa das
células germinativas, uma vez que dege-
neragoes que normalmente poderiam ser
excluidas numa contagem ao microscépio
de luz seriam facilmente identificadas ao
microscopio eletrénico. Algumas de suas
limitagdes incluem, além do custo elevado
¢ do tempo despendido, a dificuldade em
selecionar os estdgios a serem estudados,
pois as degenera¢des podem tornar bas-
tante dificil sua identificagio.

5. COMENTARIOS FINAIS

A quantificagio da espermatogénese
constitui uma ferramenta importante na
avaliagio dos efeitos do ambiente, de
drogas ou de agentes téxicos sobre o
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testiculo e, em animais normais, na esti-
mativa de seu potencial de produgio es-
permdlica. A escolha do método de quan-
tificagdo depende da necessidade de se
determinarem alteragdes relativas ou ab-
solutas na produgdo espermdtica, da sen-
sibilidade desejada no experimento (de-
tectar pequenas ou grandes diferengas em
relagdo a animais-controle) e do nimero
de animais disponiveis. Nenhum método é
lotalmente superior aos demais, pois todos
possuem vantagens e desvantagens. De
qualquer forma, na execugio de estudos
experimentais que envolvam a quantifica-
¢do da produgdo espermdtica, é sempre
prudente utilizar pelo menos dois méto-
dos, de preferéncia complementares entre
si.
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1. INTRODUCAO

Quando em 1590, Janssens, um fabricante
de lentes para 6culos, montou o primeiro
microscopio de luz com capacidade de
ampliar um objeto em torno de 25 vezes,
nio imaginava o qudo importante seria
sua descoberta para desvendar o mundo
microscdpico nas vdrias dreas das ciéncias
biologicas e de materiais. Posteriormente
o microscépio de luz foi aprimorado gra-
dativamente, mas somente no inicio do
século XX € que estruturas com distancia
de 0,2um entre si puderam ser claramente
diferenciadas. Com esta resoluciao foi, e
ainda ¢ possivel, estudar muitos dos de-
talhes microscépicos das células e tecidos
sob condigoes fisioldgicas, patoldgicas e
experimentais. No entanto, a limitagio
desse tipo de microscopia ficou evidente,
uma vez que o aumento do microscopio
de luz ndo permite estudar com maiores
detalhes as estruturas subcelulares (Bo-
zzola & Russell, 1992).

Foi apenas em 1932, quando Knoll e
Ruska desenvolveram o primeiro micros-
cépio eletrdnico, que se iniciou uma nova
corrida para a construgdo de equipamen-
tos que pudessem fornecer imagens com
aumentos de milhares de vezes e com alto
poder de resolugdo. O principio desse
novo tipo de microscopia era a utilizagdo
de elétrons e ndo fGtons, como na micros-
copia de luz. Assim, em 1947 surgiu o
primeiro  microscGpio  eletrnico  de
transmissao (MET) e em 1958, o primeiro
microscopio eletrdnico de varredura
(MEV), ambos com a finalidade principal
de realizar estudos na drea bioldgica.
Como esses equipamentos conseguem
resolucio de até 0,1nm, € possivel estudar
aspectos subcelulares e assim entender os
virios processos que ocorrem dentro de
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uma c€lula, bem como as interagdes entre
células e componentes extracelulares na
constituigdo de tecidos e drgdos (Bozzola
& Russell, 1992).

Apesar de suas particularidades, tanto a
microscopia eletronica de transmissio
quanto a de varredura utilizam para a
formagdo de imagens o bombardeamento
de elétrons sobre o material em andlise.
Ao se aplicar a microscopia eletrdnica em
ciéncias dos materiais, nas dreas de enge-
nharia, fisica ou informatica, normal-
mente esses feixes de elétrons nao danifi-
cam os objetos jd que os mesmos sido re-
sistentes. No entanto, ao incidirem sobre
estruturas bioldgicas, os feixes de elétrons
podem danificd-las, impossibilitando seu
estudo pela destruigdo ou introdugio de
artefatos. Por isso, quando em 1934 foi
publicada a primeira eletromicrografia de
tecido bioldgico, a qualidade da imagem
era inferior & de um microscépio de luz.
Diante dessa dificuldade, nos anos subse-
qiientes desenvolveram-se processamen-
tos quimicos dos materiais bioldgicos
denominados fixagdo. Esse procedimento
teve por finalidade estabilizar as estrutu-
ras celulares e manter a morfologia da
c€lula o mais préximo possivel do seu
estado in vivo. Além disso, a fixagdo per-
mitiu conferir resisténcia suficiente para
que as estruturas celulares pudessem su-
portar etapas posteriores do processa-
mento tais como inclusio, microtomia e
exposicdo ao feixe de elétrons. O primeiro
fixador eficiente utilizado em microscopia
eletronica, introduzido por Claude em
1948, foi o tetréxido de 6smio. A utiliza-
¢ao desse fixador objetivou a estabiliza-
¢ao e o contraste dos fosfolipides consti-
tuintes da membrana citoplasmatica. Ou-
tros tipos de fixadores foram também uti-
lizados com sucesso apds a introdugdo do
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tetréxido de dsmio. No entanto, somente
em 1963, Sabatini e colaboradores intro-
duziram o fixador mais eficiente e mais
largamente utilizado atualmente, o gluta-
raldeido. Este fixador reage com grupa-
mentos amino (-NH,) das proteinas das
membranas, estabelecendo reagoes cruza-
das e estabilizando a célula. Na tentativa
de melhorar a qualidade da fixagdo dos
tecidos, Sabatini et al. (1963) empregaram
pela primeira vez uma combinagio de
fixadores. Nesse tipo de abordagem os
tecidos foram submetidos a uma fixagio
prévia com solug@o de glutaraldeido (fi-
xador primdrio) e posteriormente a fixa-
¢do com tetroxido de dsmio (fixador se-
cunddrio), ambos tamponados com solu-
¢oes a 0,IM nas quais o pH varia de 7,2 a
7.4. Essa combinagio de fixadores estabi-
liza os tecidos de forma bem mais ade-
quada uma vez que atua sobre proteinas e
lipides das membranas celulares. Por isso
nio foi surpresa a imediata utilizagio des-
se¢ novo procedimento em grande parte
dos protocolos empregados para estudo
dos mais diversos materiais biolégicos.
Muitas variagbes em relagdo as concen-
tragdes dessas solugoes, o tipo de tampao,
0 tempo e a temperatura de fixagdo foram
introduzidas. Essas variagdes de protoco-
los objetivam a preservagdo adequada dos
diferentes tipos de células e tecidos, le-
vando em conta suas particularidades ¢ o
escopo da investigagdo. Para maiores de-
talhes sobre as caracteristicas dos fixado-
res e os principais protocolos utilizados
consulte Glauert (1975), Hayat (1981),
Souza (1989) e Bozzola & Russell (1992).

2. MICROSCOPIA ELETRONICA
DE TRANSMISSAO

Resumidamente, o MET ¢ constituido de
um filamento que, quando aquecido ade-
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quadamente, emite um feixe de elétrons
primdrios para o interior de uma coluna
sob vdcuo. Ao passar por essa coluna e
antes de chegar na amostra, o feixe de
elétrons ¢ defletido por lentes eletromag-
néticas e em seguida focalizado no plano
da amostra por um condensador. Apds
atravessar a amostra, os elétrons passam
por uma lente objetiva que forma a ima-
gem, a qual é ampliada por lentes projeto-
ras e posteriormente projetada sobre uma
tela fluorescente como imagem final. Essa
imagem fluorescente é bidimensional e
visivel ao observador na base da coluna.
Durante o percurso do feixe de elétrons
pela coluna os elétrons secunddrios sdo
retirados, uma vez que sdo prejudiciais a
formagdo da imagem. Ao incidirem sobre
a amostra em estudo os elétrons primdrios
respondem de forma diferente, conforme
sua capacidade de atravessar ou niio os
componentes celulares ou extracelulares
sobre os quais incidiram. Dessa forma os
elétrons primdrios que incidem sobre a
amostra podem ser absorvidos, refletidos
ou dispersos em algumas 4reas, ¢ em ou-
tras podem atravessar a amostra pratica-
mente sem sofrer efeito. Aqueles elétrons
que incidem sobre as dreas mais densas da
amostra (por exemplo membranas, cro-
matina ¢ inclusoes citoplasmdticas) nio
sdo transmitidos, ndo iluminando conse-
qiientemente a tela fluorescente e apare-
cendo como dreas escuras. Enquanto
aqueles que sdo transmitidos, isto €, atra-
vessam a amostra (por exemplo citoplas-
ma), vao iluminar a tela e formar as dreas
clétron licidas da imagem. A imagem
visivel sobre a tela fluorescente, formada
de regides elétron densas e elétron lici-
das, constitui no conjunto a imagem final
que pode ser estudada e/ou fotografada.
Diz-se, assim, que essa imagem formada ¢
uma imagem transmitida, o que gerou o
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nome deste tipo de microscopia. Embora
raramente utilizadas, ampliagdes de até
um milhdo de vezes e com resolugio de
0,1nm sio obtidas com os MET mais mo-
dernos. Dessa forma, o microscépio ele-
trénico de transmissdo €, sem divida, um
equipamento muito eficiente para se in-
vestigar a ultra-estrutura dos tecidos ¢
cClulas animais e vegetais, bem como
estruturas menores como macromoléculas
neles contidas.

Conforme jd foi citado, a primeira e mais
importante etapa do processamento técni-
co de preparacdo dos tecidos bioldgicos
para estudo ao MET ¢ a fixagio, rotinei-
ramente feita com glutaraldeido e tetroxi-
do de ésmio. Duas sdo as maneira de se
fixarem as amostras com glutaraldeido:
(1) fixagdo por imersdo, na qual frag-
mentos de tecidos com cerca de 2mm de
espessura sdo imersos 0 mais rapido pos-
sivel na solugdo fixadora ou (2) fixagio
por perfusdo, no qual a solugdo fixadora é
perfundida por via intravascular. Previa-
mente a perfusdo, solugdo fisiolGgica,
normalmente salina a 0,9%, ¢ utilizada
para limpar o leito vascular e facilitar a
agdo do fixador. Sempre que possivel a
fixagio por perfusdo deve ser utilizada
pelo fato de a mesma expor as células
mais rapidamente ao fixador. Apés fixa-
¢do, os fragmentos sdo desidratados em
série crescente de concentragdes de dlcool
ou acetona e depois infiltrados e incluidos
em resina. Cortes extremamente finos da
amostra, 30 a 60nm de espessura, sdo
retirados do material incluido em resina
por meio de ultramicrétomos. Esses corles
sdo colocados em tela de cobre ou de ouro
que servem de suporte. Embora o tetréxi-
do de ésmio fixe os tecidos e também
aumente o contraste da amostra isto ndo ¢
o suficiente para que imagens de qualida-
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de sejam obtidas. Dai que antes de serem
introduzidos no MET para estudo das
amostras ou obtengdo de eletromicrogra-
fias, os cortes sdo contrastados com ace-
tato de uranila e citrato de chumbo. A
qualidade da imagem projetada na tela
fluorescente ou no filme fotografico, tra-
duzida pela presenga de dreas elétron den-
sas e elétron licidas bem definidas, é pro-
porcional ao contraste dos cortes ultrafi-
nos. Dependendo do objetivo principal do
estudo, a associacdo de tetroxido de Os-
mio com ferrocianeto de potdssio (1,5%)
¢ utilizada para proporcionar maior con-
traste de membranas. Esta solugio fixado-
ra, assim preparada, ¢ denominada ésmio
reduzido.

3. MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA

O MEV tem por finalidade estudar a to-
pografia de organismos inteiros, tecidos e
6rgdos ou mesmo de suas regides internas
apos fratura em nitrogénio liquido. Dessa
forma, este tipo de microscopia é um pre-
cioso instrumento para o entendimento da
arquitetura de pequenos organismos e
fragmentos de érgdos ou tecidos, forne-
cendo imagens ndo raro apreciadas pela
sua beleza.

A semelhanca do MET, o MEV também
possui um filamento que quando aquecido
emite um feixe de elétrons primdrios para
o interior de uma coluna mantida sob vi-
cuo. Durante o percurso por essa coluna o
feixe de elétrons primdrios sofre a agéo de
lentes eletromagnéticas e posteriormente
colide com a amostra em estudo. Ao inci-
dir sobre a amostra a interacio entre os
elétron: primdrios e os dtomos da amostra
produzem elétrons secunddrios de baixa
energia, os quais sdo refletidos de forma
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diferente conforme as particularidades de
relevo da amostra. Portanto, os elétrons
secunddrios sdo os responsdveis diretos
pela formagdo da imagem tridimensional
caracteristica da MEV (Ohnsorge &
Holm, 1978), constituindo, assim, a dife-
renga basica fundamental entre a MEV ¢ a
MET. A formagdo dessa imagem estere-
oscopica também ocorre devido a possi-
bilidade de inclinagdo e rotagio em todas
as direcoes da amostra sob o feixe ele-
tronico, e devido a grande profundidade
de campo que pode ser de 10um para au-
mentos de 10 mil vezes, chegando a lem
para aumentos de 20 vezes (Silveira,
1989). Mais detalhadamente, para a for-
magdo de imagens na MEV os elétrons
secunddrios refletidos sio atraidos por um
coletor de elétrons. Este gera sinais elétri-
cos que sdo transferidos para um sistema
eletrbnico capaz de traduzir esses sinais
para imagem visualizada na tela de um
monitor. Essa imagem pode ser estudada
¢ dela obtidas eletromicrografias. Tam-
bém pode ser transferida para um micro-
computador comum onde pode ser traba-
lhada mais refinadamente em programas
de tratamento de imagens. Apds esse tra-
tamento, a imagem retorna para o MEV
resultando em eletromicrografias de ex-
celente qualidade.

Para que resulte numa imagem com alta
qualidade, o processamento dos tecidos
para estudo ao MEV requer cuidados es-
peciais. Assim, os tecidos devem ser fixa-
dos primeiro com glutaraldeido e posteri-
ormente submetidos a vdrios banhos com
tetroxido de 6smio, intercalados com
mordentes para melhorar o contraste,
como por exemplo o dcido tanico, a tio-
semicarbazida e a tiocarboidrazida (Mu-
rakami, 1974; Murphy, 1980; Murakami
& Jones, 1980; Sesso, 1989). Essa expo-
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sicio dos tecidos aos vdrios banhos de
tetroxido de 6smio aumenta bastante a
condutividade dos tecidos biolégicos, ou
seja sua capacidade de refletir elétrons,
Além desses tratamentos, os fragmentos
sdo ainda recobertos com fina camada de
ouro, carbono ou palddio, em aparelho
especifico denominado metalizador. Nes-
sa fase, os tecidos devem se apresentar
condutivos o suficiente para formar ima-
gens de qualidade quando observados ao
MEV. Outro fator importante que influen-
cia a qualidade da imagem é o modo de
secar os tecidos biolégicos. Quando seca-
das ao ar, as amostras normalmente tor-
nam-se enrugadas devido a forga de ten-
sdo superficial formada no momento em
que a substincia utilizada para desidratar
a amostra (dlcool ou acetona) passa do
estado liquido para o gasoso. Para se evi-
tar esse artefato, as amostras siio secas em
aparelho de ponto critico de CO,. Este
procedimento mantém a topografia nor-
mal da amostra uma vez que a passagem
do CO; liquido para o estado gasoso ocor-
re imperceptivelmente, sem o efeito das
forcas de tenséo superficial.

4. ALGUMAS APLICACOES DA
MICROSCOPIA ELETRONICA
NA AREA DE REPRODUGAO

Como foi comentado anteriormente, o
aspecto mais importante em qualquer tipo
de andlise morfolégica e morfométrica é,
sem divida alguma, a qualidade da fixa-
¢do. Uma vez que o fixador mais adequa-
do tenha sido escolhido para o tipo de
estudo em questdo, o tipo de microscopia
a ser utilizado deve ser criteriosamente
analisado. Nem sempre os maiores au-
mentos fornecem as respostas mais ade-
quadas para os objetivos do trabalho pro-
posto. Portanto, parte do estudo pode ser
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realizado em microscopia de luz ou mes-
mo microscopia eletrdnica de pequeno
aumento. Usualmente a microscopia de
luz € utilizada em associagdo com a mi-
croscopia eletrébnica em muitas investiga-
coes.

No estudo descritivo as informagdes ex-
traidas das micrografias sdo utilizadas
para substanciar os objetivos do investi-
gador. Nesse tipo de estudo as evidéncias
sdo largamente subjetivas e os termos
utilizados sdo geralmente muito vagos
(Russell, 1995), nio sendo incomum ob-
servar terminologias tais como poucos,
esparsos, numerosos, abundantes, muitos,
grande numero etc. (Bozzola & Russell,
1992). Na andlise descritiva existe ainda
divida quanto ao critério utilizado para
selecionar as micrografias/campo de estu-
do e se o que estd sendo investigado é
representativo do tecido/érgao em andlise.
Também deve ser ressaltado que o estudo
puramente descritivo nido pode ser repeti-
do dada sua natureza subjetiva, o que é
uma violagio a uma das principais regras
que governam a credibilidade da ciéncia.
Como muitos pesquisadores ndo sdo mor-
fologistas, a dnica linguagem que pode
ser prontamente entendida por todos sio
as informagdes quantitativas (Russell,
1995).

