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RESUMO GERAL

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da época chuvosa e seca do ano sobre a
composi¢do do plasma seminal (PS) e os parimetros seminais de 17 caprinos sem
padrao racial definido (SPRD), criados em clima tropical, além de avaliar se a
composi¢do bioquimica do PS apresenta correlagdo com os parametros seminais, em
funcdo da época do ano, assim como, investigar se o nivel de atividade da fosfolipase
A, (FLA;) no PS de caprinos pode ser utilizado como indicativo da qualidade
espermatica e se esse nivel exerce influéncia na preservacdo dos espermatozodides
ejaculados e epididimdrios quando conservados a 4 °C, por 48 horas. O estudo foi
realizado em trés etapas: na primeira foram utilizados dezessete machos caprinos e a
partir desta, oito bodes com diferentes niveis de atividade de FLA,; no PS foram
selecionados para realizagdo da segunda e terceira etapas. No primeiro experimento
durante a época chuvosa e seca, os ejaculados dos animais foram coletados
semanalmente, em vagina artificial, para avaliacio bioquimica do PS e a cada 14 dias
para determinacao dos parametros seminais. O sémen foi diluido em dgua de coco-2,5%
gema (200 x 10° sptz/mL), resfriado a 4 °C por 48 horas e avaliado o vigor e a
motilidade as 2, 24 e 48 horas de resfriamento (T2, T24 e T48), pelo teste de
termorresisténcia lento (TTR). Esfregacos do sémen diluido foram confeccionados
durante o TTR e 200 células foram avaliadas e classificadas morfologicamente em
normais ou anormais. Determinaram-se ainda as concentragdes de frutose, dcido citrico,
proteinas totais, Ca, P, MG e nivel de atividade da FLA,. No segundo experimento, oito
caprinos divididos, em funcdo do nivel de atividade da FLA; no PS em: grupo I (<6,70
U/mL) e o grupo II (>11,00 U/mL). O sémen foi coletado, diluido e dividido em duas
aliquotas: a primeira constituiu o tratamento controle (sémen ndo lavado) e a segunda
foi centrifugada para remocdo do PS (sémen lavado). No terceiro experimento, o s€émen
dos oito animais foi coletado e centrifugado para recuperacdo do PS e adicionados a
aliquotas de um tunico “pool” de espermatozéides epididimdrios obtidos de caprinos
castrados cirurgicamente. Uma nona aliquota foi adicionada apenas de diluidor (grupo
controle). Em seguida, procedeu-se a diluicao final em todas as amostras utilizando o
mesmo diluidor. No segundo e terceiro experimentos, apds a realizacdo dos tratamentos
e diluicdo final, o sémen foi resfriado a 4 °C por até 48 horas e amostra de cada

tratamento foi avaliada pelo TTR as 0 (fresco), 2, 12, 24 e 48 horas de resfriamento.
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Esfregacos do s€émen foram confeccionados para avaliagdo da morfologia espermatica.
Em todos os experimentos, a qualidade espermdtica diminuiu a medida que se
prolongou o tempo de preservagdo (p < 0,001). No experimento 1, o sémen apresentou
qualidade superior na época chuvosa e também as concentracdes de frutose, dcido
citrico, proteinas totais, P e Mg foram maiores nesta época. A FLA, apresentou menor
atividade na época chuvosa (p < 0,05). A concentracdo de frutose, 4cido citrico e
proteinas totais mostraram correlacdes positivas com o vigor e a motilidade e negativas
com a TDM, nas duas épocas. Em relagcdo as alteragdes morfoldgicas totais (AMT), a
concentracdo de frutose mostrou correlagdes negativas, enquanto as de dcido citrico,
proteinas totais e atividade da FLA,, positivas. Os niveis de fosforo no PS apresentaram
correlagdo com os parametros seminais apenas na época seca, sendo negativa para
vigor, motilidade e AMT e positiva para TDM. A concentracdo de Mg correlacionou-se
positivamente com a motilidade na época chuvosa e AMT na seca. No segundo
experimento, o tratamento influenciou a qualidade seminal principalmente no grupo I,
sendo o desempenho espermatico superior no s€émen lavado. O nivel de atividade da
FLA; nao afetou a qualidade dos espermatozoéides ejaculados, exceto em T48 do s€émen
lavado e T24 do s€émen nao lavado. Enquanto no terceiro experimento, a adi¢cdo do PS
aos espermatozoides epididimdrios diminuiu a qualidade espermdtica e este efeito foi
mais pronunciado quando o nivel de atividade de FLLA, foi maior. Contudo, no que se
refere e AMT, a adicdo do PS foi benéfica, reduzindo o nimero de alteragdes. Os
resultados do presente estudo indicam que caprinos criados em clima tropical
apresentam melhor qualidade espermatica no periodo chuvoso, além das concentragdes
de frutose, acido citrico, proteinas totais, P ¢ Mg serem mais elevados nesta época,
enquanto a atividade da FLA, foi menor neste periodo. As correlagdes entre os
parametros seminais € a composi¢cdo bioquimica do PS podem indicar que as diferencas
detectadas quanto a qualidade espermatica entre as épocas do ano deve-se justamente as
variagdes na concentracdo destes componentes. A presenca do PS durante a conservagdo
do sémen caprino a 4 °C reduziu a qualidade espermatica, contudo o nivel de atividade
da FLA; ndo foi um fator determinante da qualidade seminal para os espermatozdides
ejaculados, por isso, ndo deve ser utilizado como indicativo de qualidade espermaética de

caprinos criados em regido de clima tropical.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate rainy and dry season effect on plasma seminal composition
and semen quality of 17 crossbred male goats raised in tropical region and to investigate
if the biochemical composition of seminal plasma (SP) is correlated to semen quality in
relation to the season of the year. Other objective of this experiment was to evaluate if
the phospholipase A, (PLA;) activity level in the SP affects the ejaculate and
epididymal spermatozoa. This study was divided into three experiments: in the first
phase, seventeen male goats were used and then eight animals with low or high PLA,
activity in SP were separated to the second and third phases. In the first experiment, the
ejaculates were collected in artificial vagina, weekly, the SP was separated to evaluate
the biochemical parameters and biweekly for quality semen determination. The sperm
was diluted in coconut water added 2,5% of egg yolk (200 x 10° sperm/mL) and stored
at 4 °C for 48 hours. The vigor (0-5) and motility (1-100%) were measured at 2, 24 and
48 hours after cooling by thermoresistance test (TRT). Slides of sperm were made
during TRT and 200 cells were classified as normal or abnormal cellular morphology.
The fructose, citric acid, total proteins, calcium, phosphorus, magnesium level and the
PLA,; activity level in the SP were measured. In the second experiment, eight bucks
were separated in two groups according to PLA, activity level in SP, in group I (<6.7
U/mL) and group II (> 11.0 U/mL). The semen was obtained by artificial vagina,
diluted and separate in two samples: the first aliquot was the control treatment (non-
washed semen) and the second aliquot was centrifuged at 550 g for 10 minutes to
remove the SP (washed semen). In the third experiment, the semen of the eight bucks
was collected and the SP obtained by centrifugation. The SP of each buck was added to
aliquots of epididymal spermatozoa pool collected from another male goat and a ninth
aliquot was added only to diluent (control). After that, the final dilution (200 x 10°
sperm/mL) was made in all samples. In the second and third experiments, after the
treatment and final dilution, the semen samples were stored at 4 °C for 48 hours and an
aliquot was incubated at 38 °C and evaluated to vigor and motility at 0, 2, 12, 24 and 48
hours of cooling. Slides of sperm were made during TRT and 200 cells were classified
as normal or abnormal morphology. In all experiments, the semen quality decreased
with time (p<0,001). In the first experiment, the semen obtained in the rainy season was

better quality than semen collected in the dry season of the year. In addition, the
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fructose, citric acid, total proteins, phosphorus and magnesium levels in the SP were
higher in rainy season, while the PLA, activity was lower in this period. The fructose,
citric acid and total proteins concentration showed positive correlations to vigor and
motility in both seasons. The total sperm morphology alterations (TSMA) showed
negative correlation with fructose level and positive correlations with citric acid, total
proteins concentrations and PLA; activity level. In the second experiment, the treatment
(washed semen) improved the seminal quality, mainly in washed semen of the group I.
The PLA, activity level showed no effect on sperm performance in the ejaculate
spermatozoa, except at 48h in washed semen and at 24h in the non-washed semen.
Finally, in the third experiment, the SP addition on epididymal spermatozoa decreased
the seminal parameters and this effect was higher in group II. However, the TSMA were
lower when the PLA, activity was higher. These results indicated that male goats raised
in tropical region showed better seminal quality in the rainy season. In addition, the
fructose, citric acid, total proteins, phosphorus and magnesium concentration levels in
the SP were higher in rainy season, while the PLA, activity was lower in this period.
The correlations between the seminal and biochemical parameters in SP could indicate
that the differences in the semen parameters in the rainy and dry season occurred due
the biochemical parameter variations. The SP addition during the semen storage at 4 °C
decreased the seminal quality. However the PLA, activity level was not a determinant
factor of the seminal quality in the ejaculate spermatozoa. Therefore, it cannot be used

as an indicative of the spermatic quality of male goats raised in tropical region.

XViil



CONSIDERACOES INICIAIS

Nos dias atuais, a pressdo no sentido de um constante melhoramento genético
dos rebanhos, com finalidade de incrementar da produgao e maximizacao da exploragcao
animal, € cada vez maior. A inseminagdo artificial € uma importante ferramenta para o
melhoramento genético, jA que permite, de forma mais rdpida, a multiplicacdo do
material genético de reprodutores com caracteristicas zootécnicas superiores.

Dessa forma, vérias pesquisas t€ém sido desenvolvidas para obten¢ao de novas
biotecnologias de beneficiamento (NUNES, 1998; PAUW et al., 2003;
BITTENCOURT et al., 2006) e conservacdo do sémen (TRUMMER et al., 1998;
HOLT, 2000; YOSHIDA, 2000; STORNELLI et al., 2005; VIANA et al., 2006), bem
como o melhor método (RODRIGUES, 1997), intervalo (AMIR ef al., 1986;
SHAMSUDDIN et al., 2000) e época do ano para a colheita e preservacao do ejaculado
(LIMA et al., 1994; CAMPOS et al., 2003b; SANTOS et al., 2006). Além da
determina¢do concentracdo espermdtica mais adequada (WATSON, 2000) e diluidor
eficiente a ser utilizado (SINGH et al., 1995; NUNES, 1998; GIL et al., 2003; EIMAN
& TERADA, 2004; PURBY, 2005) e formas de testar a fertilidade dos reprodutores in
vitro e in vivo, para uma maior pressdo na selecio dos mesmos (CHAUNAN &
ANAND, 1990; FERRARI et al., 1998; BYRNC et al., 2000).

Testes laboratoriais permitem predizer a capacidade fertilizante de um macho
(DAAS, 1992; AMANN & HAMMERSTEDT, 1993; CHEMINEAU et al., 1999;
SANTOS et al., 2006), o que torna muito importante a avaliacdo androlégica de um
reprodutor. Devem ser considerados os aspectos fisicos e morfolégicos do ejaculado e a
composi¢do bioquimica do plasma seminal (RODRIGUES, 1997; CATUNDA, 2007),
bem como seus efeitos para o metabolismo e a capacidade fertilizante dos
espermatozéides (MANJUNATH & THERIEN, 2002; ZAMIRI & HEIDARI, 2006).
Aliado a avaliagdo fisica e morfoldgica do ejaculado, o conhecimento da composi¢ao
bioquimica do plasma seminal pode indicar variacdes na atividade do epididimo ou das
glandulas sexuais anexas e no metabolismo dos espermatozéides (KILLIAN et al.,
1999; FAN et al., 2006; MOURA et al., 2007).

Estudos preliminares demonstraram haver efeito individual do reprodutor sobre

a taxa de degradacdo da motilidade (AGUIAR et al., 2006a) e sobre a composi¢dao



bioquimica do plasma seminal, tanto para os componentes minerais (calcio, fésforo e
magnésio), como organicos (frutose, acido citrico e proteinas totais; CATUNDA, 2007).

Outro fator a ser considerado € a influéncia das variagdes ambientais ao longo do
ano. Em regides de clima temperado ja estd bem definido o efeito do fotoperiodo sobre
a atividade reprodutiva de pequenos ruminantes (LEBOEUF er al., 2003;
KARAGIANNIDIS et al., 1999). Embora alguns autores citem que em regides de clima
tropical e subtropical, a atividade reprodutiva de pequenos ruminantes estdo ligadas ao
estado nutricional do animal (DELGADILLO et al., 1997), em regides proximas a linha
do Equador, fatores climdticos como temperatura, umidade relativa do ar, precipitacdo e
irradiacao solar provocam alteragdes nas atividades fisiol6gicas em caprinos (OGEBE et
al., 1996; ACHARYA et al., 1995) O estresse térmico, além de interferir nos
parametros fisioldgicos e ingestdo de alimentos (OGEBE et al., 1996), altera também o
desempenho reprodutivo dos animais, interferindo na atividade do eixo hipotdlamico-
hipofisario-gonadal (RIVER & RIVEST, 1991) prejudicando, consequentemente, a
func¢ao reprodutiva, tendo em vista que a espermatogénese estd sob controle fisioldgico
dos hormonios sintetizados e secretados por estas glandulas (GRIFFIN, 1988).

Dessa forma, levanta-se a hipdtese a ser testada: a época do ano exerce
influéncia sobre a composi¢do do plasma seminal (célcio, fésforo, magnésio, frutose,
acido citrico e proteinas totais, atividade da FLA;) e parametros seminais (vigor,
motilidade, taxa de degradacdo da motilidade e morfologia esperméticas) do ejaculado
diluido em &dgua de coco e resfriado a 4 °C por até 48 horas de machos caprinos sem
padrao racial definido (SPRD) criados na regido litoranea do estado do Ceard. Também
delineou-se a hipétese de que a composi¢do bioquimica do plasma seminal destes
animais apresentar correlacdo significativa com os parametros seminais, em funcdo da
época do ano. E mais especificamente que o nivel de atividade da fosfolipase A, no
plasma seminal caprino influencia diretamente a qualidade dos espermatozodides

ejaculados e epididimarios conservados a 4 °C por 48 horas.



CAPITULO 1

REFERENCIAL TEORICO

Efeito individual e da época do ano sobre a composicao do plasma
seminal e a qualidade do sémen caprino resfriado a 4 °C por 48 horas

no estado do Ceara



1 - Testiculos

Os testiculos sdo 6rgdos pares complexos, que possuem dupla fungdo: uma
exogena, que € produzir espermatozdides; e outra endogena, a sintese de andrdgeno,
principalmente a testosterona, responsavel pela manuten¢do da fungdo reprodutiva e
aparecimento das caracteristicas sexuais secundarias (RUSSEL & FRANCA, 1995). O
desempenho reprodutivo do macho depende da habilidade do testiculo em promover a
espermatogénese, produzindo milhdes de espermatozdides vidveis nos tibulos
seminiferos e adequados niveis de testosterona, pelas células de Leydig (GIER &
MARION, 1970).

O peso testicular do pequeno ruminante pode variar de 80 a 300g, dependendo
da espécie, raca, estacdo do ano e estado nutricional do animal (CHEMINEAU et al.,
1991). Em regides de clima temperado (latitudes superiores a 35°), ocorrem
significativas variagdes na atividade espermatogénica, que diminui drasticamente
durante a estagdo nao reprodutiva (primavera). Estas mudancas estacionais provocam
uma reducdo do peso testicular (CHEMINEAU et al., 1991).

Em regides de clima tropical e subtropical, a disponibilidade de alimentos é um
dos principais fatores que limitam o desempenho reprodutivo de pequenos ruminantes
(NUNES, 2001). Nestas regides ¢ bem caracterizada a estacionalidade na produgdo de
alimentos, que esté relacionada, na maioria das propriedades, com a época chuvosa. A
perda cronica de peso do animal provoca uma continua diminui¢do da massa testicular e
da concentracdo do nimero total de espermatozdides no ejaculado (NUNES, 2001).
Campos et al. (2003a) encontraram uma varia¢do de 96,9 a 112,55 g no peso testicular
de bodes sem padrao racial definido (SPRD) entre o periodo chuvoso e seco,

respectivamente.

2 - Controle hormonal da reproduciao no macho

O Hipotdlamo € o centro regulador da atividade reprodutiva, tanto no macho
como na fémea (BERNE et al., 1998). Este 6rgdo secreta o hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), que é amplamente distribuido no sistema nervoso central
(GRIFFIN, 1988). O GnRH ¢ transportado através do plexo capilar da artéria hipofisaria

superior para alcancar as células-alvo enddcrinas especificas da adeno-hipéfise



(BERNE et al., 1998), que respondem ao estimulo com liberacdo de hormodnio
luteinizante (LH) e hormdnio foliculo estimulante (FSH) (GRIFFIN, 1988). Estes dois
hormoénios estimulam o desenvolvimento e a atividade testicular, fazendo com que
tenha inicio a vida sexual masculina (GRISWOLD, 1993). O inicio da espermatogénese
e o aparecimento da puberdade, que no caprino inicia-se por volta dos 6 a 7 meses
(GONZALEZ, 2002), sdo processos associados ao aumento das concentragdes de LH,
FSH e testosterona (NUNES, 2001; SHARPE, 1994).

As concentracdes de testosterona sao baixas durante a pré-puberdade e
aumentam pouco durante este tempo (AGUIAR et al., 2006b; ELOY & SANTA ROSA,
1998; MOURA & ERICKSON, 1997; CHANDOLIA et al., 1997; EVANS et al. 1996),
enquanto os niveis de LH estdo baixos e mostram alguns pequenos pulsos de maior
amplitude (GRIFFIN, 1988). Sugere-se que os baixos niveis de gonadotrofinas na pré-
puberdade estdo relacionados com a alta sensibilidade do eixo hipotdlamo-hipoéfise ao
sistema de “feedback” negativo causado pela testosterona. Um dos pontos principais
para iniciacdo da puberdade € a mudanga da sensibilidade hipotalamica ao “feedback”
negativo dos fatores gonadais (GRIFFIN, 1988).

Na puberdade, com a diminui¢do da resposta inibitdria a esses esterdides, ocorre
um aumento na secre¢do de gonadotrofinas, que € suficiente para iniciar a atividade
reprodutiva (GRIFFIN, 1988). Durante a puberdade, a secrecdo de testosterona ¢é
caracterizada por episddios pulsateis, sendo resultado do padrao de secrecdo do GnRH
pelo hipotdlamo e de LH pela hipéfise. As mudancas na puberdade incluem a maturacdo
das células de Leydig e o inicio da espermatogénese (NUNES, 2001; SHARPE, 1994).

A testosterona promove o crescimento testicular (ARSLAN et al., 1993) e atua
em conjunto com o FSH, tanto para regular a espermatogénese (PARVINEN, 1993),
quanto para que a mesma prossiga além dos estdgios de espermatdcito e de espermatide
até espermatozdide (SHARPE, 1994; GUYTON, 1988). Além disso, a diferenciacdo
embriondria das glandulas sexuais acessorias, bem como o crescimento € manutengao
da atividade do epitélio secretor é dependente de andrégenos (GONZALEZ, 2002). A
castragao do macho elimina a secre¢do dessas glandulas, sendo sua funcdo restaurada
pela administracdo de testosterona (STABENFELDT & EDQVIST, 1996).

A testosterona produzida pelos testiculos € metabolizada, produzindo compostos
androgénicos e estrogénicos (diidrotestosterona e o estradiol), responsdveis pela
supress@ao de LH (GRIFFIN, 1988). Estudos com carneiros t€ém demonstrado que o

estradiol fornece um potente “feedback” negativo ao eixo hipotadlamo-hipofise, a ponto



de inibir a produgdo de andrégenos testiculares, afetando o metabolismo das células

intersticiais ou Leydig (GRIFFIN, 1988).

3 - Espermatozdides epididimarios

O epididimo € um 6rgdo alongado, intimamente ligado a cada testiculo em sua
por¢ao medial (NUNES, 2001) pelo mesoepididimo e ligamento testicular préprio
(CBRA, 1998). Macroscopicamente, € possivel dividir o epididimo em trés por¢des:
cabeca, corpo e cauda (DELLMANN & WROBEL, 1982).

O ducto epididimdrio € um tdbulo dnico, bastante tortuoso e espiralado e
compde o corpo e a cauda do epididimo (DELLMANN & WROBEL, 1982). H4 uma
progressiva redugdo na altura do epitélio e, consequentemente, aumento no limen do
tibulo epididimério, 2 medida que os espermatozdides se deslocam da cabeca em
direcdo a cauda. Estas alteragdes histoldégicas ndo coincidem com a divisao
macroscépica do epididimo (HAFEZ, 2004).

Caracteristicas  histologicas (KIERSZENBAUM, 2004; HAFEZ, 2004;
DELLMANN & WROBEL, 1982) do ducto epididimério sugerem que cada segmento
do mesmo desempenha fungdes especificas no processo de maturagcdo e capacitagdo dos
espermatozdides (DELLMANN & WROBEL, 1982). O epididimo € responsavel pelo
transporte, maturacio, concentracdo e armazenamento dos espermatozéides e seus

tdbulos tém ainda fungdo absortiva e secretoria (WHITE, 1973).

