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RESUMO

Objetivou-se por meio deste estudo caracterizar a composi¢do bioquimica do
plasma seminal e dos parametros seminais de coelhos criados no NE do Brasil,
identificando ainda as variagdes que possam ocorrer ao longo do ano. O experimento foi
conduzido nas instalacdes do Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia/UFC.
O indice de conforto térmico dentro da instalagdo foi calculado de acordo com a
formula do ITU, modificada para coelhos. Foram utilizados 20 coelhos da raca Nova
Zelandia Branca, criados em sistema flat-deck, alimentados com racdo comercial. Os
ejaculados foram coletados duas vezes por semana (outubro/2009 a setembro/2010),
utilizando-se uma vagina artificial. Em seguida, os ejaculados foram avaliados quanto
ao volume, cor, aspecto, vigor, motilidade e concentracdo espermatica, ap0s foram
centrifugados e o PS (plasma seminal) foi removido e acondicionado em tubos
eppendorfs a -18 °C. Para realizagéo das analises bioquimicas foi feito um pool mensal
de PS de cada animal, onde foram avaliadas as concentracGes de glicose, frutose,
colesterol total e proteinas totais. Neste estudo, 0s parametros seminais foram
influenciados significativamente (p<0,05) pelo més de coleta, independente da
existéncia de estresse pelo calor. Na avaliacdo dos parametros seminais pela cor foi
verificado que os ejaculados de cor branca perolada foram representativos da boa
qualidade do sémen. Quanto ao aspecto, os melhores resultados foram encontrados nos
ejaculados com aspecto cremo-leitoso. No que se refere as caracteristicas bioquimicas, o
aspecto do ejaculado influenciou significativamente (p<0,05) somente as concentracdes
de frutose e glicose. Foram constatadas diferencas significativas das concentracfes de
frutose entre os diferentes meses do ano. A glicose foi identificada como um
constituinte, comumente encontrada no PS. A concentracdo de colesterol total no PS de
coelhos no presente experimento foi mais baixa que o encontrado por outros autores. O
estudo das correlacbes de Pearson demonstrou associacfes significativas (baixas e
moderadas), positivas e negativas entre 0s parametros seminais e 0s bioguimicos. Os
parametros bioguimicos apresentaram correlacdes entre si. Nesse estudo foi encontrada
correlacdo negativa da concentracdo espermatica com a frutose. Os resultados
permitiram concluir demonstram que os coelhos criados no nordeste do Brasil séo
perfeitamente adaptados, pois apresentam caracteristicas seminais e bioquimicas
normais, apesar da existéncia de estresse térmico.
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ABSTRACT

This study was carried out to characterize the biochemical composition of
seminal plasma and semen parameters of rabbits reared in Northeast Brazil, also
identifying the changes that occur throughout the year. The experiment was conducted
at the Sector of the Rabbit Department of Animal Science / UFC. The index of thermal
comfort inside the facility was constructed according to the formula of the THI,
modified for rabbits. The ejaculates were obtained twice a week from 20 New Zealand
White rabbits, reared in flat-deck system (October/2009 to September/2010). After
collection, the semen was measured and evaluated for volume, color, appearance, vigor,
sperm concentration and motility. To obtain the SP, the semen was centrifuged and then
stored at - 18°C. To perform the biochemical analysis was made a monthly pool of PS
of each animal. The samples were tested according to the concentrations of fructose,
glucose, total cholesterol and total protein. In this study, semen parameters were
affected significantly (p <0.05) by sampling month, despite the presence of heat stress.
In the evaluation of semen parameters was found that the color of the ejaculates was
pearly white representative of good semen quality. Regarding the aspect, the best results
were found in ejaculates with cream-milky appearance. With regard to biochemical
characteristics, the aspect of the ejaculate significantly (p <0.05) only the concentrations
of fructose and glucose. Significant differences in concentrations of fructose among the
different months of the year. Glucose was identified as a constituent, usually found in
the PS. Significant differences in concentrations of fructose among the different months
of the year. Glucose was identified as a constituent, usually found in the PS. The study
of the Pearson correlations showed significant associations (low and moderate) positive
and negative differences between the semen parameters and biochemical. In this study
we found a negative correlation with sperm concentration of fructose. The results
showed that rabbits show created in Northeastern Brazil are perfectly adapted, as
seminal and biochemical characteristics have normal, despite the existence of heat
stress.
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1. INTRODUCAO

O plasma seminal (PS) consiste de um fluido produzido na retis testis,
epididimos e nas glandulas anexas masculinas (ROSSI et al., 1997; TROEDSSON et
al., 2005). A contribuicdo quimica dessas glandulas varia, e a natureza individual de
todos os componentes ndo é conhecida. Todavia, tais componentes sdo importantes para
0 desenvolvimento e maturacdo espermatica no aparelho reprodutor masculino
(TROEDSSON et al., 2005) e alguns sdo relativamente especificos dentro do
mecanismo de regulacdo da funcdo espermatica (CALVETE et al., 1994)., embora as
exatas funcbes destes componentes seminais no controle da motilidade espermatica,
ainda ndo estdo bem elucidadas (STREZEZEK et al., 1992). Alguns estudos relataram
que o plasma seminal desempenha um papel ativo no transporte, nutricdo e protecao dos
espermatozdides no aparelho reprodutor feminino por meio da acdo de Varios
horménios, enzimas, outras proteinas, lipidios e metabdlitos. Segundo Muller et al.
(1997), o contato com o fluido seminal desencadeia eventos preparatérios nos
espermatozdides para a fertilizacéo

Hafez e Hafez (2000) constataram que o PS contém diversos ions tais como,
Na®, K, CI', Ca"™ e Mg™". Estes autores relataram que o K" esta correlacionado com a
viabilidade espermatica e o Ca'" regula a fisiologia do espermatozéide. Além disso, as
glandulas vesiculares secretam acucares como a glicose, ribose, sorbitol, inositol e
frutose que atuam no metabolismo energético do espermatozoide (HAFEZ e HAFEZ,
2000).

Em coelhos, o PS parece exercer um papel positivo sobre as células germinativas
masculinas. Alguns estudos demonstraram que espermatozoides lavados e incubados
em diluidor TRIS ou com baixa concentracdo de PS perderam a motilidade e a
viabilidade dentro de 1 — 3h, enquanto que 0s espermatozdides suspensos em PS puro
ou diluidos em até 10 vezes, mantiveram a sua motilidade durante um periodo de 6h,
diminuindo de 80% para 40% (CASTELLINI et al., 2006).

Segundo Liguori e Bellezza (2003), os espermatozoides de coelhos mantidos em
PS apresentaram uma consideravel re-sintese de ATP que mantém elevada a
concentracdo do nucleotideo por mais de 6 horas. Segundo os mesmos autores, tal
processo é devido a presenca das enzimas creatina quinase e adenilato quinase, que

fazem parte do sistema de transporte de fosfatos, permitindo a re-sintese de ATP em
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compartimentos celulares diferente das mitocondrias. O equilibrio dindmico entre a
sintese e a degradacdo de ATP sugere que 0s espermatozdides de coelho utilizam os
nutrientes fornecidos no plasma seminal para manutencdo da sua motilidade por
diversas horas (MINELLI et al., 1999).

16



2.REVISAO DE LITERATURA
2.1. Anatomia reprodutiva do coelho

O aparelho reprodutor de coelhos é composto pelos testiculos (2), epididimos
(2), ampolas (2), ductos deferentes (2), uretra, pénis, glandulas prepuciais (2) e
glandulas acessorias.

A anatomia urogenital de coelhos machos € Unica entre as espéecies de
mamiferos placentarios, e comum nas espécies marsupiais (CAPELLO et al., 2006).

O pénis é o 6rgdo copulador. N&do apresenta glande e seu formato é cilindrico
com 40-50mm de comprimento, reduzindo o seu didmetro até a sua extremidade.
Durante o repouso sexual se situa no prepucio, localizado ventralmente ao anus
(ALVARINO, 1993) e caudal aos testiculos (CAPELLO et al., 2006).

As glandulas prepuciais estdo inseridas na derme do prepucio relacionadas ao
seu orificio, sdo discretas e podem ser consideradas glandulas sebaceas aumentadas
(HOLTZ e FOOTE, 1978a). Sua localizacdo é caudal ao pénis e tem como funcao
secretar uma substancia de odor penetrante que estimula o reflexo ovulatério da fémea
(MONACI, 2003).

Os testiculos, no animal pubere, sdo volumosos (1,5-2 g), ovoéides e alongados
(3-3,5 x 1-1,5 cm) (MONACI, 2003). Estdo posicionados cranialmente ao pénis
(CAPELLO et al., 2006), localizados na bolsa escrotal, um de cada lado da linha
inguinal, posicionados quase horizontalmente (HOLTZ e FOOTE, 1978a). Ao
nascimento estdo situados na cavidade abdominal, descendo para bolsa escrotal com
aproximadamente 2 meses de vida (ALVARINO, 1993). O canal inguinal é aberto,
tornando os coelhos criptorquideos funcionais. A posi¢do dos testiculos depende de
muitos fatores, incluindo a posicdo do corpo, temperatura corporal, atividade
reprodutiva, replecdo do aparelho gastrointestinal e a quantidade de gordura abdominal
(CAPELLO etal., 2006).