A morfometria ou estereologia € a inter-
pretacdo geométrica das secgdes a partir
de imagens em duas dimensdes. Os prin-
cipios estereoldgicos bdsicos provém da
geologia e surgiram da necessidade de se
determinar a composi¢do das rochas to-
mando-se a vista da superficie de corte
(Bozzola & Russell, 1992). As técnicas
quantitativas ddo credibilidade aos resul-
tados ¢ permitem expressar os dados em
valores absolutos. Essas técnicas podem
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ser utilizadas diretamente no microscépio,
no negativo, em micrografias e em re-
construgao de cortes seriados.

Embora a teoria para morfologia quanti-
tativa tenha surgido ha muito tempo, ape-
nas recentemente esses métodos t€m sido
aplicados em estudos bioldgicos. O co-
nhecimento da morfologia quantitativa ou
morfometria pode ser obtido de intmeras
fontes. Porém, para se ganhar experiéncia
pratica nessas écnicas, considerdvel es-
for¢co e atengdo nos estudos morfométri-
cos publicados sdo necessdrios, devido ao
fato de que nesses trabalhos a teoria ser
traduzida na pritica (Russell, 1995). De
inicio, as investigaces sdo planejadas
como abordagens quantitativas  para
acrescentar o que ¢ sabido a respeito da
célula/tecido, a partir de publicagdes des-
critivas puramente subjetivas. Alternati-
vamente, essas investigagoes podem rela-
cionar dados morfologicos com dados
fisiol6gicos. Tais estudos usualmente em-
pregam técnicas eslereoldgicas para se
oblerem respostas absolutas. Em estudos
experimentais, um pardmetro especifico
critico € analisado inicialmente. Portanto,
nessa situac@o a quantificagao sé é reali-
zada apds exame prévio do tecido. Ou
seja, € necessdrio o desenvolvimento de
uma hipotese acerca do que estd ocorren-
do, baseando-se em observagdes subjeti-
vas do tecido (Russell, 1995). Regras para
as andlises quantitativas podem ser esta-
belecidas objetivando exclusivamente o
parimetro de interesse. Assim, nem sem-
pre uma andlise morfométrica extensa ¢
necessdria. A quantificagéo relativa ¢ atil
em experimentos morfolégicos nos quais
¢ importante determinar se dois grupos
diferem estatisticamente em algum para-
metro. Os resultados podem ser expressos
como percentagens (densidade volumétri-
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ca x 100). Razdes podem ser também
obtidas e analisadas estatisticamente. Em-
bora a andlise quantitativa deva ser enco-
rajada sempre que possivel, ndo se pode
diminuir o valor das microfotografias
eletronicas publicadas. A aparéncia e or-
ganizagdo dos tecidos em microscopia de
luz e eletrénica fornecem muitas informa-
¢oes em relagio aos lecidos, informagdes
estas impossiveis de serem obtidas com
técnicas quantitativas. Sem nenhuma du-
vida, a situagdo ideal ¢ o acompanha-
mento de micrografias publicadas com
informagdes quantitativas a respeito das
mesmas (Russell, 1995). A microscopia
confocal, cada vez mais acessivel, ¢ uma
boa alternativa para estudos morfométri-
cos, ela possibilita o célculo de volumes
pela determinag@o das dreas e espessura
dos cortes, sendo especialmente tteis para
células e nicleos de forma irregular.

Como pode ser facilmente deduzido do
que foi exposto, informagdes morfométri-
cas precisas podem fornecer respostas
para importantes questdoes relacionadas
com os diferentes érgios do sistema re-
produtivo, sendo valiosas para correlagdes
com achados fisioldgicos, patolégicos e
bioquimicos, permitindo ainda o entendi-
mento mais completo da funcionalidade
desse sistema como um todo. No entanto,
o conhecimento da morfologia desses
orgaos ¢ fundamental para que se possa
fazer inferéncias a respeito de suas fun-
¢oes. Também jd foi comentado que nos
estudos morfométricos a correta amostra-
gem € fundamental para que os resultados
sejam confidveis. O principio bdsico é o
de ndo selecionar e ndo evitar possiveis
areas a analisar. Outro aspecto importante
que deve ser levado em conta € que nor-
malmente esse tipo de andlise demanda
muito tempo. Assim, deve-se procurar
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limitar os estudos estereolégicos, priori-
zando-se a qualidade da andlise (Bozzola
& Russell, 1992). Em diversos tipos de
anidlises morfométricas fatores de corre-
¢io devem ser utilizados para que os re-
sultados obtidos possam ser comparados
adequadamente com outros dados da lite-
ratura. Como exemplos de algumas situa-
¢Oes nas quais esses fatores devem ser
empregados podem ser citados os de cor-
reciio para retracoes linear e volumétrica
que ocorrem devido aos processos de in-
clusdo e microtomia e fator de corregio
para espessura do corte.

O testiculo do rato é um bom exemplo dos
diversos tipos de resultados que podem
ser obtidos pela andlise morfométrica.
Essa espécie ¢ a que possui mais dados
disponiveis na literatura para os parime-
tros reprodutivos, sendo a tnica que pos-
sui todo o testiculo construido mediante a
microscopia eletrénica de transmissido
(Franca et al., 1993; Ye et al., 1993; Fran-
ca et al., 1995; Russell & Franga, 1995).
Nesses trabalhos estdao apresentadas in-
formagdes a respeito dos diferentes com-
partimentos do testiculo, expressos em ml
e pl. Também podem ser encontrados
valores referentes a volume (pm3) e drea
(um’) de praticamente todos os compo-
nentes celulares, especificamente daque-
les localizados no epitélio seminifero e
considerando as diversas fases do ciclo
espermatogénico. De maneira geral, dados
relativos ao volume de estruturas celula-
res e principalmente da superficie das
membranas de organelas (por exemplo
membrana mitocondrial interna) fornecem
importantes correlagdes funcionais. A
partir do conhecimento do volume e da
densidade volumétrica (%) nucleares e do
volume do compartimento investigado,
populagdes celulares podem ser estima-

das. Essas abordagens sdo rotinelias em
estudos experimentais (Franga et al,
1995) e também naqueles que utilizam
modelos experimentais (Franca et al.,
1994). Merece ser destacado que a avalia-
¢io histopatoldgica ¢ uma das abordagens
mais sensiveis na detecgdo de efeitos de
substincias toxicas nos dorgio do sistema
reprodutivo (Russell et al., 1990; Hess &
Moore, 1993; Szczech & Russell, 1997).
Essa avaliagdo ¢ agora obrigatéria em
muitos pafses da Europa, no Japdo e nos
Estados Unidos e fundamenta-se princi-
palmente na andlise morfométrica.
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1. INTRODUGAO

A utilizagdo de transplantes em medicina
reprodutiva tem sido tentada sem sucesso
por muito tempo (Nugent et al., 1997).
Apenas recentemente, com 0 avango em
diversas dreas, tais como biologia celular,
genética molecular, imunologia e técnicas
de criopreservagiio celular, foi possivel
retomar esta fascinante abordagem expe-
rimental (Brinster & Avarbock, 1994:
Brinster & Zimmermann, 1994),

O corpo dos mamiferos possui muitos
sistemas auto-renovidveis presentes na
epiderme, epitélio intestinal, tecido hemo-
citopoiético e no testiculo. Cada um des-
ses sislemas € caracterizado por uma pe-
quena populacio de células-tronco as
quais se auto-renovam e, simultaneamen-
te, produzem células que sofrem diferen-
ciagdo. No entanto, € nos testiculos que se
localiza o dnico tipo celular auto-
renovivel no animal adulto capaz de con-
tribuir para a formagdo de novas geragdes
de individuos (Franca et al., 1998). Esse
tipo celular é também o que gera células
que passam por maior nimero de divisdes
durante a diferenciagio celular.

Nos machos sexualmente maduros, a dife-
renciagdo das células germinativas ocorre
nos uwibulos seminiferos por um processo
altamente organizado e muito eficiente,
No entanto, devido a sua complexidade,
muitos dos mecanismos de controle desse
processo sdo ainda desconhecidos. O pro-
cesso espermatogenético dura cerca de 40
a 60 dias na maioria dos mamiferos. De
acordo com consideracoes morfolégicas e
funcionais a espermatogénese pode ser
dividida em trés fases: (a) fase proliferati-
va ou espermatogonica, na qual as células
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sofrem rdpidas e sucessivas divisdes; (b)
fase meidtica (espermatéeitos), na qual o
material genético ¢ recombinado e segre-
gado; e (c¢) fase de diferenciagio (esper-
miogenética), na qual as espermitides se
transformam em células muito especiali-
zadas e estruturalmente equipadas para
fertilizar o ovécito (Russell et al., 1990).
Cada uma dessas fases dura aproximada-
mente 1/3 do total do processo esperma-
togenético. No inicio da fase proliferativa,
espermatogonias consideradas indiferen-
ciadas e com caracteristicas especificas
ainda ndo completamente definidas pas-
sam por divisdes mitéticas para renovar
sua populagiio, gerando também células
que dardo origem aos espermatozéides em
fases subseqiientes. Esse tipo celular, de-
nominado espermatogdnia-tronco, divide-
se continuamente durante quase toda a
vida adulta. Em contraste com o macho,
as c€lulas germinativas da fémea cessam
sua divisdo antes do nascimento, diminu-
indo sua popula¢io com a idade (Franga
etal., 1998).

As  espermatogbnias-tronco  sdo  muito
resistentes a grande variedade de agentes
nocivos para o testiculo, sendo muitas
vezes o tnico tipo celular remanescente a
danos severos ou prolongados (Dym,
1994). Acredita-se que a habilidade de
sobrevivéncia dessas células reside no
fato de determinada parte da populagio de
células-tronco dividir-se esporadicamente.
Como as espermatogdnias sofrem altera-
¢Oes morfolégicas graduais ao se diferen-
ciarem, ndo existindo portanto critérios
morfolégicos seguros para caracterizd-las,
a estimativa precisa do nimero de células-
tronco por testiculo torna-se tarefa bas-
tante dificil (Ogawa et al., 1997). Teori-
camente, uma simples espermatogdnia-
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tronco de rato € capaz de produzir 4096
espermatozoides (Russell et al., 1990). No
entanto, degeneragdes celulares (apopto-
se) que ocorrem principalmente na fase
proliferativa e na fase meidtica do proces-
50 espermatogenético reduzem significati-
vamente (de 70% a 85%) a produgio final
de gametas (Franca & Russell, 1998).
Mesmo assim, em torno de 10 esperma-
tozéides sdo produzidos diariamente por
grama de testiculo, na maioria dos mami-
feros. E importante salientar que dentre
todas as células do testiculo, as células de
Sertoli, localizadas no epitélio seminifero,
sdo os elementos-chave no controle e re-
gulagdo do processo espermatogenético,
sendo também as intermedidrias da agiio
do FSH e de andrégenos durante a esper-
matogénese (Sharpe, 1994).

O ndmero de tibulos seminiferos presen-
tes em cada testiculo é bastante varidvel.
Como exemplo pode ser citado o camun-
dongo que possui em torno de 18 tibulos
por testiculo e o suino no qual esse nime-
ro provavelmente situa-se em virias cen-
tenas ou mesmo alguns milhares. Em geral
existem de 10 a 15 metros de tibulos se-
miniferos por grama de testiculo (Franca
& Russell, 1998). Esses tibulos possuem
cerca de 200pm a 300pum de didmetro,
estando conectados pelas duas extremida-
des & rete testis, a qual é a porcio inicial
de um sistema de ductos coletores, com-
posto ainda pelos dictulos eferentes,
ducto epididimirio e ducto deferente. Os
espermatozoides  recém-formados  siio
liberados no lume dos tibulos seminife-
ros, passando rapidamente dai para a rete
testis, dictulos eferentes e ducto epididi-
mdrio. Apds permanecerem por alguns
dias neste tltimo segmento, os espermato-
zoides sofrem a maturagdo final tornando-
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se aptos a fecundagio. Como serd mostra-
do a seguir, a viabilidade do transplante
de células germinativas e a possibilidade
de manipulagdo dessas células antes de
serem transplantadas abrem novos hori-
zontes no estudo da biologia reprodutiva.

2. METODOLOGIA

2.1 PREPARACAO E INJECAO DA
SUSPENSAO CELULAR

As células germinativas do doador (rato
ou camundongo) para cada experimento
sdo obtidas de 10 a 20 testiculos de ani-
mais com idade geralmente entre 4 ¢ 28
dias (Brinster & Avarbock, 1994; Brinster
& Zimmermann, 1994). Essa faixa de
idade € a mais adequada pelo fato de os
testiculos serem pequenos e os corddes
testiculares/tibulos seminiferos conterem
maior nimero de espermatogdnias-tronco
por unidade de drea, o que ndo ocorre em
animais sexualmente maduros e com esti-
gios mais avangados da espermatogénese.
Vale ressaltar que a utilizagio de células
germinativas  primordiais  (gonéeitos),
provenientes de fetos ou de animais com
poucos dias de idade, ndo é muito efetiva
na colonizagdo de testiculos transplanta-
dos (Brinster & Avarbock, 1994).

ApdGs digestdo por colagenase e tripsina,
os tibulos seminiferos sio isolados dos
outros elementos do testiculo seguindo-se
os procedimentos de incubagiio e centri-
fugac@o; a suspensdo assim obtida é ar-
mazenada até o momento da injegio. A
concentragdo de células na dilui¢do final é
de 10° a 107 células por ml. O azul de
tripan € um corante adicionado a suspen-
sio celular com a finalidade de visualizar
a progressdao do preenchimento dos tibu-
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los seminiferos no momento da injegio e
também para controlar o nimero de célu-
las mortas na suspensio, geralmente me-
nor do que 5% (Brinster & Zimmermann,
1994).

Em cada animal, apés incisdo de | a 3mm
na tinica albuginea, ¢ injetado em virios
tibulos seminiferos cerca de 0,4 a 0.5ml
de suspensdo contendo de 10-80 x 10°
células (Brinster & Avarbock, 1994;
Brinster & Zimmermann, 1994; Avarbock
et al., 1996; Cloutier et al,, 1996; Ogawa
et al., 1997). Este procedimento é execu-
tado com o auxilio de um micromanipula-
dor e de uma pipeta para microinje¢io
com 40pm a 60pm de didmetro na ponta.
Estima-se que em cada animal receptor
sejam injetadas em torno de 100 esper-
matogdnias-tronco (Ogawa et al., 1997).

2.2 ANIMAIS RECEPTORES

Dois modelos, ambos constituidos de ca-
mundongos sexualmente maduros, sdo
utilizados nos transplantes de espermato-
gonias (Brinster & Zimmermann, 1994).
No primeiro modelo experimental, os ca-
mundongos sdo injetados com busulfan
(32-40 mg/kg) por 4 a 6 semanas, antes de
serem (ransplantados. Esse procedimento
aumenta enormemente a eficiéncia das
células transplantadas devido a destruicio
da espermatogénese enddgena. O outro
modelo de receptor bastante empregado ¢
o camundongo mutante W/W. Esse animal
¢ estéril devido a problemas resultantes da
falha de migracdo para a crista genital de
praticamente todas as células germinativas
primordiais, durante o periodo embrioni-
rio. Embora esses dois tipos de camun-
dongos receptores nio apresentem esper-
matogénese ativa, especialmente o ca-
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mundongo mutante W/W, nos seus tibu-
los seminiferos observa-se lume relativa-
mente desenvolvido, condi¢iio necessdria
para a progressio e dispersdo das células
espermatogenéticas injetadas. Esse lume
deve-se a secre¢do de fluido testicular e
serve também para indicar que as células
de Sertoli estdo relativamente funcionais
(Franca et al., 1994). Os niveis de testos-
terona no testiculo dos camundongos mu-
tantes encontram-se dentro de amplitude
considerada normal (Franga et al., 1994).