Durante o transito epididimario, véarias modifica¢cdes morfolégicas ocorrem nos
espermatozdides (CAMPOS et al., 2000). Ao deixar o testiculo os espermatozédides nao
sdo capazes de fertilizar o 6vulo, habilidade esta que eles adquirem no epididimo

(GARNER & HAFEZ, 2004).

De acordo com Jindal & Panda (1980), a aquisi¢cdo de motilidade progressiva é
uma das alteragdes que ocorrem no espermatozdide durante sua passagem pelo
epididimo. Estes autores demonstraram que enquanto apenas 5 a 10% dos
espermatozdides localizados na cabeca do epididimo apresentam movimentos
circulares, 60 a 70% destas células na cauda do epididimo possuem movimentos

progressivos.



Contudo, durante sua armazenagem no epididimo, que se da principalmente na
cauda, onde se localizam cerca de 75% dos espermatozoéides epididimérios, os gametas
masculinos permanecem iméveis, com o metabolismo mais basal possivel (WHITE,
1973). Isto se deve ao efeito da proteina imobilina, um fator quiescente, secretado pelas
células do epitélio epididimario (GARNER & HAFEZ, 2004). Esta proteina impede que

o espermatozdide desperdice suas reservas energéticas antes do momento adequado.

Significativas mudancas na cromatina do nicleo esperméatico também ocorrem
durante o transito através do epididimo (GARNER & HAFEZ, 2004). De fato, Jindal &
Panda (1980) observaram um aumento do comprimento da cabeca do espermatozdide
localizado na cauda do epididimo quando comparados aqueles da cabeca deste 6rgdo. A

cromatina sofre compactacao adicional no epididimo (GARNER & HAFEZ, 2004).

Outra alteragdo morfoldgica que se da no espermatozdide é a migracdo da gota
citoplasmatica da regido do colo, deslocando-se caudalmente (JINDAL & PANDA,
1980). A auséncia de gota no espermatozoéide € de apenas 17% naqueles localizados na
cabeca do epididimo, contra 63% daqueles da cauda (JINDAL & PANDA, 1980). A
presenca de gotas citoplasmaticas em um ndmero significativo de espermatozédides do

ejaculado € sinal de imaturidade destas células (GARNER & HAFEZ, 1980).

A membrana plasmadtica do espermatozdide também sofre alteracOes em sua
composi¢do, assim como em suas caracteristicas superficiais (GARNER & HAFEZ,
2004). Estas mudangas devem-se provavelmente as modificacdes bioquimicas e
fisiologicas que se ddo durante o transito no epididimo (JINDAL & PANDA, 1980). A
habilidade dos espermatozdides sobreviverem por longos periodos no epididimo pode

estar ligada a estas condi¢des bioquimicas (WHITE, 1973).

Os espermatozoides da cauda do epididimo constituem um excelente modelo
experimental para testar os efeitos do plasma seminal, tendo em vista que as células
armazenadas na cauda do epididimo mostram-se maduras, capazes de fertilizar, mas
ainda ndo entraram em contato com a secrecdo de nenhuma glandula acessoria. Desta
forma, estas células foram utilizadas para testar a influéncia da época (chuvosa ou seca)
de producdo do plasma seminal de bodes criados em regido de clima tropical no
Nordeste do Brasil, sendo observado que, quando comparado com a época chuvosa, o
plasma seminal coletado na época do ano seca teve um efeito deletério sobre a

sobrevivéncia e morfologia espermatica (CAMPOS, 2003).



Blash e al. (2000) testaram a capacidade de fertilizacdo de espermatozoéides
epididimérios in vivo e in vitro ap0s sua criopreservacao em nitrogénio liquido. Os
autores observaram que € possivel utiliza-los com sucesso depois de sua descongelacio,
pois testaram a importante possibilidade de preservacao do material genético do macho,
mesmo depois de sua morte, desde que os espermatozdides da cauda do epididimo

sejam coletados o mais rapido possivel.

4 - Estacionalidade reprodutiva

Como visto anteriormente, o GnRH sintetizado no hipotdlamo estimula a
secrecdo de LH e FSH pela hipéfise anterior, que sdo hormdnios responsaveis pela
atividade normal dos testiculos (espermatogénese e sintese de andrégenos)
(CHEMINEAU & DELGADILLO, 1993). No entanto, em regides de clima temperado
(latitudes superiores a 35°), onde as variagdes de duracdo do dia e da noite a que os
animais sao expostos sdo bem marcantes (LEBOEUF et al., 2003; KARAGIANNIDIS
et al., 2000; FABRE-NYS, 2000; CHEMINEAU et al., 1991), a glandula pineal exerce
forte controle sobre a atividade gonadotréfica, podendo ter acdo positiva ou negativa
sobre a liberacdo de gonadotrofinas (MARKUS et al., 2002; CUNNINGHAM, 1993).
Este controle € exercido através da sintese e liberacdo da melatonina pela glandula
pineal, cuja atividade € regulada pelas condi¢cdes ambientais (duracdo do dia)

(MARKUS et al., 2002; CUNNINGHAM, 1993).

Apesar da glandula pineal ser um 6rgdo enddcrino regulado pelo ciclo de
iluminacdo ambiental do dia e da noite, em mamiferos este 6rgao ndo € fotossensivel,
mas um tradutor bioldgico das informac¢des luminosas ambientais captadas pela retina.
Esta glandula transforma um sinal de entrada neural em um sinal de saida hormonal. A
pineal e seu principal hormdnio, a melatonina, desempenham o papel de sincronizar o

ritmo endégeno do organismo ao ciclo claro-escuro ambiental (MARKUS et al., 2002).

A melatonina € produzida exclusivamente no escuro (MARKUS ez al., 2002;
CUNNINGHAM, 1993). Sua producdo e concentragdo plasmdtica aumentam
consideravelmente durante os dias com curtos periodos de claridade (HAFEZ et al.,
2004; MARKUS et al., 2002), tipicos de algumas estacoes do ano, em latitudes

superiores a 35°.



Em ovinos e caprinos a melatonina tem uma acao pro-gonadotréfica (MARKUS
et al., 2002), estimulando a liberacdo de LH e FSH, que induz a atividade das gonadas,
caracterizando o comportamento destes animais como fotoperiodo negativos (FRABE-
NYS, 2000; CHEMINEAU et al., 1991). O aumento da liberacado de GnRH pelo
hipotdlamo, e consequente liberacio de LH pela hipdfise, é bdsico para o
estabelecimento da funcdo testicular em animais puberes ou o restabelecimento da
funcdo testicular em animais adultos (STABENFELDT & EDQVIST, 1996).

Em regides de clima temperado, vérios autores t€m demonstrado o efeito do
ambiente sobre a atividade reprodutiva de caprinos, como o comportamento sexual,
composi¢do do plasma seminal, peso testicular, caracteristicas quantitativas (volume,
concentracdo e ndmero de espermatozdides por ejaculado) e qualitativas do sémen
(vigor, motilidade, termorresisténcia), bem como as variacdes plasmaticas dos
hormoénios que regulam a atividade reprodutiva (LA FALCI et al., 2002; FABRE-NYS,
2000; TULI & HOLTZ, 1995, DELGADILLO et al., 1993; ROCA et al., 1992,
CORTEEL, 1977).

Alguns autores afirmam que em regides tropicais e subtropicais nao ha efeito da
estacionalidade sobre a reproducdo de caprinos, desde que estes animais estejam bem
alimentados (CHEMINEAU ef al., 1991). Todavia, Delgadillo et al. (2001) afirmam
que reprodutores da raca Crioula, criados no clima subtropical do norte do México 26°
latitude norte, apresentam marcada estacionalidade reprodutiva. Um experimento
conduzido nesta mesma regido demonstrou que em oito bodes crioulos houve forte
efeito da época do ano sobre o peso corporal e testicular e sobre concentracdes
plasmdticas de testosterona (DELGADILLO et al., 1999). J& Campos (2003),
trabalhando com bodes sem padrio racial definido, em clima tropical (3°47 latitude
sul), encontrou variacao no efeito do plasma seminal coletado em duas diferente épocas
(seca ou chuvosa) sobre a sobrevivéncia e morfologia espermatica de espermatozdides
coletados da cauda do epididimo, mesmo com a criacao intensiva dos animais doadores
do plasma seminal.

Em regido de clima tropical, fatores como a temperatura, a disponibilidade de
alimentos e as interacdes sociais funcionam como moduladores do comportamento
reprodutivos de caprinos (NUNES, 2001). Entre os fatores ambientais, a temperatura € a
umidade relativa do ar exercem importante papel sobre a reproducio (CHEMINEAU,

1986).



O efeito deletério das altas temperaturas na produgdo espermatica ocorre devido
a um aumento na temperatura testicular, que provoca degeneracdes especificas, com
surgimento de alteracdes espermdticas em momentos criticos e precisos do ciclo
espermatogénico (NUNES, 2001). A temperatura ambiental a qual os espermatozdides
caprinos sdo afetados situa-se ao redor de 29 a 30 °C, mas a sensibilidade dos bodes a
temperatura ambiental varia de acordo com a raga e local de criacdo (NUNES, 2001)

A eficiéncia em regular a temperatura corporal € uma caracteristica individual e
se repete seja em dias consecutivos ou em diferentes anos (McCRABB et al., 1995).
Existe uma variabilidade intra-racial quanto ao estresse térmico, sugerindo uma possivel
origem genética. A biparticdo escrotal, em seus diversos graus leva a uma melhor
regulacdo térmica e tem sido descrita em rebanhos tropicais como adaptagao face ao
clima adverso (NUNES, 2001).

O aumento da temperatura escrotal predispde a degeneracdo do epitélio
germinativo, com consequente prejuizo na qualidade seminal, uma vez que a
espermatogénese sofre influéncia direta da termorregulacdo do testiculo (VOGLER et
al., 1991; COUROT & ORTAVANT, 1981). Estes fendmenos estdo relacionados com a
reducdo da fertilidade do macho e causam alteragdes na expressdo protéica das células

de Sertoli (IKEDA et al., 1999).

5 - Glandulas sexuais anexas e plasma seminal

O plasma seminal é formado no momento da ejaculacdo, pela mistura da
pequena quantidade de fluido testicular e epididimario e secre¢des das glandulas anexas
(ampolas, glandulas seminais, préstata e glandulas bulbouretrais) (GONZALEZ, 2002).
Este liquido fornece um ambiente nutritivo e ionicamente balanceado que contribui para
a sobrevivéncia dos espermatozdides dentro do trato reprodutivo da fémea
(STABENFELDT & EDQVIST, 1996). Contudo, alguns autores também tém descrito
que o plasma seminal possui fatores deletérios a sobrevivéncia espermatica (LEBOEUF

et al., 2000; PELLICER-RUBIO et al., 1997; NUNES, 1982).

A composi¢ao bioquimica do plasma seminal altera logo apds a ejaculacao. Ha
perdas de constituintes intracelulares, aderéncia de proteinas a membrana dos
espermatozdides e aparecimento de substancias até entdo inexistentes (MANN &

LUTWAT-MANN, 1981).
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A contribui¢do de cada glandula varia entre as espécies, devido a diferenca de
tamanho dessas glandulas e até mesmo a auséncia de algumas delas em algumas
espécies (GONZALEZ, 2002). Esta composicdo varia também entre individuos de uma
mesma espécie e raga, inclusive entre diferentes ejaculados de um mesmo individuo
(GARNER & HAFEZ, 2004, MANN & LUTWAK-MANN, 1981). De fato, La Falci et
al. (2002), citam que variagdes estacionais no controle hormonal da atividade
reprodutiva de bodes, devem afetar a secrecdo das glandulas anexas e

consequentemente, a composi¢ao bioquimica do plasma seminal.

O fluido testicular participa apenas com uma minima parte no ejaculado final, ja
que seu conteddo €, em sua maior parte, absorvido nos ductos eferentes e na cabeca do
epididimo, além se ser bastante modificado e aumentado pelas glandulas sexuais anexas
(WHITE, 1973). O fluido testicular é ativamente secretado pelas células de Sertoli,
principalmente em direcdo ao limen dos tubulos seminiferos, onde se transforma num

meio de transporte para se espermatozdides no trato genital masculino (RUSSELL et

al., 1990).

Apenas 1ml de fluido circula em todo epididimo do carneiro, em contraste a
40ml de fluido proveniente do testiculo, que pode ser coletado da rede testicular, através
de sua canulacdo em animal vivo (WHITE, 1973). A canulacio destes 6rgdos permitiu o
conhecimento da composi¢ao bioquimica do fluido encontrado nos mesmos. Enquanto
na rede testicular o que mais chama atencdo é a auséncia de glicose e a alta
concentracdo de inositol (100 vezes mais que no plasma sanguineo). O epididimo
parece contribuir principalmente com a secre¢do de glicerilfosforilcolina, responsdvel
pela sobrevivéncia do espermatozdide no epididimo, além de participar de sua

maturacdo (WHITE, 1973).

Em pequenos ruminantes o corpo da prdstata estd ausente, sendo encontrada
somente a parte interna disseminada ao longo da uretra pélvica, envolvendo-a
completamente no caprino (NUNEZ, 1993). Devido a presenca de outras glandulas
secretoras bem desenvolvidas, a contribuicdo da prostata para a formacdo do plasma
seminal é pequena (WHITE, 1973). No entanto, € conhecido que sua secrecio contribui

para excitar a motilidade dos espermatozéides (NUNEZ, 1993).

As secregdes prostaticas incluem os componentes: zinco, frutose, dcido citrico,

colesterol, numerosas proteinas e alguns aminodcidos livres (STABENFELDT &
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EDQVIST, 1996). Algumas enzimas como as fosfatases dcidas e alcalinas, enzimas
proteoliticas e aminotransferases-aspartato originam-se na prostata (STABENFELDT &

EDQUIST, 1996).

As glandulas seminais sdo glandulas compostas tibulo-alveolar ou tubular,
sendo que nos ruminantes ¢ um Orgdo compacto e lobulado (DELLMANN &
WROBEL, 1982), localizadas na superficie dorsal do colo da bexiga, sendo uma de
cada lado (NUNEZ, 1993).

As glandulas seminais contribuem com a maior parte do volume do plasma
seminal e fornece importantes constituintes para a sobrevivéncia espermética, como a
frutose, componente metabolizado a acido litico (STABENFELDT & EDQVIST,
1996), € a principal fonte de energia dos espermatozéides (KIERSZENBAUM, 2004).

As vesiculas seminais também sdo responsdveis pela sintese e liberacdo de
sorbitol (facilmente reduzido a frutose), inositol (pode ser utilizado como fonte de
carboidrato através de sua conversao a frutose), acido ascorbico, aminodacidos,
proteinas, potdssio, lipidios e fosforilcolina (convertida em colina pela acdo das
fosfatases 4cidas e de enzimas proteoliticas; STABENFELDT & EDQVIST, 1996).

Em regides de clima temperado, durante a estacdo de monta, o epitélio da
glandula seminal é consideravelmente mais espesso quando comparado com o periodo
nao reprodutivo (DELLMANN & WROBEL, 1982). Estes dados corroboram com 0s
resultados encontrados por Nunes (1982), que encontrou diferenca significativa para o
peso e atividade das glandulas seminais de bodes durante a estagdo de monta. Esta
variacdo na atividade das glandulas seminais estd associada com as concentracdes
plasmdticas de testosterona, ja que este Orgdo € androgeno dependente
(KIERSZENBAUM, 2004).

Ja em regido de clima tropical, as glandulas seminais ndo apresentaram
variacdes em seu peso e comprimento ao longo dos distintos periodos: seco e chuvoso
(FERNANDES, 1994). Porém, um estudo mais detalhado da histologia destas
glandulas, mostrou que durante o periodo chuvoso, o tecido conjuntivo do parénquima
glandular € menos abundante, a altura do epitélio secretor € maior e hd um aumento no
nimero e tamanho das vesiculas, determinando uma maior atividade nestas glandulas
(FERNANDES, 1994). Estes acontecimentos, no entanto, ndo influenciam de forma

acentuada a atividade destas glandulas ao longo do ano (FERNANDES, 1994).
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As glandulas bulbouretrais, ou glandulas de Cowper, sdo duas e estdo
localizadas na superficie dorso lateral da uretra, em sua porcao pélvica, préximo ao arco
isquidtico (HAFEZ, 2004; NUNEZ, 1993). Sio 6rgios compactos no bode e possuem
secrecdo de natureza mucosa (MIES FILHO, 1982) e rica em proteina (CHEMINEAU
et al., 1991). Nos ruminantes, a secre¢do destas glandulas é lancada a uretra antes da
ejaculacdo, para neutralizar e lubrificar a mesma (DELLMANN & WROBEL, 1982).

Durante a estacdo ndo reprodutiva, as glandulas bulbouretrais hipertrofiam e
aumentam sua atividade, sob influéncia das altas concentracdes plasmadticas de
prolactina, e produzem mais fosfolipase A (NUNES, 1982). J4 no Estado do Ceard, em
regido de clima tropical, ndo foi observado diferencas significativas para o peso € o
comprimento das glandulas bulbo uretrais entre os periodos seco e chuvoso
(FERNANDES, 1994).

Os efeitos negativos da secre¢do das glandulas bulbouretrais parecem ser
parcialmente inibidos pela secrecdo das glandulas vesiculares. Nunes (1982)
demonstrou que a adi¢do de secrecdo das glandulas bulbouretrais em espermatozoides
epididimdrios diluidos de leite desnatado provocou reagdo acrossomica em 95% das
células, enquanto, a secrecdo da glandula seminal teve este efeito em apenas 5% das
células e uma mistura da secre¢do das duas glandulas (1:1) afetou cerca de 27% dos
espermatozdides.

Yamashiro et al. (2006), tentando diminuir o efeito do PS sobre os
espermatozdides de caprinos, coletaram o ejaculado em tubos ja contendo diluidor e
observaram uma melhora significativa sobre a motilidade espermética e integridade
acrossOmica. Sugerindo que as caracteristicas funcionais in vitro sdo abruptamente

modificadas pelo contato rapido com o fluido das glandulas acessérias na ejaculagao.

Ha vérias controvérsias sobre o papel do plasma seminal, j4 que em algumas
espécies, inclusive no caprino, € possivel induzir a gestacdo com inseminag¢do realizada
com espermatozoéides coletados da cauda do epididimo (GARNER & HAFEZ, 2004;
BLASH et al., 2000). Talvez o principal motivo do questionamento da fun¢do do
plasma seminal seja devido a grande diferenca de sua composi¢dao entre as espécies

(GARNER & HAFEZ, 2004, GONZALEZ, 2002).

A retirada do plasma seminal, por lavagem do sémen, logo apds a coleta do
ejaculado, seguida de diluicdio em meio a base de leite desnatado, aumentou

significativamente a sobrevivéncia dos espermatozdides congelados e descongelados e

13



incubados a 37 °C por 120 minutos (CORTEEL, 1974, CORTEEL, 1975). Este efeito se
deve a algum componente do plasma seminal, ja que a retirada do mesmo melhorou o
desempenho do s€émen (CORTEEL, 1975).

A composi¢ao do plasma seminal em mamiferos deve-se a quantidade de 6rgaos
que participam da sua producdo, bem como a variacdo de absorcdo e secrec¢do de fluidos
em diferentes 6rgdos, que altera sua bioquimica (MANN & LUTWAK-MANN, 1981).
A frequéncia de coleta é outro fator que influencia a composi¢do do plasma seminal
(MANN & LUTWAK-MANN, 1981), principalmente quando a coleta é realizada com
o uso de eletro-ejaculador, jd que a posicdo dos eletrodos pode estimular de forma
diferente as glandulas sexuais acessérias (GONZALEZ, 2002). A anlise da composicio
de diferentes ejaculados de um mesmo animal nao ird produzir perfis bioquimicos

idénticos (MANN & LUTWAK-MANN, 1981).

Apesar da grande variedade de substincias na composicao do plasma seminal,

pouco se sabe sobre a funcio especifica de cada um deles (GONZALEZ, 2002).

6 - Alguns constituintes do plasma seminal

6.1 - Frutose e Acido Citrico

Em ruminantes o s€émen € caracterizado por altos niveis de frutose e 4cido citrico
por mililitro (ROCA et al., 1993). Estas substincias sdo importantes fontes de energia
para o metabolismo dos espermatozodides, além de possuirem fungdo tamponante
(MANN, 1974). Estes componentes possuem correlacdo direta entre si (r = 0,60, p <
0,01) e com o pH seminal (r = 0,39 e r = 0,35, para a frutose e dacido citrico,
respectivamente; p < 0,01) (ROCA et al., 1993).

Com a finalidade de estudar o metabolismo da célula espermadtica, 192
ejaculados, provenientes de quatro carneiros, foram incubados por 90 minutos a 37 °C
em banho-maria. Foi demonstrado que logo nos primeiros 30 minutos de incubacio, a
frutose foi degradada, enquanto a concentracdo de 4cido citrico ndo apresentou variagao
até os 90 minutos (GONZALES et al., 1984). Sugere-se, com este resultado que a
frutose € a principal substrato energético dos espermatozoéides, enquanto o dcido citrico,
pelo menos até 90 minutos apds a ejaculacdo, ndo € utilizado no metabolismo

espermatico (GONZALES et al., 1984).
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O dcido citrico comporta-se como um ativador da fosfatase 4cida, sendo
importante para a manutencao do equilibrio osmoético, juntamente como 0 potdssio € o
sodio, favorecendo, deste modo, a atividade espermatica (IBARRA & NAVARIDAS,
1992).

