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RESUMO

Caracteristicas seminais de touros provenientes
de um rebanho sem Zn na suplementagdo mineral (ZN-0,
n=4, 0mg/Zn/kg/dia) foram comparadas com as de touros
contemporaneos criados com suplementagdo adequada
(ZN-60FI, n=4, 60mg/Zn/kg/dia). O sémen foi colhido
quinzenalmente, entre 17 e 29 meses de idade. Incluiram-
se no exame a analise da cromatina espermatica ¢ o
perfil morfométrico da cabega espermatica, com base no
comprimento, largura superior e inferior (um) e area (um?).
Os touros do ZN-0 apresentaram redugao de espermatozoides
normais em relagdo ao ZN-60FT (62,4 +£2,88% x 74,5 +2,83),
sendo que a prevaléncia de anormalidades de cromatina
(16,7 £2,05%) e de defeitos de peca intermediaria (9,3

+0,81%) foi superior aos do ZN-60FI (9,5 +2,03 e 3,2 +0,80,
respectivamente). A microscopia eletronica de transmissao
mostrou irregularidades mitocondriais e ruptura dos feixes
de fibras densas externas. Nos touros do ZN-60FI, a area
da cabega espermatica foi proporcionalmente inferior a do
ZN-0. Conclui-se que touros criados ¢ mantidos a campo,
provenientes de rebanhos com deficiéncia na suplementagdo
de Zn, estdo sujeitos a reducdo da qualidade seminal,
por apresentarem maior frequéncia de anormalidades
morfoldgicas, na cromatina, ¢ nos padroes morfométricos
da cabega espermatica com predominio de lesdes na
estrutura mitocondrial e nos feixes de fibras densas na peca
intermediaria.
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ABSTRACT

SPERMATIC MORPHOLOGY ALTERATIONS IN BEEF BULLS SUPPLEMENTED OR NOT WITH ZINC IN
MINERAL SALT

Seminal characteristics of bulls without Zn in the
mineral supplementation (ZN-0, n=4, Omg/Zn/kg/dia)
were compared with bulls contemporary with appropriate
mineral supplementation (ZN-60FI, n=4, 60mg/Zn/kg/dia).
The semen was evaluated biweekly, between 17 and 29
months of age. The prevalence of abnormal chromatin and
morphometric profile (length, superior and inferior width
(um) and area (um?) of the sperm head were included in the

analysis. ZN-0 bulls presented reduction of normal sperms
in relation to ZN-60FT (63.3 +2.88 x 74.5 +2.83%), higher
abnormal chromatin (16.7 £2.05 x 9.3 £0.81%) and abnormal
intermediate piece (9.3 £0.81 x 3.2 +£0.80%), respectively.
Abnormalities of intermediate piece were characterized by
irregularities in the mitochondrial organization and rupture
of the external dense fibers in electronic microscopy. The
area of head sperm of ZN-60 bulls was lower (25.0 £3.8 x
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27.9 £4.6, p <0.01) in relationship to ZN-0, respectively.
We concluded that bulls born and maintained in the field
conditions coming of herds with subclinic deficiency of Zn
in the basal diet, are subject the reduction of the seminal

quality and present larger frequency of intermediary
piece abnormalities, sperm chromatin and variations on
morphometrics measurements of head sperms.

KEY WORDS: Bovine, chromatin, nutrition, semen quality, sperm morphometry, zinc.

INTRODUCAO

A eficiéncia dos sistemas produtivos em
gado de corte esta diretamente associada ao ma-
nejo reprodutivo e nutricional. No Brasil, onde a
pecudria caracteriza-se basicamente por criagdes
extensivas, a interacao desses fatores ¢ um desafio
constante no sentido de estabelecer metodologias
direcionadas ao aumento da produtividade. Nas
regides de clima tropical onde ha predominio de
vegetacao do tipo cerrado e solos de baixa fertili-
dade, o Zn tem recebido aten¢do especial, devido
ao seu baixo nivel encontrado no perfil mineral de
diferentes forrageiras utilizadas na produgao bovi-
na (MORAES, 2001; MANDAL et al., 2007).