2.3 CRITERIOS PARA AVALIAR A
EFICACIA DO TRANSPLANTE

A natureza contorcida dos tibulos semini-
feros, incluindo seu trajeto tanto na super-
ficie quanto no interior do testiculo, suge-
re que a andlise da superficie do testiculo
corada com azul de tripan é um bom indi-
cativo do grau de preenchimento dos ti-
bulos seminiferos apés a injec¢io celular,
uma vez que € impossivel medir o volume
da suspensdo celular que entra nos tibu-
los. Em geral de 60% a 85% dos tibulos
seminiferos sdo preenchidos com a sus-
pensdo celular injetada (Ogawa et al.,
1997). Apés a injegdo, o aparecimento de
soluc@o corada em azul no epididimo ser-
ve para caracterizar uma boa progressio
da suspensdo celular. O gene lacZ, proce-
dente da bactéria Escherichia coli e intro-
duzido no animal doador, ¢ utilizado
como marcador das células germinativas.
Esse gene codifica a enzima 0-
galactosidase que pode ser visualizada
histoquimicamente pela coloragio azulada
conferida as espermatides mediante méto-
dos especificos (Brinster & Zimmermann,
1994). Como a progressdo da espermato-
génese a partir de células transplantadas
leva algum tempo, testiculos de camun-
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dongos receptores sdo analisados a partir
de aproximadamente dois meses do trans-
plante (Ogawa et al., 1997).

2.4 POSSIVEIS VIAS DE INJECAO DE
CELULAS GERMINATIVAS

A partir do conhecimento de que o trans-
plante de espermatogdnias é uma técnica
valiosa e aplicivel em muitas espécies,
varios procedimentos para introduzir cé-
lulas germinativas do doador nos tibulos
seminiferos de animais receptores foram
testados (Ogawa et al., 1997), utilizando-
se o camundongo como modelo experi-
mental. Os resultados encontrados de-
monstram que a microinje¢do de suspen-
soes celulares diretamente nos tibulos
seminiferos, na rete testis ou nos dictulos
eferentes € relativamente rdpida (de 10 a
20 minutos), sendo igualmente eficiente
na colonizagdo dos tibulos seminiferos e
geragdo de células espermatogenéticas dos
animais doadores nos receptores. Cada
uma das abordagens citadas pode ser
bastante itil dependendo dos objetivos do
experimento e da espécie utilizada
(Ogawa et al., 1997).

3. TRANSPLANTE
INTRA-ESPECIFICO

Estudos recentes (Brinster & Avarbock,
1994; Brinster & Zimmermann, 1994)
demonstram que preparagdes celulares
provenientes dos tibulos seminiferos e
contendo espermatogdnias-tronco podem
ser transplantadas do testiculo de um ca-
mundongo para outro (transplante intra-
especifico ou singénico), levando & pro-
dugido de espermatozéides maduros e
morfologicamenté normais. Além disso os
espermatozoides resultantes das células
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transplantadas sdo capazes de fertilizar
ovdcitos com a produgio de progénie vid-
vel.

Em cerca de 70% dos testiculos injetados
observa-se colonizagdo pelas células do
doador. Tanto nos animais transplantados
quanto naqueles provenientes de geragoes
subseqiientes € possivel confirmar que as
células espermatogenéticas sdo oriundas
do doador. Essas células, apés métodos de
coloragio especificos, coram-se em azul
em conseqiiéncia da expressio da B-
galactosidase codificada através do trans-
gene lacZ (Brinster & Avarbock, 1994;
Brinster & Zimmermann, 1994). Células
espermatogenéticas nio sio comumente
observadas nos animais receptores trata-
dos com busulfan antes do transplante. No
entanto, caso a espermatogénese enddgena
ocorra, ela pode ser distinguida da do
doador pela auséncia de coloragio azula-
da das espermatides, de acordo com crité-
rios ja mencionados.

Em relato de Jiang & Short (1995), cons-
tata-se que a injecdo de células germinati-
vas, provenientes de fetos e de ratos re-
cém-nascidos, na rete testis de ratos
adultos promove o desenvolvimento de
espermatogénese completa no lume dos
tibulos seminiferos. Os estddios da es-
permatogénese estabelecida intraluminal-
mente estdo sincronizados com aqueles do
epitélio seminifero adjacente, sugerindo
um controle local para a espermatogénese.

A possibilidade de se manipular as esper-
matogdnias in vitro antes de serem (rans-
feridas para um receptor cria novo desafio
¢ abre novas perspectivas para os cientis-
tas interessados em pesquisa bdsica em
espermatogénese, infertilidade, desenvol-
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vimento embriondrio e modificacdes ge-
néticas de células germinativas. Dessa
forma, esta abordagem experimental pode
ter implicagdes muito valiosas em biolo-
gia reprodutiva e biotecnologia, como
serd comentado posteriormente.

4. TRANSPLANTE
INTERESPECIFICO

O testiculo é considerado um Orgiao
imunologicamente protegido devido a
virios fatores, tais como: (a) presenca de
altos niveis de esteréides, moléculas con-
sideradas imunossupressivas por natureza;
(b) substincias imunossupressivas secre-
tadas pelas células de Sertoli; e principal-
mente pelo (c) isolamento fisico de célu-
las consideradas como antigenos (células
germinativas meidticas e pés-meidticas),
propiciado pelas jungdes especializadas
que compdem a barreira de cé€lulas de
Sertoli e dividem o tibulo seminifero em
compartimentos basal e adluminal (Rus-
sell & Brinster, 1996). No entanto, tenta-
tivas de se transplantarem células esper-
matogenéticas de ratos para camundongos
com sistema imune normal ndo sdo ainda
bem-sucedidas.

Recentemente demonstrou-se que esper-
matogonias-tronco de ratos transplantadas
para camundongos formam espermatozoi-
des maduros e aparentemente normais
(Cloutier et al., 1996). Nesse estudo os
camundongos utilizados eram imunodefi-
cientes, ndo possuindo linfécitos T e B
maduros, devido a mutacio no cromos-
somo 16, para evitar que as células trans-
plantadas fossem rejeitadas. Esses animais
também foram tratados com busulfan por
algumas semanas antes do tratamento para
reduzir o nimero de espermatogénese
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endégena no receptor. Mesmo assim fo-
ram encontrados espermatozéides de ratos
e de camundongos no animal transplanta-
do, uma vez que o tratamento com busul-
fan ndo ¢ capaz de destruir todas as es-
permatogbnias do camundongo. No en-
tanto, devido ao fato de espermatozdides
de camundongo e de rato serem morfolo-
gicamente diferentes, ndo é dificil de-
monstrar que espermatozéides desta dlti-
ma espécie de roedor desenvolvem-se nos
testiculos de camundongos. Um dos as-
pectos interessantes nesse Lipo de trans-
plante € o fato de as células de Sertoli de
camundongos serem capazes de suportar e
permitir a diferenciagio das células es-
permatogenéticas de ratos. Portanto, as
células germinativas do rato devem indu-
zir as células de Sertoli de camundongo
para que elas produzam os fatores e as
condigdes adequadas para o desenvolvi-
mento e a progressdao do processo esper-
matogenético. Assim, de forma notdvel,
conservam-se as condicoes necessdrias
para a interagio entre células germinativas
e células de Sertoli, apesar de se conside-
rar que estas duas espécies tenham diver-
gido ha cerca de 11 milhdes de anos.

A espermatogénese no rato dura cerca de
60 dias (4,5 ciclos de 13 dias), em torno
de 50% mais longa do que no camundon-
20, no qual a duragio desse processo é de
cerca de 40 dias (4,5 ciclos de 8,6 dias).
Embora se saiba que as células de Sertoli
controlam grande parte dos muitos as-
pectos relacionados com o processo es-
permatogenético, ainda nido havia sido
determinado como o ritmo de desenvol-
vimento das células germinativas seria
controlado. Investigagbes recentes de-
monstram, pela utilizacio de radioiséto-
pos, que as células germinativas de ratos
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transplantadas para o testiculo de camun-
dongos se diferenciam com a duragdo
caracteristica do ciclo do rato (13 dias).
produzindo células com o padrio estrutu-
ral do rato (Franca et al., 1998). Isso per-
mite concluir que o processo de diferenci-
acio celular durante a espermatogénese €
regulado somente pelas células germinati-
vas. Esses resultados mostram ainda como
0 transplante de espermatogdnias pode ser
uma abordagem valiosa na determinagio
de mecanismos de controle e de interagdo
do processo espermatogenético.

A geragdo de espermatogénese, com a
producdo de espermatozéides normais do
rato em camundongo, sugere que esper-
matogonias-tronco de outras espécies po-
dem também ser transplantadas para ca-
mundongos, abrindo assim novas possibi-
lidades de transplante xendgeno e de apli-
cagdes dessa abordagem experimental
(Cloutier et al., 1996). No entanto, merece
ser ressaltado que ainda ndo foi demons-
trado se espermatozoides de ratos produ-
zidos em testiculos de camundongo sio
capazes de fertilizar ovécitos de ratas,
produzindo prole vidvel.

5. TRANSPLANTE A PARTIR DE
CELULAS CRIOPRESERVADAS

Resultados bastante convincentes mos-
tram que espermatogdnias-tronco de ca-
mundongos podem ser criopreservadas e
posteriormente transplantadas, apés des-
congelamento, gerando espermatozdides
vidveis e morfologicamente normais em
cerca de 75% dos testiculos analisados
(Avarbock et al., 1996). Essas espermato-
gbnias sdo criopreservadas por 4 a 156
dias a temperatura de -196°C, mediante
técnicas rotineiras, sugerindo que células
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germinativas de outras espécies também
podem ser criopreservadas. Em torno de
50% a 60% das células sdo recuperadas
apos serem criopreservadas, das quais
cerca de 60% (1/3 da populagio original)
sdo vidveis. Para confirmar o sucesso des-
se tipo de abordagem e mostrar que as
células siio do doador, células espermato-
genéticas de camundongo, caracterizadas
pela coloragio azul conferida pela B-
galactosidase, sdo observadas em todos os
estddios da espermatogénese em animais
receptores tratados com busulfan antes do
transplante. Embora os espermatozdides
resultantes desse tipo de transplante sejam
morfologicamente normais, ainda ndo
existe relato na literatura demonstrando
que tais células sdo capazes de fertilizar
ovacitos (in vitro ou in vive), ou que uma
prole vidvel pode ser gerada a partir des-
ses espermatozoides.

Os espermatozdides de muitas espécies
podem ser criopreservados ¢ utilizados
subseqiientemente para fertilizar ovécitos.
No entanto, essa técnica tem muitas limi-
tacdes uma vez que o protocolo de crio-
preservagdo varia para cada espécie, de-
vendo ser empiricamente determinado
para muitas delas. Para vdrias espécies a
metodologia apropriada nio é ainda esta-
belecida. Como os espermatozdides sio
células totalmente diferenciadas, eles nio
passam por replicagdo quando desconge-
lados, ndo ocorrendo portanto recombina-
¢do genética de informagiio. A criopreser-
vagdo de espermatogdnias-tronco pode
facilitar diversos tipos de estudo que en-
volvam cultura celular, uma vez que o
protocolo utilizado é relativamente sim-
ples, sendo essencialmente aquele empre-
gado para a maioria das culturas de tecs-
dos. Assim, pode-se considerar essa l-

nhagem de células germinativas criopre-
servadas como imortais, pelo fato de as
espermatogdnias-tronco sofrerem replica-
¢do e recombinagdo génica durante a fase
de prdfase meidtica da espermatogénese
(Avarbock et al., 1996).

6. ULTRA-ESTRUTURA DAS
CELULAS TRANSPLANTADAS

6.1 TRANSPLANTE INTRA-
ESPECIFICO

Mediante microscopia de luz e eletronica
de transmissdo pode-se observar que pou-
cos meses apds a injecao as células trans-
plantadas formam associacdes celulares
(estadios) caracteristicas, conforme obser-
vado em secgdes transversais de tibulos
seminiferos. As espermatogénias (rans-
plantadas s3o encontradas exclusivamente
no compartimento basal. indicando que as
células de Sertoli sdo capazes de reconhe-
cer estas células, iranslocando-as do lume
dos uibulos. através das jungdes Sertoli-
Sertoli, para esse compartimento (Russell
& Bnnster. 1996).

Praticamente todos os wibulos seminiferos
de amimas transplantados apresentam
espermatogenese ativa. Em aproximada-
mente 14 das secgoes transversais de (-
bulos amalisadas pode se considerar que
os tipos celulares caracteristicos de uma
determuinada associagiio estdo presentes,
evidenciando do ponto de vista qualitativo
€ guantitativo a normalidade do processo
espermatogenético. J4 em muitos outros
wibulos isso niio ocorre, podendo ser en-
contradas por exemplo secgoes transver-
sais de tibulos com auséncia de uma ge-
ragio celular ou com a presenca de grande
nimero de degeneragoes celulares e
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anormalidades estruturais. No entanto, o
principal problema parece ocorrer durante
a fase de alongamento e condensacio da
cromatina das espermdtides, causando
degenera¢des com consegiiente diminui-
€0 no nimero dessas células. Por isso
essa fase ¢ um dos momentos mais criticos
para a progressdo das células transplanta-
das (Russell & Brinster, 1996). Nio se
sabe ainda a causa e 0 mecanismo dessas
degeneragdes. Provavelmente essas anor-
malidades estdo relacionadas com pro-
blemas inerentes as células somdticas do
testiculo e néo as células transplantadas.

Somente células de Sertoli sdo observadas
nas regides dos tdbulos seminiferos onde
as c€lulas germinativas nio estio presen-
tes. Isto € caracteristico de animais re-
ceptores nos quais células germinativas
nio foram injetadas. Essas células de
Sertoli fagocitam ativamente espermato-
z6ides procedentes de outras regides do
testiculo (Russell & Brinster, 1996). E
relativamente  comum  encontrarem-se
aglomerados de células de Sertoli com
ndcleos mais escuros no lume de alguns
tibulos seminiferos. Esses aglomerados
celulares ndo apresentam contato com a
membrana basal e nem estdo envolvidos
com células germinativas, devendo prova-
velmente ser oriundos de contaminagiio da
suspensdo celular injetada no momento do
transplante. No espago intertubular os
macr6fagos sdo mais numerosos e as cé-
lulas de Leydig sio morfologicamente
semelhantes aquelas descritas no camun-
dongo normal.

56

6.2 TRANSPLANTE
INTERESPECIFICO

Espermatogénese ativa de rato é observa-
da em tibulos seminiferos de camundon-
gos imunodeficientes e tratados com bu-
sulfan (Russell et al., 1996). Embora cerca
de 1/3 dos tibulos seminiferos dos ca-
mundongos apresentem espermatogénese
completa, grande variagio individual
ocorre nos animais transplantados, a se-
melhanga do observado no transplante
singénico. As células germinativas mos-
tram associagdes celulares caracteristicas
do rato e estdo associadas com células de
Sertoli caracterizadas como de camun-
dongo pela ultra-estrutura (Russell et al.,
1996; Franca et al., 1998). Pelo fato de o
tratamento com busulfan ndo destruir to-
das as células germinativas enddgenas, em
determinadas regides dos tibulos semini-
feros sdo observadas associacoes celulares
tipicas do camundongo, alguns meses
apés o transplante. No entanto, em ne-
nhuma secgdo transversal de tibulo semi-
nifero verifica-se a presenca de células
germinativas de camundongo junto as
células germinativas de rato ou células de
Sertoli de rato no epitélio seminifero. As
células de Sertoli e as espermitides de
rato e de camundongo podem ser diferen-
ciadas morfologicamente por microscopia
eletronica de transmissdo. No caso das
células de Sertoli, os critérios utilizados
para essa diferenciacdo sdo a forma ¢ o
tipo de cristas das mitocondrias. Jd no
caso das espermdtides, a localizacio das
mitocéndrias ¢ o posicionamento do sis-
tema acrossdmico na fase inicial da es-
permiogénese, bem como a forma, o ta-
manho e o grau de condensacio do niicleo
das espermdtides alongadas sio as carac-
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teristicas distinguiveis para essas duas
espécies (Russell et al., 1996).

As células germinativas de ratos trans-
plantadas para camundongo apresentam o
mesmo padrdo de degeneragdes e de alte-
ragbes morfolégicas jd citadas no trans-
plante intra-especifico (Russell & Brins-
ter, 1996; Russell et al., 1996). Estas ob-
servagdes reforcam a idéia de que a causa
desses problemas provavelmente se loca-
liza nas células de Sertoli, as quais de
alguma forma podem estar afetadas devi-
do ao tratamento com busulfan, ou estdo,
em certo grau, funcionalmente alteradas
pela inatividade nos animais mutantes
(W/W), utilizados como receptores.

7. CONSIDERACOES FINAIS

O transplante de espermatogdnias ¢ uma
nova abordagem que certamente causard
grande impacto na drea de biologia repro-
dutiva e na de biotecnologia. Em combi-
na¢iio com a criopreservagao, a possibili-
dade de utilizacdo e os beneficios propor-
cionados por essa metodologia serdo mul-
tiplos. O grande desafio no momento é o
estudo mais detalhado ¢ a padronizacio
dessa valiosa abordagem experimental.