A frutose é o principal agiicar presente no sémen (GONZALEZ, 2002; MANN
& LUTWAT-MANN, 1981; MANN & LUTWAT-MANN, 1948). Este carboidrato
funciona como marcador da atividade das vesiculas seminais e é necessdrio a motilidade
inicial do espermatozdide (IBARRA & NAVARIDAS, 1992). A formacao da frutose na
vesicula seminal depende essencialmente de duas vias metabdlicas, ambas a partir da
glicose sanguinea: uma via fosfatase da glicose ou frutose e outra via sorbitol (MANN,
1974). O espermatozéide tem capacidade de realizar frutdlise por via aerdbica ou
anaerdbica, produzindo 4cido latico e energia (RODGER, 1975; MANN & LUTWAT-
MANN, 1948).

Em aerobiose, a frutdlise ndo € a tnica via de obtencdo de energia do
espermatozdide, que mesmo se privado de frutose, pode sobreviver na presenca de O,
devido a utilizacdo de outras substancias (MANN, 1946). Todavia, em condicdes
anaerdbicas o espermatozdide depende amplamente da frutose, e a cessagdo da frutélise,
invariavelmente termina sua atividade (MANN, 1946).

A célula espermadtica também € capaz de utilizar a glicose como substrato
energético, porém esse agucar estd em concentragcdes bem menores no plasma seminal
(GONZALEZ, 2002; MANN & LUTWAT-MANN, 1981), metabolizando este
carboidrato aerdbica ou anaerobicamente (MANN & LUTWAT-MANN, 1948).

H4 marcada diferenca na concentracdo de frutose no plasma seminal, com
diferenca entre as espécies e individuos (MANN & LUTWAT-MANN, 1948). O nivel
de frutose no plasma seminal depende da contribui¢do relativa das diferentes glandulas
anexas do trato reprodutivo do macho (MANN & LUTWAT-MANN, 1981). Espécies
com alta concentracdo espermadtica possuem, proporcionalmente, menos frutose por
ejaculado, o que em bovinos e caprinos varia em torno de 500 a 1000mg/dL. (MANN &
LUTWAT-MANN, 1981). Em regido de clima tropical, para 20 caprinos sem padrdo
racial definido, foi encontrada uma média anual de 560 mg/dL (CATUNDA, 2007).

Virios fatores sdo capazes de influenciar a concentracdo de frutose no plasma
seminal caprino. Ja foi anteriormente descrito efeito de época, tanto em regides de clima
temperado (ROCA et al., 1993) quanto em clima tropical (CATUNDA, 2007;
PINHEIRO er al., 1996a), efeito de individuo (CATUNDA, 2007); efeito de coleta, em
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um mesmo animal (MANN & LUTWAT-MANN, 1948), do método de coleta
(RODRIGUES, 1997) e do tempo de incubag¢do do s€émen em banho-maria a 37 °C
(GONZALES et al., 1984; MANN, 1946). Também foi observado efeito de época e
individuo para a concentracdo de frutose no plasma seminal de carneiro (GIRAO &
MIES FILHO, 1989).

Em animais domésticos de producgdo, o 4cido citrico é derivado principalmente
da secrecdo vesicular (MANN & LUTWAT-MANN, 1981), sendo sua produgdo
andrégena dependente e sujeita as variacdes sazonais (GONZALEZ, 2002). Para 20
caprinos criados em regido de clima tropical, foi descrito uma media anual de
aproximadamente 460 mg/dl (CATUNDA, 2007), sendo que esta concentracdo pode
sofrer efeito de época (CATUNDA, 2007; PINHEIRO et al., 1996a; ROCA et al.,
1993), individuo (CATUNDA, 2007) e método de coleta (RODRIGUES, 1997).

Estas diferencas nas concentragdes frutose e dcido citrico no plasma seminal
podem ocorrer ndo somente devido a variacdo genética, mas também devido a
influencia ambiental, ao método de coleta do sémen e frequéncia das ejaculacdes
(ROCA et al., 1993). A variacdo no tamanho e atividade das glandulas anexas pode
explicar o efeito do individuo sobre a concentracdo dos componentes bioquimicos do

plasma seminal (GONZALEZ, 2002).

6.2 - Proteinas Totais

A vesicula seminal e a prdstata contribuem juntas para a producdo de proteinas
do plasma seminal (MANN & LUTWAT-MANN, 1981). Em animais domésticos,
algumas destas proteinas sdo rapidamente metabolizadas, logo apds a ejaculagdo, sob
efeito de enzimas, sendo reduzidas a aminoécidos e peptideos (MANN & LUTWAT-
MANN, 1981; MANN, 1974).

O nuamero de diferentes tipos de proteinas no plasma seminal, assim como sua
concentracdo € bastante varidvel. A maioria das proteinas do plasma seminal tem entre
quatro a dez subunidades e a quantidade de cada uma varia de individualmente
(CATUNDA, 2007; MANN & LUTWAT-MANN, 1981). Foi observado ainda efeito de
época do ano, em clima subtropical (LA FALCI et al., 2002) e tropical (CATUNDA,
2007).

A variacdo da concentracdo de certos componentes do plasma seminal,

provavelmente proteinas, pode ser responsavel pelos diferentes efeitos da presenca do

16



plasma seminal sobre a capacidade fertilizante dos espermatozéides (MAXWELL &
JOHNSON, 1999).

Em bovinos, o perfil protéico do plasma seminal permitiu predizer a capacidade
fertilizante dos espermatozodides. Assim, aqueles touros com maior concentragdo de
proteinas com alto peso molecular no plasma seminal, mostraram-se mais férteis que
aqueles com maior concentragdo de proteinas de baixo peso molecular (KILLIAN, et
al., 1999).

As proteinas exercem multiplos efeitos sobre a fung¢do espermatica,
desempenhando um importante papel na capacitagio dos espermatozdides
(DESNOYERS & MANJUNATH, 1992; BARRIOS et al., 2000). Em touros da raca
Holandesa, de fertilidade comprovada, foi descrito varios grupos de proteinas presentes
nos fluidos das glandulas anexas, sendo as mesmas responsdveis por diferentes papéis
na qualidade espermatica (MOURA et al., 2007). Estes mesmos autores citaram que
estas proteinas estdo envolvidas com os processos de capacitacdo espermatica, prote¢ao
da membrana do espermatozoéide, reacdo acrossOmica e interagdo com a membrana do

ovdcito e motilidade espermatica.

6.3 - Fosfolipase A, (FLA)) e lipases

Em bodes, as glandulas bulbouretrais secretam grandes quantidades de proteinas
com atividade de lipase e fosfolipase. Originalmente, identificada como enzima
coaguladora da gema de ovo, a EYCE (“egg yolk-coagulating enzyme”) foi descrita por
Roy (1957). Esta enzima catalisa a hidrélise das lecitinas presentes na gema de ovo (um
dos constituintes utilizados em diluentes de s€émen) em &acidos graxos e lisolecitinas.
Este dltimo componente, em grandes quantidades, é toxico para sobrevivéncia dos
espermatozoéides (ROY, 1957). Esta € uma particularidade que limita o uso de gema de
ovo, um protetor mecanico da membrana espermdtica, em diluentes para sémen de
bodes (NUNES, 1982).

Posteriormente, foi proposto que esta enzima pesava entre 40 a 60 KDa e era
realmente secretada pela glandula de Cowper (NUNES, 1982). Anos depois, Pellicer-
Rubio et al. (1997) purificaram a BUSgp60 da secrecao da bulbouretral e demonstraram
que esta proteina tem 50 a 70% homologia com lipases pancredticas, com capacidade de
hidrolisar os triglicerideos do leite desnatado (utilizado como diluidor de s€émen) em

acido oléico, substancia deletéria aos espermatozdides. Mais recentemente, um
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sequenciamento de um clone de DNA desta proteina confirmou que a mesma pertence
realmente a familia das lipases pancredticas, mais especificamente a subfamilia das
proteinas 2 relacionadas as lipases pancredticas (PLRP, — pancreatic-lipase-related
protein 2), com grande similaridade com a PLRP; de cavalos. Dessa forma, foi proposto
o nome GoPLRP,, para essa proteina especifica nos caprinos (SIAS et al., 2005).

A GoPLRP; é um polipeptidio com 452 aminoécidos, possui massa molecular de
50,242 KDa, com sequéncia de aminoécidos idénticas as observadas em outras lipases
pancredticas (SIAS et al., 2005). Estes mesmos autores demonstraram que esta proteina
apresenta atividade tanto de lipase, como de fosfolipase.

As fosfolipases A, sdo enzimas que catalisam especificamente a hidrélise da
ligacdo acil-éster, na posicdo sn-2 de fosfoglicerideos. Esta reacdo libera quantidades
equimolares de dcidos graxos livres e lisofosfolipideos. De modo geral a ativagdo da
FLA, depende de sua interacdo com grandes agregados lipidicos, em interfaces de
lipideo/dgua, o que permite a difusdo do substrato para o sitio ativo (CHACUR, 2004).
Ainda segundo este autor, diversas fosfolipases A, t€ém sido identificadas, baseado na
localizagdo, regulagdo, seqiiéncia de gene e estrutura. Atualmente, as fosfolipases A,
estdo divididas em 12 grupos, com base na estrutura primdria e na presenca de pontes
dissulfidicas intramoleculares.

As FLA; dos grupos I, II, III, V, IX, X, XI e, mais recentemente, do grupo
XII, utilizam como unidade catalitica a histidina na posi¢do 48 e o aspartato na posi¢ao
99. Estas FLA; requerem quantidades milimolares de cdlcio para a catdlise e sdo
também denominadas FLA, secretadas (SFLA,). Por outro lado, as enzimas dos grupos
IV, VI, VII e VIII utilizam a serina 228 como sitio catalitico, e ndo requerem cdlcio para
atividade enzimatica (CHACUR, 2004).

Em regides de clima temperado, ha um significativo efeito individual do bode
em relacdo ao efeito da fosfolipase A. Sua atividade depende da presencga de célcio, de
pH 6timo, temperatura, concentracdo da mesma no plasma seminal, estacdo do ano e até
mesmo da espécie de ave que fornece a gema de ovo para o preparo do diluente
(CHEMINEAU et al., 1991, MANN & LUTWAK-MANN, 1981).

Foi anteriormente descrito efeito de época sobre a atividade da fosfolipase A,
em regido de clima temperado (SIAS et al., 2005; NUNES, 1982), e subtropical (LA
FALCI et al., 2002). Porém, estes autores descreveram épocas diferentes para a
ocorréncia de maior atividade desta enzima. Sias et al. (2005) relataram atividade da

FLA, durante a estacdo reprodutiva, enquanto outros autores observaram esse
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comportamento durante a estacdo ndo reprodutiva (LA FALCI et al., 2002; NUNES,
1982). Nao ha dados na literatura sobre a atividade da FLA; no s€émen de caprinos

criados em regido de clima tropical.

6.4 — Alguns minerais presentes no plasma seminal

Ao contrario de outros nutrientes, 0os minerais nao podem ser sintetizados
pelos organismos vivos, sendo as suas principais fungdes: a composicdo de érgios e
tecidos, constituintes de tecidos e fluidos corporais como eletrélitos e catalisadores em
sistemas hormonais e enzimdticos (SENGER, 2002). Entre os principais minerais
encontrados no plasma seminal, podemos citar o sédio, cloro, potdssio, zinco, célcio,
magnésio e fésforo MANN & LUTWAK-MANN, 1981).

Em espermatozdides touro foi observada uma variacdo na concentragdo de
célcio intra e extracelular e esta caracteristica é capaz de predizer a fertilidade do
reprodutor in vivo (BAILEY et al., 1994). Estes autores demonstraram que o fluxo de
cdlcio pela membrana espermdtica estd relacionado a capacidade fertilizante dos
espermatozdides. Células com menor concentracio de cdlcio no momento da
ejaculacdo e maior capacidade de manté-la baixa, apresentam maior fertilidade in vivo.
O processo de criopreservagdo parece comprometer negativamente a habilidade do
espermatozdide em expulsar o cdlcio para o meio extracelular, com conseqiiente
comprometimento de sua capacidade fertilizante (BAILEY et al., 1994). Isto sugere o
papel regulador do célcio sobre a motilidade e fertilidade dos espermatozdides.

Em ovinos, a concentragdo de fons sédio, cloreto e fosfato no plasma seminal
excederam aquelas da célula espermética, enquanto a de potdssio, cdlcio e magnésio sao
maiores no meio intracelular (ABDEL-RAHMAN et al., 2000). Estes mesmos autores
descreveram que concentragdes mais altas de potdssio e cdlcio no espermatozodide
causam reducdo na atividade espermdtica em ovinos nativos e Merinos. Os dados
também sugerem uma relagdo reciproca entre o conteido intracelular de potassio, cdlcio
e fésforo com relag@o a percentagem de espermatozéides vivos. Uma percentagem mais
alta de células vivas foi associada com altas concentracdes de fons potdssio e célcio e
baixa de fosfato (ABDEL-RAHMAN et al., 2000).

A elevada quantidade de ions PO™4 no plasma seminal revela a atividade da
fosfatase alcalina em liberar fons a partir dos processos metabdlicos dos

espermatozéides (DHAMI & SAHNI, 1993).
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Pinheiro et al. (1996b) descreveram efeito de época do ano e raga sobre as
concentracdes plasmaticas de Ca, P e Mg. Estes autores sugeriram que as variacdes da
concentracdo destes minerais no plasma seminal caprino devem-se a diferenca de
disponibilidade e qualidade do alimento entre as épocas chuvosa e seca, exercendo
influéncia sobre o equilibrio eletrolitico do sémen dessa espécie. Na espécie ovina,
também foi observado o efeito de raca sobre a composicao mineral do plasma seminal
(ABDEL-RAHMAN et al., 2000).

Foi descrito ainda efeito de individuo e época sobre as concentracdes destes
minerais (CATUNDA, 2007). Outro fator que pode afetar a concentracdo de minerais
no plasma seminal € a frequéncia de coleta. Kaya er al. (2002) observaram que o
aumento na frequéncia de coleta de sémen em ovinos provocou o aumento da
concentracdo de potdssio e s6dio no plasma seminal e reducdo das concentracdes de
calcio e magnésio.

A distribuicdo da maioria dos fons entre a fragdo espermdtica e o plasma
seminal poderd promover as bases para a variagdo da qualidade do s€émen e devera ser
considerada na interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo da fertilidade de

ovinos (ABDEL-RAHMAN et al., 2000).

7 - Sémen caprino e sua avaliacao

O sémen caprino consiste de uma suspensdo de espermatozdides no plasma
seminal, que é composto pelas secrecdes do préprio testiculo, do epididimo e das
glandulas anexas. Todos estes componentes se misturam no momento da ejaculagdo

(GONZALEZ, 2002; NUNES, 2001).

O sémen do bode possui caracteristicas fisicas e bioquimicas especificas, que
podem variar mesmo dentro da espécie caprina, dependendo da raca e do individuo, da
idade do mesmo, da época e método (vagina artificial ou eletro-ejaculador) de coleta, da
alimentacdo do animal (CORTEEL, 1977), e do nimero de coletas a que o animal &

submetido (MIES FILHO, 1987).
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7.1 — Caracteristicas fisicas do sémen

7.1.1 — Volume

O volume do ejaculado do bode varia de 0,2 a 2,0 ml (MIES FILHO, 1987). No
nordeste do Brasil, foi encontrado volume médio de 0,35 ml para bodes da raca Moxot6
(NUNES et al., 1983). Para as racas Alpina, Anglo Nubiano e Canindé Enquanto, na
mesma regido, foi obtido volume médio de 0,6 ml, com variacoes de 0,2 a 1,8ml

(VILLAR FILHO et al. 1993).

7.1.2 - Cor

A cor deve ser amarela para s€men caprino (NUNES et al., 1997, MIES FILHO,
1987). Porém, a tonalidade pode ser alterada de acordo com a concentragdo espermatica
do ejaculado. S€men com coloragdo avermelhada, marrom e cinza, sdo indicativos de
sangue vivo, sangue hemolisado e sujeira respectivamente (CBRA, 1998) e a cor

esverdeada indica pus (MIES FILHO, 1987).

7.1.3 — Aspecto

O aspecto € de crucial importincia na avaliagdo do sémen, pois € indicativo da
concentracdo de espermatozdides no ejaculado (MIES FILHO, 1987). Normalmente, o
aspecto apresenta-se de leitoso a cremoso, sendo que o ultimo deve-se a grande
concentracdo de células espermaticas (MIES FILHO, 1987). O sémen com aspecto
turvo ou aquoso deve ser desprezado, devido a sua baixa concentracdo (NUNES et al.,

1997).

7.1.4 — Concentracio

A concentracdo do ejaculado de bodes variade 1 a 5 x 10° espermatozoides/ml
(MIES FILHO, 1987), sendo que, de acordo com Nunes et al.(1997), a concentragcdo de
3 bilhdes € o usualmente encontrado. Em 120 coletas, de 24 machos caprinos das ragas
Alpina, Anglo Nubiano e Canindé foi observado uma variacdo de 0,54 a 7,65 x 10°

sptz/ml, com uma média de 2,98 x 10° sptz/ml (VILLAR FILHO et al., 1993). Ja para
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caprinos da raca Moxotd, foi obtida concentracdo préxima de quatro bilhdes de

espermatozoéides por ml (NUNES ez al., 1983).

A concentragdo pode ser avaliada pelo método direto, de apreciagdo visual do
ejaculado (CHEMINEAU et al., 1991; MIES FILHO, 1987), levando em consideragcao
o aspecto e atribuindo valores de nimero de espermatozéides (MIES FILHO, 1987).
Porém, este método é muito impreciso devido a avaliagdo subjetiva (CHEMINEAU et
al., 1991). A camara hematocitométrica € uma técnica de alta precisdo, se realizada de
forma adequada (CHEMINEAU et al., 1991). E o aparelho de espectrofotometro é outro
método eficiente, rdpido e de alta precisdo, contudo, trata-se de um aparelho caro e
precisa ser calibrado com a utilizagdo da cdmara hematocitométrica (CHEMINEAU et

al., 1991).

7.1.5 — Motilidade Massal (MM) ou Turbilhonamento

O movimento de massa ou turbilhonamento consiste do movimento em forma de
ondas observado em uma gota de sémen puro sobre uma lamina, com o auxilio do
microscopio. Este parametro deve ser avaliado rapidamente, pois a esta temperatura a
mobilidade rapidamente, em 15 a 20 segundos (CHEMINEAU er al., 1991). A
intensidade do movimento é resultante da motilidade, do vigor e da concentracdo
(CBRA, 1998), porém esta avaliacdo ndo ¢é suficiente para detectar a percentagem de
espermatozdides méveis, bem como seu vigor (CHEMINEAU et al., 1991). De acordo
com estes mesmos autores, ao s€émen deve ser atribuido uma nota de 0 (auséncia de

movimento) a 5 (forte movimento de ondas).

7.1.6 — Motilidade

A motilidade espermadtica expressa a percentagem de espermatozéides moveis e
assim com a motilidade massal, € uma avaliacdo subjetiva (CBRA, 1998). Para uma
correta avaliacio o sémen deve estar diluido a uma concentragio de 60 a 200 x 10°
sptz/ml (CHEMINEAU et al., 1991). Deve pdr uma gota de sémen diluido sobre uma
lamina a 37 ou 38 °C e cobri-la com laminula, e observar em microscépio 6tico,

utilizando um aumento de 100 a 400x (CBRA, 1998).
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7.1.7 — Vigor

O vigor representa a forca do movimento que também influencia a velocidade
com que os espermatozéides se movimentam (CBRA, 1998). Ao vigor € atribuido uma
nota subjetiva, que depende do examinador, de 0 (auséncia de deslocamento dos

espermatozdides) a 5 (deslocamento rapido e flechante do espermatozoéide).

7.2 - Caracteristicas morfolégicas do sémen

7.2.1 — Morfologia espermatica

A morfologia espermatica € outra caracteristica importante a ser avaliada, que
fornece conhecimento consistente da qualidade seminal por determinar a percentagem
de espermatozdides anormais no ejaculado (CHEMINEAU et al., 1991). Um dos
métodos utilizados para avaliacio da morfologia espermdtica é a confeccdo de
esfregacos corados de espermatozdides com corantes vitais (CBRA, 1998, NUNES et
al., 1997, CHEMINEAU et al., 1991; MIES FILHO 1987). Posteriormente deve-se
proceder com a contagem de 200 células por esfregaco, com aumento de 1000x

(imersdo) em microscépio 6tico.

As anormalidades esperméticas podem ser classificadas segundo Colas (1980),

em:

e Defeito de cabeca;

e Defeito de peca intermediéria;
¢ (Gota citoplasmatica proximal;
¢ (Qota citoplasmatica distal;

e Defeito de flagelo.

