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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito da adi¢cdo e da composi¢do do
plasma seminal (PS) sobre as caracteristicas dos espermatozéides epididimarios (EEP) de
caprinos. Utilizaram-se oito machos caprinos para obten¢cdo do PS, que foi obtido em
coletas prévias e armazenado a -18° C até que se procedessem a sua adi¢do aos EEP e as
andlises bioquimicas. Os EEP foram obtidos da cauda do epididimo pelo método de
castracdo cirdrgica. Do “pool” de EEP foram retiradas quatro aliquotas de 100 puL, sendo
que em duas delas foram adicionados 120 puL de PS e nas outras duas ndo. Duas aliquotas,
uma com e outra sem PS, foram diluidas a uma concentragdo de 200 x 10° sptz/ mL, no
diluidor citrato-gema (CG) e no diluidor tris-gema (TG). As amostras foram avaliadas
quanto ao vigor, a motilidade e a taxa de degradacdo da motilidade (TDM) no seu estado
fresco e pelo teste de termorresisténcia lento, apds duas e 24 horas de conservacdo. Para a
determinagdo dos niveis de frutose e de proteinas totais foram utilizados os kits especificos
da In Vitro Diagnéstico S/IA®. A determinacgdo da atividade da fosfolipase A, foi realizada
pela técnica do pH-stat. Para a andlise dos dados foi utilizado o programa estatistico SAS®.
Os resultados demonstraram que a adicdo de PS aos EEP diminuiu significativamente os
parametros seminais avaliados, exceto no diluidor TG quando os animais foram agrupados
em funcdo da concentragdo de proteinas totais do PS. Além disso, o TG, quando utilizado
para conservar os EEP adicionados de PS de baixa concentracao de frutose (540 mg/dL)
preservou melhor as caracteristicas seminais avaliadas. Concluiu-se que a concentracio
inicial de frutose no PS influenciou positivamente a qualidade de conservacdo dos
espermatozoéides epididimdrios; ja a de proteinas totais afetou apenas a conservagdo no CG
e a intensidade de atividade da fosfolipase A, ndo interferiu na conservacdo a 5 °C dos

espermatozdides epididimdrios de caprinos.

Palavras-chave: caprino, espermatozdide epididimadrio, fosfolipase A,, frutose e proteinas

totais.
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ABSTRACT

The objective of this study was to verify the effect of the addition and of the
composition of the seminal plasma (SP) on the characteristics of the epididymal
spermatozoa (ES) of goat. Eight goat males were used for obtaining of the biological
material so that, the SP it was obtained in previous collections and stored at -18 °C until
that proceeded to the addition to ES and the biochemical analyses. ES were obtained of
the tail of the epididymal by the method of surgical castration. Four sample of 100 uL. were
removed from the "pool" of ES, and in two of them 120 UL were added of SP. Two
sample, one with and other without SP, were diluted in a concentration of 200 x 10° sptz /
mL, in the extender citrate-yolk (CY) and in the extender tris-yolk (TY). The samples were
evaluated the vigor, motility and motility degradation rate (TDM) in fresh state and for the
test of slow thermoresistence, after two and 24 hours of conservation. For the
determination of fructose levels and total proteins were used specific kits of In Vitro
Diagnéstico S/A®. The determination of activity of the phospholipase A, was realized by
the technique of the pH-stat. For the analysis of the data was used the statistical program
SAS®. The results demonstrated that the addition of SP to ES reduced seminal parameters
significantly, except in the extender TY when the animals were to grouped in function of
concentration of total proteins of SP. Besides, the TY, when used to conserve the ES added
of SP with low fructose concentration (540 mg/dL) preserved the seminal characteristics
better. It follows that the initial concentration of fructose in the seminal plasma influenced
the quality of conservation of the epididymal spermatozoa; as for the total proteins just
affected the conservation in the citrate-yolk and the intensity of activity of the
phospholipase A, did not interfere in the conservation at 5 °C of the epididymal

spermatozoa of goat.

Keywords: goat, epididymal spermatozoa epididymal, phospholipase A,, fructose and

total proteins.
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1. INTRODUCAO

O epididimo de mamiferos € divido anatomicamente em trés regides distintas
(cabeca, corpo e cauda) e as secrecdes produzidas pelo epididimo sdo responsdveis por
mudangas na estrutura do espermatozdide (JAN MARTAN, 1969). Pesquisas realizadas
em numerosos mamiferos t€m levado ao paradigma de que o epididimo desempenha um
importante papel na reproducdo do macho devido ao transporte, maturagio e
armazenamento espermatico (WHITE, 1973; JONES, 1999), pois os espermatozédides que
deixam os testiculos sdo incapazes de fertilizar o odcito, de forma que adquirirem esta
potencialidade durante o transito epididimério (AMANN et al., 1993; MULLER et al.,
1997; JAISWAL e MAJUMDER, 1998). Outros estudos tém demonstrado que o transito
epididimario e a ejaculagdo s@o etapas cruciais na maturacio e viabilidade espermdtica de
mamiferos (MULLER et al., 1997) e que o gameta masculino est4 sob continuo processo
de modificacdo (THIBAULT e LEVASSEUR, 1991; AMANN et al., 1993).

No que se refere ao PS, diversas pesquisas demonstraram que este contém uma
variedade de constituintes que participam do metabolismo esperméatico como: a frutose,
fornecendo energia ao espermatozdide (MANN, 1946), as proteinas especificas
(CALVETE et al., 1994) e os minerais (KAYA et al., 2002), que modulam as funcdes
espermdticas e a fosfolipase A; que em caprinos reduz a qualidade espermadtica
(PELLICER-RUBIO et al., 1997).

Todavia, ndo ha relatos na literatura se diferentes concentracdes de frutose e de
proteinas totais no PS de caprinos podem interferir na conservagdo dos espermatozoides,
do mesmo modo que ndo existem relatos se a intensidade de atividade da fosfolipase Aj
encontrada no PS, em condig¢des tropicais, pode interferir negativamente na conservagio

das células germinativas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Espermatozoéides epididimarios.

Os espermatozdides de mamiferos sdo levados dos testiculos ao Orgio
copulatério através de um complexo sistema de ductos genitais. Deste modo a maior parte
do sistema excretor é chamada de epididimo. O epididimo e as glandulas sexuais
acessorias podem desempenhar um importante papel no metabolismo espermaético, tais
como a capacitacdo e a motilidade espermatica. Segundo Amann (1986) o segmento inicial
do epididimo tem a fun¢fo de reabsorcdo, enquanto o segmento intermedidrio tem a funcéo
de maturagdo espermdtica e o segmento terminal esta envolvido com o armazenamento dos
espermatozéides férteis. Além disso, a duracdo do transito epididimério varia com a
espécie animal.

Os EEP sofrem importantes mudangas estruturais e funcionais a medida que
entram em contato com as secre¢des epididimarias e percorrem o epididimo. Uma vez que
no processo de maturacdo dos espermatozdides epididimarios estdo envolvidas diversas
proteinas provenientes do fluido epididimal (JOHNSTON et al., 2001).

Gatti et al. (2000) afirmaram que ocorre uma relacdo entre a secrecio no
epididimo e a varia¢do na composi¢do da membrana espermética em ovinos. Estes autores
sugeriram que uma protefna secretada pelo epitélio epididimal com 17 kDa exerce papel na
motilidade espermdtica. Além disso, algumas proteinas hidrofébicas encontradas no
epididimo poderiam estar envolvidas no transporte, transferéncia ou transformacio de
lipidios.

Os EEP de bovinos metabolizam o piruvato através do ciclo do 4cido citrico
(VAN DOP et al., 1977), de forma que em condi¢gdes anaerdbicas os EEP produzem ATP
via conversdo do piruvato a lactato, por meio da oxidacdo do NADH + H™ a NAD". Além
disso, a adi¢do de frutose ao EEP re-estabeleceu a motilidade, entretanto a adi¢cdo de
lactato, acetato ou acetoacetato ndo foram eficazes para a motilidade (VAN DOP et al.,
1977). Halangk et al. (1990) constataram que a taxa respiratéria, a motilidade e o consumo
de ATP dos EEP de bovinos foram mais baixos que dos espermatozdides ejaculados e que

os substratos enddgenos dos EEP sao suficientes para este baixo metabolismo. Contudo,



para o aumento da atividade metabdlica, os EEP necessitam de substratos exdgenos tais

como a frutose.

2.2. Principais constituintes do plasma seminal e sua acdo sobre os espermatozdides

durante a ejaculacio.

O plasma seminal é o produto das secre¢cdes das glandulas anexas do macho
(proéstata, vesicula seminal e glandula bulbo-uretral), epididimo, ducto deferente e ampola
dos ductos deferentes (EVANS e MAXWELL, 1990). Este é constituido de aminoacidos,
peptideos, proteinas, agticares, acido citrico, minerais, fosfatases e prostaglandinas. O
plasma seminal exerce papel essencial na reproducdo, a2 medida que serve de nutriente para
os espermatozdides, estimula o metabolismo espermatico e transporta as células
espermdticas até o trato genital feminino. Sobretudo, os constituintes do plasma seminal
mantém a motilidade espermdtica e a habilidade de alcangar, reconhecer e se ligar ao
odcito (EVANS e MAXWELL, 1990; MAXWELL e JOHNSON, 2000). Segundo Guerra
et al. (2004), o plasma seminal contém antioxidantes importantes para a preservagdo dos
espermatozdides.