Como jd4 mencionado, as espermatogdni-
as-tronco t€ém a habilidade de auto-
renovagio e de dar origem a tipos celula-
res altamente diferenciados, propriedades
que as tornam especialmente atraentes
para estudos experimentais. Pelo fato de
as espermatogonias-tronco sofrerem repli-
cagido e recombinagdo génica durante a
fase de préfase meidtica, pode-se conside-
rar essas c€lulas germinativas imortais,
quando criopreservadas. Dentre inimeras
possibilidades, a criopreservagio e o
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transplante  de espermatogdnias-tronco
poderiio ser utilizados para se preservarem
células germinativas de animais de alto
valor econdmico ou daqueles resultantes
de experimentos raros, nos quais a preser-
vacdo do material genético ¢ muito im-
portante. Também serd uma boa alternati-
va para preservar animais de valor genéti-
co excepcional que morrem antes da pu-
berdade ou que sio muito velhos para se
acasalarem. Animais exdticos e aqueles de
espécies em perigo de extingdo poderdo
ter suas células germinativas preservadas
¢ utilizadas, inclusive de maneira clonal
em mdltiplos receptores. A utiliza¢io de
transplantes de espermatogonias torna-se
ainda uma excelente opgdo, quando se
considera que o congelamento de embri-
Oes € um processo complexo e freqiiente-
mente caro e que a criopreservagido de
espermatozdides € ineficiente para muitas
espécies.

A quimioterapia normalmente leva a in-
fertilidade por destruigio das células-
tronco ou por comprometimento genético
destas células, impedindo sua divisdo.
Portanto, do ponto de vista clinico, vale a
pena considerar como opgdo a bidpsia
testicular e a criopreservagdo de esper-
matogonias em pacientes com cancer,
antes que os mesmos sofram quimiotera-
pia radical. As células criopreservadas
poderiam dessa forma ser posteriormente
transplantadas, tal como jd ¢ feito com as
células da medula 6ssea. A outra alterna-
tiva para esses casos seria o congelamento
do sémen, no entanto, o nimero ¢ a quali-
dade de amostras de sémen sio freqiien-
temente insatisfatorias nessas condigoes.
Além do mais, a preservacio de sémen
ndo seria uma alternativa possivel para
pacientes pré-piaberes. Outras  situacoes
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especificas de infertilidade no homem, por
causa de problemas localizados nas célu-
las germinativas, podem ser solucionadas
com o transplante de espermatogdnias
procedentes de outro individuo.

Trabalhos recentes no homem e em ca-
mundongos demonstram que a injegio
intracitoplasmdtica no ovéeito de um sim-
ples espermatozdide, ou mesmo de uma
espermitide arredondada, pode resultar
em fertilizagdo e¢ no nascimento de um
individuo sauddvel. Portanto, ndo é neces-
sario que o individuo transplantado pro-
duza muitos espermatozdides ou que a
espermatogenese progrida até a fase final.,
No caso de individuos nos quais os testi-
culos produzam células espermatogenéti-
cas somente até a fase meidtica ou esper-
matogonica, outros individuos poderiam
ser utilizados como receptores para pro-
duzir espermatozdides.

Outra contribuigdo bastante significativa
no transplante interespecifico serd a pos-
sibilidade de se investigar as interagoes
entre células germinativas e células de
Sertoli, o que ird contribuir para o melhor
entendimento do processo espermatoge-
nético. Também no caso de animais hibri-
dos e estéreis, como o burro, a aquisi¢io
de fertilidade poderia ser possivel pelo
transplante de espermatogdnias.

Provavelmente a grande aplicagio do
transplante de espermatogdnias serd na
manipulagio genética de animais e na
produgiio de mamiferos transgénicos. Este
procedimento ird propiciar grandes avan-
Gos na agricultura e na medicina e se tor-
nard vidvel quando for possivel a introdu-
¢io de genes especificos nas espermato-
gbnias-tronco, podendo ser ainda uma

58

excelente alternativa para situacoes nas
quais as células-tronco embriondrias sio
de dificil obtengdo. E importante ser res-
saltado que um dos grandes fatores limi-
tantes na produgdo de animais transgéni-
cos, principalmente de animais domésti-
cos, € o alto custo dessa tecnologia. O
custo de um camundongo transgénico fica
na faixa de U$100, ¢ para um animal de
grande porte gira em torno de U$25,000 a
U$500,000 (Wall et al., 1997).

As possiveis utilizagdes e implicacdes das
abordagens aqui comentadas, principal-
mente quando as mesmas envolvem seres
humanos e transplante interespecifico,
devem ser muito bem discutidas e defini-
das antes de virem a ser colocadas em
pratica.

Apesar dos recentes avancos no trans-
plante de células germinativas, muitos
aspectos importantes relacionados com
essa metodologia devem ainda ser eluci-
dados. O sucesso do transplante de es-
permatogdnias poderia ser maior se fos-
sem utilizadas células isoladas e purifica-
das a partir de cultura e aumento da po-
pulagio de espermatogdnias-tronco in
vitro. Para isso metodologias adequadas
devem ser encontradas para melhor ca-
racterizar essas células. Também nio &
sabido quantas vezes ou por quanto tempo
uma espermatogdnia-tronco pode se divi-
dir, ou mesmo se as possiveis mutagdes
sofridas durante as sucessivas replicagdes
e divisoes do DNA podem ou nido ser
acumuladas. Outro aspecto relevante diz
respeito ao desenvolvimento de modelos
de animais receptores mais adequados,
principalmente no caso de transplantes
xenogenos.
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1. INTRODUCAO

A avaliagdo da fertilidade do touro de-
pende de uma série de fatores associados
entre si ou nio. Esses fatores viio desde os
aspectos  comportamentais,  passando
pelos exames clinicos, avalia¢io fisica e
morfoldgica do sémen e medidas dos
testiculos, até os fatores mais intrinsecos
como comprovagdo do potencial fecun-
dante do espermatozéide.

Com o uso freqiiente dos processos de
avaliagio androlégica e selecio de touros,
baseados no breeding soundness evaluati-
ons (BSE) com suas devidas adaptagoes
para zebuinos como a classificagio an-
droldgica por pontos (CAP), a performan-
ce de touros tem melhorado anualmente.
Entretanto para avaliagdes mais criterio-
sas e predi¢io da fertilidade potencial
individual dos touros, vém sendo sugeri-
das provas complementares como testes
comportamentais e exames referentes i
capacidade de fecundagio do espermato-
zoide, procurando-se também medidas
associadas a esses eventos que pudessem
atuar como marcadores para alta fertilida-
de.

Virias pesquisas inerentes ao potencial
fecundante do espermatozéide jd demos-
traram alta correlagdo do perfil protéico
do sémen de touros de ragas européias
com sua fertilidade, tanto em campo
quanto nos processos de congelagio do
sémen, vislumbrando-se a viabilidade
dessas proteinas como marcadores para
alta fertilidade (Bellin et al., 1994, 1996,
1998; Killian et al., 1999; Ollero et al.,
1998). Em touros zebuinos poucas e inici-
ais pesquisas ém sido realizadas, espe-
rando-se resultados semelhantes aos en-
contrados em taurinos.
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Para se entender melhor os processos de
atuagdo das proteinas do plasma seminal
sobre a fertilidade de mamiferos em geral,
€ mais especificamente no touro, é neces-
sdrio entender primeiramente os processos
envolvidos na fecundagio.

2. FECUNDACAO

Embora o reprodutor ¢jacule bilhdes de
espermatozéides  no  trato  reprodutivo
feminino, somente 1.000 a 10,000 chegam
a0 istmo e apenas 10 a 100 estario na
ampola apés 4 a 12 horas. Isto resulta de
um movimento controlado dentro da am-
pola pela jungio uterotubdria, que regula
0 nimero de espermatozéides no local da
fertilizagdo além de garantir um reserva-
torio deles (Hafez, 1996: Kopf, 1999).
Quando presentes na ampola os esper-
matozéides  tornam-se  superativados,
aumentando a probabilidade de encontro
com o dvulo,

Apesar da heterogeneidade na populagio
de espermatozéides, os poucos vivos na
ampola sdo todos capacitados e hidbeis
para a fertilizagio do 6vulo. Isto leva a
pensar que ocorre selegdo ao longo do
trato reprodutivo feminino de um pequeno
nimero de espermatozéides capacitados,
que chegam até a ampola, mediante vérios
processos  especificos  (Yanagimachi,
1988).

A fertilizagio em mamiferos envolve a
interagdo entre o espermatozéide ¢ a ma-
triz extracelular do ovécito (zona peldci-
da). O resultado dessa interagio ¢ depen-
dente do estddio final de maturagio do
espermatozéide. A maturagdo ¢ um pro-
Cesso com vdrios passos, incluida a reagio
acrossomica que ¢ dependente do tempo
da capacitagao (Yanagimachi, 1988).
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Em bovinos a reagiio acrossdmica ocorre
somente em espermatozoides capacitados
(Florman & First, 1988). Desse modo
podemos dizer que a capacitagdo € um ato
regulador da reagdio acrossdomica, induzi-
da por glicoproteinas da matriz extrace-
lular (Wassarman, 1988),

Todas essas mudangas permitem a pro-
gressao dos trés principais passos da fer-
tilizagdo, que sdo a hiperativagio esper-
matica, o reconhecimento especifico entre
espermatozoide ¢ zona pelicida e a fusio
dos gametas.

3. CAPACITACAO E REACAO
ACROSSOMICA

A capacita¢do ¢ o processo pelo qual o
espermatozoide passa por uma série de
mudangas metabdlicas e bioquimicas no
trato reprodutivo da fémea que, conse-
quentemente, induz a reagiio acrossémica
antes de se apresentar hdbil para a fecun-
da¢do. Em condigdes naturais supde-se
que o local em que o processo ocorra seja
0 istmo, ocorrendo em mais ou menos
tempo dependendo da espécie, mas sem-
pre como pré-requisito para a fecundagio.

Existem vdrios componentes no plasma
seminal que inibem o processo de capa-
citagiio, preservando assim o espermato-
z0ide, que sio a proteina caltrim (inibido-
ra do transporte e penetracao de cilcio), o
zinco, inibidor da fosfolipase A,, 0s com-
ponentes da vesicula seminal, inibidores
da reagdo acrossdmica, as proteinas que
regulam a motilidade espermatica, dentre
outros. A remogdo ou passagem do es-
permatozdide do plasma seminal para o
fluido do trato feminino tem a fungio de
anular esses efeitos inibidores.
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Apés a remogdo do plasma seminal, as
mudangas dos componentes da membrana
plasmdtica acontecem progressivamente,
tais como perda ou diminuigio do peso
molecular de proteinas relacionadas com
a remogdo do complexo glicosil, metila-
¢do de fosfolipidios, diminui¢io da pro-
por¢io colesterol/fosfolipidios ¢ aumento
da mobilidade lateral de lipidios e protei-
nas.

Entretanto os efeitos favordveis da hepa-
rina na fecundagdo, como se verd adiante,
resultam da fixagdo de proteinas com
afinidade para heparina produzidas nas
glandulas acessorias e presentes no plas-
ma seminal, as quais agem como recepto-
res para heparina ou glicosaminoglicanos
semelhantes a heparina.

4. GLICOSAMINOGLICANOS (GAGs)
E HEPARINA

Os proteoglicanos, assim como outros
componentes da matriz extracelular, in-
fluenciam a adesao. motilidade, prolifera-
¢ao, crescimento e diferenciacio de mui-
tas células (Ratner et al., 1985; Blum et
al., 1987). Esses proteoglicanos da matriz
extracelular €m como parte central glico-
saminoglicanos (GAG), envolvidos tam-
bém na fertilizagdo na maioria das espéci-
es. Em bovinos os GAGs semelhantes a
heparina do oviduto implicam na capaci-
tagdo do espermatozéide do touro (Ax &
Lenz, 1987; Parrish et al., 1988, 1989).

A capacitagdo espermitica que ocorre no
trato reprodutivo feminino, sempre diante
de altas concentragdes de GAGs do fluido
folicular ovariano ou de outras fontes, é
sempre pré-requisito para a reagio acros-
sOmica. A heparina ¢ estruturalmente
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similar aos GAGs do fluido do oviduto,
desempenhando também um estimulo
fisiolégico semelhante para promover a
capacitagio do espermatozéide bovino
(Parrish et al., 1989).

A ligagiio da heparina ao espermatozdide
¢ saturdvel (receptor com pontos de liga-
¢do), reversivel ¢ dependente de pH, tem-
peratura e nivel de Ca**. A concentragiio
de heparina necessdria para a capacitagio
¢ semelhante ao requerido para saturar os
pontos de ligagdo (Handrow et al., 1984;
Miller et al., 1990).

Outros fatos também importantes influen-
ciados pela heparina sio o aumento da
permeabilidade da membrana ao Ca’*
(aumentando o influxo de Ca®"), o au-
mento do pH e a ativagio da membrana
ligada a lisofosfolipidios, desestabilizando
e potencializando o espermatozéide, a
fusdo das membranas e a reagiio acrossé-
mica.

A capacita¢do do espermatozéide bovino
estimulada pelos GAGs passa sem diivida
por maturagdo induzida pelo plasma se-
minal, visto que o plasma seminal au-
menta os locais de ligagdo da heparina no
espermatozdide epididimdrio (Lee et al.,
1985) que possui proteinas ligadoras de
heparina (Miller et al., 1987), Tem-se que
tais proteinas sdo essenciais no processo
de fecundagio, com sua presenca ou au-
séncia interferindo na fertilidade do touro.

4. PROTEINAS DO PLASMA SEMI-
NAL E MEMBRANA ESPERMATICA

Virios estudos tém mostrado a existéncia
de proteinas do plasma seminal que se
prendem a membrana espermatica, facili-
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tando a ligagiio com a heparina ¢ outros
GAGs, presente no trato reprodutivo da
fémea, estimulando assim a capacitagio
do espermatozoide.

O papel regulador das proteinas com
afinidade para heparina (HBP) sobre a
capacitagdo do espermatozdide bovino foi
evidenciado por Miller et al. (1990). Os
autores, usando a técnica de Western
blots, confirmaram a afinidade pela hepa-
rina e ligagdo com o espermatozéide epi-
didimdrio das proteinas do plasma semi-
nal de 14-18, 24 e 31kDa. Porém os dados
foram contraditérios, pois as proteinas
isoladas foram ineficientes para estimular

a zona pelicida e aumentar a reagio
acrossomica induzida.

Posteriormente, seguindo a mesma linha
de pensamento, Bellin et al. (1994) avalia-
ram o perfil do sémen de touros em algu-
mas ragas de corte. As amostras foram
analisadas somente pela afinidade & hepa-
rina em cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), com cinco picos de
proteinas detectados. Os touros foram
agrupados de acordo com a presenga ou
auséncia do maior pico de afinidade a
heparina (B5) no sémen e no fluido semi-
nal.

Tabela 1. Namero de touros testados e porcentagem de touros por raga nos grupos de

HBP-BS5.
Sémen com HBP-BS Sémen sem HBP-B5

Raga Fluido sem Fluido com Fluido com Fluido sem

HBP-B5 HBP-BS HBP-B5 HBP-B5

Grupo | Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Red Angus | 27 (36) 13(17) 18 (23) 18 (24)
Red Angus 2 25(38) 10 (15) 14 (21) 17 (26)
Gelbvieh 10(17) 33 (56) 12 (20) 4(7)
Santa Gertrudis 25 (42) - - 17 (29)
Gelbyvieh x Santa Gertrudis 15(37) - - 20 (50)
Total 102 (37) 56 (20) 44 (16) 76 (27)

Fonte; Bellin et al, (1994).

Na Tab.1 pode-se notar que o grupo com
maior ntmero de touros foi o que apre-
sentou proteinas com afinidade a heparina
no sémen, mas nio no fluido seminal.
Esse grupo de touros também se destacou
dos demais quanto as taxas de fertilidade
alcangadas.

Alguns anos mais tarde e usando técnicas
bioquimicas mais apuradas, Bellin et al.
(1998) mostraram um levantamento de
identificagdo das proteinas com afinidade
a heparina, denominadas antigenos asso-
ciados 2 fertilidade (FAA), em 2191 tou-
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ros de grande potencial de fertilidade,
dividindo-o0s em quatro categorias:

» Grupo A, com as de 21,5kDA, 24kDa
e 30kDa (FAA) em 50 % dos touros.

» Grupo B, comas 21,5kDa e 30kDa
(FAA) em 38 % dos touros.

» Grupo C, somente com as de
21,5kDa em 7% dos touros.

» Grupo D, sem nenhuma dessas pro-

teinas em 5 % dos touros.
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Tabela 2. Levantamento do perfil de FAA em touros de diversas ra

GQ"QW;E-.

z Nimerode  Nimero de Touros em cada tipo de perfil FAA (%)

Raca rebanhos touros A B C D
Angus 3 141 33 % 6 6
Brhama 2 73 45 48 7 0
Brangus 3 88 56 25 9 0
Braunvieh | 14 57 36 0 7
Charolés 4 148 55 34 8 2
Gelbvieh 1 10 100 0 0 0
Hereford 3 393 61 38 1 0
Holstein 3 36 67 33 0 0
Red Angus I 69 62 26 7 4
Santa Cruz | 258 47 39 6 8
Santa Gertrudis 1 235 i 23 6 15
Santa Gertrudis 7 133 45 45 6 e
Simental | 103 5 46 36 14
Simental | 18 72 L1 6 1l
Cruzados 7 142 78 13 4 6
Cruzados 5 357 37 50 12 I

Total 44 2191 50 38 7 5

Fonte: Bellin et al. (1998).