O Colégio Brasileiro de Reproducdao Animal (CBRA) € o 6rgao que regulamenta
o exame androlégico e a avaliacio do sémen animal no Brasil e em seu manual,
elaborado em 1998, conforme convénio com o Ministério da Agricultura, preconiza que
0 sémen caprino, para ser utilizado deve obter, no minimo, os seguintes padrdes

seminais:
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Bodes doadores de s€émen (valores pds-descongelamento, palhetas de 0,25ml):

Parametro Nota

Motilidade .......c.ccoevveeiieniiiiiniieieiee 30%

VIZOT ittt 2

Total de espermatozdides normais ............ 80% (maximo de defeitos primérios: 10%)

Nimero de  espermatozdides com

motilidade progressiva .........ccceeevveeeennnneen. 40 % 10° s ptz/ml por dose

7.3 — Exames complementares do s€émen

7.3.1 — Teste de termorresisténcia

Depois de depositado no trato genital feminino, seja por monta natural ou por
inseminagdo artificial, os espermatozodides levam algumas horas para encontrar o 6vulo
e realizar a fecundagdo. Desta forma, a capacidade fertilizante do espermatozdide esta
ligada a sua habilidade em sobreviver por algum tempo horas no aparelho reprodutor da

fémea (CHEMINEAU et al., 1991).

Neste sentido foi criado o teste de termorresisténcia (TTR), que avalia in vitro a
capacidade de sobrevivéncia do espermatozdide a uma temperatura de 37 ou 38 °C
(imitando a temperatura do trato genital feminino) (CHEMINEAU et al., 1991). No
entanto, a metodologia para realizacdo deste teste varia entre as espécies (CBRA, 1998)

e do tipo de sémen utilizado (CHEMINEAU et al., 1991).

Para o bode ¢ utilizada a incubag¢do do s€émen, em banho-maria a 37 °C, por duas
horas e a avaliacdo da motilidade e vigor € realizada aos 5, 60 e 120 minutos apds o
inicio da incubag¢dao (CAMPOS, 2003; CHEMINEAU et al., 1991). O CBRA preconiza
que, para sémen descongelado o vigor e a motilidade minima deve ser de 2 e 30%,

respectivamente, na avaliacdo aos 5 minutos de incubacao.

Seguido a realizacdo do TTR, a taxa de degradacdo da motilidade (TDM) é

calculada, utilizando-se a seguinte férmula:

24



TDM = Vigor (5 min) — Vigor (120 min) x 100

Vigor (5 min)

8 — Conservaciao do Sémen Caprino

8.1- Criopreservacao

O objetivo da conservacdao do sémen em estado liquido (por pouco tempo) ou
em estado sélido (por tempo prolongado) € prolongar a capacidade de fertilizacdo dos
espermatozodides, reduzindo temporariamente suas atividades metabdlicas e motilidade
(SALAMON & MAXWELL, 1995; EVANS & MAXWELL, 1990). A técnica de
preservar os espermatozoides a baixas temperaturas, por tempo prolongado, deve ser
aplicada com cuidado, observando alguns detalhes, visto que o choque térmico, causado
por réapidas variagdes de temperatura, pode causar danos irreversiveis a membrana

plasmatica (SALAMON & MAXWELL, 2000).

Virios fatores inerentes ao processamento do s€émen podem afetar a taxa de
fertilidade posterior a inseminacdo artificial (IA). Entre elas podemos citar a
composi¢do do diluente utilizado, temperatura e tempo de preservacao, taxa de dilui¢do

e dose inseminante (SALAMON & MAXWELL, 2000).

8.1.1 — Resfriamento

O método de resfriamento consiste na reducdo da temperatura de dilui¢do do
sémen até 15 ou 4 a 5 °C, mantendo a esta temperatura até o momento de ser utilizado
(EVANS & MAXWELL, 1990). Essa queda de temperatura deve ser realizada de forma
gradual, principalmente entre 18 e 5 °C, faixa em que os espermatozdides sdo mais

sensiveis ao choque térmico (EVANS & MAXWELL, 1990). Essa redugdo deve ser
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numa taxa de 0,5 °C por minuto, levando cerca de 1,0 a 1,5 horas para o resfriamento a

15°C e 2 a 3 horas até 4 °C, dependendo da temperatura de diluicao.

Uma vez tendo atingido essa temperatura, sua manutencao € importantissima, ja
que temperaturas superiores nao sao suficientes para inibir fortemente o metabolismo
espermatico; temperaturas abaixo de 0 °C sdo letais para os espermatozdides (EVANS

& MAXWELL, 1990).

A temperatura de resfriamento depende do diluente utilizado: para diluidor a
base de dgua de coco recomenda-se resfriamento a 4 °C e para sémen diluido em leite
deve-se resfriar a 15 °C (ARAUJO & CAMPOS, 2005). E da temperatura de
resfriamento depende o tempo de conservagdo: a 4 °C o tempo maximo de conservacao
maxima do sémen € de 48h (NUNES et al., 1997; EVANS & MAXWELL, 1990),
enquanto diluido em leite e resfriado a 15 °C o mesmo deve ser usado em 6 as 12h

(EVANS & MAXWELL, 1990).

Independente do diluente, temperatura ou condi¢do de armazenamento, ocorre
prejuizo a célula espermadtica a medida que aumenta o tempo de estoque, sendo que as
principais mudancas que se observa neste periodo é a reducdo da motilidade e da
integridade das células espermaticas (SALAMON & MAXWELL, 2000). Estas
mudangas podem contribuir para o acumulo de substincias toxicas, produto do
metabolismo, formadas a partir da peroxidagdo dos lipidios da membrana dos
espermatozdides (SALAMON & MAXWELL, 2000). Desta forma, a fertilidade de
ovelhas diminui na ordem de 10 a 35% por dia de conservacdo sob resfriamento

(EVANS & MAXWELL, 1990).

8.2 — Diluicao do sémen

Uma das maiores vantagens da IA déi-se pelo fato da maximizacdo da utilizagao
de um reprodutor de alto valor genético, visto que com um unico ejaculado é possivel
fertilizar um maior nimero de fémeas quando comparado a monta natural (MIES

FILHO, 1987).

No entanto, tecnicamente, para que o ejaculado de um dado reprodutor seja

utilizado em concentragdes adequadas, com numero suficiente de espermatozdides na
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dose inseminante, faz-se necessario que o mesmo seja diluido, aumentando o volume de
sémen a ser manipulado (EVANS & MAXWELL, 1990). De acordo com estes mesmo
autores, hd também uma razdo biolégica para o uso de diluentes, ji que estes
proporcionam aos espermatozéides um ambiente com osmolaridade e pH adequados,
suprem-nos com nutrientes, além de servir como protetores para as variagdes de

temperatura durante a criopreservagao.

A diluicdo deve ser realizada o mais rapidamente possivel apds a coleta e
avaliacdo do s€men. O diluente deve estar a mesma temperatura do sémen e por isso se
recomenda realiza-la em banho-maria a 30 °C (EVANS & MAXWELL, 1990) ou 32 °C
(ARAIjJO & CAMPOS, 2005). Deve-se sempre acrescentar o diluente ao sémen e
nunca o contrario (EVANS & MAXWELL, 1990).

Um bom diluente deve ser atoxico para as células espermaticas, ter pH e
osmolaridade compativel com a sobrevivéncia destas células, ser barato e de facil
preparo (NUNES, 2001; NUNES et al., 1997). Dentre os vdérios diluidores podemos

destacar a 4gua de coco, o leite e o Tris (hidriximetil aminometano).

Outros componentes podem ser adicionados aos diluidores para melhorar seu
desempenho, como os crioprotetores (gema de ovo e glicerol), aguicares (glicose, frutose
e sacarose), sais (citrato de sddio) e antibidticos (penicilina e estreptomicina)

(SALAMON & MAXWELL, 2000; EVANS & MAXWELL, 1990).

8.2.1 — Diluentes

Agua de coco

A 4gua de coco € uma solucdo estéril que contem aminodcidos, agucares,
vitaminas, minerais e ¢é pobre em fosfolipidios (NUNES, 2001; NUNES &
SALGUEIRO, 1999; NUNES et al., 1997).

A utilizacdo a dgua de coco surgiu da necessidade do desenvolvimento de
biotecnias que nao permitissem a interagdo do plasma seminal com os componentes dos
componentes dos diluentes normalmente usados. O que pdde ser obtido com o uso de
diluidores com pouca concentragdo de fosfolipidios, como € o caso da dgua de coco

(TONIOLLL, 1989; NUNES, 1998).
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A 4gua de coco recomendada para utilizacdo € proveniente do fruto como 6
meses de maturacdo. Nesta idade o coco apresenta osmolaridade em torno de 500
mOsm/L e pH de aproximadamente 4,5, que devem ser corrigidos com dgua bidestilada
e citrato de s6dio, para os valores encontrados no s€émen caprino que é de 300mOsm/L e

6,2 a 6,8, respectivamente (NUNES, 2001).

No intuito de identificar a fracdo que possui efeito benéfico sobre os
espermatozdides, a dgua de coco foi ultra-filtrada através de uma coluna de Sephadex
G25 e G50 para separacdo e identificacdo dos piques de acordo com a velocidade do
produto pela coluna de gel (NUNES & SALGUEIRO, 1999). Foram recuperados 3
piques, sendo denominados A, B e C, sendo que o pique B apresentou um melhor
desempenho tanto in vitro como in vivo para o sémen caprino (NUNES &
SALGUEIRO, 1999). Nunes & Combarnous (1995) isolaram neste pique o acido 3
indol-acético, sendo esta substincia responsdvel pelo implemento do desempenho
espermadtico, quando comparado com a dgua de coco total ou com os outros piques

(NUNES & SALGUEIRO, 1999).

A 4gua de coco vem sendo amplamente utilizada como diluente de sémen de
mamiferos (NUNES & COMBRANOUS, 1995; NUNES, 1998), dos quais podemos
destacar resultados favoraveis na conservacdo in vitro de s€émen caprino (TONIOLLI,
1989) por até 72h (CAMPOS 2003; CAMPOS et al., 2003b), bem como para as taxas
de fertilidade e prolificidade (NUNES & SALGUEIRO, 1999).

8.2.1 - Crioprotetores

Os crioprotetores sdo inclusos nos diluentes para minimizar e estresse quimico e
fisico causado pelas variagdes de temperatura durante o resfriamento, congelacdo e
descongelacdo dos espermatozdides (PURDY, 2005). Os crioprotetores sao

classificados em penetrantes e ndo-penetrantes (PURDY, 2005).

A membrana plasmadtica dos espermatozdides é solivel aos crioprotetores
penetrantes, que entram nestas células, deslocando a 4gua para fora da mesma,
desidratando-a (AMANN, 1999; PURDY, 2005). Desta forma, no momento da

congelacdo, menos cristais de gelo serdo formados no interior da célula, fornecendo
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menos risco de morte celular. Este mesmo autor explica que o crioprotetor penetrante

funciona como uma solvente para sais e agucares.

Os crioprotetores ndo-penetrantes agem no meio extracelular, protegendo a
célula no resfriamento até 5 °C, podendo modificar a membrana do espermatozéide.
Age também como soluto e diminui a temperatura de congelacao do diluente (AMANN,

1999; PURDY, 2005).

Os crioprotetores ndao-penetrantes e penetrantes tém efeito adicional, sendo que
o primeiro fornece protecdo aos espermatozdides até 0 °C enquanto o segundo age em

temperaturas abaixo desta (SALAMON & MAXWELL, 1995).

Gema de ovo

A gema de ovo, um componente comumente acrescentado aos diluentes, tem
demonstrado efeitos benéficos no resfriamento do sémen (GIL et al., 2003), dentre os
quais se destaca a protecao contra choques térmicos em temperaturas proximas de 0 °C,
tanto durante a congelacdo, quanto durante a descongelacio (SALAMON &
MAXWELL, 1995; SALAMON & MAXWELL, 2000). A gema preserva a integridade
das membranas acrossOmica e mitocondrial, além de funcionar como um tampao

osmotico (SALAMON & MAXWELL, 1995).

A lecitina, um componente encontrado na gema do ovo, reage com a fosfolipase
A, uma proteina secretada pelas glandulas bulbouretrais do bode (NUNES, 1982)
produzindo lisolecitinas, que sdo toxicas para os espermatozdides (CHEMINEAU et al.,

1991).

Contudo a gema de ovo é amplamente utilizada para criopreservacao do s€émen
desta espécie, sendo utilizada com bons resultados na concentracdo de 2 a 2,5% para
s€men resfriado (CAMPOS et al., 2003b; CAMPOS, 2003; NUNES, 2001; ROCA et
al., 1997) e de 9 a 20% para congelacio (CABRERA et al., 2005; EIMAN &
TERADA, 2004; GIL et al, 2003; PEREZ LLANO & MATEOS REX, 1995;
CHAUHAN & ANAND, 1990).
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CAPITULO 2

Efeito individual e da época do ano sobre a composicao do plasma
seminal e a qualidade do sémen caprino resfriado a 4 °C por 48 horas

no estado do Ceara

(Individual and season effect on seminal plasma composition and
goat semen quality stored at 4 °C for 48 hours on Ceara State)
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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da época do ano (chuvosa ou seca) sobre
a composi¢do do plasma seminal e parametros seminais de 17 caprinos sem padrdo
racial definido, criados em regido quente e imida e avaliar se a composi¢ao bioquimica
do plasma seminal destes animais apresenta correlacio com os parametros qualitativos
do sémen, em funcdo da época do ano. Durante as épocas chuvosa (mar¢o a maio) e
seca (setembro a novembro), os ejaculados dos animais foram coletados semanalmente
para avaliacdo bioquimica do plasma seminal e a cada 15 dias para determinacdo dos
parametros seminais. O sémen fresco foi avaliado quanto a motilidade massal, volume e
concentracdo espermdtica, em seguida foi diluido em dgua de coco acrescido de 2,5%
gema de ovo (200 x 10° espermatozoéides/mL) e avaliados quanto ao vigor e motilidade.
O sémen diluido foi resfriado a 4 °C, conservado por 48 horas e avaliado para vigor e
motilidade as 2, 24 e 48 horas (T2, T24 e T48) de conservacdo, pelo teste de
termorresisténcia lento (TTR). Esfregacos do s€émen diluido foram confeccionados e
corados com azul de bromofenol durante o TTR, 200 células foram avaliadas
classificadas como morfologicamente normais ou anormais. Determinou-se as
concentracdes de frutose, 4cido citrico, proteinas totais, Ca, P e Mg e a atividade da
FLA; no plasma seminal. O volume, a concentragdo, o vigor e a motilidade espermatica
ndo apresentaram diferencas entre as duas épocas do ano, enquanto motilidade massal
foi maior na época chuvosa. A qualidade espermdtica diminuiu a medida que se
prolongou o tempo de conservacdo. O sémen apresentou qualidade superior na época
chuvosa e as concentracdes de frutose, acido citrico, proteinas totais, P e Mg foram
maiores nesta época. A fosfolipase A, apresentou menor atividade na época chuvosa.
Obteve-se correlacdo baixa e positiva entre a atividade da fosfolipase A, e o percentual
de espermatozdides com morfologia normal durante a época chuvosa e negativa e de
baixa a moderada com os outros componentes bioquimicos estudados. A concentra¢do
de frutose, 4cido citrico e proteinas totais mostraram correlagdes positivas com o vigor e
a motilidade e negativas com a TDM. Em relacio a morfologia espermdtica, a
concentracdo de frutose mostrou correlagdes positivas, enquanto as de dcido citrico e
proteinas totais, negativas. Os niveis de fésforo no plasma seminal apresentaram
correlagdo com os parametros seminais apenas na época seca, sendo negativa para vigor

e motilidade e positiva para TDM e percentagem de espermatozéides com morfologia
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normal. A concentracdo de Mg correlacionou-se positivamente com a motilidade na
época chuvosa e negativa com a normalidade da morfologia espermadtica na época seca.
Os resultados do presente estudo indicam que caprinos criados em clima tropical
apresentam melhor qualidade espermatica no periodo chuvoso, além das concentracdes
de frutose, acido citrico, proteinas totais, P e Mg serem mais elevados nesta época.
Sugere-se, portanto, que estes animais devem apresentar melhor desempenho
reprodutivo na época chuvosa. O fato de haver correlacdes entre os parametros seminais
e a composicdo bioquimica do plasma seminal pode indicar que as diferengas detectadas
quanto a qualidade espermatica entre as épocas do ano deve-se justamente as variagcoes

na concentragdo destes mesmos componentes.
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ABSTRACT

This study aimed to verify the effect of the season of the year (rainy or dry season) on
the seminal plasma composition of the seventeen bredcross male goats raised in tropical
region and to evaluate if the biochemical composition of the seminal plasma was
correlated to semen qualitative parameters in relation to the season of the year. On
March to May (rainy season) and September to November (dry season), the ejaculates
were collected in artificial vagina, once a week, the SP was separated to evaluate the
biochemical parameters and biweekly for quality semen determination. The semen was
evaluated to massal motility, volume and spermatic concentration, following, the sperm
was diluted in coconut water added 2,5% of egg yolk (200 x 10° spermatozoa/mL) and
stored at 4 °C for 48 hours. The vigor (0-5) and motility (1-100%) were measured at 2,
24 and 48 hours after cooling by slowly thermoresistance test (TRT). The motility
degradation rate (MDR) was calculated after TRT. Slides of sperm were made during
TRT and 200 cells were classified as normal or abnormal morphology. The fructose,
citric acid, total proteins, calcium, phosphorus and magnesium level in the SP were
measured. The volume and spermatic concentration did not show difference between
seasons of the year, while the massal motility was higher in rainy season. The seminal
quality decreased with time (p<0,001). The semen obtained in the rainy season was
better quality than semen collected in the dry season of the year. In addition, the
fructose, citric acid, total proteins, phosphorus and magnesium levels in the SP were
higher in rainy season, while the PLA, activity was lower in this period (p<0,05). The
PLA,; activity showed a low and positive correlation with normal morphology of the
spermatozoa in rainy season and a moderate and negative with the biochemical
parameters. The fructose, citric acid and total proteins concentration showed positive
correlations to vigor and motility and negative correlation with the MDR, in both
seasons. The total sperm morphology alterations (TSMA) showed negative correlation
with fructose level and positive correlations with citric acid, total proteins
concentrations and PLA, activity level. The phosphorus concentration in the seminal
plasma showed correlation with seminal parameters only in dry season: negative to
vigor, motility and TSMA and positive to MDR. The magnesium level showed positive
correlation with sperm motility, at rainy season and TSMA, at dry season. These results

indicated that male goats raised in tropical region showed better seminal quality in the
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rainy season. In addition, the fructose, citric acid, total proteins, phosphorus and
magnesium concentration levels in the SP were higher in rainy season, while the PLA,
activity was lower in this period. The correlations between the seminal and biochemical
parameters in SP could indicate that the differences in the semen parameters in the rainy

and dry season occurred due the biochemical parameter variations.
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INTRODUCAO

Na ultima década, indmeras pesquisas tém sido desenvolvidas para o
aprimoramento de biotecnologias associadas a reproducido animal com o objetivo geral
de garantir o beneficiamento e conservagdo do sémen para fins de inseminagdo
artificial, transferéncia de embrides e fertilizacdo in vitro (NUNES, 1998; TRUMMER
et al., 1998; HOLT, 2000; YOSHIDA, 2000; PAUW et al., 2003; STORNELLI et al.,
2005; BITTENCOURT et al., 2006; VIANA et al., 2006). Neste sentido, hd abordagens
especificas também para a definicdo do melhor método, intervalo e época do ano
(AMIR et al., 1986; LIMA et al., 1994, RODRIGUES, 1997, SHAMSUDDIN et al.,
2000; CAMPOS et al., 2003; SANTOS et al., 2006) para a colheita e preservacdo de
amostras de sémen, bem como estratégias apropriadas para diluicio (WATSON, 2000)
e uso de diluidores mais eficazes (SINGH et al., 1995; NUNES, 1998; GIL et al., 2003;
EIMAN & TERADA, 2004; PURBY, 2005).

A estimativa das taxas de ndo-retorno ao estro associadas a cada reprodutor é um
dos principais indicadores do seu desempenho reprodutivo, mas esta informacao torna-
se disponivel somente quando o animal j4 se encontra em fase de producdo comercial de
sémen. Portanto, a expectativa de se dispor de marcadores ou parametros que possam
indicar o potencial reprodutivo do animal in vivo tem sido objeto de varios estudos.
Apesar da avaliacdo de parametros seminais tais como a motilidade e percentagem de
defeitos espermadticos fornecerem um razodvel indicativo do potencial reprodutivo de
um animal ou pelo menos de uma determinada amostra de s€men, estes critérios sao de
utilidade limitada para a predicdo da fertilidade. Mesmo a utilizacdo de outras
ferramentas, como a andlise computadorizada do s€émen e ensaios de integridade
acrossomica (KJAESTAD er al., 1993; JANKAUSKAS er al., 2000) fornecem
informacdes limitadas como indicadores da fertilidade potencial. Isto ocorre porque o
processo de fertilizac@o constitui-se de uma série complexa de eventos e alguns destes
métodos certamente nao levam em consideragdo muitas das varidveis que de fato
influenciam a ligagcdo do espermatozoéide ao 6vulo e a fertilizacdo propriamente. Neste
sentido, andlises bioquimicas, associadas aos critérios ja existentes de avaliacdo da
qualidade espermatica, poderiam certamente auxiliar na identificacdo de diferencas
importantes entre os indices de fertilidade dos animais. Aliado a avaliacdo fisica e

morfoldgica do ejaculado, o conhecimento da composi¢do bioquimica do plasma
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seminal pode indicar variagdes na atividade do epididimo ou das glandulas sexuais
anexas € no metabolismo dos espermatozdides (KILLIAN et al., 1999; FAN et al.,
2006; MOURA et al., 2007).