A bolsa escrotal é formada pela tanica vaginal, tunica dartos e cremaster. Sua
principal funcdo é a de manter os testiculos afastados da cavidade abdominal,
permitindo que a temperatura testicular esteja entre 0,5 e 4°C inferior a do corpo, que é
uma condicdo necessaria para uma espermatogénese normal (ALVARINO, 1993). A
bolsa testicular apresenta uma comunicagdo com o abdémen através do anel inguinal,

por onde passam 0s ductos excretores que vem dos testiculos. Durante os periodos de
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inatividade sexual ou estresse, os testiculos retornam a cavidade abdominal através do
anel inguinal, podendo descer novamente pela agdo do musculo cremaster
(ALVARINO, 1993; MONACI, 2003; CAPELLO et al., 2006).

O epididimo é um tubo sinuoso que se encontra unido a gbnada por tecido
conjuntivo. E formado pelos ductos eferentes e o ducto epididimario.

As ampolas possuem 2 cm de comprimento (MONACI, 2003) e correspondem
ao segmento distal do ducto deferente que forma um lago ao redor do ureter e se torna
fusiforme (HOLTZ e FOOTE, 1978a).

As glandulas anexas do aparelho reprodutor do coelho diferem quanto ao
nimero, a localizacdo, o tamanho e a propor¢do, entre outros aspectos, daquelas
similares em outros mamiferos (VASQUEZ e DEL SOL, 2009). S&o constituidas por
uma glandula vesicular, uma glandula bulbouretral e um complexo prostatico formado
pela préstata, proprdstata e paraprostata. (HOLTZ e FOOT, 1978a). Para HAFEZ
(1995), as mesmas contribuem com a maior parte do volume do ejaculado.

A glandula vesicular localiza-se entre as duas ampolas e o complexo de
glandulas que contém a préstata. E bilobular, com a terminacio cranial oca e com as
paredes espessas. Seu tamanho € extremamente variavel e em algumas vezes bastante
dilatada. A distensdo da glandula depende da quantidade de fluido contido dentro da
mesma. Esse fluido € claro, variando de viscoso a um gel consistente. Sua porcdo caudal
tem a parede fina e seu formato assemelha-se a um saco (HOLTZ e FOOTE, 1978a).

O complexo prostatico é constituido pelas glandulas: proprdstata, prostata
propriamente dita ou préstata caudal e glandulas paraprostéaticas (2) (HOLTZ e FOOTE,
1978a).

A proprostata é uma glandula de cor amarelo clara, coberta por uma capsula de
tecido fibroso e fibras musculares lisas que, em sua parte mediana, penetram e a divide
externamente em dois I6bulos. (VASQUEZ e DEL SOL, 2002). Localiza-se caudal com
a glandula vesicular e cranial a préstata. Lateralmente se relaciona com as glandulas
paraprostaticas e ventralmente, na parte mediana com a uretra e na parte lateral com os
ductos deferentes, enquanto que dorsal com o reto (VASQUEZ e DEL SOL, 2002;
HOLTZ e FOOTE, 1978a).

A prostata se localiza entre a proprostata e a glandula bulbouretral (VASQUEZ e

DEL SOL, 2002). Possui de 4 a 6 canais excretores que se abrem na parede do coletor
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seminal (ALVARINO, 1993). Apresenta cor branca amarelada e compartilha a mesma
capsula de tecido conjuntivo que a proprdstata.e apenas uma pequena camada desse
tecido separa essas duas glandulas (HOLTZ e FOOTE, 1978a)

As glandulas paraprostaticas (2) sdo pequenas, apresentam uma superficie com
relevo irregular e tem forma de martelo. Localizam-se nos dois lados da uretra, no nivel
da terminacdo dos ductos deferentes, ventralmente a prostata (MONACI, 2003). Esta
relacionada com a prostata, a proprostata e a ampola dos ductos deferentes (VASQUEZ
e DEL SOL, 2002). Histologicamente, apresentam dois tipos de epitélio, sendo um
similar a prostata e outro a glandula prostatica (HOLTZ e FOOTE, 1978a; VASQUEZ e
DEL SOL, 2002; VASQUEZ e DEL SOL, 2009).

A glandula bulbouretral € uma pequena massa de tecido glandular, coberta por
uma capsula de tecido fibroso e rodeada pelo muasculo bulbo-glandular, o qual divide a
mesma em lobulos, derivada da parede uretral. E Gnica no coelho, ao contrario dos
outros mamiferos, inclusive do homem. Localiza-se dorsal a uretra e caudal a prostata
(VASQUEZ e DEL SOL, 2001).

2.2. Fisiologia do macho cunicula

A maturidade sexual em coelhos varia de acordo com a idade, raca, alimentacao
e fatores ambientais, como fotoperiodo, estacionalidade e temperatura. As racas de
médio porte sdo mais precoces quando comparadas com as ragas anas, pequenas e
gigantes. Segundo Lebas et al. (1997), a maturidade sexual no macho é definida como o
momento em que a producdo de espermatozdides se estabiliza. Nas racas medias, a
idade de reproducdo no macho pode ser alcangcada na 322 semana de vida, levando-se
também em conta o peso corporal do animal que deve se situar entre 70 — 80% do peso
adulto da raca. Porém, um macho jovem pode ser utilizado para reproducdo a partir da
20? semana.

Entretanto, os dados da literatura mostraram que por volta de 60 a 70 dias de
idade comecam as tentativas de monta, e aos 100 dias eles realizam efetivamente as
primeiras coberturas, porém, os primeiros espermatozdides s6 comecam a aparecer no
ejaculado aos 110 dias de idade (DELLA PORTA et al., 1992). A coleta de sémen em
machos é possivel a partir dos 4 meses de idade. O que tem sido amplamente observado

é que as coberturas realizadas por machos com 100 dias podem até ocorrer, contudo, 0s
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espermatozdides contidos nesse ejaculado apresentam uma baixa viabilidade, podendo
esta ser escassa ou até mesmo nula. Lebas et al. (1997) sugerem que o ideal € que as
primeiras coberturas sejam realizadas a partir dos 135-140 dias de vida.

O estimulo para a cobricdo através de ensaios e da falsa monta momentos antes
da realizagcdo desta, ajuda a aumentar a concentra¢do dos ejaculados. Geralmente, no
segundo ejaculado se observa um menor volume, porém uma maior concentragdo. A
partir do terceiro ejaculado, tanto o volume, quanto a concentracdo espermatica
comegam a decrescer, 0 que em muitos casos resulta em coberturas sem éxito
(ALVARINO, 1993).

A producdo espermatica diéria dos coelhos é de aproximadamente 150 a 300
milhdes de sptz/mL, ndo aumentando de acordo com o ritmo de ejaculagdes. Segundo
Oshio et al (1987), animais submetidos a um ritmo intenso de cobri¢des necessitam de 3
semanas para que o sémen volte a apresentar as suas caracteristicas iniciais. Para Kirton
et al. (1966) é possivel realizar duas coletas consecutivas com 15 minutos de intervalo a
cada dois dias sem que haja perda das caracteristicas seminais, tais como, a
concentracédo e o volume do ejaculado.

Alvarifio (1993) afirma que ndo existem dados conclusivos sobre o melhor ritmo
para a utilizacdo dos reprodutores. De um modo geral, 0s machos comegam a realizar as
primeiras coberturas aos 5 meses, iniciando de maneira progressiva a sua vida sexual,
passando de um salto por semana a um maximo de seis saltos por semana (dois a cada
dois dias) por volta de 8 e 10 meses de idade (ALVARINO, 1993).

2.3. Sémen de coelho e suas caracteristicas

O sémen de coelho consiste de uma suspensdo de espermatozdides no plasma
seminal, que é constituido pelas secre¢bes do epididimo e das glandulas anexas, que se
misturam no momento da ejaculacdo (IRRG, 2005) e de uma fracdo gelatinosa, cuja
funcdo é preencher o limen da vagina servindo de tampéo bioldgico, apos a ejaculacéo,
evitando assim o refluxo do sémen para o exterior do aparelho reprodutor feminino
(MUKHERJEE et al., 1951).

Nessa espécie, as caracteristicas seminais geralmente apresentam alta
variabilidade (MOCE, 2005), sendo influenciadas por diversos fatores como a idade, a
raca (SALCEDO et al., 2004), o animal (HOLTZ e FOOTE, 1978b), a época do ano
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(THEU-CLEMENT et al., 2009), a temperatura (FINZI et al., 1994; MARAI et al.,
2001), a freqiiéncia e o ritmo de coleta (NIZZA et al.2003a; NIZZA et al.2003b), o
programa de luz (THEU-CLEMENT et al, 1994; MOUSA-BALABEL, 2011), a
alimentacdo e a genética (IRRG, 2005; CASTELLINI, 2008).