Ainda na linha de pesquisa do Dr. Roy L.
Ax, da Universidade do Arizona,
McCauley et al. (1999) purificaram e
caracterizaram a proteina de 31kDa, de-
nominada FAA. Na anilise da seqiiéncia
N terminal a proteina foi 73% idéntica i
proteina DNAase [-like humana, recente-
mente identificada, concluindo que essas
proteinas pertencem 4 mesma familia.

Diante da sugestao da influéncia do plas-
ma seminal na fertilidade do macho em
vdrias espécies e diferencas encontradas
na fertilidade individual de touros de
rebanhos leiteiros, Killian et al. (1993)
propuseram-se analisar as proteinas do
plasma seminal de 35 touros holandeses.

Os touros foram analisados de acordo
com a fertilidade alcangada em insemina-
¢ao artificial. Pela andlise do sémen por
eletroforese uni e bidimensional, sdo
citadas duas proteina (55kDa e 4.8pl;
26kDa e 6,4pl) como as prevalentes em
touros de alta fertilidade, e duas outras
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(16kDa e 4,1pl; 16kDa e 6,7pl) predomi-
nantes em touros de baixa fertilidade.

Em pesquisas posteriores as proteinas
citadas foram isoladas e submetidas ao
seqiienciamento N-terminal de aminodci-
dos. A proteina para alta fertilidade de
55kDa foi 86% homéloga ao precursor da
osteopontina-K (Cancel et al., 1997). J4
Gerena et al. (1998). estudando a proteina
de 26kDa e 6.4PI descrita por Killian et
al. (1993), mostraram que ela é 75%
idéntica e 100% homdloga ao tipo lipoca-
lin prostaglandina D sintetase (PGDS),
uma das proleinas mais prevalentes em
touros de alta fertilidade.

Killian et al. (1999) citam que talvez as
duas proteinas (16kDa com 4,1PI e 16kDa
com 6,7pl) com maior prevaléncia nos
touros de baixa fertilidade, poderiam estar
associadas com Micoplusma genitalium.

Ja no Brasil, Roncoletta (1999), estudan-
do o perfil eletroforético das proteinas
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presentes no plasma seminal e na mem-
brana do espermatozdide de touros zebui-
nos e taurinos doadores de sémen nos
grupos de alta, boa, média e baixa conge-
labilidade, mostra que touros zebuinos
apresentam cerca de 20% a mais de pro-
teinas totais do que taurinos. Outro acha-
do foi que as bandas de 45, 24 e 10,8kDa
apresentaram valores densimétricos signi-
ficativamente maiores nos grupos de alta
¢ boa fertilidade, enquanto a 14,4kDa, nos
de média e baixa. O autor também mostra
resultados de densimetria significativa-
mente diferentes para as bandas 95, 58,
54, 45 e 36kDa entre os diferentes grupos.

Marques & Goulart (1995), também ana-
lisando o perfil eletroforético da membra-
na de espermatozdides de touros de ragas
zebuinas e européias, observaram diferen-
¢as quantitativas em oito individuos anali-
sados. Em quatro touros houve variagoes
de intensidade de proteinas de baixo peso
molecular de 14 a 21kDa, com prevalén-
cia das bandas 16 e 18kDa. Trés touros
apresentaram menor intensidade da banda
30kDa e um, da banda 32kDa. Outros
dois touros apresentaram maior intensida-
de das bandas 45 e 40kDa, respectiva-
mente. Os autores ressaltam a possibilida-
de da auséncia de certas proteinas devido
a sua incapacidade de ligagdo na mem-
brana ou a sitios de ligagdo saturados,
apos a passagem do espermatozoide pelo
epididimo.

Procurando melhores explicagdes para o
papel do plasma seminal sobre a fertilida-
de, Manjunath & Sairam (1987) caracteri-
zaram e purificaram a familia de protefnas
do plasma seminal, designadas coletiva-
mente proteinas do plasma seminal bovi-
no — BSP: BSP-Al, BSP-A2, BSP-A3
(com peso molecular entre 15-16,5kDa) e
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BSP-30kDa (com peso molecular entre
28-30kDa). Sao secretadas nas vesiculas
seminais e agregadas a superficie do es-
permatozdide apés a ejaculagio (Manju-
nath et al., 1993).

Alguns estudos também mostraram que
essas proteinas se ligam a apolipoprotei-
nas (apo) A-1, bem como a apoA-I asso-
ciada com lipoproteinas de alta densidade
(HDL), calmodulina, heparina (Manju-
nath et al., 1993).

J4a é comprovada também a ligacdo das
proteinas BSP com os fosfolipides-colina,
que compreendem os principais lipides da
membrana espermitica. Sugere-se assim
que esses lipides sejam pontos de ligacdo
das proteinas BSP com a membrana es-
permdtica (Desnoyers &  Manjunath,
1992).

Segundo Manjunath et al. (1993), os se-
guintes mecanismos tedricos sao propos-
tos para explicar a atua¢do das proteinas
do plasma seminal. Primeiro, apés a ¢ja-
culag@o, as proteinas BSP cobrem a su-
perficie do espermatozdide, interagindo
com os fosfolipides que contém fosfo-
rilcolina no grupo da cabeca. Isso talvez
promova a incapacita¢io espermdtica,
prevenindo a reagdo acrossOmica prema-
tura, até este espermatozéide adentrar o
trato reprodutivo feminino e se encontrar
com as lipoproteinas de alta densidade
(HDL) ou com a heparina. Num segundo
passo, a HDL acomoda as proteinas BSP
ligadas na membrana espermdtica. No
terceiro momento, as proteinas BSP se-
qiiestram o colesterol e alguns fosfolipi-
des. A perda de lipidios pode resultar em
alteragdes da permeabilidade da membra-
na espermitica e entrada de cdlcio para
ativagido da fosfolipase A2. Esta converte
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fosfolipides em lisofosfolipides, que de-
sestabilizam a membrana para posterior
fusdo. Diante dessas possibilidades as
proteinas BSP nio teriam somente funcgiio
de incapacitar, mas poderiam eventual-
mente promover a capacitagdo do esper-
matozdide.

Em pesquisas posteriores os autores con-
cluem que a mediagdio da capacitagio
espermdltica pode ser modulada tanto pela
ligagdo com a heparina (Thérien et al.,
1995) como através das lipoproteinas de
alta densidade (Thérien et al., 1997) na
presenga da proteina BSP, mas promovi-
das por diferentes mecanismos (Lane et
al., 1999).

5. RELACAO ENTRE AS PROTEI-
NAS DO SEMEN E A FERTILIDADE

Poucas e iniciais pesquisas tém sido reali-
zadas correlacionando o perfil protéico do

sémen com a fertilidade de touros, mas os
resultados iniciais tém permitido vislum-
brar um longo horizonte de utilizagio de
tais proteinas como lestes complementa-
res aos exames de rotina e até mesmo
como potenciais marcadores genéticos
para alta fertilidade.

Bellin et al. (1994) procuraram determinar
a relagdo entre o grupo das HPB (protei-
nas com afinidade a heparina) com a
fertilidade de touros de corte das ragas
Red Angus, Santa Gertrudis e Gelbvich,
As proteinas foram identificadas por cro-
matografia (HPLC) em coluna com afini-
dade a heparina. Nos lotes com fertilidade
avaliada a diferenga foi de até 17% para
os touros com HPB na membrana esper-
madtica e nao detectdveis no fluido seminal
(Tab.3).

Tabela 3. Fertilidade de touros de diversas ragas, agrupados de acordo com a presen-
¢a de proteina com afinidade para heparina no sémen e no plasma seminal.

Raga

Fertilidade média para os grupos:

Diferenga entre o grupo | e os grupos:

| la4 2a4 lad 2a4
Red Angus, Exp. | 72 58 50 14 22
Red Angus, Exp. 2 85 75 67 10 18
Gelbvieh - 76 76 - -
Santa Gertrudis 90 85 81 5 9
Gelbvieh x Santa Gertrudis 80 67 54 13 26
Total 82 71 65 11 17

Fonte: Bellin et al. (1994),

Alguns anos mais tarde, Bellin et al.
(1998) demostraram que as proteinas no
sémen de touros, principalmente as de
30kDa ligadas a heparina denominadas
fertility associated antigen (FAA), junta-
mente com as de 24 e 21,5kDa, podem ser
usadas como indicadores da fertilidade de
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touros considerados aptos nos exames de
rotina. Em testes de campo, agrupando
touros pela presenca de FAA, na relagio
1:25, os autores demostraram até nove
pontos percentuais de fertilidade entre os
grupos, em favor dos touros com FAA
(Tab.4).
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Tabela 4. Fertilidade de touros agrupados de acordo com a presen¢a do FAA na

membrana espermatica.

FAA Perfil FAA  N.detouros N.depastos  Idade das Fémeas  N. de fémeas  Fertilidade (%)
Positivo AouB 87 14 3al0 2.015 87.5+0.7
Negativo CouD 18 3 3al0 288 189420

FAA = feriility associated antigen
Fonte: Bellin et al. (1998).

No mesmo estudo os autores analisam
também a fertilidade dos touros agrupa-
dos pelo perfil protéico e pela capacidade
de servigo, frente a fémeas paridas e sol-
teiras (Tab.5). E interessante notar que a
capacidade de servico exerceu grande
influéncia na fertilidade, mas que também
o perfil protéico influenciou a fertilidade
final, fato este mais acentuado nas fémeas

solteiras. Sendo importante lembrar que a
relaclo touro:vaca foi baixa (1:25), pro-
vavelmente devido as condi¢des extensi-
vas do experimento, podendo-se portanto
esperar resultados com diferengas mais
nitidas, caso esses touros fossem testados
com maior densidade de fémeas em cio,
acentuando assim a performance dos
touros com melhor potencial.

Tabela 5. Fertilidade de touros Santa Cruz agrupados de acordo com FAA e capaci-
dade de servigo durante esta¢iio de monta de 60 dias.

Perfil do touro LT Pefidak SR v
o ML A e iRk eng
Capaci- CCT; Dias de estagio de monta Ferlig . Fenilidade
FAA dade de i - Ekago 21a40 4la60 (%)
Servigo Todas as vacas palpadas
Positivo Alta L a0 4.0 50 TR 18 87 -
Negativo  Alla 143 48 45 “lde 205 78 o
Positivo | Baixa @ 238 o el B 27 69 19
Vacas amamentando -
Positivo Al Wiioagi =m0 49 bl 86 Lt
Negativo  Alta 05 it A 43 [r e 78 Lyl
Positivo Baixa, . 1233 4.2 28 12 28 68 18
Vacas nio amamentando
Positivo AT 350 61 10 23 94 -
Negativo  Alta 3 5.8 53 16 10 79 15
Positivo Baixa 5 3.7 40 20 20 80 14

Fonte: Bellin et al. (1998).

Também tentando correlacionar a fertili-
dade com as proteinas do sémen Killian et
al. (1993) analisaram o perfil protéico do
plasma seminal de 35 touros europeus,
com taxa de ndo retorno conhecida, iden-
tificando algumas proteinas relacionadas
com a fertilidade. A trama entre o modelo
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de regressdo feito a partir da densimetria
das bandas de peso molecular, das quatro
proteinas identificadas foi linear e positi-
vamente correlacionada (r=0.89).

Alguns resultados mostram também que a
predigio da fertilidade pela anilise das
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proteinas do sémen poderia ser feita em
touros jovens. Usando um modelo multi-
plo de regressdo linear, Killian et al.
(2000) acharam correlagdo de 0,75 entre
touros jovens e adultos, e de 0,90 ao com-
parar touros de 0.5 e 1 ano.

6. OUTROS PROCESSOS PARA
SELECAO DE TOUROS PELO PO-
TENCIAL FECUNDANTE DO ES-
PERMATOZOIDE

Os processos de fecundagdo in vitro
(FIV), ou seja, técnicas de maturagio,
fecundacdo e cultivo embriondrio, tam-
bém t&€m se mostrado como critérios im-
portante para a sele¢io de tourinhos Nelo-
re de alta fertilidade, uma vez que esses
processos mostram sempre grande varia-
hilidade entre os touros analisados (Wata-
nabe et al., 1995).

O exame de touros mediante métodos
relacionados com a capacidade fecun-
dante do espermatozdide tem se mostrado
como provas complementares importan-
tes, podendo melhorar o desempenho
reprodutivo dos touros, além de promover
sele¢do para fertilidade.

Watanabe et al. (1999) examinaram 12
touros Nelore, procurando estudar a rela-
¢do entre motilidade espermdtica, integri-
dade e reagido acrossomal na producdo in
vitro de embrides. Os touros diferiram
significativamente para taxa de clivagem
e taxa de blastocisto, ambas correlaciona-
das com motilidade apés 12 horas, inte-
gridade acrossomal e reagéio acrossémica.

Feliciano Silva et al. (1995) analisaram
touros Nelore, Canchin e Simental,
quanto a taxas de reagdo acrossomica
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(RA) induzida por heparina. A taxa de RA
da raga Nelore variou de 14 a 47% e em
touros Simental, 38%. Em alguns touros
compararam-se as taxas médias de fertli-
dade por inseminagdo artificial ou monta
controlada com a RA. Os resultados,
apresentados na Tab.7, indicam que o
teste de RA pode tornar-se um indicador
da fertilidade de touros zebuinos, como jd
comprovado em taurinos.

Tabela 6. Taxa de fertilidade e RA de
touros Nelore e Canchim.

Raca Nimero de Taxade RA Fertilidade
LOUros (%) %
Nelore 1 34 76.95
Nelore 1 14 5476
Canchin 3 20 65-89
Canchin 2 17.5 46-70

RA = reagio acrossémica
Fonte: Feliciano Silva et al. (1995).

7. CONSIDERAGOES FINAIS

» Existe grande possibilidade de os
estudos que avaliam o potencial de fecun-
dagio do espermatozdide tornarem-se
exames complementares aos exames an-
drolégicos de rotina, principalmente na
selec@o de touros superiores efou subme-
tidos a altos desafios de acasalamento a
campo.

» Diante dos resultados, até agora nio
conclusivos, hd necessidade de mais estu-
dos para esclarecer os processos que afe-
tam a fecundacdo efou fertilidade e a
atuagdo das proteinas do plasma seminal
NESSEs processos.

Os estudos mais recentes, envolvendo
identificagiio e expressdao génica das pro-
teinas do plasma seminal, tém vislumbra-
do a possibilidade dessas proteinas atua-
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rem como marcadores genéticos para alta
fertilidade de touros, uma vez que existe a
sugestao do envolvimento da heranca
genética na expressao do perfil protéico
do sémen.
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1. INTRODUGAO

Pela inseminagdo artificial (IA) tornou-se
possivel o intercimbio de material genético
de melhor qualidade e a melhora da produ-
¢io de leite e de carne, tanto nacional
quanto internacional. As possibilidades de
contaminacgio do sémen por agentes pato-
génicos e sua possivel disseminagdo, en-
tretanto, converteram-se em uma das prin-
cipais preocupages para criadores e auto-
ridades sanitdrias dos paises onde se em-
prega essa técnica (Afshar & Eaglesome,
1990). A isso deve-se acrescentar também
o risco que supde o uso do sémen infectado
nos processos de transferéncia de embrides
(Bielanski & Dubuc, 1994). Esse alarma
crescente estd relacionado as implicagdes
epizootioldgicas da presenga de virus no
sémen, implicagdes essas que ndo s se
centram na infecgiio exclusiva da fémea
receptora ou do coletivo da exploragio
pecudria, como também na possivel intro-
dugiio de viroses exdticas no pais importa-
dor. Esse risco potencial de transmissdo
gera uma grande preocupagio quanto ao
intercdmbio nacional e internacional desse
material genético ¢ em especial sobre os
métodos de detecgiio dos possiveis virus
veiculados pelo sémen ou embrides, obri-
gando quase todos os paises a implantar
rigorosos programas sanitdrios voltados
para o controle das importagdes.

A origem dos virus no sémen pode ser
extrinseca, devido a contaminagdo fecal do
sémen no momento da coleta (por exem-
plo, 0s enterovirus) ou intrinseca, devido a
infecgdes locais ou sistémicas com a dis-
seminagdo dos virus através dos testiculos,
glindulas acessorias ou prepicio. Dessa
maneira o sémen ¢ um excelente veiculo
para a difusdo de agentes patogénicos e de
defeitos genéticos, principalmente pela
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grande distribuiciio de sémen congelado e
pela capacidade que possui um touro para
produzir até 1000 doses desse material a
partir de uma unica ejaculagao.