Recentemente, OLIVEIRA et al. (2007)
encontraram evidéncias de que a concentragao de
Zn na dieta afeta a qualidade seminal em touros
no periodo puberal. Especialmente na morfologia
espermatica, os autores encontraram elevagao de
defeitos na pe¢a intermediaria e cauda, com sub-
sequente baixa motilidade e maior prevaléncia de
defeitos de cabega nos animais sem suplementagao
de Zn no sal mineral. No macho, a deficiéncia de
Zn tem sido reportada a atrofia do epitélio tubular,
redu¢do na producdo dos hormonios luteinizante,
foliculo estimulante e testosterona com inibi¢ao da
espermatogénese (UNDERWOODS & SOMERS,
1969; FAVIER, 1992). Segundo ALLEN et al.
(1983), o contetido de Zn ¢ alto nos testiculos de
animais adultos, sendo que a maior concentracao
desse mineral encontra-se na prostata. Porém, de-
ficiéncias marginais de Zn nem sempre acarretam
distarbios metabolicos clinicamente diagnosti-
caveis, embora possam ocasionar alteragdes na
qualidade do sémen (SALGUEIRO et al., 2000).

A participacdo efetiva do Zn na estrutura
espermatica nos bovinos ainda nao esta totalmente
compreendida. Nos mamiferos, de modo geral, o
conteudo de Zn nas espermatogonias € espermato-

citos primarios ¢ similar ao observado em células
somaticas, porém, a partir das espermatides, ha
mudangas na incorporag¢ao desse elemento na ma-
triz nuclear. Durante a espermiogénese e, portanto,
durante a remodelacdo das espermatides, o Zn
liga-se aos grupamentos sulfidricos das cisteinas
e auxilia a compactagdo das protaminas, protegen-
do-as dos processos oxidativos (MARZRIMAS
et al., 1986; DADOUNE, 1993). A expressao de
genes da familia Zfp-29 possibilita este mecanis-
mo, determinando a transcri¢do de uma proteina
de 68,7 kDa associada a regulacdo da capacidade
de compactagdo e condensagdo da cromatina
espermatica (DENNY & ASHWORTH, 1991).
Assim, pressupde-se que niveis insuficientes de Zn
na dieta, por longos periodos, resulte em falhas
da func¢do nuclear, especialmente em tecidos em
proliferacdo e diferenciacdo. No caso das esper-
matides, leva a desestabiliza¢do da cromatina, a
maior fragilidade do DNA e, consequentemente,
a variagdes no perfil morfométrico da cabeca
espermatica (KVIST et al., 1987, OSTEMEIER
et al., 2000).

Além de compor a estrutura nuclear, o Zn
esta associado a funcdo energética espermatica.
Embora a formagao da peca intermediaria e da
cauda espermatica ocorra nos tubulos seminife-
ros, € na cabega, corpo e cauda do epididimo que
essas estruturas atingem plena funcao bioquimica
(AMANN et al., 1993). A peca intermediaria ¢
formada por um feixe mitocondrial de forma
helicoidal que cobre o axonema, constituido por
nove grupamentos de fibras densas externas sobre
dois pares de tubulos centrais (AMELAR et al.,
1980). fons Zn predominam nas fibras densas
externas e contribuem na prevencao da oxidagao
dos grupamentos dissulfidricos (CALVIN et al.,
1973). A medida que os espermatozoides avangam
no epididimo, especialmente na cauda e ap0s eja-
culacdo, o contetido de Zn reduz-se em mais de
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60%, aumentando progressivamente a oxidagao
dos grupamentos dissulfidricos, resultando em
energia e motilidade progressiva (HENKEL et al.,
1999). Portanto, a reducao do contetido de Zn na
peca intermediaria favorece a atividade movel e
capacidade energética da cé€lula espermatica. Nos
bovinos, porém, poucos estudos tém investigado
a associacdo do Zn com varia¢des na motilidade
espermatica.

