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Cronologia da incidéncia de anomalias morfologicas
espermaticas em touros bufalos (Bubalus bubalis)
sob estresse térmico de curta duracao
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Abstract: The study aimed to evaluate the effect of short-term heat stress on sperm morphology,
relating them to the stages of spermatogenesis. Adult buffalo bulls underwent scrotal insulation
(day 0; 48 hours). Semen samples were collected every 7 days (day -7 to day 49) and analyzed. Heat
stress destabilized scrotal thermoregulation (36.1+0.3 °C and 35.5+2.3 °C, after 24 and 48 hours of
insulation) and returned to baseline five days after removal of the stressor stimulus (33.240.6°C). The
sequential expression of the morphological defects showed tail defects (days 7 to 14), cytoplasmic
droplets (days 14 to 28) and sperm head defects (day 28). Hyperthermia more severely damaged sperm
in epididymal transit, elongated sperm and secondary spermatocytes. Thus, buffalo bulls presented a
peculiar manifestation of sperm morphological defects after short-term stress, indicating an important
difference regarding the bovine species. Therefore, during the andrological evaluation, allometric
extrapolation between these species should be avoided.

Keywords: scrotal insulation, spermiogram; sperm defects.

Palavras-chave: espermiograma, defeitos espermaticos, insulagéo escrotal.

Introdugio - A espermatogénese é um processo altamente coordenado por sucessivas divi-
soes celulares e diferenciacao das células germinativas [1]. Nos bubalinos, a espermatogénese
dura aproximadamente 38 dias e é constituida por 4,5 ciclos do epitélio seminifero, os quais
sdo divididos em: espermatogonias tipo A, espermatogdnias intermediarias tipo B, esper-
matogonias tipo B, espermatdcitos jovens, espermatdcitos primérios velhos, espermatdci-
tos secundarios, espermatides com nucleo redondo e espermétides com nucleo alongado. O
tempo aproximado para formacio e diferenciagdo das espermatogonias é de 13,9 dias, dos
espermatocitos primarios e secundarios é de 13,5 dias, enquanto as espermatides requerem
10,6 dias [2]. Em condigdo de hipertermia, os espermatdcitos em paquiteno e em dipléteno,
e as espermatides mais jovens sdo os estagios celulares mais afetados em humanos [3], ratos
[4] e bovinos [5]. Sabe-se que existem diferencas nos animais de produgdo quanto a resposta
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ao estresse térmico [6], contudo ha caréncia de informagoes cientificas especificas para bu-
falos domésticos. Por isso, o objetivo do estudo foi avaliar como o estresse térmico de curta
duragéo induzido por insulagdo escrotal em touros bubalinos afeta a morfologia espermatica
observadas no sémen in natura relacionando os achados morfologicos aos diferentes estagios
do processo espermatogénico e maturagao das células espermaticas.

Material e Métodos — Foram utilizados cinco touros bubalinos adultos (Bubalus bubalis)
Murrah. As coletas de sémen foram realizadas a cada sete dias, em duas etapas, sendo uma
etapa anterior (dia -7 ao dia 0) e outra posterior (dia 2 ao dia 49) ao procedimento de insu-
lagdo escrotal [7]. Os touros receberam a bolsa insuladora no dia 0, concomitantemente, a
qual foi retirada apds 48 horas de insulagio escrotal e o estresse caldrico desestabilizou a ter-
morregulacio escrotal. A temperatura da superficie escrotal foi controlada por termometria
digital durante todo o periodo de insulagdo, sendo registrado valores médios de 32,1 + 0,2
°C (imediatamente antes da insulagio), e de 36,1 + 0,3 °C e 35,5 + 2,3 °C, 24 horas e 48 ho-
ras apos a manutengdo da bolsa insuladora, respectivamente. As células espermaticas foram
avaliadas individualmente em microscopia de contraste de fase (1000X) quanto a morfologia.
Cada defeito foi avaliado, e as células categorizadas como portadoras de: defeito de cabega,
peca intermediaria e cauda [8]. As gotas citoplasmaticas foram classificadas em proximal e
distal, dependendo de sua posigdo na célula [9]. As varidveis de resposta foram analisadas por
ANOVA, adotando uma analise longitudinal com medidas repetidas no tempo. A compara-
¢do das médias foi realizada pelo Teste de Duncan, com nivel de significAncia P<0,05.