Hafez e Hafez (2000) constataram que o plasma seminal contém diversos {ons
tais como, sédio, potdssio, cloreto, cédlcio e magnésio. Estes autores relataram que o
potéssio esta correlacionado com a viabilidade espermatica e o cdlcio regula a fisiologia do
espermatozéide. Contudo, as glandulas vesiculares secretam agucares como a glicose,
ribose, sorbitol, inositol e frutose que atuam no metabolismo energético do espermatozodide
(Hafez e Hafez, 2000). No tocante a isto, Catunda (2007) concluiu que existe influéncia da
época do ano sobre a variagdo na composicao bioquimica do plasma seminal de caprinos e
tais variagdes se ddo sobre o célcio, fésforo, magnésio, proteinas totais, acido citrico e
frutose.

A literatura mostra uma divergéncia no papel do plasma seminal sobre os
espermatozéides. Uma vez que relatos sugerem que o plasma seminal contém fatores que
influenciam beneficamente a fertilidade do macho (AURICH et al., 1996). Enquanto outros
trabalhos sugerem que a presenga do plasma seminal no meio de conservagdo interfere no
comportamento dos espermatozdides em suportar a congelacdo, além de conter fatores que
impedem a reagdo acrossOmica e inibe a capacitacdo espermdtica nos processos de

fertilizagdo in vitro (CORTEEL, 1974; KATSKA et al., 1996).



2.2.1. Frutose do plasma seminal e o0 metabolismo energético na célula espermatica.

Apesar do fato da célula espermdtica ndo dispor de um grande niimero de
organelas envolvidas com os processos do metabolismo energético, a mesma possui as
enzimas necessdrias para que ocorram as reacdes proprias do processo de respiracio
celular como, a glicélise, o ciclo do acido tricarboxilico, a oxidag¢do dos acidos graxos, o
transporte eletrolitico e possivelmente o desvio monofosfato hexose (MANN, 1974).

A principal fung@o da frutose é suprir energeticamente o espermatozdide na
forma de um material facilmente fermentdvel. Apesar disso, sabe-se que em aerobiose, a
frutose ndo € a unica fonte de energia para o espermatozodide, que mesmo privado de
frutose, pode sobreviver na presenca de O, devido a utilizagdo de outras substincias
(MANN, 1946). Todavia, em condigdes anaerdbicas o espermatozéide depende
amplamente da frutose, e a cessacdo da frutdlise, invariavelmente termina sua atividade
(MANN, 1946; LODGE e SALISBURY, 1963). Além disso, os espermatozdides utilizam
a frutose pela via glicolitica convencional, como as outras células (FLIPSE e
ANDERSON, 1969; HARRISON, 1971). Estudos tem mostrado que a habilidade do
espermatozéide em utilizar igualmente a frutose, a glicose ou a manose deve-se ao fato
destes trés agucares entrarem no ciclo da glicélise por meio da reacdo da hexoquinase com
o ATP, seguida pela formacdo do monofosfatohexose até acido lactico (MANN, 1945;
MANN, 1946; KING et al., 2006). Alguns estudos encontraram correlagcdo negativa entre o
nivel de frutose e a concentragdo e motilidade espermaticas (ERB et al., 1956; FREUND e
MURPHREE, 1959; LU et al., 2007). Entretanto, ndo foi observada qualquer correlacdo
entre a taxa de frutdlise e a fertilidade, nem diferenca entre a frutélise nos diferentes
reprodutores bovinos (FREUND e MURPHREE, 1959), sugerindo que as diferengas na
utilizacao de frutose podem ser atribuidas pelas diferengas na concentragdo espermética, no
nivel de frutose inicial e na motilidade espermadtica inicial. Outros autores, porém, sugerem
que a mensuragdo da atividade frutolitica (glicdlise anaerébica) nédo €, provavelmente, um
bom indicativo da taxa relativa do metabolismo espermadtico, desde que os resultados
possam variar amplamente, dependendo das condi¢des usadas (LODGE e SALISBURY,
1963).

A frutose € produzida pelas glandulas vesiculares, porém em animais que ndo

as possuem, a reserva energética de frutose € suprida pela prdstata, como observado em



coelhos (MANN, 1946). Alguns autores sugerem que a frutose seminal comporta-se como
um marcador das funcdes das vesiculas seminais (LEWIS-JONES et al., 1996), sendo
necessdria a sobrevivéncia e a motilidade inicial da célula espermaética.

A formacgdo de frutose na vesicula seminal depende essencialmente de duas
vias metabodlicas: uma que deriva da glicose sangiiinea e outra que é conseqiiéncia do
metabolismo do sorbitol (MANN, 1974). Esta se constitui num componente seminal
importante para o metabolismo do espermatozéide e seu nivel reflete na qualidade
espermadtica, na atividade metabdlica e na funcdo normal secretora da glandula vesicular
(DHAMI e SAHNI, 1993).

Singh e Penbey (1995), avaliando a correlacdo existente entre os niveis de
testosterona plasmdtica com a quantidade de alguns constituintes bioquimicos do plasma
seminal, observaram que altas concentragdes do andrégeno, ndo somente conduziam a uma
melhor demonstracéo da libido, como também eram responsdveis pela elevagao dos niveis
de frutose e 4cido citrico no sémen de caprinos.

Estudos tém mostrado que a adi¢do de frutose € essencial ao espermatozdide
quando este for previamente lavado, a fim de manter ao maximo a atividade celular. Além
disso, tem sido observado que o sémen lavado produz menos 4cido lactico (LODGE e
SALISBURY, 1963), todavia ndo se sabe se as células lavadas sdo mais eficientes na
oxidacdo dos produtos 4cidos finais ou se algum componente essencial para a produgéo de
dcido lactico foi removido pela lavagem. Os mesmos autores demonstraram que a adi¢do
de hexose ao diluidor diminuiu o consumo de O, pelas células espermadticas lavadas
durante a primeira hora de incubacdo.

Roca et al. (1993), observando o efeito da variacdo estacional sobre os niveis
de frutose e 4cido citrico no plasma seminal de caprinos da raca Murciana-Granadina, na
Espanha, constataram uma variagdo sazonal em ambos componentes do plasma seminal.
Os niveis de frutose e acido citrico foram mais altos no verdo e outono (dias curtos) e mais
baixos na primavera (dias longos), enquanto que o periodo de inverno foi considerado
transicional.

Pinheiro et al. (1996), com o objetivo de determinar os pardmetros bioquimicos
normais no plasma seminal de caprinos criados no Nordeste do Brasil, em machos das
racas Alpina, Moxoté e mesti¢cos Alpina-Moxotd, observaram que os valores encontrados
para frutose, 4cido citrico e proteina total foram inferiores na época seca. Entretanto, em
ambas as épocas, o tipo racial Moxoté6 mostrou valores sempre mais elevados,

correlacionando os niveis de frutose e 4cido citrico com a maior disponibilidade de



alimento ocorrida durante a época chuvosa. Em bovinos, também foi observado que o nivel
de frutose variou entre as ragcas (ERB et al., 1956). Os mesmos autores encontraram uma
correlacdo negativa entre o nivel de frutose e a taxa de ndo retorno de estro em vacas.
Hiroe et al. (1960) afirmaram que a condi¢do de armazenamento do plasma seminal, a
freqiiéncia de ejaculagdes, o nivel de glicose no sangue e a condi¢do nutricional podem
interferir fortemente na producio e metabolismo da frutose. Um estudo recente, afirmou
que as amostras de plasma seminal congeladas a -20°C e depois descongeladas servem
perfeitamente para determinagio da frutose seminal. Além disso, a refrigeracdo ¢é
necessdria para o estabelecimento do controle de qualidade para a determinagio da frutose
seminal (LU et al., 2007). Os mesmos autores observaram que a concentracio de frutose
diminuiu significativamente a medida que o tempo de centrifugacdo para a separacdo do

plasma seminal do s€émen se prolongou de 0 a 4 h.

2.2.2. Fosfolipase A, do plasma seminal e sua acao no metabolismo espermatico.

A fosfolipase A, (PLA;) é uma proteina de baixo peso molecular (13,2 kDa) e
pl de 7.7 que faz parte de uma familia de fosfolipases que catalisam a liberag¢do de dcidos
graxos e lisofosfolipidios (CHAMINEAU et al., 1999; LEE, 2003). Esta enzima tem sido
encontrada no plasma seminal (RONKKO et al, 1992) e estd envolvida na modificacio de
lipideos na membrana espermdtica e faz parte do processo de maturagdo dos
espermatozédides epididimarios (RONKKO, 1992; UPPRETI et al., 1999).

No entanto, a fosfolipase A, no s€émen caprino catalisa a hidrélise de lecitinas
em lisolecitinas produzindo acidos graxos livres. As lisolecitinas, devido a sua acdo
detergente sobre os lipidios da membrana plasmatica e os dcidos graxos sdo considerados
toxicos aos espermatozodides. Além disso, a lecitina € o principal fosfolipidio da membrana
plasmatica dos espermatozodides e estd contida na gema de ovo, sendo portanto, substrato
perfeito para a acio hidrolitica da fosfolipase (ARAUJO e CAMPOS, 2005).