2.3.1. Volume

O volume de ejaculado em coelhos pode variar de 0,3 a 6 mL, em funcdo da
secrecdo das glandulas anexas (presenca de gel), porém normalmente se encontra entre
0,3 e 0,8 mL (ALVARINO, 1993). Estudos conduzidos no sul do Brasil encontraram
volumes médios de 0,59 mL (ANDREAZZI et al., 2004) em animais da raca Nova
Zelandia Branca e de 0,57 mL (COSTA et al., 2002) na raca Califérnia.

2.3.2. Cor e Aspecto

A cor do sémen em coelhos é esbranquicada e mais ou menos opaca, podendo
variar de acordo com a concentracdo dos espermatozoides (ALVARINO, 1993).
Normalmente, as cores encontradas sdo marfim, branco, branco perolado e branco
amarelado. Entretanto, podem ser alteradas pela presenca de elementos anormais, como
urina (amarelo), sangue (rosado), presenca de precipitados, cristais e células epiteliais
provenientes do tecido genital (cinza) (DELLA PORTA et al., 1992). Segundo Moreira
et al.(1995), a cor do ejaculado pode ser considerada como indicador de estresse térmico
uma vez que esta correlacionada com a concentracdo espermatica. Estudos realizados
pelos referidos autores demonstraram que com o aumento da temperatura, o0 percentual
de ejaculados branco opaco (creme, marfim e perolado) com maior concentracdo
espermatica diminuia e o percentual de ejaculados branco claro (mais transparentes e
amarelados) com menor concentracdo de espermatozdides aumentava.

No que se refere ao aspecto, 0 mesmo apresenta-se de aquoso a Cremoso,
estando diretamente relacionado a concentracdo espermatica. Os ejaculados com
aspecto cremoso sdo indicativos de alta concentracdo, enquanto aqueles com aspecto
aquoso sdo caracteristicos de baixa concentracdo. Os ejaculados de baixa concentracéo,
normalmente sdo claros, de aspecto aquoso e ligeiramente amarelado (DELLA PORTA
et al., 1992).
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2.3.3. Gel

O gel é originado nas glandulas vesiculares (DEL JESUS NINO et al., 1997) e
sua producdo e manutengdo dependentes da acdo da testosterona. Em sua composi¢do
sdo encontradas uma quantidade significativa de substancias estrogénicas
(MUKHERJEE et al., 1951) além de alguns componentes seminais como o &cido citrico
e a frutose, sendo essa em poucas quantidades (PARSON, 1950).

Em coletas de sémen, quando presente, recomenda-se a sua remocao imediata
(IRRG, 2005) por apresentar um efeito aglutinador sobre espermatozéides que perdem
grande parte da sua motilidade (ALVARINO, 1993).

2.3.4. Vigor

O vigor representa a forca do movimento que também influencia a velocidade
com que 0s espermatozdides se movimentam (CBRA, 1998). A avaliacdo é feita
subjetivamente e a nota varia em escala de 0 (auséncia de descolamento dos
espermatozdides) a 5 (deslocamento rapido e flechante). A fracdo gel quando presente
no sémen deve ser removida antes da realizacdo da avaliagdo (IRRG, 2005). O
movimento tipico do espermatozoide de coelho é progressivo e retilineo (ALVARINO,
1993), com vigor ideal variando de 3a 5 (DELLA PORTA et al. 1992).

2.3.5. Motilidade

A motilidade é uma avaliagdo subjetiva, expressa em percentual de
espermatozdides moveis (CBRA, 1998). Antes que se proceda a sua avaliacao, a fracao
gel quando presente no ejaculado deve ser retirada (IRRG, 2005). Representa um dos
elementos mais importantes para determinacdo da qualidade do sémen, pois esta
diretamente relacionada com a fertilidade em inseminacéo artificial (CASTELLINI et
al., 1999). Para que o sémen seja considerado de boa qualidade deve apresentar valores
minimos de 60% a 70% de motilidade espermatica (ALVARINO, 1993).

2.3.6. Concentracdo espermatica
A concentracdo de espermatozdides em coelhos oscila entre 150 — 900 X
10°%sptz/mL, sendo considerada 6tima a partir de 250 x 10°sptz/mL (ALVARINO,

1993). A camara hematocitométrica é uma técnica de alta precisdo, se realizada de
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forma adequada (CHEMINEAU et al.,, 1991) e a mais apropriada para coelhos
(ALVARINO, 1993). Em vérias espécies, essa determinacdo pode ser realizada por
espectrofotometria, entretanto, no sémen de coelho ndo é confiavel devido a presenca de
quantidades variaveis de particulas seminais (FARREL et al., 1992). Vérios estudos tém
mostrado que a concentracdo das particulas no sémen pode ser maior do que a dos
espermatozdides e as relacdes variam de acordo com o ritmo de coleta e as condi¢des de
salde dos animais (ZANIBONI et al., 2004; CASTELLINI et al., 2006).

2.4. Constituintes do Plasma Seminal

Os principais constituintes do PS sdo aminoacidos, peptideos, proteinas,
acucares, acido citrico, minerais, fosfatases e prostaglandinas. O plasma seminal exerce
papel essencial na reproducdo, a medida que serve de nutriente para 0s espermatozoides,
estimula o metabolismo espermatico e transporta as células espermaticas até o trato
genital feminino. Sobretudo, os constituintes do plasma seminal mantém a motilidade
espermatica e a habilidade de alcancar, reconhecer e se ligar ao oocito (MAXWELL e
JOHNSON, 2000; EVANS e MAXWELL, 1990). Segundo Guerra et al. (2004) o PS
contém antioxidantes importantes para a preservacao dos espermatozoides.

Hafez e Hafez (2000) constataram que o PS contém diversos ions tais como,
sodio, potassio, cloreto, calcio e magnésio. Estes autores relataram que o potassio esta
correlacionado com a viabilidade espermética e o calcio regula a fisiologia do
espermatozdide. Contudo, as glandulas vesiculares secretam acgucares como a glicose,
ribose, sorbitol, inositol e frutose que atuam no metabolismo energético do
espermatozéide (HAFEZ e HAFEZ, 2000). No tocante a isto, Catunda (2007) concluiu
que existe influéncia da época do ano sobre a varia¢do na composi¢do bioquimica do PS
de caprinos e tais variacdes se dao sobre o célcio, fosforo, magnesio, proteinas totais,

acido citrico e frutose.

2.4.1. Niveis de frutose no PS e 0 metabolismo energético da célula espermatica

A frutose é um dos constituintes do sémen de coelho, estd contida
principalmente na porcéo liquida, e ha relativamente poucas concentracdes na fragdo gel
(PARSON, 1950). Diversos autores tem demonstrado que a concentragdo de frutose no

sémen de coelhos é menor nos meses da primavera quando a concentracdo de
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testosterona no plasma seminal e no sangue esta baixa (OKAB, 2007). Portanto, as
concentragdes de frutose no plasma seminal refletem a atividade da testosterona e a
qualidade do sémen (MANN e PARSON, 1947; OKAB, 2007).

A principal funcdo da frutose é suprir a demanda energética do espermatozdide
na forma de um material facilmente fermentavel. Sabe-se que em aerobiose, a frutdlise
ndo é a Unica fonte de energia para o0 espermatozoide que, mesmo se privado de frutose,
pode sobreviver na presenca de O, devido a utilizacdo de outras substancias. Todavia,
em condicBes anaerdbicas o espermatozdide depende amplamente da frutose e a
cessacao da frutdlise, invariavelmente, termina sua atividade (MANN, 1946; LODGE e
SALISBURY, 1963). Os espermatozdides utilizam a frutose pela via glicolitica
convencional, como as demais células (FLIPSE e ANDERSON, 1969; HARRISON,
1971).

Estudos tém mostrado que a habilidade do espermatozoide em utilizar
igualmente a frutose, a glicose ou a manose deve-se ao fato de que estes trés agucares
entram no ciclo da glicélise por meio da reacdo da hexoquinase com o ATP, seguido
pela formacdo do monofosfatohexose até acido lactico (KING et al., 2006). Alguns
estudos constataram a existéncia de uma correlacdo negativa entre o nivel de frutose
com a concentracdo e a motilidade espermaticas (LU et al., 2007). Entretanto, ndo foi
observada qualquer correlacdo entre a taxa de frutolise e a fertilidade, nem diferenca
entre a taxa de frutdlise nos diferentes reprodutores bovinos (FREUND e MURPHREE,
1959), sugerindo que as diferencas na utilizacdo de frutose podem ser atribuidas pelas
diferencas na concentracdo espermatica, no nivel de frutose inicial e na motilidade
espermatica inicial. Outros autores sugerem que a mensuracdo da atividade frutolitica
(glicdlise anaerdbica) ndo é, provavelmente, um bom indicativo da taxa relativa do
metabolismo espermatico, desde que o0s resultados podem variar amplamente,
dependendo das condi¢c6es usadas (LODGE e SALISBURY, 1963).