Estudos preliminares demonstraram haver efeito individual do reprodutor sobre
a taxa de degradacdo da motilidade (AGUIAR et al., 2006) e sobre a composi¢dao
bioquimica do plasma seminal, tanto para os componentes minerais (calcio, fésforo e
magnésio) como organicos (frutose, dcido citrico e proteinas totais) (CATUNDA,
2007), resultados que sugerem a existéncia de relacdes entre estes componentes
seminais e aspectos da funcdo espermatica. Outro fator a ser considerado € a influéncia
das variacOes ambientais ao longo do ano de forma que, em regides proximas a linha do
Equador, fatores climdticos como temperatura, umidade relativa do ar, precipitacdo e
irradiacdo solar provocam alteracdes nas atividades fisiol6gicas em caprinos (OGEBE et
al., 1996). O estresse térmico, além de interferir nos paradmetros fisiolégicos e ingestao
de alimentos (OGEBE et al., 1996), altera também o desempenho reprodutivo dos
animais, interferindo na atividade do eixo hipotdlamico-hipofisario-gonadal (RIVER &
RIVEST, 1991).

Desta forma, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da época do ano
sobre a composi¢do do plasma seminal (célcio, fésforo, magnésio, frutose, acido citrico
e proteinas totais, atividade da FLLA,) e sobre os parametros seminais (vigor, motilidade,
taxa de degradacdo da motilidade e morfologia esperméticas) de caprinos sem padrao
racial definido, criados na regido litoranea do estado do Ceard, com clima quente e
umido. Também se delineou a hipétese de que a composicao bioquimica do plasma
seminal destes animais apresenta correlagao significativa com os parametros do sémen,

em funcdo da época do ano.
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MATERIAL E METODOS

2.1 - Local do experimento e condicoes ambientais

O experimento foi realizado no Laboratério de Estudos em Reprodug¢dao Animal
(LERA) da Universidade Federal do Ceara (UFC), Campus do Pici, localizado a latitude
sul de 3°45°, longitude oeste de 38°32° e altura de 15,5 m acima do nivel do mar. O
clima da regido, de acordo com a classificagdo de Koppen, ¢ AW, com clima quente e
amido, com médias térmicas entre 26 a 27 °C, maximas de 30 °C e minimas de 19 °C. O
experimento foi conduzido durante o ano de 2006, considerando-se como chuvosa a
época entre os meses de marco a maio, caracterizada por uma precipitacdo média de
345,0 + 123,4 mm, umidade relativa de 82,3 + 3,2 % e temperatura média de 27,0 + 3,2
°C, com intervalo de 24,4 + 0,4 a 30,3 + 0,4. A época seca do mesmo ano compreendeu
os meses de setembro a novembro, com precipitacao média de 5,4 + 4,3 mm, umidade
relativa de 69,0 + 1,0 % e temperatura média de 27,6 + 0,1 °C, associada a amplitude de
25,2 + 0,3 a 31,1 +0,2. O Indice de Temperatura e Umidade (ITU) calculado foi de
75,10 + 1,17 no periodo chuvoso, com amplitude de 73,64 a 76,77 e de 75,44 + 1,53 no
periodo seco, com minimo de 73,31 e maximo de 77,53. De acordo com estabelecido
por Pereira (2005), os animais estavam em estado de alerta de conforto térmico durante

0 experimento.
2.2 - Animais experimentais

Foram utilizados 17 caprinos sem padrdo racial definido (SPRD), com idade
média de 26,2 + 5,4 meses e peso médio de 41,1 + 4,2 Kg. Durante o experimento, 0s
animais foram criados em baias individuais, alimentados com feno de Tifton (Cynodon
dactilum) e concentrado adicionado de sal mineral, dividido em duas ofertas diarias de
250g cada (NRC, 1981). Agua foi fornecida a vontade.

2.3 - Coleta do sémen

Os ejaculados dos animais foram coletados semanalmente para a separagdo do

plasma seminal, durante os trés meses de cada época (seca e chuvosa). O sémen de cada
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animal foi centrifugado a 4 °C e 4000 g por 20 minutos e em seguida, separado o
plasma seminal para refrigeracdo a —18 °C até o momento das andlises bioquimicas.
Devido ao pequeno volume de plasma seminal coletado, foi necessario fazer um pool
mensal das coletas por animal, resultando em uma amostra por animal por més.

Uma segunda coleta de sémen, destinada a andlise dos parametros seminais, foi
realizada a cada duas semanas, sempre dois dias apds as coletas para obten¢do do
plasma seminal. Ao todo, obtiveram-se seis coletas por animal por época, totalizando
204 ejaculados. O sémen dos caprinos foi coletado através de vagina artificial e com o
auxilio de uma cabra para monta dos animais. Antes da coleta, os animais tiveram o
prepucio lavado com édgua e detergente neutro e enxuto com toalha de papel para evitar

contaminac¢do do sémen.

2.4 - Analise do sémen

Avaliou-se o volume do ejaculado no momento da coleta e a motilidade massal
do sémen fresco através da metodologia descrita por Chemineau ef al. (1991), na qual se
utiliza uma escala de 0 a 5. Uma amostra de 50ul do sémen foi diluida em solucdo
salina formolizada (0,1%) e analisada no espectrofotdometro para determinagdo da
transmitancia e posterior cdlculo da concentracdo espermdtica (CHEMINEAU et al.,
1991). O sémen foi previamente diluido na propor¢ao de 1:1 em diluidor a base de dgua
de coco in natura, a 32 °C e, apds a determinacdo da concentracdo espermatica, foi
realizada a diluicdo final (com mesmo diluidor), ainda a 32 °C, para obter uma
concentracdo de 200 x 10° espermatozéides/ml. Nesta concentracdo, foi entdo avaliado
a motilidade espermatica, definida com a percentagem de espermatozdides moveis
(CBRA, 1998) e o vigor (escala de 0 a 5) dos espermatozdides (CHEMINEAU et al.,
1991).

O diluidor a base de dgua de coco foi preparado com 50% de dgua de coco in
natura e 50 % de citrato a 2,5 %, com objetivo de manter a solucdo em pH entre 6,2 e
6,8 e osmolaridade de 300 mOsm. Desta solu¢do estoque, retirou-se 2,5 % do volume

para o acréscimo de igual volume de gema de ovo (NUNES, 1998).
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2.5 - Teste de termorresisténcia (TTR)

Depois da dilui¢do final, o sémen foi resfriado, por cerca de duas horas, até
atingir a temperatura de 4 °C, conservado por 48 horas e avaliado para os parametros de
vigor e motilidade a cada 24 horas a partir de 2 horas, sendo determinados os seguintes
tempos de avaliagdo: T2, T24 e T48. Para proceder com o teste de termorresisténcia,
uma amostra de 250 ul de s€men foi levada ao banho-maria a 38 °C, para reanimagao
dos espermatozdides. Uma gota do s€men foi entdo posta sobre lamina e coberta com
laminula, e levada ao microscépio 6tico para avaliagdo dos pardmetros seminais aos 5,
60 e 120 minutos de incubacdo. A taxa de degradacdo da motilidade (TDM) foi

calculada ao final do teste de termorresisténcia, utilizando a seguinte férmula:

TDM = Vigor (5 min) — Vigor (120 min) x 100

Vigor (5 min)

2.6 - Morfologia espermatica

Esfregacos do sémen diluido foram confeccionados aos 5 e 120 minutos apds o
inicio do teste de termorresisténcia, para cada tempo (T2, T24 e T48), perfazendo um
total de 06 esfregacos por animal por coleta. Os esfregacos foram corados com azul de
bromofenol e, em seguida, 200 células foram avaliadas em microscopia Otica, em
aumento de 1000x, e classificadas morfologicamente como normais ou anormais
(defeitos de cabeca, defeitos de peca intermedidria, gota citoplasmatica proximal, gota

citoplasmatica distal e defeitos de flagelo) (COLAS, 1980).

2.7 - Avaliacao Bioquimica do Sémen

A atividade da fosfolipase A, foi mensurada através de adaptacdes da
metodologia de Haas et al. (1968). Como substrato, preparou-se uma solu¢do de uma
gema de ovo com 50 mL de 4dgua destilada e a uma amostra de 15 mL desta solucdo foi
adicionado 10 mL de deoxicolato de sédio a 0,03 M e 1 mL de CaCl, a 0,6 M. Agua

destilada foi em seguida adicionada até completar 100 mL, de forma que a concentragcdao
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final do deoxicolato de s6dio e o CaCl, foram de 3 x 102 e 6 x 10'3, respectivamente. O
pH desta solugdo foi corrigido para 7,8 a 8,0 utilizando-se NaOH 0,5 M. Uma aliquota
de 10 mL desta solucdo foi retirada e levada ao pHmétro e adicionada de 20 uL de
plasma seminal caprino. Uma aliquota 3 uLL de NaOH a 0,11 N foi adicionada sempre
que o pH da solu¢do diminuia em 0,03 e o tempo (em segundos) aferido, de modo que o
ensaio teve duracio de 3 minutos.

No final do ensaio, foi calculada a média das diferencas dos tempos anotados e
multiplicada por um fator de corre¢do com a finalidade de determinar a unidade de
consumo de NaOH/minuto/20 pL. de plasma seminal caprino adicionado a solucdo de
uso. A determinacgdo da atividade da FLA; no plasma seminal foi realizada em triplicata

e a média dos trés resultados foi utilizada para as andlises estatisticas.
2.8 - Analise estatistica

Os parametros seminais e bioquimicos do s€men foram submetidos a andlise de
variancia e teste de Tukey (p < 0,05) para determinar os efeitos de tempo de
conservacgdo, animal (efeito individual), época do ano e a existéncia de interacdo entre
os efeitos individuo e época (SAS, versdao 8.0, 2000). As varidveis motilidade e TDM
sofreram transformac¢ao angular para atender a condi¢do de normalidade. Um estudo de
correlagdo simples de Pearson foi realizado para testar o grau de associa¢do entre as
varidveis bioquimicas (frutose, dcido citrico, proteinas totais, cdlcio, fésforo, magnésio

e atividade da FLLA,) e os parametros seminais avaliados nas épocas chuvosa e seca.
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RESULTADOS

3.1 - Parametros Seminais

As variaveis volume (0,9 + 0,3 mL) e concentracdo espermatica (2,5 + 0,2
bilhdes de espermatozdides/ml) ndo apresentaram diferenca (p > 0,05) entre as épocas
do ano estudadas. Observou-se que a motilidade massal dos espermatozdides na época
chuvosa (4,3 + 0,4) foi mais elevada do que na época seca (4,0 + 0,7; p < 0,0001)
porém, o vigor (3,4 + 0,4 ¢ 3,4 + 0,4) e a motilidade (75,7 + 8,4 ¢ 77,9 + 7,6) do s€men
fresco diluido em dgua de coco ndo apresentaram alteragdes nos respectivos periodos (p
> 0,05).

Com relagdo ao s€men resfriado, verificou-se que o tempo de conservagdo do
sémen resfriado a 4 °C teve influencia sobre o vigor e a motilidade espermatica, tanto na
época chuvosa quanto seca (p < 0,0001), de forma que estes parametros diminuiram
com o tempo de armazenamento. Nao foi observado efeito do tempo de conservacio do
sémen sobre a TDM durante a época chuvosa, porém, na época seca do ano, a TDM
avaliada 2 horas apds o inicio do resfriamento foi maior do que aquela encontrada as 48
horas (p < 0,05; Tabela 1). O vigor e a motilidade espermética foram mais elevados no
periodo chuvoso em todos os tempos de conservagdo do sémen resfriado, enquanto a
TDM foi maior na época seca do que na chuvosa, apenas em T2 (p < 0,0001; Tabela 1).

O efeito individual também teve grande influéncia (p < 0,0001) sobre todos os
parametros seminais avaliados (Figura 1) nas épocas avaliadas neste estudo. Foi
descrito a existéncia de interagdo significativa entre os efeitos individual e de época do
ano para as varidveis: vigor (p < 0,05), motilidade e TDM (p < 0,0001; Figura 2).

Nao foi observado efeito de tempo de resfriamento do sémen sobre a morfologia
espermatica (Tabela 2). Contudo, os efeitos individual e de época foram altamente
significativos (p < 0,0001) sobre este pardmetros. Sendo que os espermatozdides
apresentaram maior proporcdo de normalidade na época chuvosa. Houve ainda uma
interacdo entre animal e época sobre a normalidade da morfologia espermética (p <

0,05).
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Tabela 1 — Efeito do tempo de conservagdo e da época do ano sobre o s€émen caprino, diluido
em agua de coco com 2,5 % de gema e resfriado a 4 °C durante 48 horas, o vigor, a motilidade e
a taxa de degradacdo da motilidade (TDM).

Vigor' Motilidade' TDM?
Tempo Chuvosa Seca Chuvosa Seca Chuvosa Seca
(Horas)
2 2,6 + 0,5 2,1 +0,8% 582+ 10,5 51,0+ 16,8 | 282 +24,8% 576 +364%
24 2,3 +0,6™ 1,6 +1,1°8 51,7+ 13,9°% 40,1 +25,7® | 28,2+29,0°® 50,5+ 36,4%F
48 2,1 +0,7% 1,3+1,1¢ 442 +162 30,7 +27,1°® | 27,1 +294° 43,5 +359%

Letras maidsculas — comparagdo entre épocas, na mesma linha;

Letras mindsculas — comparacio entre tempos, na mesma coluna; 'p < 0,0001; *p < 0,05.

Tabela 2 - Efeito do tempo de conservagdo e da época do ano sobre a morfologia espermética
do sémen caprino diluido e resfriado a 4 °C e estocado por 48 horas.

T Normal Alterada

empo

(Horas) Chuvosa Seca Chuvosa Seca
2 84,9 + 8,3 80,8 +7,6° 15,15 + 8,3" 19,2 +7,6*
24 85,9 + 8,14 81,8 +8,1° 14,1 + 8,18 18,2 + 8,14
48 86,0 + 6,6 81,9 +6,9° 14,0 + 6,6° 18,1 + 6,94

Letras maitdsculas — comparacio entre épocas, dentro da mesma linha; (p < 0,05).
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Figura 1 — Variabilidade individual referente aos pardmetros de: (A) vigor (escala de 0 a 5),
motilidade e TDM (0 a 100%) do sémen caprino resfriado a 4 °C por 48 horas; (B)
concentracdes de frutose (mg/dL), dcido citrico (mg/dL) e proteinas totais (g/dL); (C) Ca, P e
Mg (mg/dL) e atividade da FLA, (U/mL, onde U = ymol de 4cido graxo liberado por minuto).
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Figura 2 — Interacgdo dos efeitos individuo e época do ano sobre o vigor (A), motilidade (B) e
TDM (C) no sémen caprino diluido e resfriado a 4 °C durante 48 horas. *p < 0,05.
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3.2 - Parametros bioquimicos do plasma seminal

As concentragdes de frutose, dcido citrico, proteinas totais, fésforo e magnésio

no plasma seminal dos caprinos SPRD foram maiores na época chuvosa quando

comparadas as da época seca do ano (p < 0,05), enquanto que a fosfolipase A,

apresentou menor atividade na época chuvosa (p < 0,05; Tabela 3). Demonstrou-se

também a existéncia de interacdo significativa entre animal e época do ano, para todos

os componentes bioquimicos avaliados (p < 0,0001; Figura 3).

Tabela 3 — Efeito da época do ano (chuvosa ou seca) sobre a concentragdo de
componentes bioquimicos do plasma seminal caprino.

. , L. Proteinas Acido Atividade
Calcio Fésforo Magnésio Totais Citrico Frutose da FLA

- 2
Epoca (mg/dL) | (mg/dL) (mg/dL) (e/dL) (me/dL) (mg/dL) (U/mL)
Chuvosa [12,3+2,1* [12,3+2,6* 8,6 +3,94 6,1+1,2%4 4954 + 119,84 660,1 + 157,4% 6,2+ 19"
Seca 12,1 +24% |97+3,7° 8,1 +3,7" 52+ 14" 4356 + 108,28 502,6 +203,8° 8,1 +3,3%4

Letras mintsculas — comparagdo entre épocas, na mesma coluna; p < 0,05.
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Figura 3 — Interacdo dos efeitos individuo e época sobre os pardmetros bioquimicos seminais.
Concentragdes de: frutose (mg/dL), dcido citrico (mg/dL), proteinas totais (g/dL), calcio
(mg/dL), fésforo (mg/dL), magnésio (mg/dL) e atividade da FLA, (U/mL, onde U = pmol de
dcido graxo liberado por minuto) do s€émen caprino coletado nas épocas chuvosa e seca do ano.
*p < 0,05.
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3.3 - Correlacgoes entre parametros seminais e componentes bioquimicos do sémen

A atividade da fosfolipase A, nao demonstrou correlagdo significativa com os
parametros seminais avaliados para as duas épocas estudadas, entretanto foi observada a
existéncia de baixa correlacdo positiva (r = 0,20) entre esta varidvel e o percentual de
espermatozéides com morfologia normal durante a época chuvosa (Tabela 4). No que
diz respeito a correlagdo da atividade da FLLA, com os outros componentes bioquimicos
estudados, as correlacdes foram negativas e de baixas a moderadas (Tabela 5). A
concentracdo de frutose mostrou correlagdbes com o vigor espermdtico avaliado nos
periodos chuvoso (r = 0,55) e seco (r = 0,73) e com a motilidade (r = 0,69) e morfologia
espermadtica normal (r = 0,65) somente na época seca. O nivel de frutose no sémen
correlacionou-se negativamente com a TDM nos dois periodos do ano, chuvoso (r = -
0,59) e seco (r = -0,78; Tabela 4). As correlacdes entre as concentracdes de dcido citrico
e proteinas totais com os valores de vigor, motilidade e TDM demonstraram
comportamento semelhante aquelas envolvendo os niveis de frutose. No entanto, em
relacdo a morfologia normal dos espermatozdides, observou-se uma correlacdo negativa
na época chuvosa.

Os niveis de fésforo no plasma seminal apresentaram correlagio com os
parametros seminais apenas na €poca seca, sendo negativa para vigor (r = -0,60) e
motilidade (r = -0,59) e positiva para TDM ( = 0,65) e percentagem de
espermatozdides com morfologia normal (r = 0,69). A concentracio de Mg
correlacionou-se de forma moderada e positiva com a motilidade na época chuvosa e
negativa com a normalidade da morfologia espermatica na época seca (Tabela 4).
Valores de célcio quantificados no s€men ndo apresentaram associagdes significativas

com 0s parametros seminais avaliados.
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Tabela 4 — Correlacdes simples de Pearson para os pardmetros seminais do sémen caprino
resfriado a 4 °C e pardmetros bioquimicos do plasma seminal de caprinos coletados em época

chuvosa e seca.

, FLA, Frutose A’cu‘lo Proteullas Fésforo |Magnésio
Epoca Citrico Totais
Chuvosa ns 0,55% 0,66 0,58%* ns Ns
Vigor Seca ns 0,73%:%* 0,593 0,71 %% -0,60%* Ns
Chuvosa ns Ns 0,57* 0,50* ns 0,60%*
Motilidade Seca ns 0,69%* 0,56% | 0,76%%% | -0,59%* Ns
Chuvosa ns -0,59%* -0,70%:* -0,47%* ns Ns
DM Seca ns 0,78+ | -0,67% | -0,62%% | 0,65%* N
Morfologia Chuvosa 0,20%* ns ns ns ns Ns
Normal Seca Ns 0,65% -0,51%* -0,51% 0,69 -0,48%

* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns — ndo significativo.

Tabela S — Correlacdes simples de Pearson para o nivel de atividade da fosfolipase A, com as
concentracdes de frutose, dcido citrico, proteinas totais, Ca, P ¢ MG no plasma seminal de
caprinos coletados em época chuvosa e seca.