Durante a estacdo ndo reprodutiva, as glandulas bulbouretrais hipertrofiam e
aumentam a sua atividade, sob influéncia das altas concentracdes plasmadticas de prolactina
e produzem mais fosfolipase A, (NUNES, 1982). Isto estd de acordo com o sugerido por
La Falci et al. (2002), ao afirmarem que um excesso de atividade de fosfolipase A, pode
ser observado no plasma seminal caprino durante a estagdo ndo sexual o que pode

produzir lisolipideos em excesso, os quais causam danos a membrana espermatica.



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

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

Desse modo, as proteinas do PS exercem multiplos efeitos sobre a fungdo
espermdtica e desempenham um importante papel na capacitacdo dos espermatozoides,
traduzido por um complexo processo que habilita a célula espermdtica a penetrar, através
da zona pelicida, por meio da reacdo acrossomica (CALVETE et al., 1994; BARRIOS et
al, 2000; JONAKOVA et al., 2000). Alguns autores descreveram que a habilidade
fertilizante do espermatozdide seria, em grande parte, determinada pelas proteinas
espermdticas localizadas no acrossoma e peca intermedidria, conhecidas como fonte de
enzimas metabdlicas especialmente ativas, cujas liberacdes em grandes quantidades podem
indicar danos na membrana plasmdtica do espermatozdide (BITTMAR e KOSINIAK,
1992).

Bhargava et al. (1959) encontraram altas concentragdes de aminoacidos livres,
e baixas concentragdes de nucleotideos e acidos nucléicos no PS de touros. Alguns
aminoacidos presentes no PS de ovinos tais como, a taurina e hipotaurina, parecem ter
efeito positivo sobre a fertilidade. E possivel que o melhoramento observado nas
caracteristicas de motilidade de espermatozéides ovinos congelados na presenca da taurina
possa ser devido a outros fatores que ndo sejam suas propriedades antioxidantes
(SANCHEZ-PARTIDA et al., 1997).

La Falci et al. (2002), estudando mudangas estacionais nos niveis de proteina
totais no PS de caprinos Saanen manejados sob condi¢des naturais no Sul do Brasil (clima
subtropical), encontraram uma importante diferenca no padrio das proteinas entre a
estagdo reprodutiva e a estagdo ndo reprodutiva, mas ndo encontraram diferenca
significativa entre as estacdoes no que se refere a quantidade de proteinas presentes. Além
disso, os autores observaram que na estag¢do reprodutiva foi encontrada uma proteina de
maior peso molecular (178 kDa) do que aquelas encontradas da estagdo ndo reprodutiva

(73-104 kDa). Atribuiram que tal diferenca deva-se a estacionalidade, que tem relagdo com



a fungdo espermdtica. Também tém sido sugerido que as proteinas do plasma seminal
parecem ser importantes para a manutencdo da motilidade em carneiros, para a melhoria da
viabilidade espermdtica, e por protegerem a membrana plasmadtica dos espermatozdides de
ovinos dos danos causados pelas baixas temperaturas de preservacdo (BARRIOS et al.,
2000; PEREZ-PE et al., 2001). Em eqiiinos, o aumento da concentracdo de proteinas no
sémen pouco concentrado diminuiu a congelabilidade do mesmo (BITTMAR e
KOSINIAK, 1992). Estudos também tém demonstrado que algumas proteinas do plasma,
tipo BSP (Proteinas Seminais Bovino), sdo responsaveis por promoverem o efluxo de
colesterol e fosfolipidios da membrana espermética (MOREAU e MANJUNATH, 2000),

mesmo quando adicionada a espermatozéides do epididimo (THERIEN et al., 1999).

2.3. Diluidores.

O metabolismo espermdtico resulta numa grande quantidade de metabdlitos
toxicos, acarretando o aumento da concentracdo de fon de hidrogénio e 4cido latico no
meio extracelular. Este acimulo pode causar a morte das células espermadticas devido a
drastica diminui¢do do pH no meio (FARSTAD, 1996; HOLT, 2000b). Por isso, os
diluidores de s€émen devem conter material nutriente para o espermatozodide, além de
possuir uma capacidade tamponante para neutralizar os produtos de seu metabolismo e
assim, manter um pH adequado para sua sobrevivéncia (MCDONALD, 1947).

Os tampdes devem ser utilizados para manter o balango id6nico e o pH do
diluidor (FARSTAD, 1996; ROTA, 1998; HOLT, 2000; PENA, 2000). Na formulagio de
um diluidor de s€men, a composi¢do e o equilibrio dos seus constituintes € um aspecto

essencial (EVANS e MAXWELL, 1990; SALAMON e MAXWELL, 2000).

2.3.1. Tris-gema.

O TRIS (Tris-hidroximetil-aminometano-H,NC(CH,OH)s;) € o principal
componente basico dos diluentes de s€émen caprino utilizados rotineiramente (CHOE et al.,
2006; DORADO et al,, 2007), sendo uma substancia solivel em &4gua, disponivel
comercialmente em um alto grau de pureza na forma de cristais, além de atuar como

tamp?ao i6nico bipolar em pH entre 7,0 ¢ 9,0 (MCPHAIL e GOODMAN, 1984).



De acordo com Farstad (1996), muitos pesquisadores continuam a utilizar o
tampao TRIS-frutose original, enquanto outros preferem aperfeicoar este tampao
substituindo a frutose pela glicose ou pelos dissacarideos ndo penetrantes, sacarose e
lactose, que podem ainda agir como crioprotetores extracelulares.

Os diluidores contendo TRIS como constituinte principal sdo adequados para a
conservagdo do s€men de carneiro (EVANS e MAXWELL, 1990). Além disso, o Tris tem
maior poder tampao que o fosfato e o citrato e, pode ultrapassar a membrana plasmatica e
reduzir as variagdes intracelulares de pH (SALAMON e MAXWELL, 2000).

A combinagdo TRIS-gema (TG) foi mais eficiente em preservar a motilidade
dos espermatozéides apds congelacdo/descongelacdo quando comparado ao leite-gema
(CHAUAN e ANAND, 1990). Estes autores descreveram ainda que a taxa de fertilidade do
sémen diluido em TRIS-gema, apds descongelacdo, foi na ordem de 80% em cabras
inseminadas duas vezes: uma logo ao ser detectado o cio natural e a segunda 12 h depois.
Ja Roca et al. (1997) descreveram fertilidade de 74% em cabras com estro sincronizado e
inseminadas com sémen diluido em TRIS-gema (2%) resfriado.

A composi¢do do diluidor TG estd expressa no quadro 1.

QUADRO 1 — Composigao do diluidor TRIS-gema (TG) para o s€men caprino

Constituinte Peso
TRIS — hidroximetil aminometano (g) 3,63
Frutose (g) 0,50
Acido citrico — monohidratado (2) 1,99
Gema de ovo (mL) 2,50
Agua destilada q.s.p. (mL) 100

Fonte: EVANS e MAXWELL “Inseminacién artificial de ovejas y cabras”, 1990

2.3.2. Citrato-gema.

O citrato é a designagdo genérica dos sais do dcido citrico, sendo o principal
nutriente produzido pela prostata como alimento para os espermatozdides. O citrato de
sodio (citrato trissédico - Naz;CgHs07) € o sal de s6dio do 4cido citrico, sendo um agente
tamponante que resiste a mudancas no pH do meio (Origem: WIKIPEDIA, a enciclopédia

livre, 2009).




O citrato-gema (CG) consiste em uma solugdo de citrato de sédio misturado com
gema de ovo fresca. A adi¢do de 300 mg de sulfanilamida a 100 mL de solugdo de citrato
mostrou aumentar a taxa de concep¢do a campo em 3 a 4%, devido ao crescimento
bacteriano reduzido no sémen diluido (MCDONALD, 1947). Evans e Maxwell (1990)
adicionam ainda, glicose como fonte de energia (Tabela 2).

O citrato de s6dio aumenta a diluicdo da gema de ovo no meio liquido,
favorecendo sua acdo sobre os espermatozodides, além de atuar como quelante de calcio,
diminuindo a quantidade que atravessa a membrana espermadtica (HOLT, 2000).

Milczewski et al. (2000) utilizaram diluidor & base de citrato-gema, em ovinos,
obtendo 55,22% de motilidade progressiva ap6s 8h de armazenamento a 5 °C, sendo
superior ao TG (42,17%). Ap6s 4h de teste de termorresisténcia (TTR), a motilidade dos
espermatozéides diluidos em CG caiu para 50%, enquanto que para os espermatozéides
diluidos em TG, a motilidade chegou a 35% e em leite-UHT-gema a 2,2%.

A composi¢do do diluidor CG estd expressa no quadro 2.