Em touros de corte, alteracdes no formato e
no contorno da cabeca espermatica estao presentes
em niveis variaveis e associam-se a alteracdes na
espermiogénese, possivelmente com substancial
reducdo na fertilidade (SAILER et al., 1996;
FERNANDES et al., 2004). Os métodos conven-
cionais para o estudo da morfologia incluem a
avalia¢do visual microscépica de alteracdes em
regides especificas do espermatozoide e, desse
modo, a avaliacdo do formato da cabeca do es-
permatozoide ¢ realizada de forma subjetiva. No
sentido de diminuir a possibilidade de avalia¢ao
subjetiva, analises morfométricas, com auxilio da
computagdo, vém sendo amplamente utilizadas.
Medidas morfométricas em planimetria permitem
a estimativa da area, perimetro, comprimento e
largura, determinando perfis e suas variantes frente
a alteracdes no espermiograma (BOERSMA et al.,
2001; FOOTE, 2003). Uma vez que a morfologia
da cabeca espermatica tem grande importancia na
fertilizagdo e liberacdo do genoma masculino no
ovocito, tais medidas tém sido usadas na avalia-
cdo da fertilidade e na integridade da cromatina
nuclear.

Os objetivos deste estudo foram de ava-
liar o espermiograma, assim como variagdes na
integridade da cromatina espermatica e o perfil
morfométrico da cabega espermatica em touros
Nelore com e sem deficiéncia de Zn na dieta.

MATERIAL E METODOS

A metodologia deste estudo, no que tange
a formagao e preparacdo dos piquetes experi-
mentais, composi¢cdo dos grupos experimentais,
analises de solo, forragem e perfil plasmatico do
Zn, foram previamente detalhados por OLIVEIRA
et al. (2007). Para fins deste experimento, foram

avaliados oito touros pertencentes aos tratamentos
Zn-0 (n=4), sem fonte de Zn no sal mineral e Zn-
60FI (n=4), com 60 mg de Zn fonte inorganica.
Resumidamente, formulou-se a mistura mineral
para cada tratamento para pasto de médio nivel
nutricional, com os seguintes niveis de suple-
mentacao/dia: calcio=1.040 g; fosforo=800 g;
s0dio=1.000 g; cobre=10 mg; cobalto=0,2 mg;
10do=0,5 mg; selénio=0,2 mg. As fontes dos mi-
nerais foram fosfato bicalcico, cloreto de sodio,
sulfato de cobre, sulfato de cobalto, iodato de
potassio e selenito de sddio. Assim, a variagao
dos niveis de suplementagao de zinco foi o que
diferiu os tratamentos. Para fins de acompanha-
mento das caracteristicas nutricionais dos animais,
consideraram-se as médias entre estagao seca
(abril a setembro) e chuvosa (outubro a margo)
para o consumo de sal mineral (g/unidade animal),
concentracdo média de Zn na forragem (mg/kg) e
média de Zn na matéria seca (g/dia).

A partir dos dezessete meses de idade, os
animais passaram a ser submetidos a exame andro-
l6gico a cada quinze dias, para acompanhamento da
qualidade seminal. O periodo experimental com-
preendeu de fevereiro de 2003 a janeiro de 2004. O
s€émen foi colhido por eletroejaculagdo, sendo que,
imediatamente apos, estimaram-se a motilidade (%)
e o vigor (1-5), em lamina e laminula sob micros-
copia de campo claro. Amostras foram diluidas em
formol-salino tamponado 1% e avaliadas posterior-
mente para morfologia espermatica em microscopia
de contraste de fase (preparagdes imidas, 1000x).
Contaram-se 200 células /lamina, para determina-
¢do do percentual de espermatozoides morfologi-
camente normais, defeitos de cabega (piriforme,
cratera, subdesenvolvido, contorno irregular, micro
e macrocefalico), acrossomo (granular, vesiculoso,
destacado e dobrado), peca intermediaria (fratura-
da, dobrada, hipoplasica, engrossada e desnuda),
gota citoplasmatica proximal, cauda (fortemente
dobrada e retroaxial), cabega destacada (contorno e
forma normais), segundo PIMENTEL (2001). Para
fins de analise, consideraram-se as médias mensais
obtidas de cada touro, no periodo de fevereiro de
2003 a janeiro 2004.

