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INTRODUCAO



Normalmente, os touros utilizados como reprodutores passam pela determinagdo de um
espermograma de rotina, mas diversos touros que apresentam espermatozdides com morfologia,
motilidade e enzimas normais podem vir a se comportar como subférteis. Mesmo touros
comprovadamente férteis, podem apresentar intervalos de subfertilidade inexplicdveis.

Inicialm ente acreditava-se que este fendmeno fosse devido a alteragdes no contetido de DNA
nos espermatozGides dos animais afetados. Submetendo preparados de espermatozéides destes
animais & reagio Feulgen, M. Peres ¢ colaboradores (1960) e B. Gledhill (1966), através de
microespectrofotometria, constataram um aumento significativo de coloragio na cabega de grande
parte dos mesmOs, 0 que poderia indicar um maior conteado de DNA. Gledhill (1966) no entanto,
usando microes pectrofotometria de ultra-violeta, que dispensa coloragdo do material e algumas
outras etapas processuais, nfo mais constatou diferengas no conteido de DNA para estes
espermatozoides. Isto supostamente indicaria que a reago de Feulgen estaria se processando de
modo diferente 1os espermatozoides testados, embora seu conteddo de DNA nio estivesse alterado.

A diferenga ocorrida quanto & resposta a reagiio de Feulgen foi entiio admitida como sendo
devida a uma remogao das proteinas nucleares maior do que a esperada, alterando a cinética
hidrolitica do DINA (depurinagdo mais rdpida) e consequentemente alterando o nivel de resposta a
reagio citoquimica (Mello & Vidal, 1978). Isto poderia ser explicado por alteragdes no complexo
DNA-proteina, tornando-o mais frouxo e quimicamente menos estivel, e facilitando assim a
remogio das proteinas. Esta alteragdo poderia ser devida a presenca de unidades atipicas de
aminodcidos na proteina nuclear associada ao DNA nesses espermatozéides (Balhorn, 1982; Mello,
1990).

Alteragdes no complexo DNA-proteina também explicariam o decréscimo em material
Feulgen-positivo nos espermatozdides de sémen congelados por longo tempo (Salisbury et alii,
1961; Handa et alii, 1965), devidoaum maior fortalecimento da ligacio eletrostitica entre a proteina
nuclear e 0 DNA ¢ mesmo entre as proteinas.



As diferentes respostas a reagiio de Feulgen durante a espermiogénese podem ser explicadas
pela presenga de um tipo de proteina bdsica no complexo DNA-proteina que tornaria o DNA mais
resistente & hidroélise dcida, e portanto coOm uma resposta 3 reagdo de Feulgen gradualmente mais
fraca (Gredhill, 1970).

Por outro lado, Britto e colaboradores (1988) detectaram um decréscimo nos valores
Feulgen-DNA em espermatozoides de alguns touros da raga "pé-dura”, comparados a touros de
rebanho de elite. Esta diferenga também foi admitida como sendo devida a alteragdes do complexo
DNA-proteina, mas neste caso foi admitido ocorrer no sé uma maior depurinagdo mas também
aceleragio na wvelocidade de solubilizagdo do dcido apurinico (segunda etapa da reagfio de
Feulgen)(Mello & Vidal, 1978).

Em 1980, Evenson e colaboradores submeteram preparados de espermatozdides de touro a
tratamento t€rmico ¢ posteriormente 4 coloragio com alaranjado de acridine (Acridine Orange, AO),
efetuando observagbes ao microscopio de fluorescéncia. Encontraram espermatozdides com
fluorescéncia verde, que € tipica de DNA em dupla hélice e fluorescéncia vermelha, que € tipica de
DNA desnaturado (e RNA, desprezivel em espermatozdides)(Fig. 1). Admitiram que os
espermatozéides com fluorescéncia verde possuiam um complexo DNA-proteina estdvel o
suficiente para suportar um rdpido tratamento térmico sem se desnaturar. Jd aqueles que
apresentavam fluorescéncia vermelha provavelmente possuiriam alteragdes no complexo
DNA-proteina, tornando-o instivel e permitindo a sua desnaturagio pelo mesmo tratamento
térmico. Ultizando citometria de fluxo (flow cytometry), encontraram um indice de 17% de
espermatozoides sensiveis i desnaturagio do DNA em touros altamente férteis, enquanto em touros
subférteis este indice era muito mais alto (76%). E interessante citar que foi encontrada fluorescéncia
vermelha em praticamente todos os espermatozdides com patologia de cabeca. Considerando-se
estes dados, vé-se que este método poderia ser utilizado como um dos instrumentos para identificar
animais com problemas de fertilidade (Mello, 1990).