QUADRO 2 — Composi¢ao do diluidor citrato-gema (CG) para o s€men caprino

Constituinte Quantidade
Citrato sédico — 2H,0O 237¢g
Glicose 0,80 g
Gema de ovo 2,50 mL
Agua destilada g.s.p. 100 mL

Fonte: Evans e Maxwell. “Inseminacién artificial de ovejas y cabras”, 1990
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3. JUSTIFICATIVA

Os espermatozdides epididimdrios constituem um excelente modelo
experimental para testar os efeitos do plasma seminal sobre eles mesmos, uma vez que
estes espermatozodides ainda ndo entraram em contato com as secrecdes das glandulas
acessorias e com os diluidores utilizados na criopreservagdo. Na espécie caprina, o plasma
seminal é considerado deletério sobre os espermatozdides (ROY, 1957; NUNES, 1982), e
tal caracteristica tem sido atribuida a uma enzima conhecida como fosfolipase do tipo A,
secretada pelas glandulas bulbouretrais, que age sobre os fosfolipidios presentes nos
diluidores levando a formagdo de lisolecitinas e 4cidos graxos, que exercem acdo toxica
sobre os espermatozdides (NUNES, 1982). Entretanto, estudos recentes demonstraram que
esta enzima encontra-se em baixa atividade nos animais criados em clima tropical
(AGUIAR, 2008; MATOS-BRITO, 2008), ndo se constituindo, portanto, no principal
entrave para a conservagdo do s€émen de caprino.

Todavia, outros constituintes como a frutose e proteinas sdo encontrados no
plasma seminal de caprinos em concentracdes considerdveis mesmo em clima tropical
(CATUNDA, 2007; AGUIAR, 2008). Matos-Brito (2007) conservou sémen de caprinos
com alta e baixa concentracdo de frutose do plasma seminal em diferentes diluidores e
observou que o s€men de animais com baixo nivel de frutose no plasma seminal necessitou
de diluidor com niveis energéticos adequados para uma conservacao vidvel.

Diante do exposto, verificou-se que ainda had necessidade de maiores
conhecimentos sobre o metabolismo espermatico e a conservagdo in vitro de
espermatozéides epididimarios de caprinos, mesmo quando se tem conhecimento prévio da
concentracdo inicial de frutose e de proteinas totais e da atividade da fosfolipase A, no

plasma seminal desta espécie.
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4. HIPOTESES

O plasma seminal de caprinos ndo € deletério aos espermatozdides epididimérios

quando a atividade da fosfolipase A; estd abaixo de 15 UI;
Para se prever a qualidade de conservacdo do s€émen de caprino em clima tropical, é

mais importante conhecer a concentracio inicial de frutose no plasma seminal de

do que conhecer a intensidade de atividade de fosfolipase A, em clima tropical.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

e Verificar os efeitos da adicdo e da composicdo do plasma seminal sobre as

caracteristicas dos espermatozéides epididimarios de caprinos.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar nos espermatozéides epididimarios de caprinos diluidos no TRIS-gema e
Citrato-gema, os efeitos da adi¢do do plasma seminal sobre as caracteristicas de

motilidade, vigor e TDM, a 0 (fresco) , 2 e 24h de conservagdo a 5 °C;
e Verificar se os niveis de frutose, proteinas totais e fosfolipase A, no plasma

seminal beneficiam ou prejudicam a conservacdo de espermatozdides

epididimadrios a 5 °C por até 24h de conservagao.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Local do experimento.

O experimento foi realizado durante os meses de janeiro e fevereiro de 2008
nas instalagdes do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceard
(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, e com clima do tipo AW, quente e imido, segundo a

classificacao de Koeppen.

6.2. Animais experimentais.

Foram utilizados oito machos caprinos mesti¢os, com 40 £ 5,91 meses de idade,
criados sob condi¢des intensivas. A rag¢do foi formulada segundo NRC (1981) para
caprinos, de modo a conter em média 16% de proteina bruta (PB), a relacdo volumoso:
concentrado foi de 60:40 na matéria seca e como volumoso foi fornecido o feno tifton 85.
A mineralizacdo foi incorporada a ragdo e a agua fornecida ad libidum. O controle
sanitdrio (anti-helmintico e suplementacio vitaminica) foi realizado conforme critérios pré-

estabelecidos pela Embrapa-caprinos.

6.3. Coleta do plasma seminal.

O plasma seminal utilizado no experimento foi previamente obtido a partir de
ejaculados coletados dos animais experimentais, em dias alternados, por um periodo de 20
dias. O sémen dos caprinos foi coletado através de vagina artificial com tubo coletor
acoplado a extremidade e com o auxilio de uma cabra para a monta dos animais. Antes da
coleta, os animais tiveram o prepucio lavado com 4gua e detergente neutro e depois enxuto
com papel toalha para evitar contaminagdo do sé€men. Apdés a coleta, o sémen foi
centrifugado a 2500 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 e as amostras foram conservadas a -18 °C em freezer. Ressalta-se que ao final
do periodo de coletas, as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente por um

periodo maximo de 10 min. Em seguida, procedeu-se uma mistura do PS que foi obtido
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por animal, para eliminar efeito de coleta. As amostras individuais foram, entdo,
redistribuidas em pequenas aliquotas de 0,5 mL em tubos eppendorffs, e novamente
armazenados a -18° C até andlise bioquimica (frutose, proteinas totais e fosfolipase A,) ou
adi¢do nos espermatozdides epididimdrios. Esta medida foi adotada para evitar

descongelagdes desnecessarias das amostras.

6.4. Preparo dos diluidores.

Foram utilizados os diluidores Citrato-Gema ou CG (2,37g de citrato de sddio;
0,80g de glicose e 2,5% de gema de ovo em 100 mL de dgua destilada (q.s.p.) e TRIS-
Gema ou TG (3,634 g de TRIS; 0,50 g de frutose, 1,99 g de 4cido citrico e 2,5% de gema
de ovo em 100 ml de dgua destilada (q.s.p.) preparados segundo Evans e Maxwell (1990).

6.5. Castracao e obtencao dos espermatozoéides epididimarios.

Para castragdo cirtdrgica, os animais foram previamente sedados com Cloridato de
Xylazina 2% (Rompum®) e, em seguida, foi aplicado Cloridrato de Lidocaina 2%
(Anestésico L Pearson, Eurofarma) no corddo espermdtico e pele do saco escrotal para
inducdo de anestesia local. Posteriormente, realizou-se uma incisdo na por¢do caudal do
escroto, de modo a expor os testiculos, um de cada vez, que foram cirurgicamente retirados
apds sutura dos componentes do funiculo espermatico. Em seguida, os testiculos e os
epididimos foram encaminhados ao LERA (Laboratério de Estudos em Reproducio
Animal — UFC), onde os espermatozdides foram coletados por escarificacdo e pequenos
cortes na cauda do epididimo. O contetddo epididimério foi coletado em tubos de ensaio.
Foi feito um “pool” dos espermatozdides das duas caudas do epididimo e em seguida,
foram retiradas quatro aliquotas de 100 pL e postas em tudo de ensaio. Em duas das
amostras foram adicionados 120 pL de plasma seminal autélogo, ou seja, o PS e os EEP
pertenciam ao mesmo animal. Ressalta-se que o volume de plasma seminal foi adicionado
conforme o descrito por Lima et al (2006), que observaram que o volume de plasma
seminal presente no sémen representava 55% do volume total. As outras duas amostras
constituiram o grupo controle. Em seguida, uma amostra contendo espermatozdides e
plasma seminal (i) e outra contendo apenas espermatozoéides (controle - ii) foram diluidas
no diluidor citrato-gema. As outras duas amostras com PS (iii) e sem PS (controle - iv)

foram diluidos no TRIS-gema a uma concentragio de 200 x 10° sptz/ mL. Os EEP diluidos
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foram avaliados quanto ao vigor e motilidade, por meio do teste de termorresisténcia lento
(TTR), em banho-maria a 38° C, no estado fresco (0 h) e apds duas (2) e 24 h de

conservagdo a 5°C, A TDM foi calculada conforme a seguinte féormula:

Vigor 5 min - Vigor 120 min

TDM = X 100
Vigor 5 min

6.6. Avaliacao bioquimica do plasma seminal.

O plasma seminal obtido e conservado a -18 °C foi avaliado quanto a
concentracdo de frutose, de proteinas totais e atividade da fosfolipase A,. Para a
determinag¢do dos niveis de frutose e de proteinas totais foram utilizados os kits especificos
da In Vitro Diagnéstico S/A®. A atividade da PLA, foi mensurada através da metodologia
de Haas et al. (1968), descrita a seguir. Como substrato, preparou-se uma solucdo de gema
de ovo com 50 mL de 4gua destilada e a uma amostra de 15 mL desta solucdo foram
adicionados 10 mL de deoxicolato de s6dio a 0,03 M e 1 mL de CaCl, a 0,6 M. Agua
destilada foi adicionada em seguida, até completar 100 mL, de forma que a concentracio
final do deoxicolato de sédio e o CaCl, foram de 3 x 10°e6x10° , respectivamente. O pH
desta solucgdo foi corrigido para 7,8 a 8,0 utilizando-se NaOH a 0,5 M. Desta solu¢io, uma
aliquota de 10mL foi retirada e levada ao pHmetro e adicionada de 20 pL de plasma
seminal caprino. Uma aliquota de 3 pL. de NaOH a 0,11 N foi adicionada sempre que o pH
da solugéo diminuia em 0,03 e o tempo (em segundos) aferido, de modo que o ensaio teve
duracdo de trés minutos.