, Frutose A,cu‘lo Proteu‘las Ca P Mg
Epoca Citrico Totais
Chuvosa -0,18%* -0,24%** ns -0,28%** ns Ns
2
FLA Seca ns -0,39%%% | 0,30%%% | -0,25% ns 0,31

* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns — ndo significativo.
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DISCUSSAO

4.1 - Parametros seminais

No presente estudo, foi observada uma reduc¢do da qualidade seminal quanto
maior o tempo de permanéncia do s€émen caprino diluido em dgua de coco com 2,5 %
de gema de ovo e resfriado a 4 °C. Estes dados corroboram com os encontrados por
outros autores para sémen de animais da mesma espécie (FIGUEIREDO er al. 2002;
CAMPOS et al., 2003; CAMPOS et al., 2004; ISLAM et al., 2005) e coincidem com a
premissa de que, via de regra, menor serd a sobrevivéncia das células espermaticas in
vitro e a capacidade fecundante das mesmas in vivo quanto maior o tempo de
armazenamento do sémen (LEBOEUF et al., 2000; LEBOEUF et al., 2003). De fato,
estudos mostram que, em média, as taxas de fertilidade de ovelhas podem ser reduzidas
de 10 a 35% por cada dia em que o s€émen permanece sob resfriamento (SALAMON &
MAXWELL, 2000). O declinio da qualidade seminal durante a conservacdo a 4 °C
provavelmente deve-se a atividade metabdlica dos gametas, com consequente reducao
dos nutrientes disponiveis e acimulo de substincias toxicas, como o acido latico
(VISHWANATH & SHANNON, 2000; ISLAM et al., 2005), além da exposicdo das
células espermdticas aos produtos da decomposi¢do dos espermatozdides mortos, tendo
em vista a auséncia de mecanismos de eliminacdo dessas células e seus produtos
(CORTEEL, 1980).

Avaliou-se também a auséncia do efeito tempo de conservacdo do s€men sobre a
TDM durante a época chuvosa, porém, na época seca do ano, a TDM avaliada 2 horas
ap6s o inicio do resfriamento foi maior do que aquela encontrada as 48 horas. Ao
contrario do encontrado neste experimento, estudos conduzidos com bodes da raca
Saanen demonstraram nao haver diferenca significativa da TDM no sémen resfriado a 4
°C por até 48 horas (FIGUEIREDO et al. 2002) ou 72 horas (CAMPOS et al., 2003;
CAMPOS et al., 2004). Neste estudo, a TDM foi provavelmente mais acentuada em T2
devido ao fato de que na primeira fase do teste de termorresisténcia (5 minutos), o vigor
foi elevado em T2 quando comparado com T48, o que provavelmente permitiu uma
diminui¢do mais acentuada do valor deste parametro no inicio do resfriamento. Na fase
final da conservagdo do sémen, ou seja, em T48, assume-se que 0 vigor espermético

apresenta menor reducdo em virtude do metabolismo espermético ja se encontrar com
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atividade basal bastante reduzida. Esta condicdo, portanto, gera mudangas mais lentas
no valor do vigor espermatico.

Dado a existéncia de correlagdes significativas entre parametros de vigor e
motilidade e a fertilidade dos animais in vivo (DAAS, 1992; SANTOS et al., 2006),
sugere-se que melhores taxas de fertilidade seriam alcancadas quanto mais cedo fosse
utilizado o s€men resfriado. Pode-se entdo considerar ainda a hipétese de que o vigor e a
motilidade devem ser os primeiros parametros a serem considerados para avaliacdo do
sémen in vitro enquanto que o cdlculo da TDM seria recomendado somente como um
critério auxiliar para diferenciar o processo de selecdo de reprodutores.

Estudos demonstraram o efeito de individuo sobre volume e concentracdo do
ejaculado, motilidade e morfologia espermdtica (ROCA et al., 1993), viabilidade
espermatica, fertilidade apds inseminagdo artificial (ROCA et al., 1997) e composi¢do
bioquimica do plasma seminal (CATUNDA, 2007). A existéncia de variabilidade
individual relacionada a tais parametros permite a defini¢do de grupos de animais com
base nos mesmos e, consequentemente, fornece subsidios para processos de
identificacdo e selecdo de marcadores moleculares de fenétipos de interesse.

O vigor e a motilidade espermatica foram mais elevados no periodo chuvoso
durante a conservagdo do s€émen resfriado, enquanto a TDM apresentou-se com maiores
valores na época seca do que na chuvosa, apenas em T2. Os valores médios de vigor e
motilidade obtidos no TTR neste estudo foram menores que os encontrados por Campos
et al. (2003; 2004) tanto para época chuvosa quanto para seca, entretanto a TDM foi
similar, a ndo ser para aquela obtida em T2 da época seca, neste estudo. Em regido de
clima temperado, vérios estudos demonstraram a influéncia da estagdo do ano sobre a
reproducao de pequenos ruminantes, sendo a mesma regulada pelo fotoperiodo
(COLAS, 1980; DELGADILLO et al., 1993; KARAGIANNIDIS et al.,, 1999;
SANTOS et al., 2006).

Em regido de clima tropical, poucos estudos neste sentido foram desenvolvidos.
Alguns autores demonstraram a influéncia da época do ano sobre a concentracdo de
espermatozdides no ejaculado e circunferéncia escrotal de caprinos, sendo maiores na
época chuvosa, enquanto menor nimero de anormalidades esperméticas foi obtido na
época seca (LIMA et al., 1994). Em carneiros deslanados nao foi observado efeito da
época de coleta do s€émen sobre testosteronemia, teor de frutose no plasma seminal,
libido, volume do ejaculado e morfologia espermdtica (FREITAS & NUNES, 1992).

Estes autores, apesar de observarem efeito positivo da época chuvosa sobre perimetro
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escrotal, motilidade massal, pH do sémen e concentracdo espermatica, nao
desaconselharam o uso dos reprodutores durante a época seca. Em carneiros Somalis,
nao foi encontrado diferenca significativa para motilidade massal, volume ou nimero de
espermatozdides por ejaculado, vigor e motilidade espermatica, pH do s€émen, além de
outros parametros de mensuracdo testicular (volume, consisténcia, diametro e
comprimento) avaliados coletado na época chuvosa ou seca (SIMPLICIO et al., 1982).
Ja Campos et al. (2003; 2004), trabalhando com bodes Saanen, s6 observaram efeito de
época para vigor em T2, sendo que motilidade e TDM nio foram afetados pela época do
ano. Dessa forma, estes autores concluiram que a época do ano ndo interferiu de forma
significativa sobre a conservacao do sémen caprino da raca Saanen, quando se deseja
preserva-lo resfriado a 4 °C.

Ja é bem conhecido que temperaturas elevadas exercem efeitos depressivos
sobre a qualidade seminal, com eleva¢do do pH e anormalidades espermaticas, além de
consequente diminui¢do do vigor, motilidade e concentracdo esperméticas, volume do
ejaculado (CORTEEL, 1981; RIVER & RIVEST, 1991; MOREIRA et al., 2001). Em
regides de clima tropical, os efeitos das épocas chuvosa ou seca podem interferir na
disponibilidade de alimentos, na temperatura e nas atividades hipofisarias,
influenciando a atividade sexual de pequenos ruminantes (SILVA & NUNES, 1984).
Virios autores atribuem a alimentagdo a variacdo do desempenho reprodutivo de
pequenos ruminantes nas regides de clima tropical, devido a maior e melhor
disponibilidade de alimentos durante o periodo chuvoso (SIMPLICIO et al., 1982).
Contudo, neste estudo os animais foram mantidos em baias individuais e a alimentagcdo
dos mesmos foi idéntica para ambas as épocas, de modo que as diferencas encontradas
niao podem ser atribuidas ao fator alimentar. Resultados similares aos divulgados no
presente estudo foram encontrados também por Delgadillo er al. (1999), quando se
demonstrou que em caprinos da raga Crioula apresentaram o mesmo ritmo na atividade
reprodutiva entre as diferentes épocas do ano, mesmo quando criados em regido
subtropical do México e alimentados com idéntica dieta. Em regides de clima tropical, a
temperatura e a interacdo da mesma com a umidade relativa do ar parecem ser fatores
fundamentais relacionados ao conforto térmico dos animais, com potenciais efeitos
sobre os aspectos quantitativos e qualitativos do sémen. No caso do presente estudo, o
periodo seco do ano apresentou temperaturas minimas e maximas mais elevadas do que
o periodo chuvoso (em torno de 1 °C). E provdvel, portanto, que tais diferencas, embora

de reduzida magnitude, estejam relacionadas com as variagdes dos pardmetros seminais
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durante os respectivos periodos do ano. No entanto, como os valores de ITU foram
similares nas fases seca e chuvosa, ndo se deve descartar a hipétese de que outros
indices climaticos, como por exemplo, horas de sol/dia, intensidade de radiacdo solar e
velocidade dos ventos, possam ter interferido na fisiologia dos animais ao longo do ano.

Foi observado efeito de época sobre a morfologia espermatica, de forma que na
época chuvosa obteve-se maior quantidade de espermatozdides com morfologia normal.
Porém, o s€émen coletado e resfriado na época seca do ano ainda apresentou padrao de
qualidade satisfatéria, ou seja, minino de 80% de espermatozdides normais, para
utilizacdo em inseminacdo artificial (CBRA, 1998), O efeito da época do ano sobre a
morfologia espermatica foi também descrito por Lima et al. (1994), porém com
resultados contrarios aos descritos no presente trabalho, com valores maiores deste
parametro observados na época seca do ano e nao no periodo chuvoso. Embora
diferentes, os resultados destes dois estudos ndo se apresentam como contraditérios ou
invalidos, porque houve variacdes nas condicdes de manejo em que 0s animais
experimentais foram observados e tipos de racas diferentes. Outros autores nao
observaram influencia de épocas do ano sobre a morfologia espermdtica, tanto em
regido de clima tropical (SILVA & NUNES, 1984) quando em clima temperado
(COLAS, 1980). Evidencia-se, nestes casos, uma grande variabilidade na forma pela
quais as caracteristicas reprodutivas dos caprinos podem responder a variacdes no
ambiente, em func¢do da raca, adaptabilidade dos animais, temperaturas, umidade

relativa do ar média, maximas e minimas, bem como as interagdes entre estes fatores.

4.2 — Parametros bioquimicos do plasma seminal

As concentragdes de frutose, dcido citrico, proteinas totais, fésforo e magnésio
no plasma seminal dos caprinos foram mais elevadas no periodo das chuvas do que na
época seca do ano, enquanto a fosfolipase A, apresentou menor atividade na época
chuvosa. Em relacdo a concentragdo de frutose e acido citrico no plasma seminal
caprino, ja foi anteriormente descrito efeito de €poca, tanto em regides de clima
temperado (ROCA et al., 1993) quanto em clima tropical (CATUNDA, 2007;
PINHEIRO et al, 1996; PINHEIRO et al., 1996b). Também tem sido observado efeito
de época para a concentracio de frutose no plasma seminal de carneiros (GIRAO &
MIES FILHO, 1989). As diferencas nas concentracdes de frutose e dcido citrico no

plasma seminal podem ocorrer devido a vérios fatores, os quais incluem a composicao
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genética do individuo, influéncia ambiental, método de coleta do s€émen e frequéncia
das ejaculagdes (ROCA et al., 1993). Aqueles componentes sio sintetizados
prioritariamente pelas glandulas sexuais anexas e, no caso do presente estudo, sugere-se
que, dada a regulagio destas glandulas pela acdo de andrégenos (GONZALEZ, 2002), a
época do ano (tanto em clima temperado como em tropical) interfere sobre a sintese e
liberacao de GnRH (RIVER & RIVEST, 1991) e, por conseguinte, sobre a composi¢ao
bioquimica do plasma seminal. Outros autores também observaram efeitos da época do
ano sobre as concentragdes de proteinas totais no plasma seminal de caprinos criados
em clima subtropical (LA FALCI et al., 2002) e tropical (CATUNDA, 2007) e de
ovinos mantidos em clima temperado (CARDOZO et al., 2006).

O presente trabalho € o primeiro a quantificar a atividade da enzima fosfolipase
A; no sémen de caprinos de regides tropicais, além do fato de que a maior atividade da
FLA, foi observada no periodo seco, justamente quando o sémen apresentou vigor e
motilidade inferiores e com menores concentracdes de varios componentes bioquimicos.
Estudos anteriores demonstram a significancia do efeito de época do ano sobre a
atividade da FLA,, porém, tais experimentos foram conduzidos em regides de clima
temperado (SIAS et al., 2005; NUNES, 1982) e subtropical (La FALCI et al., 2002) o
que limita, por conseguinte, comparacdes com o0s resultados obtidos nesta pesquisa. A
maior atividade da FLA, durante o periodo seco pode estar relacionada ao fato de que,
justamente neste periodo, houve uma reduc¢do na qualidade seminal e, por conseguinte,
na incidéncia de células degeneradas. Em suporte a tal hipétese, estudos t€ém mostrado
de fato que a FLA, € expressa em resposta a processos de degeneracao celular em
tecidos (KALLAJOKI et al., 1998).

Sugere-se a existéncia de um modulador da atividade da FLA,, cuja expressao
varia entre as épocas do ano e que deve estar ausente (ou diminuida) na época nao
reprodutiva dos caprinos criados nas regides subtropicais (La FALCI et al., 2002).
Dando suporte a essa idéia, Upreti et al. (1999) identificaram em s€émen de carneiro uma
proteina de alto peso molecular (105 a 175 KDa) com capacidade de inibir a atividade
da FLA,. Portanto, no caso da regido tropical, propde-se a hipdtese de que a presenca
dessas proteinas inibidoras seria mais expressiva durante a época chuvosa ocasionando,
portanto os resultados detectados no presente estudo.

No trabalho atual, ndo foi encontrado efeito de época do ano sobre a
concentracdo de cdlcio no plasma seminal, mas sim de fésforo e magnésio. Catunda

(2007) e Pinheiro et al. (1996b) também observaram os mesmos resultados com relagcdo
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a concentracdo destes minerais. Ao contrdrio dos outros componentes discutidos acima
(acido citrico, frutose e proteinas), os minerais ndo sao sintetizados pelos organismos
vivos, mas sim, secretados para os fluidos através de sistemas especificos localizados
nas células dos tecidos e apresentam diversas fun¢des nos sistemas reprodutivos, tais
como regulagdo da atividade de enzimas intra e extracelulares, proteinas de membranas,
sistemas de mensageiros secundarios, receptores e metabolismo energético (SMITH &
AKINBAMIJO, 2000; SENGER, 2002). Conforme ja discutido neste trabalho, a
variabilidade sazonal nas concentracdes de P e Mg do plasma seminal dos caprinos nao
pode ser atribuida a mudancas em padrdes de alimentacdo, manejo ou sistemas de coleta
dado que estas caracteristicas foram controladas em ambas os periodos experimentais,
ou seja, durante as épocas chuvosa e seca do ano. Portanto, sugere-se também neste
caso que a maior atividade das glandulas sexuais anexas e epididimo durante a época
chuvosa t€ém consequéncias ndo somente sobre o transporte de frutose e acido citrico e

expressao de genes, mas também sobre a absor¢do e transporte de minerais (P e Mg).

4.3 — Correlacoes entre parametros seminais e componentes bioquimicos do s€émen

A correlacdo positiva entre o vigor e a motilidade espermdtica com a
concentracdo de frutose pode ser explicada pelo fato deste acucar constituir-se em
componente seminal importante para o metabolismo espermdtico € sua concentragao
refletir-se na qualidade espermaética, atividade metabdlica e na funcio secretora normal
da glandula vesicular (DHAMI & SHANI, 1993; STABENFELDT & EDQUIST,
1996). Em animais de fecundagdo interna, a frutose é a principal fonte de energia para
os espermatozéides (BACILA, 1980). Estes resultados estdo de acordo com o fato da
concentracdo de frutose ter uma correlacao negativa com a TDM.

As correlacdes observadas entre as concentracdes de dcido citrico e proteinas
totais do plasma seminal e os parametros espermdticos foram semelhantes as observadas
com a frutose. O dcido citrico € um dos principais constituintes do plasma seminal
ocorrendo em altas concentracdes no s€émen da maioria das espécies de mamiferos,
sendo importante fonte de energia para o metabolismo dos espermatozoéides, além de
possuirem funcdo tamponante (MANN, 1974; MANN & LUTWAK-MANN, 1981).

A razdo da existéncia de correlagdes positivas entre as proteinas totais do plasma
e qualidade espermatica deve-se as importantes funcdes exercidas por tais proteinas no

processo reprodutivo de vdrias espécies. Sabe-se que proteinas seminais contribuem
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para a manuten¢do da motilidade de espermatozéides bovinos e ovinos, além de
permitirem protecdo das membranas durante armazenamento a baixas temperaturas
(BARRIOS et al., 2000; PEREZ-PE et al., 2001). Proteinas seminais também exercem
efeitos sobre a capacitacdo espermdtica, motilidade, funcdo da ATPase celular, protecao
dos espermatozéides contra bactérias, reacdes imunoldgicas, processos oxidativos e
precipitacdo de proteinas, reacdo acrossOmica e interacao com ovdcitos (MOURA et al.,
2007). Proteinas seminais conhecidas como BSP, presentes em considerdveis
quantidades tanto em bovinos quanto em ovinos e caprinos (MANJUNATH &
THERIEN, 2002; VILLEMURE et al., 2003; MOURA et al., 2007), também possuem a
capacidade de mediar a interagdo dos espermatozéides com o epitélio do oviduto,
garantir a motilidade e viabilidade das células no trato reprodutivo da fémea
(GWATHMEY et al., 2003). Portanto, a associa¢do empirica entre as concentracdes das
proteinas seminais e parametros de motilidade nos caprinos deve-se a combinacdo de
varios atributos de tais proteinas, conforme descrito acima. Embora o vigor e a
motilidade espermdtica e proteinas do s€émen apresentassem maiores niveis durante o
periodo chuvoso, a significancia das correlagdes parece permanecer sem alteracao
devido ao periodo do ano, o que sugere uma manutencdo das funcdes das mesmas
independente de fatores climdticos e resposta dos animais aos mesmos. Proteinas
espermaticas localizadas na peca intermedidria € no acrossoma de espermatozdides,
relacionadas com sua habilidade fertilizante quando liberadas em grandes quantidades
podem causar danos 2 membrana espermdtica (BITTMAR & KOSINIAK, 1992), o que
pode explicar a correlagdo negativa observada entre a concentragdo de proteinas totais e
normalidade da morfologia espermatica.

Ao contrario dos demais componentes bioquimicos do plasma seminal, o fésforo
apresentou correlacdo negativa com vigor e motilidade e positiva com os resultados de
TDM, mas somente na época seca do ano, mesmo neste periodo tendo sido registradas
as menores concentracdes deste mineral. A razdo de tal resultado ndo € clara, dados os
processos fisiologicos dos quais participam o fésforo. No entanto, se este elemento
exerce algum efeito deletério sobre a qualidade espermadtica durante o periodo seco, tal
evento deve ser inibido pela acdo de algum outro componente presente no plasma
seminal por ocasido da época chuvosa, caracterizada por temperaturas mais amenas,
maior umidade relativa do ar e menor incidéncia de radiac¢do solar. Estudos necessitam
ser conduzidos, portanto, com a finalidade de avaliar com mais detalhe os efeitos destes

componentes do plasma seminal sobre a fun¢do espermética em condi¢des laboratoriais

71



controladas. Contrariamente ao encontrado para caprinos neste trabalho, Abdel-Rahman
et al, (2000) detectaram correlacdo positiva entre o fésforo e a motilidade de

espermatozdides ovinos.
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CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo indicam que os caprinos sem padrdo racial
definido, quando criados em clima quente e umido, apresentam melhor qualidade
espermadtica durante os meses chuvosos do que no periodo em que a precipitagdo €
praticamente inexistente. Portanto, sugere-se que os caprinos podem apresentar melhor
desempenho reprodutivo na época das chuvas e que esta é também o melhor periodo
para a coleta e conservagdo do sémen. Tal informagdo implica também que a utilizacao
de reprodutores na época seca, quando o ambiente torna-se mais propicio a situagdes de
estresse térmico, deve exigir préaticas diferenciadas de manejo. A manipulagio de
amostras de s€émen para inseminac¢do artificial ou fertilizag@o in vitro neste periodo do
ano também exigira o desenvolvimento de protocolos especificos para prevenir

decréscimos significativos na capacidade fecundante das células espermaticas.
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CAPITULO 3

Atividade da Fosfolipase A, no plasma seminal de caprino e

conservaciao do sémen a 4° C em latitude equatorial

(Phospholipase A, activity in the goat seminal plasma and semen
conservation at 4 °C in equatorial latitude)
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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar se o nivel de atividade da FLA, no plasma seminal
(PS) de caprinos pode ser utilizada como indicativo da qualidade espermadtica. Foram
utilizados oito caprinos divididos dois grupos de acordo com o nivel de atividade da
FLA; no PS: grupo I (< 6,7U/mL) e grupo II (> 11,0/mL). O sémen foi coletado
semanalmente, diluido e dividido em duas aliquotas. A primeira constituiu o tratamento
controle (s€men ndo lavado), e a segunda foi centrifugada para remoc¢do do PS (s€émen
lavado); os dois tratamentos foram conservadas a 4 °C por até 48h. Uma amostra de
cada tratamento foi avaliada quanto ao vigor e motilidade a 0 (fresco), 2, 12, 24 e 48
horas de resfriamento, pelo teste de termorresisténcia (TTR). Esfregacos do sémen
foram confeccionados e corados durante o TTR, 200 células foram avaliadas
classificadas como morfologicamente normais ou anormais. A qualidade espermatica
diminuiu a medida que se prolongou o tempo de conservacdo do sémen (p<0,0001). A
lavagem do sémen incrementou a qualidade seminal, principalmente para o grupo I. J4 o
nivel de atividade da FLA; ndo influenciou a qualidade seminal, exceto para a
motilidade do s€men lavado em T48 e do s€émen ndo lavado em T24. Concluiu-se que o
nivel da atividade da FLA; no PS caprino ndo pode ser utilizado como indicativo da

qualidade espermaética.
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ABSTRACT

This study aimed to verify if the phospholipase A, (PLA;) activity level in seminal
plasma (SP) of the goats can to indicate the spermatic quality. Eight bucks were
separate in two groups according if the PLA, activity level: group I (< 6,7 U/mL) e
group II (> 11,0 U/mL). The ejaculate was collected weekly, diluted (200 x 10°
sperm/mL) and separate in two aliquots: the first aliquot was the control treatment (non-
washed semen) and the second aliquot was centrifuged at 550 g for 10 minutes to
remove the SP (washed semen) and both aliquots were stored at 4 °C for 48 hours. A
sample of the each treatment was incubated at 37 °C and evaluated to vigor and motility
at 0, 2, 12, 24 and 48 hours of cooling by thermoresistance test (TRT). Slides of sperm
were made during TRT and 200 cells were classified as normal or abnormal
morphology. The semen quality decreased with storage time (p<0,001). The semen
wash increased the spermatic quality, mainly in the group I. The PLA, activity level did
not influence the spermatic quality in the ejaculate spermatozoa, except for the semen
motility of the washed semen at 48h and of the non-washed semen at 24h. In
conclusion, the PLA,; activity level cannot be used as an indicative of the spermatic

quality in the ejaculate spermatozoa of male goats raised in tropical region.
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INTRODUCAO

Virias pesquisas tém sido conduzidas com o intuito de desvendar os efeitos da
composi¢ao bioquimica do plasma seminal sobre os espermatozdides e sua conservagao
(RODGER, 1975; DHAMI & SAHNI, 1993; HENAULT et al., 1995; AURICH et al,
1996), visto que, esta secrecao das glandulas anexas exercem alteracdes sobre as células
espermdticas imediatamente apds entrarem em contato com as mesmas, ou seja, no
momento da ejaculacio (YAMASHIRO et al., 2006). A lavagem do sémen, logo apds a
sua coleta, produz efeitos positivos a sobrevivéncia espermatica tanto para o sémen
resfriado (VIANA et al., 2006; CAMPOS et al., 2004), como para o s€émen congelado
(CORTEEL, 1974).