Em 1977, Mello havia também desenvelvido um novo método ("metacromasia induzida™)
para identificar alteragOes no complexo DINA-proteina em espermatozdides de touro (Mello, 1977).
Este método consta de um tratamento dcido (HCl 4N a 25 *C, 15 a 20 min.) seguido de coloragio
com Azul de Toluidina (AT). Os espermatozdides normais se corariam em verde, mas aqueles com
anomalias no complexo DNA-proteina se corariam em violeta. Isto ocorria devido ao cariter mais
frouxo desse complexo nos espermatozoides andmalos, o que permitiria durante a hidrdlise dcida
a liberagio de grande parte dos grupos fosfatos do DNA (sitios de ligagio para o AT), antes
bloqueados pela proteina nuclear, além da propria condigio intrinseca ao complexo andémalo de j4
possuir alguns grupos fosfatos nio bloqueados pela proteina. Esta alta disponibilidade e
proximidade de grupos fosfatos livres para a ligagio com o corante, permite o empilhamento das
moléculas de AT, ocorrendo assim o fendmeno conhecido como metacromasia, ou seja, um
abaixamento dos valores de absorbincia na regido dos comprimentos de onda mais longos
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Fig, 1 - O acridine orange (AO) se intercala entre as bases nitrogenadas do DNA, no interior da dupla hélice,
provocando uma fluorescéncia verde. O RNA, sendo em sua maior extensdo monocatendrio, liga moléculas de AQ apenas
em seus grupos fosfatos, sendo assim originada uma fluorescéncia vermelho-alaranjada. No DNA denaturado (por exemplo,
pelo calor), como as suas duas [itas se separam, 0 coranle somente se ligar4 aos seus grupos fosfatos, 4 semelhanga do gue
acontece no RNA; a sua fluorescéncia serd igualmente vermelho-alaranjada. As proteinas nfio estfo representadas (esquema
segundo Melio, 1990 - submetido A publicagio).



(hipocromismo) acompanhado de um deslocamento de pico para comprimentos de onda mais curtos
(hipsocromismoj}, sendo a cor violeta a expressiio visual deste fendmeno (Lison, 1960; Vidal, 1987)
(Fig. 2).

Em 1982, Mello observou que o fendmeno de metacromasia induzida em touros subférteis
erade 12 a 20 vezes maior que ade touros altamente férteis. Diferindo dos achados de fluorescéncia
dos experimentos de Evenson, nem todos os espermatozdides com patologia de cabeca foram
encontrados exibindo metacromasia induzida, embora geralmente os ejaculados contendo altos
percentuais de espermatozoides com esta alteragio também apresentassem percentuais acima dos
tolerdveis para patologia de cabega. Apesar dos niveis de anomalia encontrados em ambos os
métodos citados serem diferentes, visto que os prdprios principios dos métodos citoquimicos
diferem (Mello, 1977; Evenson et alii, 1980; Mello, 1982; Ballachey et alii, 1987; Vidal, 1987,
Britto & Mello, 1988), podem ser 0s mesmos usados no diagnédstico de subfertilidade em touros
(Melio, 1990), desde que conhecidos 08 niveis de anormalidades detectdveis para cada um dos casos
(Evenson et alii, 1980; Mello, 1982; Ballachey et alii, 1987; Britto & Mello, 1988).

Embora dos dois métodos, o de metacromasia induzida envolva maior simplicidade e
menores custos (Mello, 1990), variantes metodoldgicos poderiam ser testados, buscando-se o
estabelecimento de até melhor adequacio em termos de custos operacionais baixos, rapidez e
aplicabilidade aos propésitos de diagnose de complexos DNA-proteina andmalos.

Este trabalho busca, portanto, desenvolver variantes metodoldgicas dos procedimentos
acima citados para identificagio de anomalias no complexo DNA-proteina de espermatozdides de
touro. Para tal, pretende-se utilizar diferentes condi¢oes de execugao da etapa destinada a colaborar
para o afrouxamento da ligagio entre DN A e proteina e maior exposi¢do de grupos fosfatos do DNA
aos corantes, em espermatozéides portadores de diversas patologias conhecidas ("pouch formation”,
estreito na base, "knobbed") e supostamente portadores de anomalias quimicas ao nivel de seus
complexos DNA-proteina, comparando-os com resultados obtidos através dos métodos reportados

acima.
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Fig. 2 - O principio da basofilia em complexos DNA-proteina corados com azul de toluidina (AT) se baseia na
disponibilidade ¢ proximidade de fosfaios do DNA njo ligados & proteina, aptos a ligarem moléculas do corante, Se no
complexo considerado o DNA apresentar poucos grupos fosfatos livres e distantes entre si, o produto final da coloragho
apresentard uma tonalidade verde. Se, no entanle, ocorrerem no DNA muitos grupos fosfatos nfie ligados & proteina e estes
estiverem proximos enire si, muitas moléculas de AT se ligario em seqii€ncia ac DNA ¢ a cor exibida, violeta, serd uma
expressio do fendmeno denominado de metacromasia {esquema segundo Mello, 1990 - submetido & publicagio).