No final do ensaio, foi calculada a média das diferencas dos tempos anotados,
multiplicada por um fator de correcdo, com a finalidade de determinar a unidade de
consumo de NaOH /minuto/ 20pL. de plasma seminal caprino adicionado a solugéo de uso.
Todas as determinagdes dos componentes bioquimicos do plasma seminal foram realizadas

em triplicata e a média dos trés resultados foi utilizada para as andlises estatisticas.

6.7. Analise Estatistica.

Para a andlise dos dados foi utilizado o programa estatistico SAS®. O

delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado. Para os dados
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expressos em percentagem, procedeu-se primeiramente a transformacdo angular, com o
objetivo de atender & condi¢do de normalidade necessdria a este tipo de andlise. Os
parametros espermaticos foram submetidos a ANOVA, e quando foram encontradas

diferencas, as médias foram submetidas ao teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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7. RESULTADOS

7.1. Resultados gerais sobre os parimetros seminais.

Quando os dados foram analisados independentes do conhecimento prévio das
concentracdes de frutose e de proteinas totais e da intensidade de atividade da fosfolipase
A; no PS, os seguintes resultados foram encontrados:

O prolongamento do tempo conservacao promoveu alteragdes significativas do
vigor e da motilidade dos EEP diluidos no TG com e sem adi¢do de PS e no CG sem a
adi¢do de PS (tabelas 1 e 2). Sobre a TDM, o efeito do tempo de conservagdo foi
observado apenas no TG com adicao PS (tabela 3).

No que se refere ao tratamento foi constatado, que a adicio do PS provocou
diminui¢do dos parametros de vigor e motilidade em ambos diluidores (tabelas 1 e 2).
Apesar do resultado da TDM ser dependente do vigor, a adicdo de PS promoveu efeito
deletério principalmente no CG, ocorrendo aumento consideravel dos valores percentuais.
Porém, no diluidor TG o efeito negativo da adicdo do PS foi verificado apenas com os EEP
no estado fresco (tabela 3).

No tocante ao tipo de diluidor utilizado, diferencas significativas s6 foram
verificadas para o vigor com 24 horas de conservacdo quando houve adi¢do de PS, e o
melhor resultado foi constatado no TG (tabela 1). Nao foi observada diferenga entre os
diluidores para a motilidade (tabela 2), todavia, foram observadas diferencas significativas
entre os diluidores para a TDM em todos os momentos da conservacdo quando o PS foi
adicionado (tabela 3). Dessa forma, uma maior degrada¢do seminal foi constatada no

diluidor CG.

18



Tabela 1. Médias e desvio-padrdo do vigor dos espermatozoéides epididimérios de caprinos

diluidos nos Tris-gema (TG) e Citrato-gema (CG) conservados a 5 °C por até horas.

VIGOR
Tempo de
TRIS-GEMA CITRATO-GEMA
Conservacao
Com PS Sem PS Com PS Sem PS
Oh 1,96+0,35 *° 2,69+0,48 ¥ 1,63+0,52° 2,73+0,50
2h 1,67£0,47 *° 2.11+0,62 > 1,65+0,80 ° 2.17+0,76 2
24 h 2,27+0,77 A 2,67+0,79 ! 1,38+0,29 *® 2,4040,53 12

Letras maitsculas: comparagdo entre diluidores (P<0,05); Letras mindsculas: comparacdo entre tratamento
com ou sem PS (P<0,05); Nimeros comparagdo entre tempos de conservagao (P<0,05).

Tabela 2. Médias e desvio-padrio da motilidade dos espermatozdides epididimarios
diluidos nos diluidores Tris-gema (TG) e Citrato-gema (CG) conservados a 5 °C por até

24 horas.

Tempo de MOTILIDADE
Conservacio TRIS-GEMA CITRATO-GEMA
Com PS Sem PS Com PS Sem PS
Oh 48,75+10,97 V" [ 63,13+11,97 * [ 41,04+13,94° | 62,50+8,31 *
2h 39,17+9,89 *° 52,92+17,77 ** | 38,33£18,69° | 51,25+13,21 **
24h 51,33+20,36 * | 60,42+18,12** | 37,50+13,71° | 58,33+10,39 '**

Letras maitisculas: comparacdo entre diluidores (P>0,05); Letras mindsculas: comparagdo entre tratamento
com ou sem PS (P<0,05); Nimeros: comparacao entre tempos de conservagdo (P<0,05).

Tabela 3. Médias e desvio-padrdo da Taxa de Degradacdo da Motilidade (TDM) dos

espermatozdides epididimdrios diluidos nos diluidores

conservados a 5 °C por até 24 horas.

Tris-gema e Citrato-gema

Taxa de Degradacao da Motilidade (TDM)
Tempo de
Tris-Gema Citrato-Gema
Conservacio
Com PS Sem PS Com PS Sem PS
0h 55,06 +31,78 %8 | 2463 +837" | 82,14+26,30"" | 30,28 +9,61°
2h 55,63+2129%8 | 3383+2454 | 79,02 +30,33%" | 40,86 +28,77°
24 h 2286+2546 "8 | 2020+1841 | 52,08+33,59> | 22,71 +16,99*

Letras maiudsculas: comparacdo entre diluidores (P<0,05); Letras mindsculas: comparacdo entre tratamento
com ou sem PS (P<0,05); Numeros: comparacio entre tempos de conservagdo (P<0,05).
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7.2. Efeito da atividade da fosfolipase A, (FLA;) do plasma seminal sobre os

parametros dos EEP de caprinos.

Ap6s reagrupar os animais doadores de PS e de EEP conforme a intensidade de
atividade da enzima FLA, (grupo A: FLA; > 11 U/mL e grupo B: FLA,; < 7 U/mL),
encontraram-se os seguintes resultados:

Os parametros de vigor e motilidade ndo foram afetados pelo tempo de
conservagao (tabela 4). Apenas a TDM dos EEP do grupo B, diluidos no TG e adicionados
de PS foi significativamente alterada (tabela 4). Do mesmo modo, somente neste pardmetro
foi observada diferenca significativa entre os diluidores, e as menores degradagdes foram
encontradas nos EEP do grupo A quando adicionados de PS e diluidos no TG (tabela 5).

No que se refere ao tratamento, apenas no grupo A e no TG, a adi¢do de PS nos
EEP diminuiu significativa do vigor e da motilidade, aumentou significativamente a TDM.

Nao foi encontrada diferenca entre os grupos A e B.

Tabela 4. Efeito da fosfolipase A, do plasma seminal sobre o vigor e a motilidade dos

espermatozdides epididimarios de caprinos.

GRUPO A
Tempo CITRATO - GEMA TRIS - GEMA
(horas) VIGOR MOTILIDADE VIGOR MOTILIDADE
Com PS Sem PS Com PS Sem PS Com PS Sem PS Com PS Sem PS
0 1,4740,49° | 2,63£0,32* | 36,67+11,06° | 60,678,63* | 1,97+0,32 | 2,63+0,40 | 47,33+9,54 | 60,3311,57
2 1,63+0,96 | 2,00+0,68 | 40,00+22,61 | 49,33+14,60 | 1,734£0,56 | 2,07+0,66 | 41,33+12,16 | 53,33%£17,48
24 1,2540,36" | 2,53+0,49" | 33,3318,86° | 60,6712,11* | 2,2240,69 | 2,73+0,88 | 50,00+16,67 | 61,33+20,08
GRUPO B
Tempo CITRATO - GEMA TRIS - GEMA
(horas) VIGOR MOTILIDADE VIGOR MOTILIDADE
Com PS Sem PS Com PS Sem PS Com PS Sem PS Com PS Sem PS
0 1,89+0,54 | 2,89+0,79 | 48,34£17,56 | 65,56+8,39 | 1,95+0,48 | 2,78+0,68 | 51,11+15,03 | 67,78+13,47
2 1,6740,60 | 2,44+0,96 | 35,55£13,47 | 54,44£12,62 | 1,56+0,34 | 2,17+0,67 | 35,55£3,85 | 58,89+13,48
24 1,50+0,24 | 2,17£0,60 | 41,67+11,79 54,45+£6,94 | 2,34%1,18 | 2,56+0,77 | 53,34+33,00 | 58,89+18,36

Grupo A: FLA, > 11 Ul e grupo B: FLA, <7 UI;

Letras maidsculas comparacdo entre diluidores (p>0,05); Letras mintsculas comparag¢do entre tratamentos
com e sem PS (p<0,05); Numeros comparagdo entre tempos de conservagio (p>0,05).
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Tabela 5. Efeito da fosfolipase A, do plasma seminal sobre a TDM dos espermatozdides

epididimdrios de caprinos.