Resultados e Discussio - O estresse térmico teve efeito negativo sobre a morfologia esper-
matica (Figura 1). Houve aumento significativo na incidéncia dos defeitos de cauda (P<0,05)
logo apos sete dias do desafio térmico, comprovando que a hipertermia escrotal causa efeitos
deletérios nos espermatozoides que se encontravam em processo de maturagao epididimaria
[10]. Essa manifestagdo se manteve prevalente até o 14° dia apds o estresse térmico escrotal
(P<0,05), demostrando que o incremento térmico nao fisioldgico pode causar desalinhamen-
to da bainha mitocondrial ou fraturas axonemais nos espermatozoides [11].
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Figura 1. Média (+ desvio padrio) dos defeitos morfoldgicos espermaticos de cabega, peca intermedidria,
cauda e gotas citoplasmaticas em sémen de bufalos, apds estresse térmico escrotal induzido (seta verme-
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lha). Indicagdo nos dias de coleta de sémen correspondentes as etapas espermatogénicas antes (controle) e
ap6s a insulagio escrotal (epididimo, espermiogénese, meiose I e II e espermatogdnia). Valores dentro da
mesma categoria de defeito com sobrescritos distintos diferem significativamente (P<0,05).

A segunda mudanga expressiva na manifestacio de defeitos morfoldgicos espermaticos
foi a ocorréncia de gotas citoplasméticas aderidas a pega intermedidria. Esse tipo de defeito
indica que houve dano as espermatides e aos espermatdcitos secundarios, uma vez que sua
manifestacao ocorreu entre 14 e 28 dias apds o estresse caldrico, respectivamente. A migra-
¢do das gotas citoplasmaticas também estd relacionada ao ambiente epididimério e, quando
hé falhas durante a espermatogénese, os espermatozoides tornam-se menos responsivos a
maturagdo que deveria ocorrer no epididimo [12]. A ultima categoria de anormalidades a
se manifestar de maneira relevante foram os defeitos de cabeca. Essas anormalidades foram
derivadas da agdo da hipertermia no momento em que os espermatocitos se encontravam
em fase de meiose II ou quando as espermatogo6nias estavam em processo de divisdo mitética,
ainda na camada basal dos tibulos seminiferos. Dentre as anomalias detectadas na cabega do
espermatozoide, prevaleceram os defeitos de acrossoma. Isso se deu possivelmente devido a
interrupgdo na biogénese acrossomal durante a meiose dos espermatdcitos e que pode estar
relacionados a prejuizos as enzimas modificantes das histonas, como as histonas metiltrans-
ferases, que participam na atividade de transcri¢do para formacéo do acrossoma [13].

Consideragdes Finais — O estresse térmico escrotal de curta duragio teve efeitos deletérios
na morfologia espermatica, e a hipertermia prejudicou as células da linhagem germinativa,
em diferentes estdgios de divisdo e diferencia¢do celular. As células germinativas mais sensi-
veis a hipertermia de curta duragdo foram os espermatozoides em maturagio epididimaria,
as espermatides alongadas e os espermatdcitos primarios. Essa caracteristica fez com que a
cronologia de expressdo das anomalias morfologicas espermaticas fosse peculiar nos touros
bubalinos, com manifestagdes de defeitos morfoldgicos de cauda, gota citoplasmatica e de
cabecga espermatica, nesta sequéncia. Em funcéo da diferenca relativa a espécie bovina, suge-
re-se que atencdo seja dada durante a avaliacdo andrologica dos touros bubalinos, de modo a
evitar extrapolagdo alométrica ou comparagdes diretas entre essas espécies.
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