MATERIAL



Foram utilizadas dezenove partidas de sémen congelado de touros de diversas ragas (nelore,
gir, simental, holandés), sendo dezoito oriundas da Central de Tecnologia de Sémen
Pecplan-Bradesco de Uberaba - MG e uma da Central de Teenologia de SEmen Sembra de Barretos
- SP. Quatorze destas partidas nio chegaram a ser comercializadas por ter sido identificada a
presenga de alta porcentagem de espermatozdides portadores de anomalias "pouch formation” (Fig.
3), estreito na base (Fig. 4) e condensa¢do de acrossomo ("knobbed")(Fig.5). Uma das partidas foi
comercializada, mas apresentou uma baixa taxa de concepgho por fatores desconhecidos.
Finalmente, quatro partidas foram comercializadas e apresentaram alta taxa de concepgiio (touros
altamente férteis).

A Tabela I atribui codigos as partidas e mostra suas respectivas descrigdes.



TABELA|

Cdédigo Raca Proveniéncia Ancmalias Taxa de

Concepcgéo

1 Holandés PECPLAN nao tem alta

2 Simental PECPLAN nao tem alta

3 Holandés SEMBRA néo tem alta

4 Gir PECPLAN nao tem alta

5 Nelore PECPLAN pouch formation nao testado

6 Nelore PECPLAN pouch formation nao testado

7 Nelore PECPLAN pouch formation néo testado

8 Limosan PECPLAN pouch formation nao testado

9 Nelore PECPLAN pouch formation néo testado

10 Gir PECPLAN pouch formation nao testado

11 Nelore PECPLAN pouch formation néo testado

12 Guzera PECPLAN pouch formation nao testado

13 Nelore PECPLAN pouch formation nao testado

14 Nelore PECPLAN pouch formation nao testado

15 Gir PECPLAN pouch formation néo testado

16 Simental PECPLAN estreito na base nao testado

17 Nelore PECPLAN estreito na hase néo testado

18 Nelore PECPLAN "pouch formation nao testado

+ knobbed"
19 Holandés PECPLAN desconhecido* haixa

* Apds reandlise da partida, atribuiu-se a baixa concepgao da mesma a alta porcentagem de
espermatozdides levemente estreitos na base.




Fig. 3 - Esfregaco de sémen do touro 18, visto ao microscapico de contraste de fase. A seta indica
a presenga de "pouch formation’. Aumento 3.000X.

.

Fig. 4 - Esfregago de sémen do touro 16, tratado com solugao 2S8C "overnight” e corado com AT
a pH 4 por 15 minutos, mostrando um espermatozoide estreito na base. Aumente 1.500X.



Fig. 5 - Esfregago de sémen do touro 18, visto ao microscépio de contraste
uma condensacaoc do acrossomo ("knobbed"), Aumento 3.000X.
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METODOS



Apos descongelamento em dgua a 40°C durante um minuto, parte das amostras foi utilizada
diretamente na obtengdo de esfregagos. O restante das amostras foi diluidoem NaCl 0,15M e EDTA
0,001M (Everison et alii, 1980) numa proporgio de 0,5 ml de sémen para 9,5 ml de solugio e
centrifugado & temperatura ambiente a 3.000 rpm por 6 minutos. O sobrenadante foi descartado ¢
o precipitado foi resuspendido em 10 ml da mesma solugéo e novamente centrifugado a 3.000 rpm
por 6 minutos. Apds ser submetido trés vezes aos procedimentos de diluigio e centrifugagéo, o que
visou remover o meio de diluicio usado no congelamento, o sémen foi ressuspendido em 0,5 ml de
solugdo para posteriormente ser efetuado o esfregago.
Todos os esfregacos foram fixados por um minuto em etanol-dcido acético (3:1) e lavados
em etanol a 70% por 3 minutos.
Ap0s a fixagio os preparados foram corados com solugio de azul de toluidina (AT) 2 0,025%
em tampao Mcllvaine a pH 4 e 5, conforme o método de Vidal (Mello & Vidal, 1980) precedidos
dos seguintes tratamentos:
a1 Sem tratamento prévio (controle);
b1 HCI 4 N por 15 minutos & temperatura ambiente e lavagem em dgua destilada (Melio,
1982);