Defeitos no nucleo espermatico e conden-
sacdo anormal da cromatina foram estimados

Ciéncia Animal Brasileira, v. 10, n. 4, p. 1074-1083, out./dez. 2009



Alteragdes na morfologia espermatica em touros de corte com e sem suplementagio de zinco na mistura mineral

1077

pela reagdo de Feulgen (BARTH & OKO, 1989).
Ap0s a realizagao do esfregaco, as laminas foram
embebidas em solugao de acido cloridrico SN por
trinta minutos e, em seguida, lavadas com agua
destilada e mergulhadas em reativo de Schiff por
trinta minutos. Posteriormente, foram lavadas em
agua corrente por cinco minutos e, apos secagem,
mergulhadas em solugdo de acido perioddico a 2%,
por trinta minutos, novamente lavadas e secas
em ambiente laboratorial Procedeu-se a leitura
em microscopia de contraste de fase em imersao
(1000x), estimando-se, em duzentos espermato-
zoides, o percentual de formas com condensag¢ao
anormal na cromatina, ou seja, nicelos que apre-
sentavam fragmentagao, estavam descorados (tipo
“fantasma”) ou com halos claros na regido central,
segundo SPRENCHER & COE (1995).

Os mesmos esfregagos foram usados para
analise morfométrica da cabeca espermatica.
Nesta analise, selecionaram-se, ao acaso, dois
touros pertencentes ao Zn-60FI (coeficiente de
variagdo abaixo de 5% entre medidas da cabeca
espermatica) considerados animais-controle e
comparados com os do Zn-0 (n=4). Mensuraram-
se trinta espermatozoides em, no minimo, cinco
campos/lamina, sendo dez com morfologia nor-
mal, dez com anormalidades de cabeca e dez com
anormalidades de peca intermedidria. As imagens
foram captadas digitalmente, armazenadas e pro-
cessadas em aumento de 1000x em microscopia de
campo claro (Kontron Electronik Imaging System,
KS400-2.0. Determinaram-se o comprimento, a
largura superior (na regido da maior medida) e a
largura inferior (na regido da base espermatica)
em pm e area total em pm? pela equagdo: area =
[(largura superior (B) + largura inferior(C))/2 x
comprimento(A)], conforme a Figura 1.

A

FIGURA 1. Representacdo das
medidas obtidas da cabeca esper-
matica: A, comprimento (um), B,
largura superior (um) e C, largura
inferior (um).

Posteriormente ao término do periodo ex-
perimental, encaminharam-se amostras de um dos
touros do ZN-0 (C), que apresentava alto percen-
tual de defeitos de peca intermediaria e cauda,
para analise ultraestrutural. Para isso, fixou-se 1
mL de sémen em 5 mL de 2,5% de glutaraldeido
em tampao fosfato a 0,1M (pH 7,4) e, posterior-
mente, em 1% de tetréxido de 6smio utilizando
0 mesmo tampao. Apos a desidratagdo, em séries
crescentes de acetona, o material foi embebido
em Epon 812. Obtiveram-se os cortes ultrafinos
com navalha de diamante, montados em grade de
cobre e corados com acetato de uranila e citrato de
chumbo. Os cortes foram, entdo, examinados em
um microscopio eletronico de transmissao Philips
EM 301, no Centro de Microscopia Eletronica do
Instituto de Biociéncias da UNESP, Botucatu-SP.
Devido a importancia da orientagao da célula para
avaliacdo uniforme, os espermatozoides, espe-
cialmente a regido da peca intermedidria, foram
estudados utilizando-se sec¢des longitudinais e
transversais.