Em regides de clima temperado, o fotoperiodo exerce influéncia sobre o eixo
hipotdlamo-hipéfise-gonadal (MARKUS et al., 2002), alterando a sintese e liberacao de
testosterona que, por sua vez, regula a atividade das glandulas sexuais anexas, inclusive
as bulbouretrais cuja secre¢do € rica em fosfolipase A, (PELLICER-RUBIO et al.,
1997; NUNES, 1982). A fosfolipase A, (FLA;) € uma enzima que catalisa a hidrdlise
das lecitinas presentes na gema de ovo (um dos constituintes utilizados para preparo de
diluentes do sémen para resfriamento e congelacdo) em dcidos graxos e lisolecitinas
(UPRETTI et al., 1999). Estes componentes sdo toxicos para sobrevivéncia dos
espermatozoéides (ROY, 1957).

Contudo, em regides de clima tropical, ndo existem estudos sobre a atividade
desta enzima e seus efeitos sobre a qualidade espermética do s€émen caprino resfriado.
Dessa forma, foi objetivo deste trabalho verificar o efeito da atividade de FLA, sobre a
qualidade do sémen e se esta acdo pode ser um fator utilizado como indicativo de boa

ou ma qualidade de conservagdo do sémen no estado liquido, em latitude equatorial.
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MATERIAL E METODOS

1. Local do Experimento

O experimento foi realizado no Laboratério de Estudos em Reprodug¢dao Animal
(LERA) da Universidade Federal do Ceard (UFC), Campus do Pici, Fortaleza/CE, a
uma latitude sul de 3°45°, longitude oeste de 38°32’ e altura de 15,5 m acima do nivel
do mar. O clima da cidade, de acordo com a classificagdo de Koppen, ¢ AW, com clima
quente e imido. O periodo experimental transcorreu nos meses de marco e abril de
2007, apresentando neste periodo temperatura média de 27,7 °C, com amplitude de 24,6

a 30,3 °C, umidade relativa do ar de 83,5% e precipitacdo média de 264, mm.

2. Animais Experimentais, coleta e avaliacido do sémen

Foram utilizados oito caprinos sem padrao racial definido (SPRD), com idade
média de 32 meses e peso médio de 45 Kg. Durante o experimento, os animais foram
manejados em baias individuais, alimentados com feno de Tifton (Cynodon dactilum) e
concentrado adicionado de sal mineral, dividido em duas ofertas diarias (NRC, 1981),
agua foi fornecida a vontade.

O sémen dos animais foi coletado em vagina artificial com tubo graduado
acoplado. Uma cabra foi usada como manequim para monta dos animais. Antes da
coleta, o prepticio foi higienizado para evitar contamina¢ao do sémen com impurezas.

Os ejaculados dos animais foram coletados uma vez por semana, durante seis
semanas, totalizando 48 amostras. De cada uma destas, uma aliquota de 300 uL foi
separada e centrifugada para obten¢do do plasma seminal, que foi acondicionado em
tubos “eppendorffs” devidamente identificados e congelado a -18 °C, para posterior
determinacao da atividade da FLA,. Na amostra restante, foram determinados o volume
e a concentragdo, através de espectrofotometria, e posteriormente, o sémen foi diluido a
uma concentracao final de 200 x 10° espermatozoides/mL, utilizando diluidor a base de
agua de coco in natura com 2,5% de gema (NUNES, 1998).

Logo em seguida, o s€émen diluido foi dividido em duas aliquotas. A primeira
aliquota constituiu o tratamento controle (s€émen ndo lavado), de onde foi retirada uma

amostra de 250 pLL de s€men (sémen fresco — TO) que foi incubada em banho-maria a
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38 °C para realizacdo do teste de termorresisténcia lenta (TTR — CHENINEAU et al.,
1991; CBRA, 1998) e o restante das aliquotas foram resfriadas a 4 °C, por até 48h e
constituiram os tempos de conservacido T2, T12, T24 e T48. A segunda aliquota foi
centrifugada duas vezes a 550 g durante 10 minutos para a remog¢ao do plasma seminal,
ou seja, o sobrenadante foi desprezado e em seguida retomando exatamente o volume
inicial pelo acréscimo do mesmo diluidor. Desta forma foi realizado o tratamento de
sémen lavado. Uma amostra deste tratamento (TO: 250 pL) foi incubada em banho-
maria conforme descrito para o tratamento controle e o restante do s€émen, da segunda
aliquota, foi resfriado sob as mesmas condi¢des do sémen nao lavado.

Em cada tempo de conservacdo do sémen a 4 °C (2, 12, 24 e 48 horas), foi
retirada uma amostra de 250 uL de sémen resfriado que foi incubada a 38 °C em banho-
maria e uma gota (5 LL) do s€men foi entdo posta sobre lamina e coberta com laminula,
e levada ao microscépio 6tico para avaliacdo do vigor e motilidade aos 5, 60 e 120
minutos de incubagdo.

Apds a realizagdo do TTR, a taxa de degradacdo da motilidade (TDM) foi

calculada, utilizando a seguinte férmula:

TDM = Vigor (5 min) — Vigor (120 min) x 100

Vigor (5 min)

Nos dois tratamentos (s€men lavado e ndo lavado) e nos diferentes tempos de
conservacdo (TO, T2, T24 e T48) foram realizados esfregacos de s€émen aos 5 e 120
minutos de incubacdo em banho-maria. Os esfregacos foram corados com azul de
bromofenol e nas ldminas coradas foram observadas 200 células no aumento de 1000x e
a morfologia espermatica foi classificada segundo Colas (1980), para verificar as

possiveis alteracdes provocadas pela auséncia ou presencga de plasma seminal.

4. Determinacao da atividade da Fosfolipase A,

A atividade da FLA, foi mensurada através de adaptacdes da metodologia de De
Haas et al. (1968). Como substrato, preparou-se uma solu¢do de uma gema de ovo com
50mL de 4gua destilada e a uma amostra de 15mL desta solu¢do foi adicionado 10 mL
de deoxicolato de s6dio a 0,03 M e 1 mL de CaCl, a 0,6 M. Agua destilada foi em

seguida adicionada até completar 100 mL, de forma que a concentracdo final do
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deoxicolato de sédio e o CaCl, foram de 3 x 10%e6x 107 , respectivamente. O pH desta
solucdo foi corrigido para 7,8 a 8,0 utilizando-se NaOH 0,5 M. Uma aliquota de 10mL
desta solucdo foi retirada e levada ao pHmétro e adicionada de 20 pL. de plasma seminal
caprino. Uma aliquota 3 plL. de NaOH a 0,11 N foi adicionada sempre que o pH da
solucdo diminuia em 0,03 e o tempo (em segundos) aferido, de modo que o ensaio teve
duracdo de 3 minutos.

No final do ensaio, foi calculada a média das diferencas dos tempos anotados e
multiplicada por um fator de corre¢cdo com a finalidade de determinar a unidade de
consumo de NaOH/minuto/20 pL. de plasma seminal caprino adicionado a solucdo de
uso. A determinacgdo da atividade da FLA; no plasma seminal foi realizada em triplicata
e a média dos trés resultados foi utilizada para as andlises estatisticas.

Com base na determinacdo da atividade da FLA,, os reprodutores foram
divididos em dois grupos, o grupo I foi composto por 05 animais cujo sémen foi
caracterizado por conter baixa atividade da FLA; no plasma seminal (<6,70 U/mL, com
média de 6,33 + 1,24) e o grupo II foi composto por 03 animais com alta atividade de
FLA; (>11,00 U/mL, com média de 12,30 + 3,55), sendo detectada diferenca estatistica

na atividade dessa enzima entre os dois grupos.
5. Analises estatisticas

Para a anélise dos dados utilizou-se o programa estatistico SAS®, versdo 8.0. Os
parametros espermaticos (vigor, motilidade e TDM) foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) para testar os efeitos de tempo, tratamento (lavado e nao lavado),
grupo (baixa e alta atividade da FLA, no PS) e interacdo entre tratamento e grupo. As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). As varidveis motilidade e

TDM sofreram transformagdo angular para atender a condicao de normalidade.
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RESULTADOS

As médias e desvios padrao dos parametros seminais obtidos nos cinco tempos
de conservacdo do s€émen lavado e ndo lavado de caprinos com baixa ou alta atividade
da FLA; no plasma seminal estdo apresentados na tabela 1, 2 e 3.

Em relacdo ao tempo de conservacdo, o vigor, nos grupos I e II, diminuiu
significativamente (p<0,0001) em T48 no sémen lavado e em T24 no tratamento ndo
lavado. Foi observada uma diminui¢do significativa (p<0,0001) na motilidade dos
espermatozdéides nos grupos I e II no s€émen lavado a partir de T48, enquanto no s€émen
nao lavado, esse comportamento foi obtido em T24 no grupo I e em T2, no grupo II. A
TDM nao sofreu influéncia do tempo de conservacdo (p>0,05) exceto no s€émen nao
lavado dos animais do grupo I (p<0,05), em T48. No sémen lavado foi constatada uma
diminui¢do na incidéncia de alteragdes morfoldgicas totais (AMT) em T12 do grupo I
(p<0,05).

Com referéncia ao tratamento, a lavagem do sémen promoveu um incremento na
qualidade seminal em ambos os grupos, todavia foi mais evidente no grupo I para os
parametros de vigor, motilidade e TDM (tabela 1 e 2).

Nenhum efeito de grupo (baixa ou alta atividade da FLA;) foi observado no
sémen lavado ou ndo lavado (p>0,05), para os parametros de vigor, TDM ou AMT, nos
grupos I ou II. Para o parametro de motilidade, foi observado diferenca significativa

(p<0,05) apenas em T48 do sémen lavado e T24 do sémen ndo lavado.
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Tabela 1 — Efeito da lavagem sobre a conservagao do s€men caprino com alta ou baixa atividade de fosfolipase A, no plasma seminal, diluido e
resfriado a 4° C e estocado por 48 horas sobre os parametros seminais de vigor e motilidade.

Parametros Vigor Motilidade
Grupo 1 Grupo II Grupo 1 Grupo II

Tempo (h) Lavado Nao Lavada Lavado Nao Lavado Lavado Nao Lavado Lavado Nao Lavado
0 2,93 + 0,32%4 2,50 + 0,748 2,81 + 0,50 2,51 + 0,64° 73,78 + 5,45° 64,95 + 15,83* 69,03 + 10,56 62,92 + 16,91°
2 2,93 + 0,324 2,46 + 0,678 2,79 + 0,53° 2,47 + 0,67 72,61 + 6,06° 62,83 + 15,46 66,94 + 11,41° 59,17 + 15,38"
12 2,81 +0,39* 2,23 + 0,898 2,65 + 0,75 2,06 + 1,108 71,00 + 07,28 | 58,67 + 19,828 64,31 + 14,92° 49,86 + 23,70
24 2,57 +0,51™ 1,96 + 1,01°8 2,36 + 0,89 1,65+ 1,12%8 65,33 + 12,12% | 51,89 +23,79"2 | 55907 +21,48"°* | 41,39 + 27,17>B!
48 2,28 +0,59"* 1,70 + 1,09® 1,86 + 1,11° 1,49 +1,13° 59,06 + 13,57°** | 44,11 + 27,58 45,83 + 25,15 37,22 + 27,77°

Letras mintisculas — comparag¢do entre tempos, dentro do mesmo grupo e tratamento, na mesma coluna.

Letras maidsculas — comparagdo entre tratamentos (lavado x nao lavado), dentro do mesmo grupo, na mesma linha.
Nimeros — comparagdo entre grupos (baixa e alta atividade de FLA,), dentre do mesmo tratamento, na mesma linha.
Grupo I - Baixa atividade de FLA, (< 6,70 U/mL) e o grupo II alta atividade de FLA, (> 11,00 U/mL), no plasma seminal. (p < 0,05)
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Tabela 2 — Efeito da lavagem sobre a conservacao do s€men caprino com alta ou baixa
atividade de fosfolipase A, no plasma seminal, diluido e resfriado a 4° C e estocado por
48 horas sobre a taxa de degradacao da motilidade (TDM).

Taxa de degradacao da Motilidade (TDM)
Grupo Grupo I Grupo 11
Tempo (h) Lavado Nao Lavado Lavado Nao Lavado
0 22,20 + 16,08* 45,42 + 35,66" 28,42 + 2341 49,92 + 36,16
2 22,66 + 15,69* 44,64 + 35,69°® 32,19 + 25,25 50,60 + 36,18
12 24,86 +20,19" 40,16 + 35,21*® 28,65 + 26,50 42,47 + 37,22
24 25,52 +20,82* 38,16 + 36,19* 30,39 + 29,30 37,33+ 37,14
48 25,23 +22,01 22,32 +27,66° 34,33 + 27,71 39,93 + 30,72

Letras mintisculas — comparag¢do entre tempos, dentro do mesmo grupo e tratamento, na mesma coluna.
Letras maidsculas — comparacdo entre tratamentos, dentro do mesmo grupo e tempo, na mesma linha.

Grupo I - Baixa atividade de FLA, (< 6,70 U/mL) e o grupo II alta atividade de FLA, (> 11,00 U/mL), no
plasma seminal. (p < 0,05)

Tabela 3 - Efeito da lavagem sobre a conservacdo do sémen caprino com alta ou baixa
atividade de fosfolipase A, no plasma seminal, diluido e resfriado a 4° C e estocado por
48 horas sobre as alteragdes morfoldgicas totais (%).

Alteracoes Morfolégicas Totais (%)
Grupo Grupo I Grupo 11
Tempo (h) Lavado Nao Lavado Lavado Nao Lavado
0 14,49 + 9,50° 12,48 + 6,18 14,12 + 8,31 10,71 + 4,45
2 13,28 + 8,10" 11,46 + 6,43 14,96 + 7,56 12,40 + 6,40
12 8,97 + 3,13 12,67 + 8,29" 11,26 + 5,05 12,77 9,10
24 10,69 + 3,94 9,99 + 4,26 9,94 + 3,24 10,23 + 5,38
48 12,21 + 6,18% 10,23 + 4,08 11,79 + 4,99 12,98 + 11,08

Letras mintsculas — comparagdo entre tempos, dentro do mesmo grupo e tratamento, na mesma coluna.
Letras maidsculas — comparagdo entre tratamentos, dentro do mesmo grupo e tempo, na mesma linha.

Grupo I - Baixa atividade de FLA, (< 6,70 U/mL) e o grupo II alta atividade de FLA, (> 11,00 U/mL), no
plasma seminal. (p < 0,05)
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DISCUSSAO

1. Efeito do tempo de conservacao

Em ambas as fases experimentais, foi observada diminuicdo da qualidade
seminal a medida que aumentou o periodo de conservacdo do sémen resfriado,
indicando o efeito do tempo de armazenamento sobre os parametros avaliados. Estes
dados corroboram com os encontrados anteriormente por Figueirédo et al. (2002);
Campos (2003); Campos et al. (2003b); Campos et al. (2004) e Islam et al. (2005), que
também observaram uma diminui¢do da qualidade seminal a medida que o tempo de
conservacdo se prolongou. Alguns estudos tém relatado que a sobrevivéncia
espermatica in vitro € menor, quanto maior for o tempo de preservacdo do s€men, com
conseqiiente queda na taxa de fertilidade in vivo (LEBOUF et al., 2003). Em carneiros,
a taxa de fertilidade do sémen resfriado diminuiu na ordem de 10 a 35% por dia de
conservacdao (SALAMON e MAXWELL, 2000). O declinio da qualidade espermatica
durante sua conservacdo, provavelmente deve-se a atividade metabdlica dos gametas,
com conseqiiente reducdo dos nutrientes disponiveis e acimulo de substancias téxicas,
como o 4cido lactico (VISHWANATH e SHANNON, 2000; ISLAM et al., 2005), além
da exposicio das células espermdticas aos produtos da decomposicdo dos
espermatozdides mortos, tendo em vista a auséncia de mecanismos de eliminacdo dessas

células e seus produtos (CORTEEL, 1980).

2. Efeito do tratamento

Os resultados deste experimento mostraram que independente do nivel de
atividade da FLA; no plasma seminal de caprinos, a lavagem do sémen melhorou os
parametros avaliados, o que foi mais evidente no grupo I, principalmente para o vigor
espermdtico e a TDM (Tabela 1 e 2).

Os resultados obtidos neste estudo estao de acordo com aqueles de Campos et al.
(2004) onde a lavagem do ejaculado foi benéfica para a qualidade espermatica do sémen
resfriado de caprinos da raca Saanen. A presenca do plasma seminal foi um fator
negativo na conservacdo do sémen caprino, sugerindo que alguns componentes do

plasma seminal podem ter interagido com os constituintes do diluidor, possivelmente a
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gema do ovo, exercendo acdo téxica sobre os espermatozdides, interferindo assim sobre
a sobrevivéncia espermdtica (CORTEEL, 1975; CAMPOS et al., 2004). A retirada do
plasma seminal, por lavagem do sémen, logo apds a coleta do ejaculado, seguida de
diluicdo em meio a base de leite desnatado, aumenta significativamente a sobrevivéncia
dos espermatozdéides congelados e descongelados e incubados a 37 °C por 120 minutos
(CORTEEL, 1974, CORTEEL, 1975). Em caprinos, o uso de leite desnatado como
diluidor do sémen requer a prévia remog¢ao do plasma seminal porque este € deletério a
sobrevivéncia espermatica (SIAS et al., 2005).

Yamashiro et al. (2006), tentando diminuir o efeito do PS sobre os
espermatozdides de caprinos, coletaram o ejaculado em tubos ja contendo diluidor e
observaram uma melhora significativa sobre a motilidade espermética e integridade
acrossOmica. Sugerindo que as caracteristicas funcionais in vitro sdo abruptamente

modificadas pelo contato rdpido com o fluido das glandulas acessérias na ejaculagao.

Contudo, Roca et al. (1997) encontraram resultados controversos nas condi¢des
climéticas da Espanha, onde a lavagem do sémen influenciou o vigor ou motilidade
espermatica.

Tendo em vista que, a lavagem do s€men promoveu um efeito mais evidente no
grupo I, de menor atividade enzimdtica, em detrimento do grupo II, com maior atividade
de FLA,, sugere-se que em regidao de clima tropical a FLA, pode ndo ser o principal
fator responsdvel pela baixa qualidade seminal, como acontece em regides de clima

temperado (ROY, 1957; NUNES 1982; PELLICER-RUBIO et al., 1997).