2.4.2. As proteinas do plasma seminal e seus efeitos sobre o metabolismo
espermatico

A composicdo protéica do plasma seminal (PS) de mamiferos varia entre as
diferentes espécies, e tem importantes efeitos sobre a funcdo espermaética
(VILLEMURE et al., 2003). Algumas proteinas do PS tém influéncia sobre a motilidade
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espermatica (SANCHEZ-LUENGO et al., 2004, HENRICKS et al., 1998), viabilidade e
fertilizagdo (BRANDON et al., 1999). Vérias proteinas do PS tem sido descritas como
fatores de infertilidade em eqiiinos (BRANDON et al., 1999) e suinos (JONAKOVA et
al., 2007).

Desse modo, desempenham um importante papel na capacitacdo dos
espermatozdides, traduzido por um complexo processo que habilita a célula espermatica
a penetrar, através da zona pellcida, por meio da reacdo acrossomica (CALVETE et al.,
1994; JONAKOVA et al., 2000). Alguns autores descreveram que a habilidade
fertilizante do espermatozdide seria, em grande parte, determinada pelas proteinas
espermaticas localizadas no acrossoma e peca intermediaria, conhecidas como fonte de
enzimas metabolicas especialmente ativas, cujas liberagdes em grandes quantidades
podem indicar danos na membrana plasmatica do espermatozdide (BITTMAR e
KOSINIAK, 1992).

As proteinas do plasma seminal sd&o compostas principalmente por albuminas e
globulinas e pequenas quantidades de peptideos e aminoacidos ndo protéicos
(KULKARNI et al., 1996). Segundo Dhami et al. (1994), esses compostos sao
responsaveis pela propriedades anfoteras das proteinas do plasma seminal e, portanto,
baixas concentracbes de proteina no plasma seminal reduz a capacidade de
tamponamento e, consequentemente, a qualidade do sémen. Streezek et al. (1985) ao
estudarem veados, relataram que a globulina é a principal proteina em atividade durante
0 periodo reprodutivo e que o seu nivel decresce gradativamente durante o periodo de
quiescéncia reprodutiva.

Okab (2007), estudando coelhos da raca Nova Zelandia Branca criados em clima
temperado, constatou que as concentracfes de proteinas totais, albumina e globulina no
plasma seminal foram influenciadas de maneira significativa pela estacdo do ano. As
maiores concentracdes desses metabolitos foram encontradas no verdo, enquanto que na
primavera foram observadas as menores concentracdes, sugerindo portanto, que a
qualidade do sémen é melhor no verdo devido ao aumento da concentracdo dessas
proteinas na sua composi¢do (OKAB, 2007; STREZEK, 1995).

As proteinas do PS parecem ser importantes para manutencdo da motilidade em
touros e carneiros, pela melhoria da viabilidade espermatica, e por protegerem a

membrana espermatica dos espermatozoides de suinos e ovinos dos danos causados
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pelas baixas temperaturas de preservacio (BARRIOS et al., 2000; PEREZ-PE et al.,
2001). Em equinos, o aumento da concentracdo de proteinas no sémen pouco
concentrado diminuiu a congelabilidade do mesmo (BITTMAR e KOSINIAK, 1992).
Estudos também tém demonstrado que as algumas proteinas do plasma, tipo BSP, sdo
responsaveis por promoverem o efluxo de colesterol e fosfolipidios da membrana
espermatica (MOREAU e MANJUNATH, 2000), mesmo quando adicionada a
espermatozdides do epididimo (THERIEN et al., 1999). Por tudo isso, algumas
proteinas presentes no plasma seminal tem sido estudadas para serem utilizadas como
marcadores moleculares de fertilidade, uma vez que o sucesso do manejo reprodutivo
depende da escolha de bons reprodutores, ou como aditivos no processo de conservagao
e industrializagdo do sémen. Poucas proteinas foram identificadas no sémen de bovinos
e ndo ha relatos de estudos nessa area em coelhos. Um conhecimento mais detalhado
dessas proteinas poderia ajudar a compreender melhor os fendmenos fisiologicos

referentes a funcdo espermatica e a fertilidade nesta espécie.

2.4.3. Lipidios

Pesquisas relatam que o sémen de coelhos é caracterizado por apresentar um
grande numero de granulos membranosos, produzidos e secretados pela prostata, que
apresentam dimensdes entre 0,5 e 4 um (MOURVAKI et al., 2010). Tais granulos
(gotas) apresentam composicdo lipidica similar a membrana plasmatica do
espermatozdide (CASTELLINI et al, 2006). Os autores sugeriram que a
presenca/auséncia de granulos afetam a sensibilidade do espermatozdide aos agentes
capacitantes, visto que, na presenca de gotas ricas em colesterol, os espermatozoides
foram mais resistentes em sofrer reacdo acrossémica.

As células espermaticas de coelhos contém uma maior quantidade de
fosfolipidios (15%), enquanto o plasma seminal, vesiculas e gotas representavam 49,8%
do total (CASTELLINI et al., 2006). Os espermatozdides tém uma composicéo lipidica
Unica, porque séo celulas diferenciadas. O perfil lipidico dos espermatozdides durante
sua diferenciacdo, a maturacdo epididimaria e o transito no aparelho reprodutor
feminino, sofrem modificagOes que causam alteraces na fluidez da membrana e na
capacidade de resposta ao ambiente exdgeno. Essas modificaces estdo envolvidas em

eventos fisioldégicos, como hiperativacdo, capacitacdo e reacdo acrossdmica, que sao
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cruciais para penetrar a zona pelicida e a capacidade de fertilizagdo dos
espermatozdides (CASTELLINI et al., 2006).
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3.JUSTIFICATIVA

A difusdo da biotécnica de inseminacgdo artificial na espécie cunicula, depende
de fatores ligados a avaliacdo da fisiologia do plasma seminal como pardmetro para a
identificacdo dos reprodutores que poderdo ser capazes de participarem de programas de
inseminacdo artificial. Com a aplicacdo desta técnica em rebanhos comerciais se
reduzira de forma significativa a reducdo custo/beneficio da exploragdo junto ao sistema

produtivo, além difundir as biotécnicas reprodutivas em paises de clima tropical.
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4.0BJETIVOS

4.1. Geral
Caracterizar a composi¢cdo bioquimica do plasma seminal e dos parametros
seminais de coelhos, identificando ainda, as variagdes que possam ocorrer ao longo do

ano.

4.2. Especificos

e Determinar as concentracdes de frutose, glicose, colesterol total e proteinas totais no
plasma seminal ao longo do ano.

e Avaliar o volume de sémen, aspecto, cor, vigor, motilidade e concentragédo
espermatica dos coelhos em condic6es de clima tropical.

e Mensurar a existéncia de associagdes significativas entre a composicao bioquimica
do plasma seminal e os parametros de vigor, motilidade e concentracdo espermatica.

e Determinar a existéncia e o efeito do estresse térmico sobre os parametros seminais

e bioguimicos no decorrer do ano.
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5.MATERIAL E METODOS

5.1. Local do experimento

O experimento foi conduzido nas instalagbes do Setor de Cunicultura do
Departamento de Zootecnia/UFC (Fortaleza, Ceard) situado a 3°45°02” de Latitude Sul,
38°32’35” de Longitude Oeste a 15.5 m acima do nivel do mar. O clima, segundo a
classificacdo de Koeppen, é do tipo AW, quente e Umido, suas médias térmicas sdo de
26 a 27 °C, com maximas de 30 °C e minimas de 19 °C, a umidade relativa do ar é de
82 % no litoral do estado do Ceard/Brasil.

5.2. Determinagéo do indice de conforto térmico dentro da instalagéo

As coletas foram realizadas pela manhd, a temperatura e a umidade relativa
foram mensuradas no inicio e no final do dia de coleta. Para coleta de tais variaveis
utilizou-se um termo-higrémetro digital de fabricacdo alemd, modelo 7429.02.0.00,
importado pela Intercom. O indice de conforto térmico dentro da instalacdo foi
determinado através do indice de Temperatura e Umidade (ITU), calculado pela
formula proposta por Marai et al. (2001), adaptada para coelhos: ITU = db°C — [(0,31 —
0,31 RH) (db°C — 14,4)], onde db°C é a temperatura em graus celsius e RH = umidade
relativa em porcentagem/100. Os valores encontrados de ITU sdo classificados em: <
27,8 auséncia de estresse térmico, 27,8 — 28,9 estresse térmico moderado, 28,9 — 30,0
estresse térmico severo e superior a 30,0 estresse térmico muito severo (MARAI et al.,
2002).