A andlise estatistica foi dividida em duas
etapas. Na primeira, verificou-se o efeito da su-
plementagdo mineral com ou sem zinco (efeito
de tratamento) e de touro sobre o espermiograma,
estimado pela microscopia de contrate de fase,
com base em modelo linear completamente ca-
sualizado (teste F), ajustando-se as médias para
data da colheita e peso corporal (covariancia). Na
segunda etapa, verificou-se o efeito de tratamento
sobre o comprimento (um), a largura superior
(um), a largura inferior (um) e a area (um?) da
cabega espermatica, ajustando-se o modelo para o
efeito de touro. Incluiu-se, ainda, como fator fixo,
a caracteristica primaria da célula (normal, com
anormalidade de cabeca ou com anormalidade de
peca intermediaria). As médias foram comparadas
pelo teste F em um modelo inteiramente casuali-
zado, para p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos aspectos observados neste estudo,
destaca-se o fato de que os touros do ZN-0 eram
provenientes de vacas cuja gestagdo foi conduzida
com baixos niveis de Zn na dieta. Essa condigao,
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embora ndo seja adequada, pode ser comum em
regioes onde sabidamente os niveis de Zn na
forragem sdo inferiores para os requerimentos
diarios, sem que haja reposi¢ao suplementar ade-
quada (MORAES, 2001). Assim, as alteracdes
encontradas sugerem que a deficiéncia ou falha
prolongada na suplementagao mineral de Zn, em
touros mantidos a campo, pode afetar a esper-
miogénese e, assim, contribuir para reducdao da
qualidade seminal.

O consumo médio do sal mineral foi de 57,4
g/UA para o Zn-0 e de 39,3g/UA para o Zn-60FI,
no periodo seco, e de 95,1 g/UA para o Zn-0 e
52,2 g/UA para o Zn-60FI no periodo chuvoso.
A concentragao média de zinco no pasto do Zn-0
variou de 13,1 (seca) a 17,8 mg/kg (chuva) e no
pasto do Zn-60FI variou de 12,8 (seca) a 16,7
mg/kg (chuva) na matéria seca, respectivamente.
As médias anuais estimadas de zinco na matéria
seca da dieta total consumida pelos touros (zinco
do sal mineral mais a da forrageira) foram de
0,17 g/dia (chuva) e 0,12 g/dia (seca) para os do
Zn-0, 0,97 g/dia (chuva) e 0,53 g/dia (seca) para
os do Zn-60FI. Esses dados demonstram que ao
longo do periodo experimental a concentragao
de Zn fornecida pela forrageira estava abaixo
do recomendado para bovinos segundo o NRC
(1996). Assim, os touros do Zn-0 permaneceram
com deficiéncia na suplementagdo, sugestivo de
uma condicao subclinica prolongada.

Os efeitos da deficiéncia ou da suplemen-
tacdo de Zn apds periodos de seca e, portanto,
com restricdes na qualidade das forrageiras
sobre a qualidade seminal, tém sido discutidos
na literatura; no entanto, no Brasil, h4d poucos
estudos verificando esses aspectos (MORAES et
al., 2001; NOGUEIRA et al., 2005; OLIVEIRA
etal., 2007).

O quadro espermadtico dos touros sem su-
plementagao (Tabela 1) apresentou reducao de
espermatozoides normais (63,3 +2,88%), sendo
que a prevaléncia de anormalidades de cromatina
(16,7+2,05%) e de defeitos de peca intermediaria
(9,3 £0,81%, caracterizados pelo tipo dag defect
e bent tail, Figura 3), foram maiores do que as
verificadas nos touros com suplementagao de
Zn, com destaque para os touros A, B e C, que