¢t Acido citrico a 0,67% durante 35 minutos e lavagem em dgua destilada (modificado de
Roy et alii, 1982);

di Solugio 2 SSC i temperatura de 60°C "overnight” e lavagem com dgua destilada
(Mello, comunicagdo pessoal);

ei  Solugio SSCa temperatura de 60°C "overnight” e lavagem com igua destilada;

f1  Solugio de 2-mercaptoetanol 0,2M, uréia 4M e cloreto de sodio (L,8M por 20 minutos e
lavagem com dgua destilada (Mello, 1982);

g1 Solugio de 2-mercaptoetalno 0,2M, uréia 0,1M e cloreto de sédio 0,8M por 10
minutos e lavagem com dgua destilada (modificado de Mello, 1982},

Parte dos preparados foi também coradacomsolugio de "acridine orange" (AQ) subsequente
aos seguintes procedimentos:
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a2  Sem prévio tratamento (controle);

bz HCI 4N por 15 minutos 4 ternperatura ambiente ¢ lavagem em dgua destilada (Mello,
1982);

c2  Acido citrico 0,67% durante 35 minutos e lavagem em dgua destilada (modificado de
Roy et alii, 1982);

d2  Acido citrico a 2% durante 30 minutos e lavagem em dgua destilada;

e2  HCI 0,5N variando-se o tratamento de 1 a 6 minutos & temperatura ambiente e lavagem

em dgua destilada.

Apds os tratamentos acima mencionados foi colocada uma gota de solugdo contendo NaCl
0,5M, MgCl 5mM, Tris-HCI 20mM (pH 7,4), A0 2,67 x 10°M (Evenson et alii, 1980) entre limina
¢ laminula, observando-se a fluorescéncia depois de um minuto em microscopio de fluoreséncia
Nikon ou Zeiss.

Nos preparados em que a coloragio foi realizada com solugéo de azul de toluidina, foi
estabelecida para cada condigdo analisada a percentagem de espermatozdides com metacromasia
nuclear em 1.000 células (aumento 400X)) contadas ao acaso por ldmina, por animal.

Nas 1aminas tratadas com dcido citrico a 2% (b2) e HCl 4N (d2), coradas com "acridine
orange”, foi estabelecida para cada condigio analisada, a percentagem de espermatozéides com
maior intensidade de fluorescéncia nuclear em 1.000 células (aumento 400X), contadas ao acaso,
por ldmina, por animal.

A documentagio fotografica foi realizada em fotomicroscépio Zeiss com objetivas de 25X,
40X e 100X e optovar 1,25; 1,6 e 2,0. Para as observagdes de fluorescéncia nuclear foi utilizado
filtro de excitagao I com maximo de transmisséo em torno de A = 400 nm e filtros de barragem 53
e 50, que correspondem a transmissdo de fuz com A acima de 530 nm e 500 nm, respectivamente
(Vidal, 1987). Foi utilizado filme Kodak Gold asa 100.
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RESULTADOS



Esfregagcos sem a Retirada do Meio Diluente do Sémen

Os esfregacos corados com "acridine orange" apresentaram fluorescéncia de intensidade
variavel, sendo vermetho-alaranjada quando pré-tratada com HCl 4N e verde para os demais
tratamentos. N&o foi realizada uma andlise quantitativa, pois a observagio de diferengas de
fluorescéncia, tanto na intensidade como na cor, era dificil e inconstante em laminas preparadas
com o sémen de um mesmo touro.

Com relagio aos preparados corados com azul de toluidina, as lAminas submetidas a
tratamenta com solucio 2 SSC (dy) e SSC (ey) apresentaram uma retirada do material, ndo sendo
possivel uma analise das mesmas.

J4 as lAminas tratadas com 2-mercaptoetanol (f1 e g1) apresentaram a formacio de uma
pelicula sobre o material, impedindo uma analise confidvel das mesmas.

Os demais tratamentos mostraram parte dos espermatozoides com as cabegas
completamente ou parcialmente (somente na base) metacromdticas, semelihante as observagoes de
Mello (1982)(Fig. 6 ¢ 7).