Tempo CITRATO - GEMA TRIS - GEMA
(h) GRUPO A GRUPO B GRUPO A GRUPO B

Com PS SemPS | ComPS | SemPS | ComPS SemPS | ComPS | SemPS

0 93,33 + 30,24 + 6349+ | 30,36+ 54,76 + 2583 55,55 + 22,62
14,914 11,87 33,79 6.44 32,038 9,50 38,497 7.44

2 90,00 + 37,38 + 60,71+ | 46,67 = 50,00 + 33,45 + 61,67 + 34,45 +
22,364 37,30° 37,63 5,77 5,05" 25,74 37,53° 27,96

24 75,00 + 13,00 + 20,17+ | 3887+ 3333+ 29,00 + 7,15 + 29,53 +
35,35%4 12,04 5,89 9,62 28,878 11,94 10,10 30,01

Grupo A: FLA, > 11 Ul e grupo B: FLA, <7 UI;
Letras maidsculas comparagdo entre diluidores (p<0,05); Letras mintsculas comparagdo entre tratamentos
com e sem PS (p<0,05); Numeros comparagdo entre tempos de conservagio (p<0,05).

7.3. Efeito da concentracao de frutose do plasma seminal sobre os parametros dos

EEP de caprinos.

Outros resultados foram observados quando os animais doadores de PS e dos
EEP foram agrupados conforme a concentracdo de frutose (grupo A: Frutose > 650 mg/dL
e grupo B: Frutose < 540 mg/dL), pois permitiu verificar diferencas muito importantes
sobre o periodo de conservagdo, o diluidor utilizado e o grupo experimental (Tabela 6 e 7).
O efeito do tempo de conservagdo foi observado, principalmente, no grupo B sobre o
vigor, a motilidade e a TDM, quando os EEP foram diluidos no TG e mais fortemente
quando o PS foi adicionado.

No tocante ao diluidor utilizado, os efeitos foram observados no grupo A na
TDM, quando PS foi adicionado, e os melhores indices foram encontrados no TG. Ja no
grupo B, os efeitos foram verificados sobre o vigor, com e sem PS, com 24h de

conservagdo, e os melhores resultados foram constatados no TG.

21



Tabela 6. Efeito da frutose do plasma seminal sobre o vigor e a motilidade dos

espermatozdides epididimdrios de caprinos.

GRUPO A
Tempo CITRATO - GEMA TRIS - GEMA
(horas) VIGOR MOTILIDADE VIGOR MOTILIDADE
Com PS Sem PS Com PS Sem PS Com PS Sem PS Com PS Sem PS
0 1,28 + 228+ 3222+ 5333+ 1,72 + 2,17 + 4445 + 50,55 +
0,35° 0,25 12,62° 3,34° 0,09 0,17* 6,94 6,317
2 0,94 + 139+ 25,55 + 37,78 £ 122+ 1,56 + 34,44 + 40,00 +
020 ™ 0,26>" 6,94 6,94 025" 0.10” 1,93 333"
24 1,28 + 1,94 + 3333+ 48,89 + 1,72 + 1,78 + 37,78 £ 41,11 +
0,25° 0,42 122 13,34 6,94™ 025" 0,35 10,72" 11,70 *
GRUPO B
CITRATO — GEMA TRIS - GEMA
Tempo VIGOR MOTILIDADE VIGOR MOTILIDADE
(horas) | Com PS | Sem PS Com PS SemPS | ComPS | SemPS | ComPS Sem PS
0 1,83 + 3,00 £ 46,34 + 68,00 + 2,10+ | 3,00+ | 51,33+ | 70,67+
0,51° 0,41* 12,93 3,80" 0,38 | 024" | 12,82 6,417
2 2,07 + 2,63+ 46,00 + 59,33 + 1,93+ | 243+ | 4200+ | 64,67+
0,70® | 0,50 19,78" 7,96 0,34™ | 055 | 11,93 10,95
24 0,00 + 2,67 + 0,00 + 64,00 + 309+ | 320+ | 71,67+ | 72,00+
0,00 | 03978 0,00 7,60° 0,124 | 0,27 7,07 7,67

O grupo A contém frutose > 650 mg/dL e grupo B < 540 mg/dL de frutose;
Letras maitsculas comparacdo entre diluidores (p<0,05); Letras mintdsculas compara¢io entre tratamentos
com e sem PS (p<0,05); Nimeros comparacdo entre tempos de conservacdo (p<0,05); *Asterisco
comparagdo entre os grupos A e B (p<0,05).

Tabela 7. Efeito da frutose do plasma seminal sobre a TDM dos espermatozéides

epididimarios de caprinos.

Tempo CITRATO - GEMA TRIS - GEMA
(h) GRUPO A GRUPO B GRUPO A GRUPO B

Com PS SemPS | ComPS | SemPS | ComPS SemPS | ComPS | Sem PS

0 85,71 + 22,02 80,00+ | 3524+ 35,71 % 30,36 + 66,67 + 21,19 +
24,758 +8,44° 29,82° 6,65" 20,34" 6,44 33,34> 12 7.91*

2 75,00 + 32,78 + 81,43+ | 4572+ 41,67 + 26,11 + 62,00 + 38,45 +
4330° 7,52° 25,56 36,63° 14,43 6.73 22,26 30,97

24 61,11 + 23,33 + 0,00 + 2233+ 16,67 + 4333 + 32,15 + 20,72 +
34,70 B 25,17 0,00 13,72 28,874 20,82 25,257 11,68

O grupo A contém frutose > 650 mg/dL e grupo B < 540 mg/dL de frutose;

22



Letras maitdsculas comparacgdo entre diluidores (p<0,05); Letras mindsculas comparacio entre tratamentos
com e sem PS (p<0,05); Nimeros comparacdo entre tempos de conservacdo (p<0,05); *Asterisco
comparagdo entre os grupos A e B (p>0,05).

7.4. Efeito da concentracdo das proteinas totais do plasma seminal sobre os

parametros dos EEP de caprinos.

O agrupamento dos animais de acordo com a concentracdo de proteinas totais
presentes no PS (grupo A: Proteina > 4,3 g/dL e grupo B: < 4 g/dL) resultou nas seguintes
observagdes (Tabela 8 e 9): o resultado mais evidente foi o efeito do tratamento, pois a
adi¢do de PS nos EEP, em ambos os grupos, no CG e durante os tempos iniciais da
conservagdo diminuiu a qualidade de conservacio (tabela 8). No grupo B e no CG, o efeito
do tratamento sobre a TDM foi observado durante todo o periodo de conservacdo (tabela

9).

Tabela 8. Efeito das proteinas totais do plasma seminal sobre o vigor e a motilidade dos

espermatozdides epididimdrios de caprinos.

GRUPO A
Tempo CITRATO - GEMA TRIS - GEMA
(horas) VIGOR MOTILIDADE VIGOR MOTILIDADE
Com PS Sem PS Com PS Sem PS Com PS Sem PS Com PS Sem PS
0 1,72 + 2,78 + 38,89 + 62,22 + 2,00 + 2,72 + 45,56 + 60,00 +
0,48" 0,35* 13,48 8,39 0,44 0,51 12,62 15,28
2 1,94 £ 2,28 + 46,67 54,44 + 2,00 + 2,28 + 46,67 + 58,89 +
1,17 0,67 28,48 13,88 0,50 0,84 13,34 21,69
24 0,00 = 2,72 + 0,00 + 0,00 65,56 + 2,34 + 2,83 50,00 £ 61,11
0,00 0,54 10,18 0,94 1,15 23,57 27,15
GRUPO B
CITRATO - GEMA TRIS - GEMA
Tempo VIGOR MOTILIDADE VIGOR MOTILIDADE
(horas) | ComPS | SemPS | Com PS SemPS | ComPS | SemPS | ComPS | SemPS
0 1,57 £ 2,70 + 42,34 + 62,67 + 1,93 + 2,67 + 50,67 + 65,00 +
0,58" 0,62* 15,62 9,25 0,34 0,52 10,90 11,06
2 1,47 = 2,10 = 3333 + 49,33 + 1,47 + 2,00 = 34,67 £ 53,33 +
0,56 0,88 11,06 14,02 0,36 0,53 3,80 12,70
24 1,33+ 2,20 + 34,44 + 54,00 + 2,22 + 2,57 + 5222 + 60,00 +
0,34 0,46 15,03 8,63 0,86 0,62 23,41 14,34

O grupo A continha proteinas totais> 4,3 g/dL e o grupo B: <4 g/dL de proteina.
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Letras maitsculas comparacgio entre diluidores; Letras mindsculas comparacdo entre tratamentos com e sem
PS; Numeros comparagdo entre tempos de conservagido; Asterisco comparacio entre os grupos A e B.

Tabela 9. Efeito das proteinas totais do plasma seminal sobre a TDM dos espermatozdides

epididimdrios de caprinos.

Tempo CITRATO - GEMA TRIS - GEMA
(h) GRUPO A GRUPO B GRUPO A GRUPO B
Com PS SemPS | ComPS | SemPS | ComPS SemPS | ComPS | Sem PS
0 88.89+ | 30,95+ | 78,09+ | 29,88+ | 6349+ | 23,61+ | 50,00+ | 2524+
19,24° 16,20 31,15 5,46° 33,79 12,03 33,33! 7,01
2 8333+ | 5397+ | 7643+ | 33,00+ | 50,00+ | 44,64+ | 57,00+ | 27,33+
28,87 39,93 34,22* | 21,10 7,14 24,03 27,29 24,99
24 0,00 + 21,67+ | 5278+ | 2333+ | 50,00+ | 3333+ | 476+ | 2672+
0,00 2,89 41,11% | 22,36 0,00” 14,43 8,25 21,64

O grupo A continha proteinas totais > 4,3 g/dL e o grupo B: < 4 g/dL de proteina.