5.3. Animais experimentais e coleta de sémen

Foram utilizados 20 coelhos machos da raca Nova Zelandia Branca, com idade
média de oito meses e peso médio de 2,800 kg. Os animais foram criados em sistema
intensivo, alojados individualmente em gaiolas de arame galvanizado, dispostas no
sistema flat-deck, e alimentados com racdo comercial. Foram realizadas 2 coletas
semanais para realizacdo de um pool mensal, devido ao baixo volume de sémen da
espécie. Foram obtidos dois ejaculados semanais com intervalo de 3 dias entre as

coletas, no periodo compreendido de outubro/2009 a setembro/2010. As coletas foram
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realizadas utilizando-se uma vagina artificial de vidro temperado de fabricacdo

artesanal, com auxilio de uma fémea em estro, como manequim.

5.4. Avaliacéo do sémen e obtencéo do plasma seminal

ApOs a coleta e a remocdo da fracdo gel dos ejaculados, ele foi avaliados quanto
ao volume, a cor, o aspecto, o vigor, a motilidade e a concentracdo espermatica. As
cores utilizadas para a classificagdo foram: amarela, branca, branca-perolada e marfim,
e quando ao aspecto em aquoso, leitoso e cremo-leitoso. Os ejaculados amarelos que
continham urina foram desprezados. A motilidade e o vigor foram determinados
subjetivamente com o auxilio de um microscépio Gptico, sendo o vigor avaliado com
base na qualidade do movimento retilineo progressivo e na sua velocidade, em uma
escala de 0,5 a 5 e a motilidade representada pela porcentagem de espermatozdides
moveis. Os ejaculados que apresentaram o vigor menor que 0,5 foram desprezados. A
concentracdo espermatica foi determinada pela contagem de células em camara de
Neubauer, apos diluicdo de 20 ul de sémen em 2 mL de solugdo formol-salina (1:100),
com o uso de microscopia optica sob aumento de 400x. Apds as avaliacdes, o0 sémen foi
centrifugado a 2.500 g/ 20 min./ 5°C e o sobrenadante, ou seja, o plasma seminal (PS)
foi removido e transferido para tubos tipo eppendorfs. Cada tubo foi devidamente
identificado por animal, data de coleta e em seguida, as amostras foram conservadas a -

18 °C em freezer.

5.5. Analises Bioquimicas do Plasma Seminal

Para realizacdo das andlises, as amostras de plasma seminal semanais de cada
animal passaram a constituir um pool mensal, no qual foi realizado a determinacgéo das
concentracbes de frutose (método de Selliwanoff), de glicose (GOD-Thrinder),
colesterol total (Método colorimétrico - Enzimatico de Trinder) e proteinas totais

(método do Biureto).

5.6.Analise Estatistica
O experimento foi conduzido obedecendo um delineamento experimental
inteiramente casualizado. Para analise dos dados utilizou-se o programa estatistico SAS

versdo 9.1 (2003). Procedeu-se ao estudo da analise de variancia utilizando-se o

31



procedimento GLM do SAS para testar os efeitos de animal, més de coleta do sémen,
presenca ou auséncia de gel no ejaculado, da cor e do aspecto sobre 0s parametros
seminais e bioquimicos de coelhos.

Algumas variaveis que apresentaram coeficiente de variacdo muito elevado
sofreram transformacéo para atender a condicdo de normalidade dos dados, podendo
assim serem submetidas a analise de variancia. O volume do ejaculado, volume de
plasma seminal e a concentracdo sofreram transformacéo logaritmica. A motilidade foi
transformada pelo arco seno, constatando-se efeitos significativos as médias foram
comparadas pelo teste t-Student com 5% de probabilidade de erro.

Procedeu-se ainda ao estudo das correlagdes simples de Pearson, para
observacdo do grau de associacdo, entre aos parametros seminais e bioquimicos de
coelhos, entre si, e destes com as variaveis climéticas coletadas durante o periodo
experimental, e ainda o indice de temperatura e umidade (ITU) obtido no interior da

instalagdo no decorrer do ano.
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6.RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, ndo foi possivel a caracterizacdo das épocas do ano
utilizando os dados climatoldégicos médios de precipitacdo, umidade e temperatura,
referentes ao periodo em que transcorreu o experimento, uma vez que os baixos indices
pluviométricos observados no ano experimental ndo apresentaram diferencas
significativas. Foram utilizados somente os dados das variaveis climéticas que formam
0 micro-clima dentro da instalacao.

Os valores mensais para a temperatura ambiental, a umidade relativa do ar e o
indice de temperatura e umidade encontradas dentro da instalacdo durante o periodo

experimental s&o mostrados na tabela 1.

Tabela 1 — Médias e erros-padréo da temperatura ambiental (T°C), da umidade relativa
e do indice de temperatura umidade (ITU) mensurados dentro da instalacdo durante o
periodo experimental.

Umidade relativa

Més Ano T°C do ar ITU
%
Outubro o 28,92 + 0,03 63,38 + 0,30 27,27 £ 0,03
Novembro S 29,23 +0,04 63,51 + 0,23 27,54 + 0,03
Dezembro o 29,34 + 0,04 68,37 + 0,36 27,87 £ 0,02
Janeiro 29,65 + 0,03 67,18 + 0,17 32,52 +0,03
Fevereiro 30,26 + 0,03 67,79 £ 0,23 33,28 £ 0,02
Marco o 30,03 +0,15 69,98 + 0,93 33,60 + 0,57
Abril g 28,72 + 0,05 80,60 + 0,23 31,99 + 0,05
Maio ~ 28,44 + 0,06 76,43 + 0,64 31,44 + 0,05
Junho 28,27 + 0,07 71,47 +0,73 31,03 £ 0,05
Julho 28,00 + 0,08 64,15 + 0,64 25,20 + 0,07
Agosto 28,23 + 0,05 57,46 + 0,32 30,38 + 0,06
Setembro 29,10 + 0,04 50,84 + 0,52 31,10 + 0,03

Ressalta-se, mais uma vez, que a temperatura média do galpdo durante a
conducdo do experimento foi de 27,92 a 30,29 °C. De modo que, o ITU demonstrou que
na maior parte do tempo, 0s animais encontravam-se em uma faixa classificada como
estresse térmico muito severo por calor. Segundo Muller (1982), a zona de conforto
térmico para coelhos esta situada entre 15 e 20 °C e com o limite maximo de 30 °C,

acima desta, os efeitos negativos se tornam mais evidentes sobre a fisiologia do animal

33



(ROCA, 1998). Além disso, quando os coelhos sdo submetidos a temperaturas fora da
sua zona de conforto, passam a gastar mais energia para manter sua temperatura
corporal (MARAI et al., 2002b). Para Lebas et al. (1997), os coelhos sdo mais sensiveis
a umidades muito baixas (inferior a 55%) do que a umidade muito elevada e também as
mudancas bruscas nos graus de umidade. Ainda para os autores, o nivel higrométrico
ndo afeta o animal quando o mesmo vive em condic¢des 6timas de temperatura. Quando
a temperatura € muito alta, proxima a temperatura corporal do animal e a umidade é
elevada, o calor latente, na forma de vapor, ndo pode ser perdido porque a evaporacao é

muito pequena.

6.1. Parametros seminais

Tabela 2 — Medias e erros-padrdo mensais dos parametros seminais volume de sémen
(VolSem), volume de plasma seminal (VolPS), concentracdo espermatica (Conc.sptz),
vigor e motilidade de coelhos da raga Nova Zelandia Branca criados no Estado do
Ceara.

Meses VolSem VoIPS Conc.sptz Vigor Motilidade
(1ITU) (mL) (mL) (x10%sptz/mL) (1-5) (%)
Outubro a ab b cd b
(27.27+0,03) 0,46 + 0,01 0,37 £ 0,01 739 + 3,00 3,33+0,13 85+1
Novembro b cde a de d
(27.54.+0,03) 0,43 + 0,01 0,35+ 0,01 812 + 3,00 3,12+0,13 79+1
Dezembro be cde a a ab
(27.87£0,02) 0,42 + 0,01 0,35+ 0,01 805 + 3,00 3,82+0,13 85+1
Janeiro 043+0,01° 0,35 0,01%% 856 +3,00°0 3,53 +0,12" 85 + 1%

(32,52 +0,03)

(3,5 %eieg%z) 043+0,01®  035+001 5514300  339+013™  86+1%

(331'(\5"06‘;‘?8157) 044+0,01®  036+0,01"™  562+300% 358013 86+ 1¢
GLeoroos O03BOOL 03300 392£3,00°  305+0,1% 83+ 1°
a1, 4'\2"’_1_:%,05) 043+0,01°  036+0,01™ 3323007 3,380,113 83+1%
a3 13%“3% 05) 042%001°  037£0,01% 263300 3,03+0,13" 83+ 1"
s one o7y 040£001%  034:001"  505:300° 2774013 83+ 1°
(3023018%), 0p) O44E001" 037001 542£3007  312:013" 851

Selembro - g46+0,01¢  0,39+0,01° 450 £300°  312+01% 841

(31,10 + 0,03)

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si para P<0,05.