Atualmente as enfermidades viricas trans-
mitidas pelo sémen, como a rinotraqueite
infecciosa bovina (IBR) e a diarréia bovina
a virus (BVD), tém despertado grande
interesse nas autoridades sanitdrias mundi-
ais principalmente porque nesses processos
infecciosos os sinais clinicos sdo raramente
evidentes, tornando de grande importincia
a detecgdo dos virus no sémen (Philpott,
1993).

Uma vez que a congelagiio do sémen pos-
sibilita a sobrevivéncia da maioria dos
agentes patogénicos ¢ 0 uso dos crioprote-
tores diminui a eficdcia dos antibidticos,
sdo necessdrias normas oficiais para regu-
lamentar a produgdo e o comércio de mate-
rial genético livre de agentes infecciosos
(Afshar & Eaglesome, 1990). Por issO a
Oficina Internacional de Epizootias (OIE)
definiu suas diretrizes no ano de 1986. Nos
EUA tais normas foram padronizadas em
1989, sob controle da Associagio Nacional
de Reprodugiio Animal (NAAB) (Philpott,
1993), e recentemente a Unido Européia
(UE) através da diretiva 93/60/EEC esta-
beleceu suas normas de controle. Essas
exigéncias estdo baseadas na transmissdo
dessas viroses pelo sémen infectado. Por
esse motivo recomendam um  rigoroso
controle sanitdrio dos touros mantidos nos
centros de IA, exigindo provas de isola-
mento de agentes infecciosos ou provas
sorolégicas de todos os animais com idade
superior a seis meses. Paises do Mercosul
estdo ainda estudando normas para o co-
mércio de sémen entre seus integranies,
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Apesar dessas medidas, o perigo da trans-
missio de virus via sémen segue vigente,
em conseqiiéncia da existéncia nos centros
de IA de animais clinicamente sadios ou
sorologicamente negativos, porém que
estio latentemente infectados pelo herpes-
virus bovino tipo 1 (BHV-1) causador da
IBR, ou persistentemente infectados pelo
virus da BVD. Por outro lado, e especifi-
camente no caso da IBR, ainda existe re-
conhecida demanda por sémen de touros
de aprecidvel valor genético e que apre-
sentam sorologia positiva frente a esse
virus. Isto obriga a um continuo monitora-
mento de seus ejaculados para a deteccio
do virus e, assim, evitar o risco de trans-
missdo. Segundo Afshar & Eaglesome
(1990), os virus da IBR ¢ da BVD estao
presentes em quase todos os centros de IA
dos EUA e Canadd, donde provém a maio-
ria do sémen importado pelo Brasil.

Por outro lado e apesar de ndo se dispor de
muitas informagdes sobre a incidéncia
dessas enfermidades nos paises sul-
americanos, pode-se considerar que pelo
menos as infecgdes causadas pelo BHV-1
estdio presentes nesses paises, apesar de
ndo ser rotineiramente diagnosticadas ou
notificadas. No Brasil estio registrados
casos de balanopostites em touros com
eliminagao de virus no sémen, assim como
a presenga de anticorpos em doadoras ¢
receptoras de embrides. Em outros paises
do Mercosul, o virus da IBR estd ampla-
mente disseminado, tendo sido detectado
em amostras de sémen congelado na Ar-
gentina.

O éxito dos programas de controle das
doengas infecciosas depende em boa
medida da identificagio ¢ eliminagiio de
animais infectados ¢/ou portadores. Usu-
almente nesses animais o controle € feito
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pelo isolamento de microrganismos em
meios de cultura, cultivo celular, inocula-
¢do em animais susceptiveis ou, entdo,
pela detecgdo indireta mediante técnicas
sorologicas como soroneutralizagio, fixa-
¢do de complemento, imunofluorescéncia
indireta, hemaglutinagdo, imunodifusido
etc. A maioria dessas técnicas entretanto
apresentam limitagbes principalmente de
ordem pratica, resultantes de sua comple-
xidade, da infra-estrutura necessdria a
realizagdo ou da lentidao dos procedi-
mentos laboratoriais necessdrios para
detecgdo e caracterizagao dos agentes
patogénicos. Mas também existem limita-
¢oes de sensibilidade e especificidade. Por
iss0 nos tltimos anos tem-se intensificado
a busca por técnicas de maior rapidez,
precisdo e confianga, que possibilitem o
diagndstico das doengas infecciosas com
grau de sensibilidade e especificidade
similar ou superior aos procedimentos
convencionais, e cujos resultados sejam
dados no mesmo dia (Rodriguez & Schu-
del, 1993). Dessa forma, técnicas simples
e de fdcil execugdo para a caraclerizagdo
de proteinas e dcidos nucléicos, como as
imunoenzimdticas (ELISA - Enzyme-
linked  immunoabsorvent  assay) e
Immmunobloting ou as amplificagoes “in
vitro” de dcidos nucléicos pela reagido em
cadeia da polimerase (PCR) — sio reco-
mendadas para substituir os métodos
convencionais de diagnodstico de varias
doengas.

2. UTILIZACAO DA PCR PARA
DETECCAO DE PATOGENOS NO
SEMEN

A amplificagdo “in vitro” dos dcidos nu-
cléicos (PCR) permite a obtencio de mi-
lhares de cdpias de uma seqiiéncia especi-
fica de DNA. Por isso a PCR tem facilita-
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do o desenvolvimento de uma variedade
de sistemas baseados na detec¢io de dci-
dos nucléicos de bactérias, virus e outros
microrganismos, bem como de alteragdes
genéticas. Devido a sua alta sensibilidade,
especificidade e rapidez, a PCR oferece
muitas vantagens sobre os métodos con-
vencionais de diagndstico porque estd
baseada na amplificacdo especifica de um
fragmento de dcido nucléico compreendi-
do entre dois oligonucleotideos sintéticos
complementares (primers) em cada uma
das duas fitas de DNA a ser amplificada.
O tamanho desse fragmento é definido
pela distincia entre a posicao de anila-
mento dos primers (iniciador e reverso)
dentro da segiiéncia gendmica.

A PCR ¢ realizada em repetidos ciclos,
cada um consistindo de trés etapas com
diferentes temperaturas. Na primeira
etapa, a dupla fita de DNA ¢ desnaturada
em alta temperatura, resultando numa
molécula simples de DNA (DNA molde).
Em seguida, os primers (iniciador e rever-
s0) unem suas seqiiéncias homologas ¢
complementares nas regides correspon-
dentes (rarget) da molécula do DNA mol-
de (anilamento). Na terceira fase a regido
3" de cada um dos primers € estendida nos
dois sentidos pela acdo enzimdtica da
enzima tlermoestdvel taq polimerase
(alongamento), formando uma nova mo-
lécula de DNA de fita dupla. As novas
moléculas de DNA sintetizadas pelo pro-
cesso servirdo de molde para a produgio
de outras copias de DNA em outros ciclos
da reagdo, resultando em uma amplifica-
¢do exponencial (Silva, 1995).

Apesar de sua simplicidade, a amplifica-
¢do “in vitro” dos dcidos nucléicos pode
ser afetada por uma variedade de parime-
tros, entre eles o desenho dos primers, a
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existéncia de dreas de homologia na se-
qgiiéncia do DNA molde, as temperaturas
de anilamento, concentragio de nucledti-
dos e principalmente pela presenca de
inibidores (proteinas) (Erlich et al, 1989).

A aplicagio dessa técnica para a detecgio
de virus RNA ¢ feita mediante a sintese
de uma molécula de DNA complementar
(cDNA) através de uma reagdo de retro-
transcricdo, utilizando-se a enzima trans-
criptase reversa (RT). Normalmente o
primer utilizado para iniciar essa sintese é
0 mesmo que se utiliza para a amplifica-
¢do especifica do DNA. Essa reagao ¢
conhecida como RT-PCR e pode ser rea-
lizada no mesmo tubo de reacdo, evitan-
do-se, assim, a possibilidade de contami-
nacdo com outros DNAs por excesso de
manipulagdo. O produto de PCR (ampli-
con) pode ser detectado em gel de agarose
apds tingdo com brometo de etidio. Seu
tamanho é comparado com pesos mole-
culares de referéncia (DNA laeder) e
corresponde ao nimero de pares de bases
(pb) de nucledtidos distribuidos ao longo
da seqiiéncia gendmica do DNA molde. O
amplicon também pode ser digerido por
endonucleases de restri¢ao para confirmar
se as dreas do DNA amplificado corres-
pondem aos sitios de restricdo dessas
enzimas.

A PCR em combinacdo com os fragmen-
tos de diferentes tamanhos, obtidos pela
digestio do DNA com enzimas de restri-
¢io (RFLP), ¢ freqiientemente usada para
classificar um grupo de microrganismos
patogénicos ou definir a posi¢iio de dife-
rentes alelos na detecgdo de doencgas de
cardter hereditdrio. A especificidade tam-
bém pode ser definida mediante a técnica
de hibridagdo de Southern blot, na qual o
produto da PCR ¢ transferido apds a ele-
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troforese para uma membrana de ndilon
de carga elétrica positiva ¢ hibridado com
uma sonda sintética especifica, marcada
com isotopos radioativos ou ndo (Silva,
1995). Segundo Rodriguez & Schudell
(1993), o emprego dessa técnica de maior
precisdo e confianga ¢ recomendada prin-
cipalmente para o diagndstico de virus em
sémen, e possibilita a deteccio mais rdpida
dos virus da IBR ¢ BVD, e de outros, com
menores custos e sobretudo com altas taxas
de sensibilidade e especificidade (Reubel
& Studdert, 1998).

A pesar da ampla aplicabilidade das técni-
cas de amplificagio dos dcidos nucléicos
em sémen, elas sofrem algumas limitacoes
devido a presenga de inibidores da polime-
rizagiio do DNA ou & grande quantidade de
proteinas presentes nos diluentes usados
para proteger os espermatozdides durante
os processos de congelagdo. Assim, os
processos descritos para extragdo dos dci-
dos nucléicos de origem virica ou bacteria-
na a partir de sémen infectado implicam
em muitos passos prévios a aplicagio da
técnica de PCR ou RT-PCR (van Enge-
lenburg et al, 1995), dificultando sua utili-
zagao prdtica e diminuindo a sensibilidade.

Com o objetivo de utilizar a PCR como
método de rotina para o diagndstico de
IBR, Silva (1995) e Santurde et al. (1996)
conseguiram desenvolver e otimizar essa
técnica para a detec¢do do virus da IBR em
sémen ¢ material procedente de animais
infectados. Segundo esses autores foi pos-
sivel detectar pela PCR até 1 DIs,CT/ml
(dose infectante 50% cultivo de tecidos) do
BHV-1, em sémen fresco e em congelado.
O produto amplificado foi um fragmento
de DNA de 323 pb do gene da glicoprotei-
na de infecgao gl. O DNA viral foi extrai-
do utilizando-se a resina Chelex-100 ap6s
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prévia filtragio do plasma seminal em
coluna de cromatografia de Sephacryl S-
400. Esse passo foi considerado importante
para eliminar proteinas inibidoras (no caso
do sémen congelado, as lipoproteinas da
gema de ovo presentes no diluente de sé-
men) que interferem na polimerizagio do
DNA. A inibi¢do da PCR para detecgao de
virus em sémen e oulros malteriais clinicos
foi descrita previamente por Lugaro et al.
(1988).

Wiedmann et al. (1993) registraram a
detecgdo do virus de IBR em sémen, en-
tretanto a sensibilidade do método foi da
ordem de 5x10° DI5,CT/0,5 ml de sémen.
Tal nivel de detec¢io ndo € compativel
com as necessidades de diagnéstico dessa
virose, uma vez que bastam 2 DIs,CT/ml
para que o BHV-1 possa ser transmitido
pelo sémen e infectar a [émea receptora.

Para que a técnica de PCR possa ser utili-
zada na rotina de diagndstico o método de
extragdo do DNA viral ou bacteriano deve
ser o mais simplificado possivel, além de
atender outra necessidade que € a rapidez.
Dessa maneira processos de extragio de
DNA longos e onerosos dificultam toda a
dindmica do diagndstico. O processo de
extragdo de DNA viral, a partir do sémen
infectado, seguido da sua amplificacdo pela
PCR, descritos por Silva (1995) e Santurde
et al. (1996) € bastante simples, rdpido e
prético, podendo ser utilizado para a detec-
¢do ndo sO desse virus mas de outros
agentes microbianos que possam estar
infectando as amostras de sémen.

A aplicagdo dessa técnica de PCR num
estudo retrospectivo da eliminagdo de
BHV-1 comprovou a eficicia do método
ao detectar por um periodo de dois anos a
presenga do virus em amostras de sémen

Fi

congelado de touros sacrificados ha virios
anos por apresentarem reacoes soroldgicas

positivas & prova de ELISA (Silva et al,
1997).

Falhas no isolamento do virus da BVD
podem ser atribuidas aos efeitos viricidas
do sémen, aos baixos titulos desse virus
no sémen, entre 5 e 75 DIsgCT/ml ou a
natural inibi¢do da transcrigdo do virus,
em conseqiiéncia da presenga no plasma
seminal de bovinos de uma proteina, a
seminalplasmina. Esta dltima propriedade
do plasma seminal afeta a detecgio do
virus no sémen quando se emprega a
técnica de RT-PCR, razdio pela qual nio
se conhecem muitos trabalhos relaciona-
dos ao tema. Silva et al.(1995), entretanto,
utilizando o procedimento de passar o
plasma seminal pela coluna de Sephacryl
S-400, antes da extragdo do RNA viral
pelo método do tiossulfato de guanidina,
conseguiram detectar através da RT-PCR,
até 4 DIy; CT/ml de virus da BVD, no
sémen infectado, tanto fresco como con-
gelado. Esses autores amplificaram um
fragmento de 440pb, visivel em gel de
agarose a 2% tingido com brometo de
etidio, do gene da protefna de infeccdo
p80 desse virus. Essa técnica apresentou
especificidade e sensibilidade maiores que
aquelas apresentadas por outros métodos
convencionais de detecgdo de virus em
sémen, sugerindo sua utilizagdo para o
diagndstico dessa virose em sémen fresco
ou congelado, tanto nacionais como im-
portados.

Outros microrganismos foram também
detectados no sémen a partir das técnicas
de amplificagio dos dcidos nucléicos.
Masri et al. (1997) descreveram um rdpi-
do e especifico método para deteccio de
Leptospira spp. a partir do sémen bovino
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infectado. Esses autores amplificaram
através de um nested-PCR um fragmento
de 450pb do genoma da Leptospira bor-
gpelersenii serovar hardjobovis, detectan-
do até 50 organismos/ml de sémen. Ea-
glesome et al. (1995) detectaram por PCR
até quatro organismos/ml de sémen in-
fectado pelo Campylobacter fetus subsp.
venerealls.

Na Tab.1 encontram-se descritas as apli-
cagbes de PCR e RT-PCR para o dia-
gnostico de algumas das principais doen-
cas infecciosas da reprodugio de bovinos.
A sensibilidade e especificidade dessas
técnicas foram comparativamente maiores
que as técnicas convencionais de dia-
gndstico. Os resultados demonstraram o

potencial da PCR para a detecgiio ripida
de microrganismos, ou mesmo para subs-
tituir métodos conhecidos.

Apesar desses aspectos amplamente favo-
rdveis. presentemente a aplicacdo da pro-
va de PCR para detecgio de agentes pato-
génicos no sémen ¢ em oulros materiais
clinicos estd restrita a laboratérios bem
equipados, dificultando sua ampla utiliza-
¢lio. O que se espera é que a técnica da
PCR no futuro possa ser utilizada por
profissionais de campo, sob a forma de
kits de diagndstico, como se faz hoje, por
exemplo, com a técnica de ELISA para o
diagndstico da influenza eqiiina ¢ outras
doengas.

Tabela 1. Aplicagiio das técnicas de PCR e RT-PCR para detecciio dos principais

agentes infecciosos presentes no sémen bovino.

Microrganismo Método de diagnéstico Referéncia
Campylobacter fetus subsp venerealis  PCR Eaglesome et al.(1995)
Leptospiraspp ™ =0k PCR Masri et al.(1997)
Brucella abortus PCR Leal-Klevezas (1995)
Listeria monocytogenes PCR ' Bsat & Batt (1993)
Micoplasma bovis PCR Hotzel et al.(1993)
Trichomonas fetus PCR Hoetal.(1994) =
IBR (BHV-1) Nested PCR Wiedmann et al.(1993)
e ; PCR Santurde et al.(1996)
BVD RT-PCR Silva et al.(1995)
Bluetongue RT-PCR MacLachlan et al.(1994)
Nested e multiplex RT-PCR  Wilson & Chase (1993)
Leucose bovina L PCR Fechner et al.(1996)
Nested PCR Klintevall et al.(1994)
Aftosa RT-PCR Prato-Murphy et al.(1994)
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1. TOUROS ADOLESCENTES

Um exame androldgico criterioso € im-
prescindivel para tourinhos que se desti-
nam & reprodugdo. No Brasil, a primeira
avaliacdo de animais Bos tauwrus (raga
Holandesa) deve ser processada entre 8-
12 meses de idade, quando do inicio da
puberdade/maturacio sexual (5, 15), en-
quanto nos Bos indicus (com observagoes
nas racas Nelore, Gir e Tabapua), entre
12-24 meses (3, 6, 7, 15).