apresentaram percentuais elevados destes defei-
tos. Em touros de corte criados em campo, essas
anormalidades ocorrem geralmente em baixos
percentuais no exame de sémen € em animais com
processos patologicos testiculares (PIMENTEL,
2001). Porém, ja foram identificadas em touros
inférteis com suposta deficiéncia de Zn na alimen-
tacdo (BLOM & WOLSTRUP, 1976). Na peca
intermedidria, as alteracdes observadas reduzem
a motilidade e vigor espermatico, em razdo das
modificacdes no alinhamento, condensacdo e
organizacao dos feixes mitocondriais (Figura 3).
Essas altera¢des indicam a presenga de alteragdes
como a astenospermia e oligospermia semelhantes
ao encontrado em humanos com deficiéncia de Zn
na dieta (CHEMES et al., 1998; WONGRAM et
al., 2000; BACCETTI et al., 2004), intimamen-
te associadas a transtornos na espermiogénese.
Outros estudos, no entanto, evidenciaram que a
deficiéncia de Zn causa alteragdes mais proemi-
nentes na condensac¢do da cromatina nuclear nas
espermatides, decorrente da supressdo de genes
reguladores do Zn (KVIST et al., 1987; DENNY
& ASHWORTH, 1991), possivelmente, relacio-
nado aos altos percentuais de defeitos de nucleo
e cromatina.

Pela coloragdo de Feulgen foi possivel a
identificagdo de niveis variados de fragmentacao
nuclear. Neste método, os espermatozoides sdo
submetidos a hidrélise acida, que destaca as bases
purinas das riboses, expondo os grupos aldeidos
presentes no DNA. Nos locais onde hé ruptura
dessas bases e descondensa¢ao da cromatina, os
agrupamentos aldeidos ficam livres e ndo reagem
com a fucsina basica (pararosanilina), formando
quebras ou rachaduras nucleares (KASTEN, 1960;
CHIECO & DERENZINI, 1999).

Anormalidades desse tipo também podem
ser encontradas em processos degenerativos, in-
flamatorios e em certos tumores testiculares carac-
terizando quadros especificos (BARTH & OKO,
1989), porém, neste estudo, a média ajustada para
a data da colheita indica que ao longo do periodo
experimental houve, de forma continua, médias
superiores para os defeitos observados, sugerindo
envolvimento da espermiogénese, sem indicios
clinicos e com carater irreversivel.
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TABELA 1. Médias ajustadas para comparagdo das caracteristicas seminais entre touros Nelore com e sem suplementacao
de Zinco no sal mineral da dieta entre 17 e 29 meses de idade

0 mg/kg/dia de Zn (ZN-0)

60 mg/kg/dia de Zn inorganico (ZN-60FI)

Caracteristicas seminais Touros Touros

A B C D Média E F G H Média
Motilidade (%) 55,0 +4,81% 56,6, £4,81° 32,0 £5,00° 65,8 +4,80° 52,3 £2,42" 70,8 +4,81° 74,1 £4,81* 60,0 +4,81° 75,0 +4,82° J_r27,072
Vigor (1a5) 3,04021° 2,6+0,21° 1,3+0,21° 3,5+021° 2,6+0,11° 3,6+021° 3,8+0,22* 32+0,22* 4,0+0,22* 3,7+0,15
Morfologia (%)
Normais 72,4,44,33* 69,8 £4,33% 32,4 +4,52* 79,9 +4,31* 62,4 £2,88" 72,4 £4,33* 76,0 +4,33* 76,5 £4,33* 72,2 +4,33* i274§35
Defeitos de cabega 6,6 £0,92¢ 4,7+0,92* 5,240,92* 52+£0,92* 55+0,55" 3,6+0,92* 3,5%0,92* 3,2+0,92* 1,6+0,81* 3,0+0,40
Defeitos nucleares 12,0 £3,15* 8,2 43,15* 39,5 43,32° 9,24£3,62* 16,7 42,05 6,8 £3,1* 8,1 £3,1* 14,8£3,1° 83 +3,6° 9,5+2,03
Defeitos de acrossomo 4,6 £0,62* 0,6 £0,32° 0,5+0,71°* 1,4+0,63°* 1,8+0,30 2,6+0,60*° 1,3+0,30* 1,7£0,60* 0,5+0,60° 1,50,30
Defeitos de PI 8,6 +1,71* 8,8+£1,71* 16,9 +1,82° 2,71 £1,7° 9,3+0,81" 3,2+1,7 2,0+£1,7 2,6+1,7 48+1,7 3,2+0,80
GCP 1,4+0,32* 0,4 +£0,32° 2,7+0,32° 0,3£0,32° 1,2+0,20" 0,6£0,23* 0,4+0,32* 0,1+0,10* 0,0+0,0* 0,3 0,20
Defeitos de cauda 5,5+2,79* 11,3 £2,79* 31,9 +2.91° 6,5 £2,79* 13,8 +1,41" 12,9 £2,79* 11,7 +2,79* 6,3 +2,79* 10,5 +2,70° J_rllg’;
CIN 1,4 £3,15* 3,4 43,15 9,7+43,30° 8,543,15* 5,7+1,60° 4,7+3,15* 5,0+3,15* 9,0£3,15* 9,1 £3,15* 6,9 £1,58
Peso (kg)’ 469,0 £3,9* 400,0 £3,9* 430,0 +£3,9* 378,0 £0,4* 419,0 +1,9 420,0 £4,0° 396,7 £3,9* 438,0 +£3,9° 417,5 £3,9* i“llgéo
Perimetro escrotal (cm)! 30,0 £0,20* 31,4 +£0,21° 30,8 £0,20* 30,3 £0,20* 30,6 £0,17" 25,6 +0,20* 31,1 £0,20° 31,3 £0,20° 30,7 £0,20° igzg