Na avaliacdo microscopica do sémen foi possivel identificar um grande nimero

de granulos arredondados que se apresentaram como constituintes constantes do sémen
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dos coelhos durante todo o periodo experimental, estando de acordo com a literatura
(MOURVAKI et al., 2010; CASTELLINI et al., 2006).

Os parametros seminais analisados estdo sumarizados na tabela 2. Os valores
obtidos neste estudo sdo consistentes com aqueles relatados para coelhos Nova Zelandia
Branco e confirmam a boa qualidade do sémen (MOURVAKI et al., 2010; ANDRADE
et al., 2008; HERNANDEZ et al., 2004).

O presente estudo permitiu identificar trés niveis de ITU: auséncia de estresse
térmico ITU < 27,8 (outubro e novembro de 2009, julho de 2010), estresse térmico
moderado 1TU 27,8 — 28,9 (dezembro/ 2009) e estresse térmico muito severo (janeiro —
junho, agosto-setembro/ 2010).

Os paréametros seminais foram influenciados significativamente (p<0,05) pelo
més de coleta (Tab. 2), independente da presenca ou auséncia de estresse pelo calor.
Apesar disso, foi possivel verificar que a concentragdo espermatica reduziu
significativamente com o aumento do ITU e permaneceu em baixos indices durante todo
0 periodo de estresse térmico pelo calor. Este resultado foi similar ao encontrado por
diversos autores (MASRY et al., 1994; MARAI et al., 2002b). MARAI et al. (2002b)
afirmaram que esses fendmenos podem ser atribuidos aos efeitos adversos do estresse
térmico sobre o processo de espermatogénese com conseqiiente diminui¢cdo do niumero
de espermatozdides no ejaculado, que € de grande importancia na fertilidade do macho.

Estudos anteriores afirmaram que o estresse térmico resultou na reducdo nas
medidas testiculares (peso e comprimentos testiculares) (MARAI et al., 1991)

Ressalta-se ainda que a concentracdo espermatica foi um dos parametros
seminais que apresentou a maior variagdo entre 0s meses (tabela 2). Essa teve 0 seu
maior valor nos meses de dezembro, janeiro e fevereiro e 0s menores nos meses de
maio e junho. Pode-se ainda verificar que a concentracdo espermatica decresceu
gradualmente a partir do més de fevereiro. Segundo Roca et al. (2005), a producdo de
espermatozdides permanece estavel quando o ITU esta localizado entre 15 a 20,
comecando a decrescer quando 0 mesmo se aproxima a 30. Além disso, a exposicdo dos
animais a um ambiente de desconforto térmico, onde a temperatura e a umidade sdo
elevadas, leva a diminuicdo tanto dos pardmetros produtivos como dos reprodutivos
desta espécie (SZENDRO et al., 1999: MARAI et al., 2002b). Para Lebas et al.(1997),

quando os animais sdo submetidos a altas temperaturas (33°C), ocorre reducéo da libido
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em machos, o volume e a concentracdo espermatica dos ejaculados diminuem, podendo
interferir na motilidade espermatica mesmo apds curtos periodos de exposi¢cdo como até
8 ha 36 °C, ou ainda por um periodo médio, tal como 14 dias a 30 °C.

Neste estudo a motilidade e o vigor variaram ao longo dos meses, poréem
permaneceram em niveis viaveis durante todo o periodo de estresse térmico pelo calor.

Os volumes de sémen e de plasma seminal variaram amplamente ao longo dos
meses, entretanto, ndo é possivel afirmar que as oscilagcbes nos valores de ITU sejam
responsaveis por tais alteragdes. Este resultado também foi similar ao verificado por
Roca et al. (2005). Entretanto, estudos anteriores constataram uma reducdo no volume
dos ejaculados de coelhos com a elevacdo da temperatura ambiental e o incremento do
ITU (GARCIA-TOMAS et al., 2008; MARAI et al., 2001). Nesse estudo,
coincidentemente, os menores valores de volume de sémen e de plasma seminal foram
nos meses de abril e julho, ou seja, com estresse térmico muito severo e na auséncia de

estresse térmico, respectivamente.

6.2. Cor, aspecto e presenca de gel
Nas tabelas 3 e 4 pode-se observar os valores dos parametros seminais avaliados

de acordo com a cor e 0 aspecto do ejaculado.

Tabela 3 — Médias e erros-padrdo dos parametros seminais volume de sémen (VolSem),
volume de plasma seminal (VolPS), concentracdo espermatica (Conc.sptz), vigor e
motilidade de coelhos da raca Nova Zelandia Branca, de acordo com a cor e 0 aspecto
do ejaculado, criados no NE do Brasil.

Caracteristi Volsem VolPs Conc. Sptz Vigor Motilidade
aracteristica
(mL) (mL) (x10%sptz/mL) (1-5) (%)
Branca 0,38+0,00° 0,31+0,00° 562 +2,00° 3,40 + 0,082 82 +1°
c Amarela 0,50 +0,012 0,44+0,012 517 +4,00° 3,04+0,18° 86 + 0°
or
Bco-perolada | 0,42+0,01° 0,34+0,01° 560+4,00° 3,25+0,16% 83+1®
Marfim 0,40+0,01° 0,34+0,0° 631+3,00° 3,39+0,12% 85+ 1%
AquOs0 0,40+0,00° 0,34+0,00° 496 +2,00° 3,03+ 0,08 83 +0°
Aspecto | Cremo-leitoso | 0,47 0,022 0,39 £ 0,022 643 + 6,00 3,61 + 0,242 85 + 2
Leitoso 0,41+0,00° 0,35+0,00° 563+1,00% 3,17 + 0,06 85 + 0?

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si para P<0,05. Legenda: Bco-perolado — branco perolado.
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Na avaliagdo dos parametros seminais pela cor foi verificada uma ampla
distribuicdo dos valores seminais. Nos ejaculados de cor branca apenas o vigor
apresentou maior valor (p<0,05). J& nos ejaculados de cor amarela, o volume de sémen,
do plasma seminal e a motilidade foram significativamente maiores (p<0,05). Nos
ejaculados marfim a concentracdo espermatica foi melhor que nas demais cores de
ejaculados (p<0,05). Todavia, uma melhor verificacdo da qualidade seminal permite
constatar que caso o sémen seja selecionado pela cor, os ejaculados de cor branca
perolada sejam melhor representativos da boa qualidade do sémen. Segundo Alvarifio
(1993), a cor do ejaculado é influenciada pela concentracdo espermatica, de modo que o
autor afirmou que a cor branca perolada pode ser considerada um indicativo de boa
qualidade, semelhante ao que foi constatado nesse experimento.

Na espécie caprina, também foi observada variagdo na coloracdo do sémen
ejaculado (AHMAD e NOAKES, 1996) e alguns estudos sugerem que a pigmentacéo
do mesmo ndo é devido a fatores dietéticos e sim que esta caracteristica é hereditaria
podendo ser determinada por dominancia mendeliana (WHITE e LINCOLN, 1960).
Normalmente, em coelhos a cor amarela do sémen esté relacionada a presenca de urina,
devendo, portanto ser descartado (GARCIA-TOMAS et al., 2008). A presenca de sémen
com uma coloracdo ligeiramente amarela (branco amarelado) foi relatada por Della
Porta et al. (1992) tendo sido caracterizado como um ejaculado de baixa concentracéo
espermatica, geralmente aquoso. Resultados semelhantes foram encontrados no estudo
atual, visto que as amostras com coloracdo amarela apresentaram baixa concentracdo de
espermatozdides, todavia com boa motilidade.

Quanto ao aspecto, 0s ejaculados aquosos apresentaram 0s menores indices para
todas as caracteristicas analisadas, enquanto que no aspecto cremo-leitoso de uma
maneira geral foram observados os melhores resultados.

Os dados contidos na tabela 3 sugerem que para os parametros analisados, 0s
ejaculados de coloracdo marfim e branco perolado, aliadas ao aspecto cremo-Ileitoso ou
mesmo leitoso podem ser indicativos de boa qualidade seminal. Resultados semelhantes
foram encontrados por Scapinello et al. (1997), que também afirmaram que, a
combinacdo dessas caracteristicas, cor clara e aspecto aquoso sdo indicio de baixa

concentracdo espermatica, podendo ser relacionada ao estresse térmico provocado pelo
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aumento da temperatura ambiental (SCAPINELLO et al., 1997; MORERA et al.,1995),
portanto, considerado um sémen de baixa qualidade.