Trés tipos de ejaculados podem ser en-
contrados em animais jovens, candidatos a
touros reprodutores:

(a) com predomindncia de espermatozoi-
des anormais, com baixa motilidade
(e vigor), baixa concentragio de ga-
metas, além da presenga de gotas ci-
topldsmicas proximais em elevada
propor¢io;

(b) com presenga de espermatozdides
normais e anormais em proporgoes
semelhantes, com o inicio de motili-
dade percentual (e vigor) mais ex-
pressivo, além da elevagiio progressi-
va da concentragio de gametas e
queda acentuada do indice de gotas

citopldsmicas do tipo proximal;

(c) com aspectos fisicos e morfolégicos
normais, porém com a concentragio

espermdtica ainda baixa (21).

A puberdade, ao contririo do que muitos
pensam, ndo ¢ uma data e sim um perfodo
que se estende do inicio da ativacdo da
gametogénese alé sua completa implanta-
¢do, passando por fases distintas, desde o
inicio da presenga de espermatozdides no
ejaculado até a condigdo de plena fecun-
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dagdo do sémen. Assim sendo, diz-se que
um touro atingiu a maturidade sexual
quando alcanga seu potencial reprodutivo
midximo, havendo, como no caso da raga
Nelore, uma evolugio desde um até dois
ou trés anos de idade (15, 16, 17, 21),
dependendo do potencial genético do
animal (heranga/qualidade do genoma) e
de sua expressdo génica para uma boa
eficiéncia reprodutiva, a qual depende da
interagdo gendtipo/meio ambiente para se
exteriorizar. Assim, a qualidade e a quan-
tidade da alimentacdo fornecida, do clima
(temperatura média anual, valores de
mdxima e minima e umidade relativa do
ar), além da presenga ou auséncia de endo
e ectoparasitoses ou de outros fatores de
estresse que, dependendo da amplitude,
podem interferir desfavoravelmente e em
muitos casos retardar ou até impossibilitar
a completa maturidade sexual do animal
(18, 19).

Dessa forma, a raga de um touro (e sua
condi¢do de ser taurino ou zebuino), o
tipo de rebanho de origem (de alta con-
sangiiinidade, alta ou baixa heterozigose),
além das condig¢tes de nutri¢do, manejo e
sanidade, podem interferir na idade em
que tourinhos jovens atingem a puberdade
e a maturidade sexual (13, 14). Numa
pesquisa com touros Nelore, envolvendo
todos os descendentes machos de duas
progénies de linhagens diferentes (e inde-
pendentes), mas criadas nas mesmas con-
digdes de meio ambiente (no Planalto
Central, municipio de Unai, MG), durante
cinco geragdes subseqiientes, foi possivel,
usando-se o modelo animal da verossimi-
Ihanga restrita das caracteristicas zootéc-
nicas estudadas, estabelecer a heranga
para circunferéncia escrotal (CE) e CAP -
Classifica¢io Androldgica por Pontos (um
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indice androldgico usado para touros Bos
Sy . 2 2
indicus), respectivamente, h=0,81 ¢ h'=
0,75, sendo ambos elevados, e defeitos
espermdticos maiores h?’=0,59 (médio),
g T AL 2
libido h*=0,34 ¢ motilidade espermatica h”
=0, 15 (baixo).

Assim, a seleg@io prévia dos touros jovens
a ser usados como reprodutores € de fun-
damental importincia, iniciando-se pela
CE que deverd ser de 30-35¢m para touri-
nhos Bos taurus de um ano e Bos indicus
de dois anos, com 10-12em de compri-
mento e de 7,5 a 8,5cm de largura para
cada um dos testiculos, os quais devem
ser simétricos e ndo apresentar diferenga
maior do que lem no comprimento e
0,5cm na largura entre um e outro. A
concentragdo espermdtica deve ser alta
(acima de 500 x 10°/ml), motilidade mi-
nima dos espermatozdides de 60% e vigor
(1-5) = 5 nos gametas ejaculados (21).

Na raga Tabapud, a avaliagdo de tourinhos
a partir de um ano de idade tem revelado
aqueles superprecoces, que jd se apresen-
tam com 40-50% de espermatozdides
maéveis (a), e aqueles precoces (b), com
presenca de gametas no ejaculado mas
ainda sem motilidade. ou com motilidade
de 5-10% (e oligospermia), numa propor-
¢do em ambos os casos variando (a) de
1,9% a 3,7% e (b) 5,5% a 14,3% de 205
animais de cinco rebanhos estudados no
Niicleo de Tabapud de MG/BAJES (en-
volvendo o nordeste de MG, extremo sul
da BA e nordeste do ES), com sede em
Nanugque, MG, e desenvolvido pela EV-
UFMG. E interessante observar que esses
animais foram criados em pasto com su-
plementagdo mineral (as vezes com pe-
queno trato de cana-uréia no auge da
estagiio seca), com peso variando entre
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157 e 320kg e circunferéncia escrotal de
15,2 a 27,0cm, demonstrando haver gran-
de variacdo genética para sele¢dio. A pro-
porgdo final dos superprecoces foi de
2,4% (a) e de precoces 7,8% (b), dando
uma soma de 10,2% para ambos.

A libido pode ser testada em touros jovens
utilizando-se uma vaca em cio, contida e
presa num tronco. Cada macho, individu-
almente, ¢ solto num curral durante 5
minutos, observando-se suas reagoes. Trés
tipos de situagdes positivas podem ocor-
Tef:

o tourinho somente cheira a vaca;

o tourinho salta sobre a vaca, apoian-
do os membros anteriores, mas nio
introduz o pénis na vagina, ou se o
faz € de modo abortivo, sem ejacula-
¢ao;

o tourinho salta, introduz o pénis na
vagina, dd o galeio e ejacula.

a)
b)

c)

No teste de capacidade de servigo, 20
vacas sdo fechadas num curral, com trés
delas em cio forte. Inicialmente trés touri-
nhos sio fechados num curral ao lado
durante 5 minutos; o acesso as vacas pode
ser visual e pelo cheiro (femen). Num
segundo curral ao lado, somente um des-
ses trés tourinhos ¢ colocado ao lado das
mesmas vacas, onde fica olhando e chei-
rando (de longe) por mais 5 minutos.
Finalmente este tourinho, que estd sozi-
nho, é solto no curral junto com as 20
vacas, dando-se para ele 5 minutos e ob-
servando-se seu comportamento. Assim,
da mesma forma que se fez com a libido,
anteriormente descrita, neste teste de
capacidade de servigco sdo assinaladas
quantas vezes cada atitude € tomada pelo
tourinho e sua amplitude de manifestagio.
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Por exemplo, ele poderd, em 5 minutos,
localizar uma ou as trés vacas em cio e
persegui-las; como também pode, de outra
forma, saltar nas trés e ejacular (com
galeio), em uma ou em duas, eventual-
mente. Dessa forma faz-se um escore para
cada touro testado. Na interpretagio, tem-
se que somente tourinhos com a CAP
acima de 60 pontos devam ser testados,
dando-se preferéncia para aqueles com
CAP e libido altas. Tourinho com CAP
muito elevada (>80 pontos) e libido boa,
ou com CAP boa (entre 60-80 pontos) e
libido excelente podem receber um niime-
ro elevado na propor¢ao de vacas/touro,
podendo ser de 40-60 vacas. Touros mais
erados, com CAP elevada (> 80 pontos) e
forte libido (3 coberturas em 5 minutos, as
vezes com um galeio), podem receber 60-
80 vacas para cobertura, simultaneamente,
na esta¢do de monta sem haja sobrecarga.
A selecdo para libido € de média herdabi-
lidade, mas pode ser exercida pela genéti-
ca, objetivando o aumento da performance
dos machos. As correlagdes da libido com
a circunferéncia escrotal e com os defeitos
maiores nos espermatozdides ejaculados
foram, respectivamente, r=0,19 e r=0,31
(10, 11).

As vesiculas seminais, avaliadas por pal-
pacdo retal, também tém servido de pari-
metro para sele¢do de tourinhos jovens
(dois anos de idade) da raga Nelore, nos
quais se observou que o tamanho delas,
estimado em comprimento e largura (cm),
teve correlagdo positiva com peso corpo-
ral (0,12 e 0,31), circunferéncia escrotal
(0,39 e 0,32) e aspectos fisicos do sémen
como motilidade (0,18 e 0,19). e negati-
vas com defeitos maiores nos espermato-
zoides ejaculados (-0,10 e -0.23). Isto
significando que na selec@o para vesiculas
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seminais mais grandes, ter-se-0 menos
defeitos maiores nos espermatozéides,
podendo haver seleg¢do para melhor quali-
dade do sémen (12, 24), embora ndo haja
associagiio com aumento da libido (10).

2. TOUROS ERADOS

Touros Bos indicus tém grande adaptabi-
lidade para serem criados em ambientes
tropicais, com bom desenvolvimento
ponderal, boa gametogénese e sémen com
boa condicdo de fecundacdo, normal-
mente de dois até 10-12 ou mais anos de
idade, quando de boa fertilidade e num
meio ambiente satisfatério. Touros Bos
taurus, pelo contrdrio, devido ao fato de
terem se desenvolvido em climas tempe-
rados e selecionados nessas condigdes,
quando expostos as condicdes tropicais,
com calor e umidade elevados, presenga
de ectoparasitas, necessidade de longas
caminhadas para pastejar, além de ingerir
e digerir alimentos mais fibrosos (digesti-
bilidade mais dificil), normalmente ficam
muito expostos a estresse que os pode
conduzir a situagdo de degeneracido testi-
cular em grau variado (leve, moderado ou
grave), dependendo do nivel do distirbio
ocorrido no epitélio seminifero, e conse-
qiiente alteragido da qualidade dos esper-
matozoides ejaculados, levando a condi-
¢do de subfertilidade. Num estudo de
touros Bos taurus, Bos indicus e mestigos
high pedigree e de standard pedigree
usados como reprodutores no Brasil (en-
volvendo 1088 animais e 17.945 ejacula-
¢oes), observou-se que 50% dos taurinos
apresentaram-se com ejaculagoes de baixo
poder fecundante devido a baixa concen-
tragdo espermdtica, baixa motilidade per-
centual ¢ elevado nimero de gametas
anormais, indbeis para fecundar (13, 14).

84

3. AVALIAGAO CLINICA
DE TOUROS

Além de histérico e anamnese bem feitos,
informagdes do rebanho de origem, nutri-
¢@o ¢ manejo oferecidos, nimero de filhos
nascidos e qualidade dos progenitores,
uma inspe¢do geral de todo o animal,
especialmente dos Grgios genitais exter-
nos e aprumos, deve ser processada a
procura de “marcadores” que possam
indicar condi¢oes de alta ou baixa fertili-
dade (21, 14).

A boa distensdo dos corddes espermati-
cos, a integridade (e higidez) da pele
escrotal, o tamanho dos testiculos em
relagio a idade, raga e peso do animal, a
forma dos testiculos, a simetria entre eles
e o tamanho de cada um em relagio a
cauda do epididimo correspondente, que
quando normal é proeminente e se desta-
ca, havendo correspondéncia entre testi-
culo grande e cauda do epididimo mais
proeminente. A circunferéncia escrotal
deverd ser de 30cm para animais Bos
taurus de um ano e Bos indicus de dois
anos, e o comprimento e a largura de cada
testiculo iguais ou superiores a 10cm X
7.5cm (21).

Na palpagiio dos testiculos estd a chave
para o diagndstico e o progndstico da
gametogénese, se normal ou anormal, ou
se ja parcial ou totalmente infiltrado de
tecido conjuntivo fibroso. A consisténcia
¢ avaliada numa gradaciio de 1 a 5, sendo
a consisténeia 5 a ideal, indicando produ-
¢do espermdtica normal. A consisténcia 4
e a 4-5 podem indicar leve degeneracéo
testicular, ou regeneragio de processo
anterior; consisténcia 3 indica dcgcncraQ
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¢do testicular moderada e 2 e 1 degenera-
coes graves. A elasticidade e sua progres-
siva perda também sdo avaliadas de 1 a 5,
sendo 5 a melhor alternativa e | a pior, no
sentido de haver maior, menor ou nenhu-
ma infiltragiio de fibroblastos no intersti-
cio testicular, entre os tubulos seminife-
ros. Isso significa que poderd haver um
processo degenerativo testicular de prog-
nostico favordvel ou desfavordvel. O
somatério da consisténcia mais elasticida-
de dd a textura testicular. Também os
epididimos, as ampolas dos ductos defe-
rentes, as vesiculas seminais e demais
glandulas anexas, o pénis ¢ o preplcio
(principalmente o Gstio) devem ser avali-
ados (21, 20).

A melhor maneira de colher sémen para
avaliagdo androlégica de rotina € com
eletroejaculador. Para touros Nelore ou de
outras racgas zebuinas, principalmente
jovens, o tempo de estimulo varia de 30
segundos a 2-3 minutos, ¢ o volume do
ejaculado pode variar de | a 7-8ml. O
nimero de touros a ser avaliados por dia
depende da destreza do veterindrio, do
corpo de pedes e das instalagdes, sendo
possivel examinar sem atropelos de 30 a
40 touros pela manhd e igual nimero a
tarde. Os exames fisicos dos ejaculados
devem ser processados na prépria fazenda
(no curral), logo apds a colheita do sémen,
e a parte morfolégica, no laboratdrio,
utilizando-se microscopia de contraste de
fase. O sémen deve ser transportado em
solugdo de formol-salina tamponada, tanto
para as avaliagbes morfolégicas dos es-
permatozéides quanto para a avaliagdo da
concentragao espermatica (21, 20).
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4. CLASSIFICAGAO ANDROLOGICA
POR PONTOS

Trés elementos sdo tomados como refe-
réncia na classificagio de touros pela
performance androlégica:

circunferéncia escrotal, valendo 40
pontos (40% do valor total);
percentual de espermatozéides anor-
mais, do tipo defeitos maiores, tam-
bém valendo 40 pontos (40% do va-
lor total);

motilidade espermdtica (porcentagem
e vigor), valendo 20 pontos (20% do
valor total).

a)

b)

c)

O somatdrio € expresso como indice de-
nominado CAP - Classifica¢io Androlé-
gica por Pontos (17). Assim, com 0 uso
desse sistema haverd touros n2 1, 2, 3
elc., sucessivamente, entre aqueles com
CAP > 60 pontos, que sdo 0s Louros suge-
ridos para uso como reprodutores, dando-
se sempre preferéncia para os de pontua-
¢do mais alta, os quais poderio receber
maior nimero de vacas no processo de
acasalagdo, seja em estagdo de monta ou
ndo. O sistema CAP foi baseado no siste-
ma BSE, da American Society of Therio-
genology, EUA, 1976 (4).

Touros com CAP < 60 pontos, apesar de
clinicamente normais, sio andrologica-
mente fracos, ndo se aconselhando seu uso
como reprodutores. Touros com distirbios
androldgicos ndo devem ser submetidos
ao sistema CAP, devendo ser sugerida sua
eliminagdo mesmo se os transtornos ob-
servados forem tempordrios, pois se esses
animais os apresenta nas mesmas condi-
¢oes de criacdo de outros, ¢ porque sio
menos resistentes ao mesmo meio ambi-
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ente, devendo ser afastados da reprodugio
13

5. PROTEfNP_\S MARCADORAS
PARA PREDICAO DA FERTILIDADE

Proteinas presentes na membrana dos
espermatozoides ejaculados (advindas do
epididimo e do plasma seminal) e antige-
nicamente relacionadas com a capacitagio
espermdtica, com a aptiddo para fecundar-
se do ovécito (angimixia) e com a forma-
¢do normal do embrido, podem ser identi-
ficadas dentro de um modelo denominado
FAA (fertility associated antigen). De um
estudo de 2191 touros, 88% (a) eram
positivos para proteinas com peso de
30kDa e 12% (b) eram negativos. A ferti-
lidade de ambos os grupos foi, respecti-
vamente, para diagndsticos de prenhez,
com rela¢do touro/vacas 1:25 de 88% (a)
¢ 79% (b), mostrando resultados diferen-
ciados em ambos. Também foi estudada a
reagdo a trés tipos de proteinas respecti-
vamente com 2,5 (a); 24,0 (b) e 30,0kDa
(c). Os touros mais férteis eram a(+), b(+)
e c¢(+), outros eram positivos (b) e (c),
outros somente para (c¢), e ainda outros,
negativos para todas. Esses touros tiveram
performances diferenciadas pela fecunda-
¢ao (2).
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1. INTRODUGAO

O surgimento de novas técnicas reproduti-
vas tem aumentado as perspectivas para o
incremento do melhoramento genético no
rebanho bovino, aumentando a intensidade
e acurdcia da sele¢io e diminuindo o
intervalo entre geragdes pela melhora da
eficiéncia reprodutiva das fémeas (Penna,
1993). Nesse contexto, a produgdo in vitro
de embrides (PIV) bovinos surge com
grande potencial de multiplicacao de
descendentes de animais selecionados
cOMmo superiores para caracteristicas pro-
dutivas, uma vez que pode produzir trés a
quatro vezes mais descendentes de uma
tinica doadora quando comparada com a
transferéncia de embrides (TE) convencio-
nal (Cunningham, 1998). Quando associa-
da a ndcleos MOET (mdltipla ovulagio e
transferéncia de embrides), a PIV pode
também  proporcionar  acasalamentos
fatoriais, diminuindo os riscos de consan-
giiinidade (Nicholas, 1996). Isso é vilido
principalmente para aquelas ragas com
poucos animais geneticamente superiores.