A ocorréncia de resposta metacromadtica nuclear bem evidente na regido da base da cabega
dos espermatozodides foi muito mais frequente na partida 16, sendo notada em todos 0s métodos.
Nas demais partidas esta ocorréncia foi eventual, sendo mais frequente nas ldminas pré-tratadas
com 2-mercaptoetanol {g1).

Os resultados quantitativos obtidos frente a estes métodos para metacromasia nuclear apds
coloragio com azul de toluidina estdo demonstrados na Tabela I1.

Através da tabela I verifica-se que a resposta metacromaética nuclear em espermatozdides
de touro pode ser também encontrada em alguns animais quando a coloragio nio € precedida por
qualquer tratamento (ag), sendo mais frequente para coloragdo com azul de tojuidina pH 5.0, e em
animais com problemas de sub-fertilidade.

De modo geral, no entanto, a metacromasia induzida € mais frequente apds pré-tratamento
com HCI (b1), especialmente quando utilizado AT a pH 5,0 e entre os animais com problemas de
fertilidade, apesar destas diferengas de frequéncia ser pequena.

Nestas condigdes o pré-tratamento com dcido citrico {¢1) ndo se mostrou eficaz para indugéo
da resposta metacromatica, j4 que 0 numero de espermatozoides metacromaticos apds este
procedimento foi muito semelhante ao obtido apds coloraco nao precedida de qualquer tratamento.
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TABELAII

Porcentagem de espermatozdides metacromaticos em esfregago de sémen congelado de toure
sem a relirada do meio diluerte.

TRATAMENTOS
Touros afi al b1 b el ct
pH4 | pH5 | pH4 | pH5 | pH4 | pH5
1 0.05 { 000 030§ 015 005 010
2 0.00 { 0.15] 010 | 0.05 | 0.00 { 0.10
3 0.00 [ 000§ 0051 010] 010 .05
4 0.00 | 0.05 ] 0151 015 0051 010
5 010 | 0.15
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

Percentuais acima do maximo encontrade nas partidas com atta
taxa de concepcao (1,2,3.4)
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Esfregacos com a Retirada do Meio Diluente do Sémen

As laminas coradas com "acridine orange” sem prévio tratamento (a2) e precedidas dos
tratamentos com dcido citrico a 0,67% (c2) e a 2% (d2) apresentaram espermatozoides com
fluorescéncia verde, existindo entre estes alguns com maior intensidade de fluorescéncia. Esta
variagio de intensidade de fluorescéncia foi melhor notada nos esfregagos tratados com dcido citrico
a 2%, sendo também possivel observar espermatozdides apresentando maior intensidade de
fluorescéncia somente na base (Fig. 8).

Ji nos esfregagos corados com "acridine orange" e pré-tratados com HCl 4N (b2)
observaram-se espermatozoides com fluorescéncia vermelho-alaranjada, sendo possivel notar
espermatozéides com maior intensidade de fluorescéncia em toda a cabega (Fig. 9) ou somente na
base (Fig. 10). A Tabela Il mostra 0s percentuais de espermatozéides com maior intensidade de
fluorescéncia nessas [iminas ¢ naquelas tratadas com dcido citrico a 2% (d2).

Com a variagio de tempo do tratamento com HCI 0,5N e coloragdo com "acridine orange”,
obtiveram-se ldminas apresentando espermatozdides com fluorescéncia verde e
vermelho-alaranjada (Fig. 11). Ndo foi possivel uma avaliagio confidvel do percentual dos
espermatozoides com fluorescéncia verde e vermelho-alaranjada, pois o tempo necessario para que
as duas cores aparecessem variou intensamente (de 2 a 6 minutos) para material de um mesmo touro
e a fluorescéncia vermelha desaparecia rapidamente.

Tanto o tratamento com solugio 2 SSC (d1) como aquele com 2-mercaptoetanol e uréia 4M
(f1)(Fig. 12) mostraram todos os espermatozdides metacromaticos.

Nos demais métodos usando coloracdo com azul de toluidina obtiveram-se resultados
semelhantes aos observados nas ldminas com meio diluente dosémen (Fig. 13 ¢ 14), variando apenas
quantitativamente, como estd demonstrado na Tabela Il Alguns espermatozdides apareceram
metacromdticos, mas nao intensamente corados.

Através da Tabela 111 verifica-se que todos os pré-tratamentos mostraram-se eficazes na
indugio de resposta metacromética, porém o 2-mercaptoetanol {g1) € a solugio SSC(e1) mostraram
uma maior eficiéncia, Verifica-se também que uma reposta metacromadtica nuclear € também
encontrada nas laminas sem tratamento precedendo a coloragio, semelhante ao observado nos
esfregacos com sémen contendo o meio de diluigio.