Letras maidsculas comparacdo entre diluidores; Letras mintsculas comparagdo entre tratamentos com e sem
PS; Nimeros comparacdo entre tempos de conservacdo; Asterisco comparacdo entre os grupos A e B.
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8. DISCUSSAO

8.1. Discussao geral dos pariametros seminais.

Inicialmente, foi observado efeito significativo do tempo de conservagédo (0, 2 e
24h), do tratamento (com ou sem a adi¢do de PS) e do meio de diluicdo (TG e CG) sobre o
vigor dos EEP. Entretanto, alguns achados foram muito interessantes, pois se verificou que
o vigor e a motilidade foram melhores com 24 h do que com 2 h de conservagdo. Estudos
anteriores encontraram diminuicdo dos parametros seminais (AGUIAR, 2008), enquanto
outros, utilizando os mesmos diluidores (MATOS-BRITO, 2008) ou a dgua de coco in
natura (CAMPOS et al., 2004) nao verificaram decréscimo dos parametros seminais até 24
h de conservagio a 5 °C. Supde-se que essa melhora no vigor e na motilidade dos EEP com
24 horas de conservacdo, possa ser atribuida a uma série de adaptacdoes de ordem
metabdlica ocorridas nestas células em contato com o meio diluidor e/ou com o plasma
seminal. Scott et al. (1967) sugeriram que os lipidios da membrana espermatica podem ser
utilizados como substrato para os espermatozodides durante a maturacdo no epididimo
levando a mudancas na permeabilidade da membrana. As duas importantes rotas de
geracdo de ATP sdo o ciclo de Krebs e a B-oxidacdo os quais precedem a fosforilagdo
oxidativa na cadeia de transporte de elétrons (LARDY e PHILLIPS, 1941; ST JOHN et al.,
2005). Originalmente o metabolismo dos EEP € essencialmente p-oxidativo utilizando-se
preferencialmente de dcidos graxos de cadeia longa por agdo intermedidria da L-carnitina
para producdo de energia (NG et al., 2004).

A L-carnitina do fluido epidimdrio € proveniente da circulagdo sanguinea e sua
captacdo € regulada por andrégenos, e se difunde passivamente através da membrana
espermdtica onde se acumula no citosol. A alta concentracdo de acetil-CoA inibe algumas
enzimas chave, em especial a piruvato desidrogenase e a a-cetoglutarato desidrogenase,
responséveis pela regulagdo das vias de utilizacdo de carboidratos para produgdo de ATP
(JEULIN e LEWIN, 1996; NG et al., 2004). Outros estudos demonstraram que a adicdo de
D,L-carnitina parece alterar o metabolismo da glicose nos espermatozéides da cauda, mas
ndo daqueles provenientes da cabeca e corpo do epididimo (INSKEEP e
HAMMERSTEDT, 1982). Outros trabalhos realizados no mesmo laboratério, com
espermatozoéides epididimdrios constataram que independente dos diluidores utilizados,

ndo foi observada variacdo significativa nos parametros avaliados no decorrer de 2, 24 e 48
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horas de conservagdo para motilidade e vigor, respectivamente (LIMA et al., dados ndo
publicados). Podendo-se sugerir que os EEP ap6s 2 horas de conservacdo in vitro ainda
ndo estejam hédbeis em utilizar plenamente o agtcar disponivel no meio diluidor, visto que,
possivelmente, o metabolismo oxidativo ainda seja a fonte de energia prioritdria para estas
células no momento, apesar da adi¢do do plasma seminal.

No que se refere a adicdo de PS sobre os EEP foi confirmado o que j4 havia
sido relatado em outros estudos, isto é, que o PS de caprinos tem efeito deletério sobre a
viabilidade espermadtica (ROY, 1957; CORTEEL, 1974; NUNES, 1982; CAMPOS et al.,
2004; SIAS et al., 2005; AGUIAR, 2008).

Nunes (1982) sugeriu que o PS é capaz de eliminar espermatozdides, pois parte
das secregdes das glandulas acessdrias provoca extensiva morte celular. Outros estudos
também sugerem que a presenca ou auséncia de alguns componentes bioquimicos no
plasma seminal interferem na sobrevivéncia espermdtica (MAXWELL e JOHNSON,
1999).

Pouca diferenga foi encontrada com relag¢do ao diluidor, porém foi constatado
que os resultados foram mais favordveis no TG. Possivelmente, este resultado possa ser
atribuido a capacidade tamponante do diluidor TG (MCDONALD, 1947; CUNHA e
LOPES, 2000; VERSTEGEM et al., 2005), pois o diluidor TRIS tem maior poder tampéo
que o fosfato ou o citrato, podendo ultrapassar a membrana plasmadtica e reduzir as
variagdes intracelulares do pH (SALAMON e MAXWELL, 2000). Outros trabalhos
utilizando o diluidor TG para conservacdo de s€émen caprino obtiveram bons resultados in

vitro (MATOS-BRITO, 2008) e de fertilidade (VIANA et al., 2006; ROCA et al., 1997).

8.2. Efeito da atividade da fosfolipase A, (FLA;) do plasma seminal sobre os

parametros dos EEP de caprinos.

Virios estudos tém demonstrado que a FLA; presente no PS de caprinos exerce
efeito deletério sobre a viabilidade dos espermatozdides conservados em meio a base de
leite desnatado ou contendo gema de ovo constituindo um problema especifico para a
conservagdo do sémen caprino (LEBBOEUF et al., 2003; PELLICER-RUBIO et al., 1997).
Quando espermatozdides caprinos foram lavados pelo menos uma vez antes da diluicdo,
foi observada melhora na sobrevivéncia espermadtica apds resfriamento a 4 °C, em
comparacdo com espermatozoéides ejaculados ndo lavados (ROY, 1957; IRITANI et al.,

1964). Desse modo, os estudos t€m demonstrado o efeito positivo da lavagem sobre a
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motilidade do espermatozdide caprino, mostrando que a remogdo do plasma seminal foi
benéfica na preservacdo da integridade dos espermatozdides, mesmo apds a congelacdo
(MEMON et al.,, 1985). Acredita-se que as secre¢des das glandulas bulbo-uretrais
promovem a diminuicdo na motilidade e vigor dos espermatozdides, além de causar danos
ao acrossoma e a morte celular de espermatozéides caprinos (PELLICER-RUBIO et al.,,
1997). Pesquisas recentes t€ém demonstrado que, mesmo em clima tropical, a remocdo do
plasma seminal antes da conserva¢do a 4 °C melhora o vigor e a motilidade dos
espermatozdides caprinos lavados e conservados até 24 h (CAMPOS et al., 2003). Neste
trabalho, nenhuma diferenca significativa na atividade da FLA, foi observada entre os
grupos A e B. Do mesmo modo, ndo foi encontrada qualquer diferencga entre diluidores e
tratamento no grupo B (Tabela 4 e 5). Estes resultados sugerem que quando o nivel de
atividade da FLA; no plasma seminal de caprinos estiver abaixo de 11 U/mL, os diluidores
convencionais, como o TRIS e o Citrato de Sédio, podem ser utilizados sem a necessidade
de realizacdo de lavagem prévia do s€men. Alem disso, a inexisténcia de diferenga entre os
grupos A e B, demonstra que apesar do grupo ter sido classificado como sendo de alta
atividade de FLA,, os niveis encontrados estavam abaixo do necessdrio para que seja
observado qualquer efeito deletério sobre os EEP. Entretanto, os resultados confirmaram
os efeitos deletérios do plasma seminal, conforme observado no grupo A, sugerindo que
outros constituintes presentes no liquido seminal, associados a FLA; estejam exercendo

efeitos indesejaveis sobre os EEP de caprinos.

8.3. Efeito da concentracio de frutose do plasma seminal sobre os parimetros dos

EEP de caprinos.

Os resultados encontrados (tabela 6 e 7) parecem indicar uma preferéncia dos
EEP de caprinos pelo diluidor TG, mesmo ap6s adi¢do do PS. Diferindo do encontrado por
Matos-Brito (2008) que ndo observou diferenca significativa entre os diluidores CG e TG
para o vigor, a motilidade e a TDM de espermatozdides ejaculados de caprinos apds os
animais serem agrupados conforme o nivel de frutose presente no PS. O presente estudo
sugere que mesmo apds a dilui¢do e na presenca de PS, os EEP de caprinos parecem ainda
apresentar metabolismo um pouco diferente daquele advindo do ejaculado. Alguns autores

observaram que em condicdes aerdbicas, pouca diferenca foi encontrada na motilidade dos
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EEP e do ejaculado, tanto na presenca (100 a 200 mg/ 100 mL) quanto na auséncia de
frutose (WHITE e WALES, 1961). Os autores também verificaram que, em condi¢des
anaerdbicas e na auséncia da frutose, a motilidade dos EEP diminuiu mais rapidamente que
nas células espermdticas do ejaculado. Estudos posteriores demonstraram que os EEP
utilizam a frutose a partir da via glicolitica, originando piruvato para a geracdo de ATP.
Entretanto, mais estudos sdo necessdrios para elucidar o metabolismo energético, ja que
apenas diluir e adicionar PS parece ndo tornar o metabolismo do EEP in vitro similar
aquele advindo do ejaculado.