+ erro-padrdo da média; letras diferentes entre colunas indicam efeito significativo entre touros para o0 mesmo tratamento (p<0,05); * indica efeito signi-
ficativo (p<0,01) entre tratamentos, ajustado para o peso (418,8, p<0,001); 'ajustado para o peso ao nascimento (30,8, p<0,001); PI, peca intermediaria;

GCP, gota citoplasmatica proximal, CIN, cabeca isolada normal.

Esse aspecto ficou bem exemplificado no
touro C, em razao da drastica redugao na qualidade
seminal, especialmente pelos percentuais de defei-
tos nucleares (39,5 £3,32%) e peca intermedidria
(16,9 +£1,82%)), resultando no decréscimo da mo-
tilidade, do vigor e do percentual de espermato-
zoides normais (Figura 3). Portanto, embora esses
achados no espermograma nao sejam exclusivos
da deficiéncia de Zn na dieta, estdo implicitos a
essa condi¢do e podem auxiliar no diagndstico da
subfertilidade em bovinos.

No segundo experimento, verificou-se o
efeito dos tratamentos e de diferentes caracteris-
ticas morfoldgicas sobre a morfometria da cabeca
espermatica, com base na analise planimétrica
originalmente descrita por VAN DUIJIN (1960).
Independente do sistema classificatério adotado
para analise da morfologia (defeitos primarios,
secundarios, maiores ou menores), as variagoes
na cabeca espermatica refletem diretamente alte-
racdes ocorridas na espermiogénese. No entanto,
um padrao aceitavel para a variabilidade da forma
da cabeca espermatica pela analise visual ndo esta

estabelecido no touro, o que torna esse atributo, de
certa forma, subjetivo. Varia¢des acima de 10%
(coeficiente de variacao da média) em medidas
lineares da cabega espermatica sao representativas
de processos degenerativos e estdo associadas a
descondensagao da cromatina nuclear (AUGER &
DADOUNE, 1993). Os resultados da morfometria,
para espermatozoides sem alteragdes de cabeca,
estdo de acordo com as medidas reportadas por
FOOTE (2003), quando estimadas pela reacao
de Feulgen.