No que se refere aos parametros bioguimicos, ndo foram observadas diferencgas
significativas em relacéo as diferentes cores do ejaculado. Em caprinos a pigmentacéo
amarela esta relacionada a alta concentracéo de riboflavina (MENDONZA et al., 1989).
Os mesmos autores encontraram que as concentracGes de riboflavina e frutose no
plasma seminal foram significativamente mais altas no sémen amarelo que no branco.

As concentracOes de glicose e frutose variaram significativamente de acordo
com o aspecto (p<0,05). J& as concentracdes de colesterol total e proteinas totais ndo
sofreram variagoes.

Tabela 4 — Médias e erros-padrdo dos parametros bioquimicos concentracdes de
glicose, frutose, colesterol total e proteinas totais do PS de coelhos da raca Nova
Zelandia Branca, para a cor e aspecto do ejaculado, criados no NE do Brasil.

] Colesterol  Proteinas
o Glicose Frutose _
Caracteristica total totais
(mg/mL) (mg/mL)
(mg/mL) (g/mL)
Branca 18,20+0,36  138,00+1,58  4491+041 2,73+0,01
c Amarela 18,66 +0,80 139,26 +3,48  44,39+0,91  2,69+0,02
or
Bca- perolada | 18,55+0,70 135,70 £ 3,05 44,89 + 0,80 2,71+0,02
Marfim 18,11+0,55  136,38+2,38  4547+0,62 2,73+0,02
AQquOoso 19,48 £0,34* 140,04+151®  4553+0,39 2,70+0,01
Aspecto | Cremo leitoso | 16,46 +1,05° 131,06 +4,58"  43,74+120  2,75+0,03
Leitoso 19,20 +0,27* 140,90 +1,17*  45/48+0,30 2,70+ 0,009

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si para P<0,05. Legenda: Bco-perolado — branco perolado.

Os ejaculados com o aspecto aquoso e leitoso apresentaram as maiores

concentraces de glicose e frutose. A alta concentracdo de frutose e glicose parece estar
relacionadas com a baixa concentracdo espermatica encontrada principalmente no
sémen do tipo aquoso (Tab. 4). Outros estudos ja relataram a existéncia de uma
correlacdo negativa entre os niveis desses metabolitos e a concentracdo espermatica
(FREUD e MURPHREE, 1959; LU et al., 2007). Segundo esses mesmos autores, as
maiores concentracdes e a motilidade espermatica promovem um maior consumo de

energia, ou seja, ha um consumo mais rapido do carboidrato.
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Os parametros seminais ndo foram influenciados pela auséncia ou presenca de
gel nos ejaculados (Tab.5), uma vez que o mesmo, quando presente, foi retirado antes
da realizacdo das avaliagoes.

Tabela 5 — Médias e erros-padrdo dos pardmetros seminais volume de sémen (VolSem),
volume de plasma seminal (VolIPS), concentracdo espermatica (Conc.sptz), vigor e
motilidade de coelhos da raca Nova Zelandia Branca, segundo a presenga ou auséncia
de gel no ejaculado.

Gel VolSem VolIPS Conc.sptz Vigor Motilidade
(mL) (mL) (x10°sptz/mL) (1-5) (%)

CG 0,43 +£0,01 0,36 £0,01 540 + 3,00 3,33+0,12 80,0 £0,00

SG 0,43 +£0,01 0,36 £0,01 594 +2,00 3,21+0,11 80,0 £0,00

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si para P<0,05. Legenda: CG — com gel; SG — sem gel.

Segundo recomendacdo do IRRG (Internacional Rabbit Reproduction Group)
propostas em 2005, as avaliagbes dos parametros seminais devem ser feitas somente
apos a remocdo da fracdo gel dos ejaculados identificada visualmente apés a coleta do

sémen.

Tabela 6 — Médias e erros-padrdo dos parametros bioquimicos concentracdes de
glicose, frutose, colesterol total e proteinas totais do PS de coelhos da raca Nova
Zelandia Branca, segundo a presenca ou auséncia de gel no ejaculado.

Colesterol Proteinas
total totais
(mg/mL) (g/mL)
CG 17,42 +0,53° 133,63+2,30° 45,16 +0,60 2,72 +0,01
SG 19,36 +0,47% 141,04+ 2,04 44,67 +054 2,71+0,01

Legenda: CG — com gel; SG — sem gel. Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si para P<0,05.

Glicose Frutose

Gel (mg/mL) (mg/mL)

Ja no que se refere aos parametros bioquimicos, somente as concentracfes de
glicose e frutose foram influenciadas pela presenca ou auséncia do gel nos ejaculados
(Tab.6). As concentracdes de glicose e frutose foram maiores nos ejaculados que néo
continham gel. Entretanto, as concentracdes de colesterol total e proteinas totais ndo
foram influenciadas pela presenca ou auséncia de gel. Ndo foram encontrados, na
literatura, relatos acerca da presenca ou auséncia de gel nos ejaculados de coelhos sobre

as caracteristicas seminais e bioquimicas.
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6.3. Parametros bioquimicos

As concentracbes mensais dos componentes bioquimicos do PS sdo mostradas

na Tabela 7.

Tabela 7 — Médias e erro-padrdo mensais dos parametros bioquimicos do PS de coelhos
da raca Nova Zelandia Branca criados no Estado do Ceara.

) Proteinas
Meses Glicose Frutose Colesterol total totais
(ITV) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (g/mL)
Outubro
(27,27 +0,03) 20,44 + 0,572 89,66 + 2,47 37,77 + 0,65° 2,58 + 0,02
Novembro
2754 +0.03 21,42 + 0,582 93,93 + 2,53 45,20 + 0,66 2,47 +0,02"
(27, ,03)
Dezembro
2787 +0.02 18,78 + 0,58 61,07 + 2,55° 44,36 + 0,67% 2,85+ 0,02°
(27, 02)
Janeiro
3252 +0.03 17,07 + 0,54° 144,92 + 2,37¢ 43,35 + 0,62 2,63 +0,02%
(32, ,03)
Fevereiro
33.28 + 0.02 18,83 + 0,57™ 143,24 + 2,49 49,36 + 0,65° 2,62+ 0,02
(33, 02)
Marco
(33,60 + 0,57) 18,06 + 0,55° 162,32 +2,41° 46,17 + 0,63 2,81+0,02°
Abril
(31,99+0,05)  17,60+0,58° 182,92 £ 2,542 46,57 + 0,66 2,72 £0,02°
Maio
(31,44+0,05)  14,35+0,56° 159,61 + 2,44° 46,86 + 0,64° 2,82+0,02
Junho
(31,03+0,05)  19,22+057° 167,87 £2,48" 46,85 + 0,65 2,93 +0,028
Julho
(2520+0,07)  1858+056>  147,55+245° 44,73 +0,64" 2,94 +0,022
Agosto
(30,38+0,06)  17,06+0,57° 168,31 2,47 43,11+ 0,65 2,67 +£0,02°
Setembro
(31,10+0,03)  18,63+0,63°  126,62+273° 44,64 0,72 2,54 +0,02°

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si para P<0,05.

Os resultados para as avaliagdes bioquimicas encontrados no plasma seminal

estdo coerentes com as caracteristicas do sémen. Dessa forma, os parametros
bioguimicos variaram significativamente (p<0,05) em funcdo do més. Embora tenha
sido constatada que durante a maior parte dos meses do ano, 0s animais se encontravam
em condicGes de estresse térmico severo. Exceto outubro e novembro de 2009, e julho
de 2010, nos quais ndo foi constado estresse téermico. A glicose no plasma seminal de
coelhos foi encontrada em baixa concentracdo, variando de 13,8 a 22 mg/dL. Nos meses
de outubro e novembro foram encontradas as concentragbes mais altas de glicose

seminal, que por sua vez, foi o constituinte seminal que apresentou a menor variagdo
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mensal. Em bovinos, esse acucar foi identificado ocasionalmente no sémen (MANN,
1946). Nesse estudo, a glicose foi encontrada de forma efetiva no plasma seminal.

As proteinas totais estavam elevadas em junho (estresse térmico muito severo) e
continuaram em julho (auséncia de estresse térmico). Os estudos acerca do efeito do
estresse pelo calor sobre as proteinas totais sdo controversos, pois algumas pesquisas
mostraram que as proteinas totais sdo mais elevadas no verdo (2,52 g/dL) do que na
primavera (1,38 g/dL) (OKAB, 2007). Outros observaram resultados contrarios (EL-
MASRY et al., 1994). Entretanto, MARAI et al. (2002a) encontraram concentracdes
mais elevadas de proteinas totais na auséncia de estresse térmico (6,9 + 0,5 g/dL) do que
sob estresse térmico (5,8 £ 0,2 g/dL), porém sem diferencas significativas entre as
concentragdes.