E possivel notar que as partidas 9 ¢ 10 e mesmo as S ¢ 6 apresentaram percentuais de
espermatozéides metacromaticos semelhantes aos das partidas com alta taxa de concepgao
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(1, 2,3 e 4), apesar de apresentarem grande quantidade de espermatozéides com "pouch formation”.
As demais partidas apresentaram percentu ais acima dos apresentados pelos touros altamente térieis,
destacando-se principaimente a partida 16.
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TABELA Il

Porcentagem de espermato zdides metacromaticos {a1-g1} ou com maior intensidade

de fluorescéncia (bz,d2) em esfregagos de sémen congelado de touro, apos
a retirada do meio diluente.

TOUROS

& oW oo —

TRATAMENTOS

at
pH4

pHS

b1
pH4

b1
pHS

c1
pH4

cl
pH5

el
pH4

el
pHS

gt
pH4

g1
pHS5

b2
AOQ

d?

0.00
¢.10
0.00
0.00

0.00
0.15
0.05
015

0.25
0.20
0.1
0.25

0.25
0.30
0.30
0.40

0.10
015
0.18
015

0.15
0.15
0.15
0.30

0.20
1090

815
0.35
0.40
0.35

035 £ 0

0.40

0.30
0.30
0.45
0.35

0.20
0.40
0.25
0.35

025
£.40
6.30
0.35

0.45
070
0.45
.65

0.50
0.75
0.45
0.35
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Percentuais acima do maximeo encontrado nas partidas com alfa taxa de concepgio {1.2,3,4}.




Fig. 6 - Esfregaco de sémen do touro 5, sem a retirada do meio diluente, tratado com HCI 4N por
15 minutos e corado com azul de toluidina a pH 4,0. A seta indica um espermatozdide metacromatico.

=

Fig. 7 - Esfregago de sémen do touro 19, sem a retirada do meio diluente, tratado com HCH 4N por
15 minutos e corado com azul de toluidina a pH 4.0. A seta indica um espermatozoide parciaimente
metacromatico. Aumento 600X,
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Fig. 8 - Esfregago de sémen do touro 16, apos retirada do meio diluente, tratado com &cido citrico
2% e corado com ‘“acridine orange”. As setas indicam espermatozdides com maior intensidade de
fluorescéncia na base. Aumento 770X,

Fig. 0 - Estregaco de sémen do touro 19, apos a retirada do meio diluente, tratado com HCI 4N e
corado com "acridine orange’. A seta indica uma cabeca de espermatozéide com fiuorescéncia vermetha
mais intensa. Aumento 770X,




Fig. 10 - Esfregaco de sémen do touro 18, apos retirada do meio diluente, tratado com HCl 4N e
corado com “acridine orange”. As setas indicam espermatozdides com maior intensidade de fluorescéncia
na base. Aumento 770X,

|

Fig. 11 - Esfrega¢o de sémen do Zour'o.‘ apos a retirada do meio diluente, tratado com HCI O,5N por
5 minutos e corado com "acridine orange". A seta indica espermatozdide com fluorescéncia amarela enire
os demais com fluorescéncia verde, Aumento 500X,




Fig. 12 - Esfregago de sémen do touro 4, apos a retirada do meio diluente, tratado com solucaoc de
2.mercaptoetancl 0,2M, uréia 4M e cloreto de sddio 0,8M por 20 minutos e posterior coloragao com azul de
toluidina a pH 4,0, mostrando todos os espermatozdides metacrométicos. Aumento 770X,

Fig. 13 - Esfregago de sémen do touro 16, apds a retirada do meio diluente, tratado com solugao
de 2-mercaptoetanol 0,2M, uréia 0,1M e cloreto de sodio 0.8M por 20 minutos e posterior coloragao com
azul de toluidina a pH 5,0. A seta indica a cabega de espermatozoide metacromatica, Aumento 1.500X.
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Fig. 14 - Esfregago de sémen do touro 16, apts a retirada do meio diluente, atado com solugac
de 2-mercaptoetanol 0,2M, uréia 0,1M e cloreto de sédio 0,8M por 20 minutos e posterior coloragéo com
azul de toluidina a pH 5.,0. As setas indicam respostas metacromaticas de diferentes intensidades na base
dos espermatazoides. Aumento 1.500X.
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DISCUSSAO



Os dados obtidos neste trabalho indicam que de maneira geral a metacromasia nuclear em
espermatozéides de touro aparece com maior frequéncia em animais com subfertilidade do que nos
altamente férteis, variando de pouco maior a centenas de vezes maior. As frequéncias aqui
encontradas para animais altamente férteis foram semelhantes iquelas obtidas por Britto e Mello
(1988) em reprodutores de elite.