Quando os animais foram agrupados segundo os niveis de frutose presentes no
PS, muitas diferencas entre os grupos foram constatadas. Visto que, independente do
diluidor (TG ou CG) e tratamento (com ou sem PS), o vigor e a motilidade foram
fortemente influenciados, de modo que os melhores resultados foram encontrados no grupo
B, ou seja, naquele que apresentou baixo nivel de frutose no PS (Tabela 5). Estes
resultados diferiram mais uma vez dos encontrados por Matos-Brito (2008), pois o autor
ndo encontrou diferenca entre os grupos de alta ou baixa frutose, apesar de utilizar os
mesmos diluidores. Porém em espermatozdides do ejaculado, o autor atribuiu tal fato as
boas caracteristicas conservadoras dos diluidores, visto que os mesmos dispdem de aporte
energético vidvel ao espermatozdide. No presente estudo, a diferenca encontrada pode ser
atribuida a atividade metabdlica do EEP, pois os mesmos parecem ndo depender
unicamente do aporte energético do diluidor.

No tocante ao tratamento, a adicdo de PS promoveu diminui¢do da qualidade
dos EEP, independente do grupo estudado. A diminuicdo da qualidade espermética no
grupo A, foi observada sobre o vigor, a motilidade e a TDM dos EEP diluidos apenas no
CG. Ja no grupo B, as alteragdes sobre o vigor e a motilidade foram encontradas em ambos
os diluidores. Aguiar (2008) constatou que a adi¢do de PS caprino aos EEP resfriados a
4°C promoveu efeito deletério sobre a qualidade espermadtica a partir de 12 horas de
conservagdo. Resultados semelhantes também foram encontrados em ovinos € bovinos
(GRAHAM, 1994; GOOAVERTS et al., 2006).

Um aspecto observado neste trabalho foi que houve, também, diferenca entre os
tratamentos sem adicdo de PS (controles) entre os grupos, de modo que os melhores
resultados de vigor e motilidade foram verificados no grupo B, no TG as 24 h de
conservagdo. Simplicio et al. (2003) afirmaram que a capacidade reprodutiva de ovinos e
caprinos na maior parte do pafs, estd aquém das suas potencialidades reais, o que denota o

uso de sistemas de producdo incompativeis com o potencial biolégico desses animais.
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Entretanto, no estudo atual mesmo provendo as condi¢des necessdrias para que os animais
pudessem expressar plenamente suas caracteristicas reprodutivas, constatou-se um baixo
desempenho dos EEP, mesmo sem a adi¢do do PS. Acredita-se, que a baixa qualidade
verificada nas células espermdticas possa ser atribuida a caracteristicas inerentes dos
caprinos mesti¢os, visto que o processo adaptativo reduziu ndo s6 as caracteristicas
produtivas, mas também o potencial reprodutivo nesses animais. Outros estudos
conduzidos com ovinos mesticos também demonstraram que o potencial reprodutivo
desses animais € inferior ao das ragas melhoradas ou de outros animais mesticos criados
em outras regides do pais (MARTINS, 2006). O mesmo autor constatou um menor nimero
de células germinativas nos estigios finais de diferenciacdo que nos estdgios iniciais da
espermatogénese no epitélio seminifero de ovinos, indicando alto processo degenerativo.
Alguns estudos t€ém demonstrado que o epididimo de mamiferos age selecionando os
espermatozodides durante a maturacdo e o armazenamento, sendo esta uma adaptagdo para
aumentar a qualidade e quantidade de espermatozéides no ejaculado (JONES et al., 2007).

Por outro lado, a frutose tem se mostrado um bom parametro para a selecdo de
reprodutores, uma vez que a mesma estd relacionada com o metabolismo espermatico
Além disso, a frutose estd relacionada com as caracteristicas de vigor e motilidade dos
espermatozdides (MANN, 1954). Os resultados deste trabalho sugeriram uma menor
capacidade dos EEP caprinos em utilizar o agicar disponivel no diluidor e no PS,
conforme ja observado por Wallace e Wales (1964) em EEP da espécie ovina. Todavia, na
espécie caprina ndo hd relatos de como os espermatozdides utilizam a frutose no
metabolismo energético, os poucos dados existentes sdo apenas informativos sobre a
concentracdo deste monossacarideo no PS (BARAKAT et al., 1972; ANAND, 1973;
MENDONZA et al., 1989; ROCA et al., 1993; PINHEIRO et al., 1996; RODRIGUES,
1997; CATUNDA, 2007).

8.4. Efeito da concentracdo das proteinas totais do plasma seminal sobre os

parametros dos EEP de caprinos.
Os resultados deste estudo demonstraram que no diluidor TG, praticamente nio

foi observado efeito de tempo de conservacdo, de diluidor, de tratamento e de grupo. Isto

sugere que este diluidor promoveu melhor protecio as células espermadticas. Martins et al.,
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(2000), sugeriram que os EEP tém a qualidade equivalente ao espermatozéide ejaculado,
sendo capaz de resistir aos efeitos deletérios da criopreservagao.

Diversos trabalhos t€m sido realizados com o diluidor TG para a conservacao
do sémen caprino obtendo resultados satisfatérios na fertilidade (VIANA et al., 2006;
ROCA et al., 1997). Estes resultados corroboram com os encontrados no estudo atual,
constatando mais uma vez a eficiéncia do TG na preservacdo de espermatozdides de
caprino. Questiona-se, neste estudo, se o TG interfere bloqueando ou minimizando o efeito
deletério do plasma seminal sobre as células espermaticas epididimdrias de caprinos. Ao
contrario disto, no diluidor CG foi possivel verificar os efeitos deletérios do plasma
seminal sobre os EEP, sugerindo que o CG nio foi eficiente para a manutengdo da protecdo
dos EEP de caprinos.

O PS contém fatores que interferem na manuten¢do da viabilidade espermatica
e que modulam a sua funcdo, além disso, a fung¢do do espermatozdide pode ser
influenciada pela estacdo do ano (LA FALCI et al.,, 2002). As proteinas do PS em
ruminantes sdo encontradas em agregados protéicos de alto peso molecular, que na
presenca de citrato e em condigdes dcidas, separam-se em moléculas protéicas de baixo
peso molecular que sdo prejudiciais a motilidade espermatica (AL SOMALI et al., 1994).
Baas et al. (1983), trabalhando com s€émen bovino demonstraram claramente que o PS foi
responsavel pela perda prematura da motilidade espermadtica e inativagdo permanente do
metabolismo espermatico.

O metabolismo espermatico resulta numa grande quantidade de metabdlitos
toxicos, acarretando o aumento da concentracio de ion de hidrogénio e de 4cido latico no
meio extracelular. O acumulo destes metabdlitos pode causar a morte das células
espermdticas devido a dristica diminui¢cdo do pH no meio (FARSTAD, 1996; HOLT,
2000). O Tris (Tris-hidroximetil-aminometano-H,NC(CH,OH)3) € o principal componente
basico dos diluentes do s€émen de caprinos utilizados rotineiramente (CHOE et al., 2006;
DORADO et al., 2007). Ele é uma substancia solivel em agua, disponivel comercialmente
em um alto grau de pureza na forma de cristais. Ele atua como tampéo idnico bipolar em
pH entre 7,0 e 9,0 (MCPHAIL e GOODMAN, 1984). De acordo com Farstad (1996),
muitos pesquisadores continuam utilizando o tampao tris-frutose original, enquanto outros
preferem aperfeicoar este tamp@o substituindo a frutose pela glicose ou pelos dissacarideos
ndo penetrantes (sacarose e lactose) que também podem ainda agir como crioprotetores

extracelulares.
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O presente trabalho sugere que o TG ndo permitiu o desenvolvimento de um pH

capaz de expressar o efeito deletério de algumas proteinas presentes no plasma seminal.
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8. CONCLUSAO

A adi¢do de plasma seminal aos espermatozodides epididimarios promoveu
diminuicdo significativa dos pardmetros seminais avaliados, exceto no diluidor TRI-gema,
quando os animais foram reagrupados de acordo com a concentragdo de proteinas totais no
plasma seminal.

O diluidor TRIS-gema preservou melhor os espermatozéides epididimarios de
caprinos, quando a concentracdo de frutose esteve abaixo de 540 mg/dL, sugerindo que
apesar da adicdo do plasma seminal, o metabolismo espermdtico pode diferir daquele
proveniente do ejaculado, caracteristica que pode ser atribuida a adaptacdes de ordem
metabdlica.

A concentragd@o a concentragdo inicial de frutose no plasma seminal influenciou
a qualidade de conservag¢do dos espermatozéides epididimérios; ji a de proteinas totais
afetou apenas a conservagdo no citrato — gema e a intensidade de atividade da fosfolipase

A, ndo interferiu na conservagdo a 5 ° C dos espermatozodides epididimdrios de caprinos.
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