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Abstract: The aim was to understand the performance of testicular thermal stress on the morphology,
compaction and integrity of DNA in the different phases of the spermatogenic cycle in buffaloes, using
chromomycin A3 and acridine orange respectively. Five adult bulls undergoing testicular insulation for
48 hours and semen collected once every seven days, divided into pre and post testicular insulation. The
post-insulation testicular temperature increased 3.2°C (p<0.05) in relation to the control. There was an
increase (p<0.05) in the deprotamination of the spermatic chromatin in the seventh week after insulation
compared to the control (11.0 £3.1 and 3.0 £2.8), but there was no difference in DNA fragmentation
after insulation. However, head defects showed an increase (p<0.05) in the seventh week in relation to
the control (0.7 0.2 and 0.13 +0.16). Therefore, the increase in testicular temperature in buffaloes had a
negative influence on spermatogonia and primary spermatocytes on chromatin protamination.
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Introdugio - As condi¢oes climaticas desfavoraveis exercidas pela elevada temperatura, asso-
ciada a alta umidade relativa do ar influenciam negativamente a capacidade reprodutiva dos
animas de corte ou leite [1]. Na bubalinocultura existe um diminuto entendimento quanto a
acao do estresse térmico sobre o epitélio seminifero e o epididimo, e sua consequéncia na mor-
fologia espermatica e alteracdes no seu DNA. Em bovinos [2], foi demostrado que o aumento
da temperatura testicular exerceu efeito deletério nas diferentes fases da espermatogénese, in-
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duzindo aumento na incidéncia de patologias espermdticas, principalmente de cabega e, dessa
forma, diminuindo a qualidade do sémen. Esta interferéncia ambiental, como estresse térmico,
pode também, alterar processos moleculares, aumentando as espécies reativas do oxigénio que
causam apoptose e fragmentacao do DNA, além de deficiéncias durante a troca da histona pela
protamina na cromatina [3], essencial para a entrega do genoma paterno, pois além de proteger
o DNA executa o gene imprinting e regulacdes epigenéticas [4]. Assim, o objetivo deste trabalho
foi investigar o efeito do estresse térmico testicular sobre as caracteristicas de morfologia, com-
pactagdo e integridade do DNA, nas diferentes fases do ciclo espermatogénico em bubalinos.

Material e Métodos - Cinco touros bubalinos (Bubalus bubalis) adultos da raga Murrah foram
utilizados no experimento. As coletas de sémen foram realizadas a cada sete dias, divididas
em quatro coletas pré e nove coletas pos insulagdo testicular, utilizando vagina artificial. A
insulagéo testicular foi realizada por uma bolsa impermeavel fixada na regido escrotal duran-
te 48 horas. Aferi¢ao da temperatura da pele testicular foi realizada com termoémetro clinico
seis vezes na pré insulacdo, 24 e 48 horas durante a insulagio e trés vezes por semana no pos
insulacéo. A avaliagao da morfologia espermatica foi realizada com microscopio de contraste
de fase (1000X) e classificadas de acordo com Bloom (1973). Para avaliacao da deficiéncia de
protamina, as células esperméticas foram marcadas utilizando o corante fluorescente cromo-
micina (CMA3) [7]. A fragmentagdo do DNA foi detectada utilizando a técnica de coloragdo
por acridina laranja [8]. As laminas foram lidas em microscopio de fluorescéncia. Os dados
foram comparados por médias pelo teste Tukey, utilizando o programa estatistico SAS 9,0. O
nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados e Discussdao - A temperatura testicular apds a insulagdo, aumentou 3,2 °C
(p<0,05) em relagdo a temperatura controle, desestabilizando a temperatura fisioldgica para
o adequado processo de espermatogénese (Tabela 1). Houve elevagio significativa (p<0,05)
para a desprotaminac¢do da cromatina na sétima coleta de sémen ap6s a insulagio, confir-
mando que as espermatogdnias, no momento da insulagdo tiveram falhas na fase mitética
para duplicagao do DNA ou na primeira meiose, onde os espermatdcitos primarios iniciam o
processo de troca das histonas com a quebra do DNA pela enzima topoisomerase II durante
a substitui¢do das proteinas de transi¢do ndo histonas (TPs) pelas protaminas [8]. Esses re-
sultados contrastam com o Rahman et al. (2014) [7], que insularam touros bovinos de ragas
taurinas por 48 horas e avaliaram a desprotaminagdo espermatica, e observaram médias mais
elevadas de defeitos de cabeca na quarta semana ap6s a insula¢éo testicular, fase em que os
espermatozoides estariam mais avancados na divisio meidtica ou até no inicio do processo
de espermiogénese. Isso indica que as espermatogdnias dos bubalinos sdo mais susceptiveis
a dano pelo calor que em bovinos.