Alguns animais, no entanto, considerados subférteis por apresentarem sémen com alta
porcentagem de espermatozoides com "pouch formation”, ndo mostraram uma maior frequéncia de
metacromasia nuclear, sugerindo que esta anomalia nem sempre € acompanhada de anomalias no
complexo DNA-proteina, nio permitindo assim a utilizagio apenas destes métodos para se
identificar animais com problemas de fertilidade (Mello, 1990).

Dos pré-tratamentos seguidos de coloragio pelo azul de toluidina, a solugdo SSC e
2-mercaptoetanol foram os que propiciaram os melhores resultados. A hidrélise dcida com HCL 4N
por 15 minutos (Mello, 1982) mostrou-se comparativamente menos eficiente, porém € ainda o mais
pritico € o de menor custo. Ji a utilizagio de dcido citrico a 0,67% mostrou-se pouco vantajosa.

A hidrélise com HCl mostrou-se menos eficiente possivelmente devida & ocorréncia de
alguma perda de DNA (dcido apurinico?). além da liberagdo de grupos fosfatos (Savage & Plaut,
1958: Sandritter et alii, 1965. Mello & Vidal, 1978; Balhorn, 1982), embora o tempo utilizado
corresponda i fase ascendente da cinética de hidrdlise de Feulgen para este material (Silva & Mello,
1986). Ji o 2-mercaptoetanol atua reduzindo pontes dissulfeto, muito importantes na estabilizagdo
do complexo DINA-proteina encontrado em espermatozoides de touro, sem afetar intensamente a
molécula de DNA (Balhorn, 1982).

O maior percentual de espermatozéides metacromaticos encontrados quando utilizado o azul
de toluidina a pH 5,0, possivelmente ocorre dada uma maior facilidade de abservagio visual, aliada
ao fato de que, por dissociagio parcial de regides protéicas de um complexo DNA-proteina mais
frouxo, possivel mente sejam expostos grupos de aminodcidos reativos ao azul de toluidina (4cido
glutimico?)(Coelingh et alii, 1972).
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Os resultados referentes s [Aminas coradas com azul de toluidina sem pré-tratamentos
mostraram existir espermatozdides que ndo necessitam da etapa de hidrolise para se revelarem
metacromiticos, possivelmente devido & niio substitui¢io ou a substitui¢io deficiente das proteinas
nucleares durante a fase de espermiogénese (Gredhill, 1970). A frequéncia desses espermatozdides
€, no entanto, inferior Aquelas detectdveis nos métodos que utilizam pré-tratamentos.

Comparando-se os resultados obtidos nos preparados corados com "acridine orange” com
aqueles utilizando coloragio com azul de toluidina, pode-se sugerir que a maior intensidade de
fluorescéncia dos espermatozdides estaria relacionada com a exibigdo de metacromasia com azul
de toluidina. Os espermatozdides com maior intensidade de fluorescéncia vermelha possuiriam mais
radicais fosfatos livres para se ligarem as moléculas de "acridine orange”. J4 aqueles com
fluorescéncia verde permitiriam um maior nimero de moléculas do "acridine orange”
intercalando-se entre as bases nitrogenadas do DNA. no interior da dupla hélice e comparativamente
poucos fostatos livres disponiveis a ligagio eletrostitica com o corante.

O pré-tratamento com HCHO,5N seguido de coloragio com "acridine orange" no permitiu
uma contagem dos espermatozéides com fluorescéncia verde e vermelha pelo répido
desaparecimento da fluorescéncia vermelha, o que possivelmente ocorre devido ao rearranjo da fita
de DNA.

Analisando-se os resultados obtidos apos tratamento com HCl 4N e posterior coloragdo com
"acridine orange" ou com azul de toluidina, pode-se especular que a abertura da fita de DNA através
da hidrélise dcida tenha sido mais rapida do que a liberagdo dos radicais fosfatos para a ligacio com
a molécula do azul de toluidina, j4 que observaram-se todos os espermatozdides com fluorescéncia
na cor vermelho-alaranjada na coloragéio com "acridine orange" (fluorescéncia caracteristica de
DNA desnaturado) e apenas alguns espermatozdides metacromdticos na coloragio com azul de
toluidina (a metacromasia depende do niimero de radicais fosfatos livres). Outra possibilidade seria
a de que para o aparecimento do fendmeno de fluorescéncia vermelha com o "acridine orange" fosse
suficiente a presenga de um determinado nimero de fosfatos disponiveis no DNA, como sitios de
ligagio, menor do que aquele requerido para o aparecimento da metacromasia com o azul de
totudidina.