Houve diferenga significativa para o com-
primento, largura inferior e area, entre tratamentos
e defeitos estudados (Figura 4). As diferencas
encontradas demonstram substancial modificacao
na forma da cabega espermatica, com tendéncia
a uma configuragcdo mais alongada (formas del-
gadas) e mais retilinea, resultando em maior area
por um?, nos touros com deficiéncia de Zn na
dieta. Isso sugere que o padrao de remodelagdo
da matriz nuclear, ao longo da espermiogénese,
nao foi mantido, expandindo o tamanho do nu-
cleo, resultando no aumento da prevaléncia de
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anormalidades na cromatina (DADOUNE, 1993;
BOISSONNEAULT, 2002). Ao contrario, nos
touros-controle, a rea da cabeca espermatica foi
inferior (p<0,01), especialmente nos esperma-
tozoides que apresentavam defeitos de cabeca,
sugerindo um padrdo de irregularidade diferente
ao encontrado nos touros sem suplementagdo de

Zn na dieta. Esses resultados corroboram com
medidas do nacleo espermatico, estabelecidas por
citometria de fluxo, proposta por OSTERMEIER
etal. (2001), que observaram maior integridade da
cromatina em espermatozoides com menor largura
inferior ¢ menor area total, formato encontrado
nos touros-controle.

.1-":'.." 1'.‘!-':.-'

3 i o
C el g 4
FIGURA 2. Caracteristicas morfologicas dos defeitos de pega intermediaria do tipo dag defect (A e B¥) e de cauda
fortemente dobrada do tipo bent tail (B**). Setas indicam a presenca de vacuolos nucleares na cabega espermatica (C);

setas indicam fragmentagdo total do ntcleo espermatico (D). N, ntcleo normal. A, 1200x; B, 1000x; C, 1100x; D, 1000x
em microscopia de contraste de fase. C,D, coloracdo pela reacdo de Feulgen.
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FIGURA 3. Microscopia
eletronica de transmissdo
de espermatozoides
com alteracdes de peca
intermediaria observadas
no touro C do grupo ZN-0.
A - espermatozoide com
excesso de corpos residuais na
regido da peca intermediaria
ou alteracdo do tipo gota
citoplasmatica proximal
(1950x)); (ca) cauda;
(cr) corpos residuais; (n)
ntcleo. B - desorganizagdo e

irregularidade mitocondrial
: (*) e ruptura dos feixes de
fibras densas externas com
presenca de corpos residuais
(cr), 15500x; mpa, membrana
pés-acrossomal. C - alteracdo
do tipo tail stump com
alteragdes na composigdo
e organizagdo mitocondrial
(*) e nos feixes de fibras
densas externas, 8400 x. D,
alteragdo do tipo dag defect
com deficiéncia no niimero de
microtibulos (mt) e ruptura
das fibras axiais (ax), 6300x.

! Comprimento aT1 T s Largura superior
_ 4.5
BE x - A -
I “
-] 35
3
T4
8
s Largura inferior {pum) For] Area (um°)
*
25 * El
* * ;
3 =l .
*
15 |:| ki) -
Normais Defeitos de Defeitos de pega Normais Defeitos de Defeitos de peca
cabega intermediaria cabega intermediaria

FIGURA 4. Médias e erro-padrao obtidos de expermatozoides normais, com defeitos de cabeca e peca intermedidria para
diferentes variaveis morfométricas da cabega espermatica em touros Nelore com 0 mg/Kg/dia//Zn (ZN-0,m) e 60mg/Kg/
dia/Zn (ZN-60FI, 0) na dieta. * p<0,01 entre tratamentos.
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CONCLUSAO

Conclui-se que touros criados e mantidos a
campo, provenientes de rebanhos com deficiéncia
subclinica de Zn na matéria seca da dicta basal,
estdo sujeitos a reducao da qualidade seminal, por
apresentarem maior frequéncia de anormalidades
morfoldgicas resultantes de falhas na compactagao
da cromatina espermatica, modificagdes nos pa-
droes morfométricos da cabega espermatica e com
predominio de lesdes na estrutura mitocondrial e
nos feixes de fibras densas na peca intermediaria.
Além disso, os resultados encontrados indicam a
necessidade de pesquisas sobre o nivel de zinco
na alimentacao, sua concentragao na pega interme-
diaria, assim como sua participac¢ao na formacao
nuclear, durante os diferentes estagios da esper-
miogénese no touro.
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