Foram constatadas diferencgas significativas das concentragcdes de frutose entre
os diferentes meses do ano (Tab. 7). As menores concentragdes foram encontradas na
auséncia de estresse térmico (outubro/novembro) e com estresse térmico moderado
(dezembro). Na espécie cunicula, a concentracdo de frutose no plasma seminal é
consideravelmente baixa quando comparada a ruminantes (MANN, 1946; CATUNDA,
2007). Entretanto o atual estudo, as concentracdes foram maiores que os relatados por
Holtz e Foote (1978) e menores que 0s encontrados por Mann (1946) e Yousef (2005).
Estudos anteriores demonstraram que a concentracdo de frutose no sémen de coelhos é
menor nos meses da primavera quando a concentracdo de testosterona no plasma
seminal e no sangue esta baixa (OKAB, 2007). Portanto, as concentrac6es de frutose no
plasma seminal refletem a atividade da testosterona e a qualidade do sémen (MANN e
PARSON, 1947; OKAB, 2007). Alguns autores afirmaram que ha uma relacdo entre a
baixa concentracdo espermatica, a frutose seminal e a fertilidade em bovinos (BISHOP
et al., 1954; ERB et al., 1956). Nesse estudo, a concentracao foi mais alta nos meses
mais quentes e sob estresse térmico muito severo demonstrando o efeito positivo do
calor ambiente sobre a concentracdo de frutose. Estes resultados diferiram do
encontrado em coelhos por Okab (2007), e nas espécies ovinas e a caprinas, que
afirmaram que a frutose sofre influéncia negativa da temperatura (GLOVER, 1956;
SANTOS et al., 1998).

A concentracdo de colesterol total no plasma seminal de coelhos no presente

experimento foi mais baixa que o encontrado por outros autores (EL-MASRY et al.,

41



1994; MARAI et al., 2002a; YOUSEF, 2005; CASTELLINI et al., 2006). Marai et al.
(2002a) encontraram no plasma seminal, concentracfes de 83,3 + 3,5 mg/dL na
auséncia de estresse térmico e de 75,8 + 4,6 mg/dL sob estresse térmico, porém sem
diferenca significativa entre as concentragdes. EI-Masry et al. (1994) encontraram 52,2
+3,26 mg/dL no inverno e encontraram 68,3 +5,66 mg/dL no verdo. No estudo atual, a
concentracdo de colesterol total variou significativamente ao longo dos meses, mas a
maior e menor concentragdes foram verificada em fevereiro e outubro, respectivamente.
Estudos recentes mostraram que a maior parte do colesterol estd contida dentro de
vesiculas que sao tipicamente encontradas no plasma seminal de coelhos, representando
73,7% do colesterol total (CASTELLINI et al., 2006). No presente estudo, a
metodologia utilizada para a determinacdo do colesterol total ndo incluiu a mensuracao
do conteudo das vesiculas seminais. Castellini et al. (2006) afirmaram que os lipidios
s&o os principais constituintes do plasma seminal de coelhos.

As mudancas nas caracteristicas seminais devido a varia¢des no clima podem ser
devido a diferencas na ingestdo de alimentos e a outros fatores tais como fertilidade,
esterilidade, nimero de ejaculados e libido (MARAI et al., 2002b).

6.4. Estudos das correlagdes dos parametros seminais e bioquimicos

O estudo das correlacbes de Pearson demonstrou associacdes significativas
(baixas e moderadas), positivas e negativas entre 0s parametros seminais e 0S
biogquimicos (Tab.8). O ITU apresentou associacdo fraca com a concentracao
espermatica, glicose e o colesterol total. Tais resultados sugerem leve interferéncia do
estresse térmico sobre a qualidade do sémen, todavia, ndo conclusiva. Ressalta-se ainda,
gue esse parametro também se correlacionou moderada e positivamente com a frutose.

Foram encontradas correlagdes significativas, positivas e moderadas entre a
motilidade e o vigor, que por sua vez, associou-se positivamente com a concentracdo
espermatica. Nesse estudo foi encontrada correlacdo negativa da concentracdo
espermatica com a frutose. Alguns estudos também encontraram correlacdo negativa
entre a concentracdo de frutose com a concentracdo e a motilidade espermatica em
bovinos (FREUD e MURPHREE, 1959) e humanos (LU et al., 2007). Freud e
Murphree (1959) sugeriram que maiores concentragBes esperméticas e a motilidade

espermatica promovem um maior consumo de energia, ou seja, hd& um consumo mais

42



répido do carboidrato. Os espermatozdides de coelhos podem produzir ATP a partir da
glicélise ou da fosforilacdo oxidativa, mas nesta espécie as células dispdem também do
sistema “shuttle” dos fosfatos, que utiliza as enzimas creatinina quinase e adenilato
quinase, permitindo a re-sintese de ATP em compartimentos celulares diferentes das
mitocondrias (LIGUORI e BELLEZZA, 2003). A alta atividade da adenilato quinase
parece desenvolver papel fundamental na elevada concentracdo de ATP, desse modo, 0
espermatozdide, se conservado em meio contendo plasma seminal, sobrevive por
aproximadamente seis horas (LIGUORI e BELLEZZA, 2003). No estudo atual, apesar
da baixa correlagdo encontrada entre vigor e a frutose e também com a glicose, 0s
resultados indicam que os espermatozoOides de coelhos também utilizam a glicose
seminal como fonte de energia, e ndo apenas a frutose do plasma seminal para a

manutengéo de suas atividades metabolicas.
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Tabela 8 — CorrelagGes simples de Pearson para os parametros bioquimicos e seminais do sémen de coelhos da raca Nova Zelandia Branca

criados no Estado do Ceard, nordeste do Brasil.

VolSem VoIPS Concsptz Vigor Motilidade Glicose Frutose ColTotal Pttotal Tretal
ITU 0,00679 -0,00225 -0,10978** 0,07477**  0,00570 -0,10745** 0,27961**  0,15077** -0,06521*  0,02611
VolSem 0,93431** -0,00144 0,07556*  -0,01293 0,00885 -0,00885 -0,22386* -0,28081 0,02609
VolPS -0,02734 0,06166*  -0,02387 0,00340 0,01395 -0,22529 -0,27041 0,02701
Concsptz 0,22576**  -0,02681 -0,07644*  -0,32964** -0,09007* -0,11476 -0,04875*
Vigor 0,38538** -0,11341** -0,15177** -0,02011 -0,08217 0,02839
Motil. -0,04286 -0,01444 0,05048* 0,04063 -0,05308*
Glicose 0,20436**  0,11574** 0,13178** 0,01999
Frutose 0,22621** 0,32773**  -0,05611*
ColTotal 0,35673** 0,01046
Pttotal -0,09376**

ColTotal: colesterol total, Concsptz

: concentracdo espermatica, Pttotais: proteinas totais, ITU: indice de umidade e temperatura.

*P<0,001 **P<0,0001. ColTotal: colesterol total, Concsptz: concentracdo espermatica
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Os parametros bioquimicos apresentaram correlagdes entre si. A frutose
associou-se, moderadamente, com a glicose, colesterol total e as proteinas totais.
Entretanto, a glicose mostrou baixa correlagdo com o colesterol e as proteinas. Tais
correlagdes podem ser explicadas pela provavel origem comum destes constituintes na
propréstata  (MANN, 1946). Todavia, estudos mais profundos necessitam ser
conduzidos, visto que, a origem da glicose ainda é incerta, pois sua presen¢a no plasma
seminal de coelhos foi citada apenas por Mann em 1946.

Conforme afirmado anteriormente, os lipidios sdo os principais constituintes do
PS de coelhos, sendo o colesterol fracdo abundante desse fluido (CASTELLINI et al.,
2006). Os autores afirmaram ainda que este contetido esta localizado principalmente nas
gotas e vesiculas que sdo tipicas do plasma seminal. Acredita-se que se o colesterol
desses constituintes tivesse sido mensurado os valores de correlacdo teriam sido
significativos, pois foram implicados positivamente com a qualidade seminal
(CASTELLINI et al., 2006).

45



7. CONCLUSAO

Os resultados permitiram concluir demonstram que os coelhos criados no
nordeste do Brasil sdo perfeitamente adaptados, pois apresentam caracteristicas
seminais e bioquimicas normais, apesar da existéncia de estresse térmico. Ressalta-se
ainda que, 0s animais apresentam menor porte que 0s animais da mesma raga criadas

em regides subtropicais e temperadas do mundo.

As concentragdes de frutose no plasma seminal de coelhos criados em clima
tropical estdo dentro dos parametros considerados normais para a espécie. Quanto ao
colesterol total, acredita-se que a baixa concentracdo encontrada nesse experimento foi
devido a metodologia adotada, que ndo permitiu mensurar o colesterol presente no
interior dos granulos tipicos do plasma seminal de coelhos. Nesse experimento foi
identificada pela primeira vez que a glicose é um constituinte comumente presente no

plasma seminal de coelhos.

Também foi permitido constatar que, os parametros seminais foram melhores
representados nos ejaculados de aspectos cremo-leitoso e leitoso, permitindo uma
selecdo mais eficiente da qualidade seminal dos ejaculados por esta caracteristica do que

pela cor.
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