E importante citar a influéncia do meio diluente do sémen nos resultados obtidos nos
esfregagos. Sem a sua retirada é impossibilitada uma observagao clara das respostas citoquimicas
e também é prejudicada a anélise quantitativa de resultados buscados com a metodologia descrita
neste trabalho,
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CONCLUSOES



1 - Na obtengiio de metacromasia nuclear induzida em espermatozdides de touro,
utilizando-se diversos tratamentos anteriores & coloragio, o pré-tratamento com HCl 4N € o mais
simples € 0 que envolve menor custo, embora os pré-tratamentos que utilizam 2-mercaptoetanol e
solugiio SSC sejam os mais eficazes.

2 - A utilizagiio de azul de toluidina a pH 5,0 torna a observagio visual mais facil e parece
ser mais indicada do que aquela com azul de toluidina a pH 4,0.

3 . Os métodos de metacromasia induzida nio podem ser utilizados como dnicos métodos
de diagndstico de problemas de fertilidade nesse material, pois nem sempre sao identificadas
anomalias de complexo DNA-proteina em sémens que possuem outras anomalias graves (ex. "pouch
formation®).

4 - Para a aplicacio dos métodos de metacromasia induzida em sémens congelados €
necesséria a retirada do meio diluente para que se obtenham dados confidveis,

5 - Os resultados obtidos no tratamento com HCI 4N e posterior coloragio com "acridine
orange" demonstraram ser necessdrio um estudo mais aprofundado do mecanismo de coloragdo que
seja compativel aos resultados de Evenson e colaboradores (1980) e aos dados de metacromasia
induzida deste trabalho e aqueles de Mello (1982). No entanto, considerando-se apenas a
caracteristica "intensidade de fluorescéncia", observou-se ser ela, da mesma forma que O
aparecimento de metacromasia induzida, mais frequente em animais com problemas de fertilidade.
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RESUMO



Esfregagos de sémen de touros com fertilidade conhecida foram submetidos a variantes
metodolégicas que visam a identificagio de anomalias no complexo DNA-proteina, baseando-se
na metacromasia induzida apds coloragio com azul de toluidina e na diferenca de cores de
fluorescéncia apds coloragio com "acridine orange”. Buscou-se estabelecer métodos simples,
eficazes e de baixo custo para a evidenciagio de espermatozoides de toure com complexos
DNA-proteina andmalos, associados a algumas formas de subfertilidade.

Dos métodos testados, os tratamentos com 2-mercaptoetanol, solugdo SSC ¢ HCI 4N antes
da coloragio mostraram-se eficientes na evidenciagio de metacromasia induzida, sendo os dois
primeiros mais eficazes que o dltimo. Além disso o HC1 4N mostrou-se mais simples e envolvendo
menor custo do que os primeiros.

Os métodos com "acridine orange" mostraram espérmatozéides com maior intensidade de
fluorescéncia em numeros semelhantes aos espermatozdides metacromdticos observados nos
métodos com azul de toluidina.

De maneira geral os animais com problemas de fertilidade apresentaram uma maior
frequéncia de espermatozéides metacromaticos e com maior intensidade de fluorescé~ .a, porém
nem todos esses animais apresentaram esta frequéncia aumentada.
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SUMMARY



Smears of semen of known fertility have been subjected to varied methods with the objective of
identifying chemical anomalies in the DNA-protein complex, based on the induced toluidine blue
metachromasy method and on the difference of fluorescence colors after acridine orange staining.

The main objective of this study was to find more efficient, simpler and cheaper methods
to detect the occurrence of abnormal DN A-protein complexes in bull spermatozoa associated with
some types of subfertility.

Among the methods tested, those using 2-mercaptoethanol, SSC solution and 4N HCI
treatments prior to staining were the most efficient to demonstrate induced metachromasy. The first
two methods were more efficient than the latter, but 4N HCI proved to be simpler and cheaper than
the others.

As regards the methods employing acridine orange as dye, the frequency of sperm heads
exhibiting higher fluorescence intensity resembled that of the metachromatic spermatozoa
highlighted with the toluidine blue methods.

In general, the animals with fertility defects have a higher frequency of metachromatic
spermatozoa and a greater acridine orange fluorescence intensity, but this cannot be taken as a rule.
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