Para o sucesso de um sistema de PIV ¢
necessdrio um processo de fecundacao in
vitro eficiente, no qual os espermatozdides
necessitam de capacitagdo para que ocorra
penetragio no odcito e anfimixia, e assim
formag@o do zigoto. A melhora na fecun-
dagdio in vitro vem ocorrendo com o passar
dos anos, havendo jd um nimero conside-
rivel de trabalhos (Long et al., 1994,
Rehman, 1994, Parrish et al., 1995). En-
tretanto pouca informagéo existe a respeito
de racas zebuinas (Watanabe et al., 1996,
Camargo et al., 2000a), ¢ quase nenhuma
na raca Gir. Devido a importincia econd-
mica dessa raca como animal puro, pela
sua rusticidade ¢ adaptabilidade a regides
quentes, ou em cruzamentos para produgio
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de mestigos, existe a necessidade de estu-
dos com fecundagido in vitro utilizando
sémen de touros Gir para se estabelecerem
programas eficientes de producdo in vitro
de embrides, e assim contribuir para o
progresso genético da raga.

2. CAPACITACAO ESPERMATICA

A capacitagdo espermidtica representa
mudangas bioquimicas ¢ fisioldgicas no
espermatozdide, tornando-o apto a sofrer a
reagdo acrossdmica (RA), para assim
penetrar na zona pelicida do odeito matu-
rado. Essas mudangas durante a capacita-
¢do também promovem hiperativagao do
espermatozoide, aumentando sua motilida-
de. A capacitagio normalmente ocorre no
trato reprodutivo feminino por agio de
substincias presentes nas secregdes da
fémea, chamadas glicosaminoglicanos
(GAGs), como heparina ¢ os sulfatos de
heparan, condroitina e keratan (Gordon,
1994). Essas substincias ligam-se a protei-
nas ligantes de heparina (HBP) presentes
na superficie dos espermatozdides, e assim
induzem o processo de capacitagdo (Chan-
donnet et al., 1990, Miller et al., 1990). As
HBPs estio presentes no plasma seminal e
ligam-se a superficie espermdtica apds a
ejaculaciio (Seidah et al., 1987, Manjunath
etal., 1994).

A descoberta dos GAGs na capacitagio
espermdtica proporcionou o desenvolvi-
mento de técnicas para induzir a capacita-
¢iio in vitro e, consequentemente, a melho-
ra nos resultados da fecundacao in vitro. O
GAG mais potente na indugdo da capacita-
¢do € a heparina (Parrish et al., 1985,
Parrish et al., 1988), e seu efeito pode
variar de acordo com a dose utilizada ¢
provavelmente com o ndmero e peso
molecular das HBPs presentes nos esper-
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matozdides, uma vez que a secrecio de
HBPs no plasma seminal ¢ sua incorpora-
¢do 2 membrana plasmatica do espermato-
z6ide pode variar entre touros (Bellin et al.,
1994), bem como as HBPs de maior peso
molecular possuem maior afinidade &
heparina (Miller et al., 1990, Bellin et al;,
1996), conferindo a esta um maior efeito.
Por isso, sémen de touros podem ter res-
postas diferentes entre si, quanto a capaci-
tagdo in vitro.

Para se verificar a resposta do sémen
congelado de touros Gir a capacitagio in
vitro, foram realizados experimentos
induzindo a capacitagio com diferentes
concentragoes de heparina (Lopes et al.,
1999), avaliando a capacidade desses
espermatozoides de sofrerem a RA, quando
em contato com uma substincia fusogéni-
ca, a lisofosfatidilcolina (LPC), capaz de
induzir a RA nos espermatozdides capaci-
tados (Parrish et al., 1988).

Ap6s incubagido por 4h a 39°C com con-
centragoes de heparina que variaram de 0 a
200ug/ml, os espermatozdides foram
incubados por 15 minutos com LPC para
induzir a RA. Para se avaliar a viabilidade
espermdtica foram preparadas liminas para
serem coradas com eosina/nigrosina (Dott
& Foster, 1972) antes da capacitagdo e
ap6s a incubagiio com LPC. Para se verifi-
car a taxa de RA, avaliou-se a perda de
integridade do acrossoma mediante a
coloragio com naftol amarelo/eritrosina B
(Lenz et al., 1983). Observou-se queda da
viabilidade espermdtica apds a incubagido
de 4h 15min, o que era de se esperar apos 0
longo tempo de incubagido a 39°C, porém
ndo houve diferenga entre as concentragoes
de heparina utilizadas (Tab.1). Isso indica
que mesmo em concentragoes altas a
heparina ndo afetou a taxa de espermato-
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zdides vivos dos touros Gir avaliados, nio
sendo entao essa substancia uma fonte de
variagio na viabilidade espermdtica apds a
capacita¢do in vitro.

Logo apds o descongelamento o sémen jd
apresentava uma porcentagem de esper-
matozoides com perda de integridade do
acrossoma (Tab.1), provavelmente provo-
cado pelo congelamento/descongelamento
celular. Apdés 4h 15min de incubagio,
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utilizagio de heparina, independentemente
da concentragdo usada (Tab.1). De forma
semelhante ao observado em trabalhos com
sémen de touros europeus (Fukui et al.,
1990, Whitfield & Parkinson, 1992),
concentragdes baixas de heparina mostra-
ram-se suficientes para induzir a capacita-
¢do in vitro nos espermatozdides dos
touros Gir avaliados.

Tabela 1. Viabilidade espermatica e reaciio acrossomica (RA) antes e apos incubacio
por 4h em diferentes concentragdes de heparina e 15 min com lisofosfatidilcolina
(LPC), utilizando sémen de touros da raca Gir.

Concentragiio de heparina

Viabilidade espermatica

Espermatozéides com RA

pg/ml 0h' 4 h 15 min. Oh' 4h 15 min’
0 419 % 50.2 %a
10 42,1 % 546%b
50 59,3 % 41,1 % 222% 56.6 % b
100 40.8 % 56,3 %b
150 40.9 % 559 %b
200 42,4 % 55.5%b

Valores com letras diferentes na coluna diferem estatisticamente (P< 0,01).
' Taxa de espermatozéides vivos ou com reagio acrossémica com 0 h é a mesma para todos os tratamentos.

* Apds adigio de LPC
Fonte: Lopes et al. (1999).

Lopes (1999) observou diferenca entre
touros Gir quando avaliou a viabilidade do
sémen individualmente. Isso pode ter sido
por diferencas no metabolismo de células
espermdticas (Brakett & Oliphant, 1975).
A manutencio da viabilidade espermdtica
durante um longo periodo ¢ fundamental
no processo de fecundagdo in vitro, pois
aumenta as chances de fecundagio e dimi-
nui a agdo que substincias toxicas libera-
das por espermatozoides mortos possam
causar aos oocitos. Portanto essa é uma das
caracteristicas desejdveis quando se seleci-
ona sémen para fecundagio in vitro.

A capacitagdio espermdtica também possui
variagdo entre touros da raga Gir, como
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observado por Lopes (1999). De trés touros
avaliados, o autor encontrou um deles com
alta taxa de RA apds a capacitagio in vitro,
enquanto os outros dois foram iguais.
Diferengas individuais durante a capacita-
¢ao in vitro podem ser devidas a maior ou
menor presenca de HBPs com diferentes
afinidades a heparina. Como tem sido
citada a existéncia de correlaciio positiva
entre fertilidade a campo, aferida pela taxa
de ndo retorno aos 90 dias. e taxa de RA
(Whitfield & Parkinson, 1992, Whitfield &
Parkinson, 1995), ¢ prudente o uso de
sémen com a melhor taxa de RA para a
fecundacdo in vitro, visando maior taxa de
clivagem.
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3. FECUNDAGCAO IN VITRO

Somente espermatozdides capacitados e
com reagdo acrossOmica estdo aptos a
penetrar na zona pelicida e fecundar o
odcito. Entretanto na fecundagdo in vitro
outros fatores também sdo importantes,
como a concentragao de espermatozdides a
ser utilizada (Greve & Madison, 1991) e o
periodo em que esses espermatozoides vao
permanecer em contato com 0s 00citos
(Long et al., 1994)). O excesso de esper-
matozdides pode gerar um ambiente hostil
aos o6citos e aos zigotos recém-formados
durante o cultivo para a fecundagio, pro-
vocado principalmente pela presenga de
maior quantidade de enzimas hidroliticas e
radicais livres, liberados no meio de culti-
vo pelos espermatozdides (Rehman et al.,
1994, Aitken, 1997). Um periodo de culti-
vo excessivo também pode ter a¢do seme-
lhante, por proporcionar maior tempo de
contato dos odcitos com essas substincias
toxicas.

Tabela 2. Efeito da concentraciio espermitica
touros da raca Gir.

Trabalhos com fecundag¢io in vitro com
sémen de touros da raga Gir tém sido
conduzidos pela Embrapa Gado de Leite.
Ramos et al. (2000) avaliaram duas con-
centragdes espermaticas (2 ¢ 4x10° esper-
matozéides/ml) e dois periodos de incuba-
¢do (12 e 18h) e nao observaram diferenca
em taxa de penetragiio espermdtica, fecun-
dagiio monoespermdtica, polispermia e
clivagem. Entretanto, em estudo recenle,
observou-se que a utilizagio de concentra-
¢oes menores (1x10° espermatozéides/ml)
pode reduzir a taxa de polispermia (Tab.2),
quando comparada com concentracio de
4x10° espermatozdides/ml, sem afetar a
taxa de fecundagio. Um dos efeitos da
polispermia é a produgdo de embrides
tripldides, encontrados principalmente em
embrides de duas a oito células (Iwasaki et
al. 1989), que normalmente ndo atingem 0
estdgio de blastocisto (Galli & Lazzari,
1996). Portanto a manuten¢io da polisper-
mia em niveis baixos é uma preocupagido
na fecundacgdo in vitro.

sobre a fecundacio in vitro com sémen de

Concentragdo espermadtica n iic('oﬁo !)) :;,0 ((U/i))
1 % 10 ° cels/ml 121 73 (60.3) 3(2,5)a
2 % 10 ° cels/ml 130  81(623) 5(3.8)ab
4 % 10 ° cels/ml 106 69 (65,1) 9(8.5)b

Valores com letras diferentes na coluna diferem estatisticamente, pelo teste do 3°. (P<0,05).

(1) Fec.: odcitos fecundados.
(2) Po: o6citos com polispermia.
Fonte: Camargo, L.S.A.. Embrapa Gado de Leite

Quando se aumenta a concentragdo esper-
mdtica concomitantemente com o aumento
do periodo de incubagio durante a fecun-
dagdo in vitro produz-se maior taxa de
clivagem, entretanto ndo resulta em au-
mento da produgiio de embrides (Camargo
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et al., 2000b). Isso significa que alguns dos
embrides clivados ndo foram aptos a se
desenvolverem a blastocistos, devido a
alguma condigiio anormal durante o cultivo
de fecundacdo com altas concentragoes
espermiticas associadas a um periodo de
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incubacdo prolongado. Uma das anormali- ras, as quais dlflCllmenlL‘ chegam ao esld-
dades descnitas como de ocorréncia comum gio de blastocisto e apresentam alta inci-
durante & fecundagio in vitro € a parteno- déncia de anomalias citogenéticas.
génese (Greve et al., 1993), em que odcitos
partenogencticos raramente se  dividem Diversos estudos tém evidenciado que
mais @0 gue duas vezes (Gordon, 1994), sémen de diferentes touros produzem
podemda &ssim interferir principalmente na diferentes taxas de fecundagio e clivagem

taxa de chvagem sem alterar a produgiio de (Rehman et al., 1994, Sacki et al., 1995,
embndes. A partenogénese pode surgir em Kurtu et al., 1996). Quando avaliaram
declllh de componentes quimicos sémen de dois touros da raga Gir, Ramos et
prﬂ B0 meio de cultivo (Ayoub & al. (2000) também encontraram diferentes
Humter, 1983, Martini et al., 2000), bem taxas de penetragiio e clivagem, porém sem

comeo ser induzida por determinadas enzi- diferenga na fecundagio monoespermatica
mas. om0 a hialuronidase (Kaufman, (Tab.3). Os autores consideraram essas
1983). peesentes no acrossoma de esper- diferengas na penetracdo e clivagem sem
matoadides. Fato semelhante € suposto por alteragio da fecundagiio monoespermatica
Jurisicowa et al. (1995) ao postularem que a como resultado da tendéncia (P<0,07) de
prolomgada exposicio a um grande nimero um dos touros apresentar maior taxa de
de espesmatozdides pode expor os odcitos polispermia e partem do pressuposto que
a emzimas € outros fatores liberados du- odcitos penetrados por mais de um esper-
ranie @ FEAC30 acrossdmica, provocando matozoide sdio ativados e reiniciam o ciclo
aumento de fragmentacio dessas estrutu- celular, aumentando a taxa de clivagem.

Tabela 3. Taxas de penetraciio, de fecundagiio e de clivagem de odcitos fecundados in
vitro segundo o touro (%+EM), na rag¢a Gir.

Touwro  ®l)  Penetragio Fecundagiio monoespermdtica Polispermia(3) n(2) Clivagem
A i85  66.55+2,28a 62,7513,9a 6,25£3,73a 204 64,1£3.87a
B I8 83274228b 69,5243 ,9a 16,3743,73a 175  81,04%3,87b

Valores segwados por letras distintas minusculas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05).
(1) Total g odcies fixados em laminas para avaliagio da penetragio e da fecundagiio monoespermtica.
(2) Total de a6cios em cultivo para avaliagiio da clivagem.

(3) Polispermsa em funcio de odcitos penetrados.
Fonte: Rames et al_ (2000).

Quando semens de touros Gir foram com- Essas diferencas entre semens de touros
parados na mesma concentragdo observa- podem ser causadas por um conjunto de
ram-se diferentes taxas de clivagem e efeitos provocados por diferengas no
produgdo de embrides (Fig.1). Isso indica metabolismo celular ¢ na capacitagio
que os semens dos touros comportam-se espermdtica in vitro, de maneira que uma
diferentemente durante a fecundagdo in mesma concentragiio espermdtica durante a
vitro, demonstrando a necessidade de fecundagiio in vitro resulte em diferentes
diferentes concentragOes espermiticas para taxas de clivagem e de produgio de embri-
que os touros apresentem resultados se- des para cada touro utilizado.

melhantes.
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Clivagem

1 | 1

Blastocistos

OTouro A
B Touro B
COTouro C

2 4

o o) 6 -
Concentracio espermatica (x 10 ° células/ml)
G p

Figura 1. Efeito da concentragio espermitica sobre a taxa de clivagem e producio de
blastocistos utilizando sémen de touros da raca Gir (n = 888 odcitos). " Colunas com
diferentes letras sobrescritas diferem estatisticamente pelo teste do ¥°. (P<0,05). Fonte:

Camargo, L.S.A., Embrapa Gado de Leite.

4. CONCLUSAO

Uma baixa concentragdo de heparina ¢
suficiente para proporcionar uma taxa de
capacitagdo in vitro dos espermatozéides
de touros da raga Gir sem afetar sua viabi-
lidade. Entretanto diferengas entre semens
de touros quanto a viabilidade espermdtica
e & reagdo acrossdmica apds a capacitagio
pode resultar em diferentes taxas de fecun-
dagdo e producdo de embrides in vitro. A
utilizagdo de concentragdes espermiiticas
altas resulta principalmente em aumento da
polispermia e, quando associada a um
periodo prolongado de incubagio com os

odecitos, aumenta a taxa de clivagem,
porém sem efeito na produgdo de embri-
oes. Semens de touros Gir comportam-se
diferentemente  quando comparados na
mesma concentragio, produzindo taxas de
clivagem ¢ de embrides diferentes. Por-
tanto, para diminuir as diferencas entre
louros quanto as taxas de clivagem ¢ de
blastocistos, podem ser necessdrios ajustes
nessa variavel.
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