No teste de fragmentac¢ao do DNA, nio foi verificada diferenca na integridade do DNA
apos a insulacgdo testicular. Estudo de Kazerooni et al. (2009) [9] ndo demonstrou diferenca
significativa quando a fragmenta¢do do DNA foi avaliada pela técnica de acridina laranja
em espermatozoides humano com baixa fertilidade e histérico de aborto nas esposas. Ja ava-
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liagdo da desprotamina¢io mediante CMA3 resultou diferenca (p<0,05), concluindo que a
falha na troca de histona para protamina ou o inverso tem maior relagdo com a concepgao e
abortos esponténeos.

Tabela 1 - Média e desvio padrao de acordo com o tempo de coleta seminal de touros bubalinos sub-
metidos a 48 horas de insulagdo testicular, avaliando a temperatura testicular, desprotamina¢do do
DNA, fragmenta¢do do DNA do espermético e a morfologia com o defeito de cabega.

Tempo Temperatura Testicular (°C) CMA3 (%) AL (%) Defeitos de Cabeca (%)
Controle 32,0:0,8 3,0:2,88 3,8 +4,1 0,13:0,16°
Insulago 35,2 :2,04 * * *

19 Pés Insulagio 33,5 +0,64¢ 2,8:0,6° 454,08 0,06 :0,08°
20 Pés Insulagdo 33,7 +0,6%¢C 39 :4,2/8 332,68 0,02 :0,048
3¢ Pés Insulagdo 33,4 :0,2¢6¢ 6,2 :39% 8,1.18% 0,3:0,3'®
40 Pos Insulagio 32,1+0,4% 9,3:8,9' 283" 0,3:0,3'®
50 Pés Insulagdo 32,9055 13+4,0 44 .37 0,3:0,1%
6° Pos Insulagio 33,6 +0,5%% 5,6 :3,5" 8,0:5,1" 0,2:0,2'8
7° Pés Insulagéo 33,5 +0,5%¢ 11,0 3,14 811,41 0,7:02
80 Pos Insulagdo 33,0 +1,08 8,1 4,248 6,5:6,4" 04 :0,4%
90 Pés Insulagio 33,111 10,7 45,9/ 7,1:8,3% 0,3:0,07"®

Valores com letras maitisculas diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem significativamente (A-C,
P<0,05). CMA3: Técnica de Cromomicina A3, avaliar desprotaminagdo do DNA espermatico; AL: Téc-
nica de Acridina laranja, avaliar fragmentagdo do DNA espermatico; NS: ndo significativo; *: ausentes.

O estresse térmico testicular também provocou um aumento gradativo nos defeitos de
cabeca espermatica, sendo que na sétima semana apds a insulagdo houve diferenga (p<0,05)
comparada ao controle. Esta influéncia foi decorrente principalmente no aumento das pato-
logias de cabeca piriforme e cabeca grande, curta ou larga. Segundo Enciso et al. (2011) [3],
os estudos realizados que exploram a relagdo entre morfologia espermatica e parametros de
danos no DNA ainda sdo controversos, no entanto afirmam que falhas no processo de repa-
ros durante as quebras das tor¢des do DNA, para a troca das proteinas nucleares, resultam
em morfologias espermaticas anormais. Dessa forma, é possivel inferir que o estresse térmico
ndo ocasionou altos danos na morfologia dos espermatozoides, porém foi capaz de causar
danos nas proteinas nucleares da cromatina espermatica.

Considerag¢des Finais - Aumento na temperatura testicular em bufalos influenciou negati-
vamente no desenvolvimento das espermatogonias e dos espermatoctios primarios, tanto na
morfologia quanto na protamina¢do da cromatina. Sdo necessarios estudos complementares
para esclarecer a relacdo da fragmentagdo do DNA com a morfologia espermatica.
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