3. Efeito do grupo

Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos, a nao ser para a
motilidade do sémen lavado, em T48 e do sémen nao lavado, em T24. Estes resultados
sugerem que a atividade da FLA; no plasma seminal de caprinos criados em regido de
clima tropical sdo insuficientes para provocar efeito deletério sobre os espermatozoéides.
Sias et al. (2005) utilizando a mesma metodologia de determinacdo da atividade da
FLA; no sémen de caprinos criados em regido de clima temperado, observou que a
média de atividade desta enzima variou de 15 a 70 U/mL ao longo de 1 ano

experimental, sendo que a maxima atividade encontrada foi de 90 U/mL. No presente
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estudo, a variagdo média encontrada foi de 6,33 a 12,30 U/mL (minimo de 4,50 e
méximo de 19,28 U/mL), durante os meses de marco e abril, demonstrando que a
atividade desta enzima, no Nordeste do Brasil, estd abaixo do minimo registrado em
clima temperado. Desta forma, sugere-se que outros componentes bioquimicos, que nao
a FLA, tem um efeito mais pronunciado sobre os parametros de vigor e motilidade.

A variacdo da concentracdo de certos componentes do plasma seminal,
provavelmente proteinas, pode ser responsavel pelos diferentes efeitos da presenca do
plasma seminal sobre a capacidade fertilizante dos espermatozédides (MAXWELL &
JOHNSON, 1999). Pesquisas ttm demonstrado que as proteinas exercem multiplos
efeitos sobre a funcdo espermatica, desempenhando um importante papel na capacitagao
dos espermatozdides (DESNOYERS & MANJUNATH, 1992; BARRIOS et al., 2000).
Em touros da raca Holandesa, de fertilidade comprovada, foi descrito varios grupos de
proteinas presentes nos fluidos das glandulas anexas, sendo as mesmas responsaveis por
diferentes papéis na qualidade espermdtica (MOURA et al., 2007). Estes mesmos
autores citaram que estas proteinas estdo envolvidas com os processos de capacitagdo
espermatica, protecao da membrana do espermatozdide, reacdo acrossoOmica e interagao
com a membrana do ovdcito e motilidade espermatica.

Além disso, sugere-se a existéncia de um modulador da atividade da FLA,, cuja
expressao varia entre as épocas do ano e que deve estar ausente (ou diminuida) na época
nao reprodutiva dos caprinos criados nas regides subtropicais (La FALCI et al., 2002).
Dando suporte a essa idéia, Upreti et al. (1999) identificaram em sémen de carneiro uma
proteina de alto peso molecular (105 a 175 KDa) com capacidade de inibir a atividade
da FLA,.

As proteinas tipo BSP (bovine seminal plasma proteins), cujas proteinas
similares sdo encontradas no plasma seminal de varios animais (MANJUNATH &
THERIEN, 2002; VILLEMURE et al., 2003; MOURA et al., 2007), incluindo o
caprino no qual representa 50% das proteinas seminais (VILLEMURE et al., 2003),
pode exercer efeitos deletérios, quando em grandes concentragdes ou quando expostos
por periodos prolongados no sémen, devido a retirada do colesterol da membrana
plasmadtica, desestabilizando-a (MANJUNATH et al., 2002). J4& em concentragdes
adequadas, as proteinas tipo BSP ligam-se aos fosfolipidios da gema de ovo
(MANJUNATH et al, 2002), utilizada em diluidores de s€men, competindo pelo sitio de
acdo da FLA; e dessa forma, impedindo sua acdio (MANJUNATH et al., 1994).
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CONCLUSAO

O nivel de atividade de FLA; no plasma seminal de caprinos criados em regiao
de latitude equatorial ndo foi o principal fator determinante da qualidade do s€émen de
caprinos, nao podendo ser utilizado como indicativo de qualidade espermética, na

selecdo de reprodutores da espécie caprina.
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CAPITULO 4

Efeito do nivel de atividade da fosfolipase A, no plasma seminal
caprino sobre a viabilidade de espermatozéides epididimarios

conservados a 4 °C

(Effect of the Phospholipase A, activity level of the seminal plasma of
the buck on the epididymal spermatozoa viability cooling at 4 °C)
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a auséncia ou adi¢dao de plasma seminal (PS) caprino
com diferentes niveis de atividade de FLA, sobre o desempenho de espermatozdides
epididimérios diluidos em dgua de coco — 2,5% gema de ovo e resfriados a 4 °C por 48
horas. Oito bodes foram divididos em dois grupos: grupo I com baixa atividade de FLA,
(< 2 U/mL) e grupo II caracterizado por alta atividade de FLA; no PS (> 3,6 U /mL).
Outros seis bodes foram submetidos a castragdo cirdrgica para obtencdo do “pool” de
espermatozdides epididimarios. O s€émen dos caprinos foi coletado semanalmente (6
semanas) em vagina artificial e centrifugado para recuperagdo do PS. O “pool” de
espermatozdides epididimarios foi fracionado em nove aliquotas, na qual, uma destas
foi adicionada apenas de diluidor (grupo controle) enquanto as demais receberam PS de
cada um dos animais dos grupos I e II. Em seguida procedeu-se a diluicdo final em
todas as amostras (200 x 10° sptz/mL) utilizando-se 0 mesmo diluidor. O sémen diluido
foi resfriado a 4 °C, conservado por 48 horas e avaliado para vigor e motilidade antes do
resfriamento (TO) e as 2, 12, 24 e 48 horas de conservacdo (T2, T12, T24 e T48), pelo
teste de termorresisténcia lento (TTR). A taxa de degradacdo da motilidade (TDM) foi
calculada ao final do TTR. Esfregacos do sémen diluido foram confeccionados durante
o TTR e 200 células foram avaliadas e classificadas como morfologicamente normais
ou anormais. A adi¢do do plasma seminal interferiu negativamente sobre o vigor, a
motilidade e a TDM, principalmente quando o plasma seminal adicionado foi do grupo
II. Contudo, a adi¢do do plasma seminal reduziu a incidéncia das alteracdes
morfoldgicas totais. Dessa forma pode-se concluir que a adi¢do de plasma seminal
caprino aos espermatozdides epididimdrios promoveu efeito deletério a qualidade
espermatica e esta influéncia foi mais pronunciada no grupo II. Os dados demonstram
também que os espermatozdides epididimdrios conservados sem PS mantiveram a

qualidade espermdtica ao longo de 48 horas de conservagao.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate if the presence or absence of seminal plasma (SP) with
different phospholipase A, activity level on the quality of the epididymal spermatozoa
diluted in coconut water with 2.5% egg yolk. Eight bucks were separated in to groups
according if the PLA, activity level: group I (< 6,7U/mL) e group II (> 11,0/mL).
Others six bucks underwent a surgical castration to obtain a pool of epididymal
spermatozoa. The ejaculate was collected weekly in artificial vagina and centrifuged to
separation of the SP. The pool of epididymal spermatozoa was divided in nine aliquots:
one was added only to diluent (control group), while others received the SP of each
buck of the groups I and II. Following, the reconstituted semen samples were diluted at
200 x 10° sperm/mL and stored at 4 °C for 48 hours. An aliquot was incubated at 38 °C
and evaluated to vigor and motility at 0, 2, 12, 24 and 48 hours of cooling by
thermoresistance test (TRT). The motility degradation rate (MDR) was calculated after
the TRT. Slides of sperm were made during TRT and 200 cells were classified as
normal or abnormal morphology. The addition of the SP influenced negatively the
vigor, motility and MDR, mainly when the SP added was of the Group II. However, the
addition of the SP reduced the percentage of the abnormal spermatozoa. In conclusion,
the addition of the SP on epididymal spermatozoa showed a negative effect and this
influence was higher in group II. The data showed also that the epididymal spermatozoa

stored without SP remained the sperm quality during 48 hours.
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INTRODUCAO

Na dltima década vdrios estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de
aprimorar biotécnicas da reproducdo, tais como a fertilizacdo in vitro e a transferéncia
de embrides. O uso destas biotecnologias envolve animais geneticamente superiores €
neste sentido, a recuperacdo e a conservagdo de espermatozodides epididimarios € um
procedimento que permite a utilizagdo de reprodutores de alto valor genético quando
estes sofrem alguma injuria que lhe provocam infertilidade, tal como a obstrugdo das
vias espermadticas ou mesmo apds sua morte (PATRIZIO, 2000; BLASH et al., 2000).
Para o sucesso destas técnicas € imprescindivel o conhecimento dos fatores envolvidos
na conservacdo dos espermatozdides epididimdrios, bem como os mecanismos que
influenciam sua capacidade fertilizante. Desta forma, muito j4 tem sido investigado
sobre a composicdo bioquimica do plasma seminal e seus efeitos sobre as células
espermdticas (MANN, 1946; GONZALES et al., 1984; ROCA et al., 1993; HENAULT
et al., 1995; AURICH et al., 1996; SILVA et al., 2003; YAMASHIRO et al., 2006) e
apesar de muitos avancos, os conhecimentos ainda sdo controversos e bastante
limitados. Em touros da raca holandesa, foi relatado que a adi¢io de plasma seminal aos
espermatozdides epididimdrios aumentou a capacidade dos mesmos em penetrar a
membrana dos ovdcitos, quando comparado com as células espermdticas sem contato
com o fluido das glandulas anexas, demonstrando que fatores especificos presentes no
plasma seminal afetam a fertilidade dos espermatozoides coletados da cauda do
epididimo. (HENAULT et al., 1995)

Neste sentido, realizou-se este trabalho com objetivo de avaliar o efeito da
auséncia do plasma seminal de machos caprinos SPRD criados em regido tropical, bem
como a influéncia da adi¢do de plasma seminal com baixa (< 6,7 U/mL) ou alta (> 11,0
U/mL) atividade da Fosfolipase A, (FLA;) sobre o desempenho qualitativo (vigor e
motilidade espermaticas, taxa de degradacdo da motilidade e percentual de células
espermadticas com morfologia normal) dos espermatozdides epididimarios diluidos em

agua de coco — 2,5% gema de ovo e resfriados a 4 °C por 48 horas.
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MATERIAL E METODOS

1. Local do Experimento e condicoes de ambiente

O experimento foi realizado no Laboratério de Estudos em Reprodug¢dao Animal
(LERA) da Universidade Federal do Ceara (UFC), Campus do Pici, localizado a latitude
sul de 3°45°, longitude oeste de 38°32’ e altura de 15,5m acima do nivel do mar. O
clima da cidade, de acordo com a classificacdo de Koppen, ¢ AW, com clima quente e
umido. O periodo experimental transcorreu nos meses de janeiro e fevereiro de 2007,
apresentando neste periodo temperatura média de 28,4 °C com amplitude de 25,5 a 31,0

°C, umidade relativa do ar de 73% e precipitacio média de 65,25mm.

2. Animais Experimentais

De um total de 20 machos caprinos sem padrio racial definido (SPRD) com
idade média de 30 meses, peso vivo médio de 45 Kg e circunferéncia escrotal média de
24 cm, oito animais foram selecionados com base no nivel de FLLA; no plasma seminal
e divididos em dois grupos: o grupo I (n = 5) foi composto por bodes cujo s€men foi
caracterizado pela baixa atividade de FLA; no plasma seminal (< 6,7 U/mL) e o os
animais do grupo II (n = 3) apresentaram alta atividade de FLA; no plasma seminal (>
11,0 U/mL). Do grupo remanescente, seis animais foram submetidos a castracdo
cirirgica e utilizados como doadores de espermatozodides epididimarios. Todos os
animais foram manejados em baias individuais, sob condi¢des intensivas, alimentados
com feno de Tifton 85 (Cynodon dactilum) e 500 g concentrado energético adicionado
de sal mineral (NRC, 1981) divididas em duas ofertas didrias e a dgua foi fornecida a

vontade.

3. Coleta do Sémen

O sémen dos caprinos dos grupos I e II foi coletado semanalmente em vagina

artificial, perfazendo um total de 6 ejaculados por animal. Apds a coleta, o sémen foi
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centrifugado a 550 g/20 minutos em 4° C e o plasma seminal (sobrenadante) foi obtido

para reconstituicdo do sémen com os espermatozdides epididimarios.

4. Castracao e Coleta dos Espermatozoides Epididimarios

ApOs a castragdo cirdrgica, os pares de epididimo foram dissecados e separados
dos testiculos. Para obtencdo dos espermatozoéides epididimarios utilizou-se o método
de lavagem retrégrada (LASLEY & BORGAT, 1944; DOTT et al., 1979; MARTINEZ-
PASTOR et al., 2006) que se consistiu em injetar solucdo fisioldgica na por¢ao inicial
do ducto deferente, seguida de pequenos cortes transversais na borda ventral da cauda
do epididimo para coleta das células espermdticas. Realizou-se uma interrup¢do na
juncdo corpo e cauda epididiméria por uso de pinca hemostitica, a fim de evitar
possiveis refluxos de fluido para o corpo do mesmo.

Apo6s a coleta, foi realizado um “pool” dos espermatozdides dos epididimos
direito e esquerdo e centrifugacdo deste material a 550 g/20 minutos a 4° C, com a

finalidade de remocao da solucao fisioldgica e fluido epididimario.

5. Reconstituicao e Diluicao do Sémen

Do “pool” de espermatozoéides epididimérios foram separadas nove aliquotas de
200uL e em uma destas, foi adicionado 250uL diluidor a base de dgua de coco — 2,5%
de gema (grupo controle) enquanto as demais amostras receberam o mesmo volume
(250pL) de plasma seminal de cada um dos oito animais experimentais, de forma que o
sémen reconstituido teve a proporcdo aproximada de 45% de espermatozdides
epididimadrios e 55% de plasma seminal ou diluidor, no caso do grupo controle (LIMA
et al., 2006). A concentracdo do sémen reconstituido foi determinada em camara de
Neubauer (CHEMINEAU et al., 1991) e em seguida procedeu-se com a diluic@o final
em todas as aliquotas 2 concentracdo de 200 x 10° espermatozéides/mL, com o mesmo
diluidor. Esta solucdo a base de dgua de coco foi preparada com 50% de dgua de coco in
natura € 50% de citrato a 2,5%, com objetivo de manter a solu¢do em pH entre 6,2 € 6,8
e osmolaridade de 300mOsm. Desta solucdo estoque, retirou-se 2,5% do volume para o

acréscimo de igual volume de gema de ovo (NUNES, 1998).
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6. Resfriamento e avaliacao do sémen

Uma amostra de cada uma das aliquotas de s€men reconstituido foi incubada em
banho-maria para realizacdo do teste de termorresisténcia lento (TTR - CBRA, 1998),
que constituiu o tempo 0 (TO — antes do resfriamento), o restante das aliquotas foram
resfriadas a 4 °C por 48h e o TTR repetido as 2, 12, 24 e 48 horas (T2, T12, T24 e T48)
de conservagdo do s€men. Para proceder com o TTR, uma amostra de 250ul de s€émen
foi levada ao banho-maria a 38 °C e uma gota do s€men foi entdo posta sobre lamina e
coberta com laminula, e levada ao microscépio 6tico para avaliagdo dos parametros
seminais aos 5, 60 e 120 minutos de incubacdo. A taxa de degradacdo da motilidade

(TDM) foi calculada ao final do TTR, utilizando a seguinte férmula:

TDM = Vigor (5 min) — Vigor (120 min) x 100

Vigor (5 min)

Esfregacos do s€émen diluido foram confeccionados aos 5 e 120 minutos durante
o TTR, para todos os tempos de avalia¢do, perfazendo um total de 10 esfregacos por
animal/coleta. Os esfregacos foram corados com azul de bromofenol (MEDEIROS, et
al., 2006) e, em seguida, 200 células foram avaliadas em microscopia 6tica, em aumento
de 1000x e classificadas como morfologicamente normais ou com presenca de
anomalias espermadticas, as quais incluem: defeitos de cabeca, defeitos de peca
intermedidria, gota citoplasmdtica proximal, gota citoplasmdtica distal e defeitos de
flagelo (COLAS, 1980). As alteragdes morfoldgicas totais (AMT) sdo os resultados do

somatorio de todas as alteragdes da morfologia encontradas nos espermatozdides.

7. Analises estatisticas

Para a anélise dos dados utilizou-se o programa estatistico SAS®, versdo 8.0. Os
parametros seminais (vigor, motilidade e TDM) foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) para testar os efeitos de tempo e grupo (alta ou baixa atividade de FLA; no
PS). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). As varidveis
motilidade e TDM sofreram transformacdo angular para atender a condi¢do de

normalidade.
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RESULTADOS

Os valores médios e desvio padrdo de vigor, motilidade e TDM para os grupos
controle, I e II, por tempo de conservacdo podem ser observados na tabela 1, enquanto
as alteragdes morfoldgicas totais (AMT) podem ser observadas na tabela 2.

Quando os espermatozdides epididimarios foram conservados por até 48 horas
verificou-se uma diminui¢do significativa do vigor e da motilidade espermatica,
principalmente quando o plasma seminal foi adicionado, independente do grupo
estudado.

Maiores quantidades de alteracdes morfoldgicas totais foram encontradas no

grupo controle enquanto os grupos I e II foram similares para este parametro.
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Tabela 1 — Efeito d o nivel de atividade da Fosfolipase A, no plasma seminal caprino em espermatozoéides epididimadrios, diluido em dgua de coco — 2,5%
gema e resfriado a 4° C por 48 horas sobre os pardmetros seminais de vigor, motilidade espermadtica e taxa de degradacdo da motilidade (TDM).

Vigor Motilidade TDM
;{IZT:S(; Controle Grupo I Grupo II Controle Grupo I Grupo II Controle Grupo I Grupo II
0 2,66 +0,38" | 2,63 +0,34* | 225+0,49® | 66,11+ 6,80 64,11 + 6,09° | 53,89+ 14,55 | 22,14 + 10,11* | 29,66 + 15,50 | 65,87 + 34,67°
2 2,74 +0,47" | 2,55+030™" | 2,04 +0,54"® | 66,11 +6,80" | 6222+6,74™" | 49,17 + 13,86 | 25,47 + 17,66" | 27,51 + 13,51 | 74,72 + 31,84"
12 2,75+ 031" | 2,37 +028"" | 1,63+0,65™ | 6500+623" | 57,38 +7,30*" | 38,89 +20,75"® | 16,03 +9,31* | 30,50 + 19,91" | 73,61 + 35,09"
24 2,63+027% | 2,13+0,35® | 1,17+0,88C | 60,27 +6,18* | 52,33 +9,85" | 28,89 +21,99® | 15,00+ 7,52* | 30,83 +20,66* | 71,00 + 32,85"
48 2,52+036" | 1,84+0,58® | 0,78 +0,92 | 47,22 +20,88" | 44,17 + 12,46°* | 14,72 +20,86"® | 6,27 +9.80" | 40,46 +29,17° | 62,22 + 39,70

Grupos: controle — auséncia de plasma seminal; grupo I — baixa atividade de FLA, no plasma seminal (6,7 < U/ mL); e grupo II — alta atividade de FLA; no plasma seminal (>

11,0 U/mL);

Letras maidsculas — comparagdo entre grupos, dentro da mesma linha;

Letras mintisculas — comparag¢do entre tempos, dentro da mesma coluna; (p < 0,05).
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Tabela 2 - Efeito d o nivel de atividade da fosfolipase A, no plasma seminal caprino em
espermatozoides epididimarios, diluido em dgua de coco — 2,5% gema e resfriado a 4° ¢ por 48
horas sobre as alteracdes morfoldgicas totais (%).

Tempo (h)
0
2
12
24
48

Alteracoes Morfolégicas Totais (%)

Controle

Grupo I

Grupo II

35,00 + 20,95
32,33 + 11,15%
36,92 + 13,46"
37,92 + 11,79%
39,96 + 17,94

27,62 + 10,64°
30,69 + 12,30°
31,17 + 12,58
33,10 + 11,89"
32,48 +1091°

29,65 + 9,45"
29.89 + 10,86
32,10 + 10,48
28,97 + 12,76°
33,49 + 11,50°

Letras maidsculas — comparagdo entre tratamentos, dentro do mesmo grupo e tempo, na mesma linha.

Grupos: controle — auséncia de plasma seminal; grupo I — baixa atividade de FLA, no plasma seminal (6,7 <

U/ mL); e grupo II — alta atividade de FLA, no plasma seminal (> 11,0 U/mL);
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DISCUSSAO

Os espermatozdides da cauda do epididimo constituem um excelente modelo
experimental para testar os efeitos do plasma seminal sobre as células espermaticas, tendo
em vista que as células armazenadas na cauda do epididimo mostram-se maduras, capazes
de fertilizar, mas ainda ndo entraram em contato com a secre¢do de nenhuma glandula
acessoria. Os espermatozoéides epididimdrios encontraram-se livres da exposi¢do dos
efeitos do plasma seminal que ocorre no momento da ejaculagao (WAY et al., 2000).

Neste experimento, constatou-se que ocorreu diminui¢do da qualidade seminal e
esse efeito foi mais intenso em fung¢do do tempo de resfriamento, quanto mais prolongado
esse periodo, maiores foram os efeitos deletérios sobre os espermatozdides. Dados estes,
também encontrados por outros autores para sémen caprino resfriado (FIGUEIREDO et al.
2002; CAMPOS, 2003; CAMPOS et al., 2003b; CAMPOS et al., 2004; ISLAM et al.,
2005). Foi demonstrado que, quanto maior for tempo de armazenamento do s€men, menor
serd a sobrevivéncia das células espermaticas in vitro quanto a fertilidade in vivo
(LEBOUF et al., 2003). O declinio da qualidade seminal observado durante a conservacao,
provavelmente deve-se a atividade metabdlica dos gametas, resultando em consequente
reducdo dos nutrientes disponiveis e acimulo de substincias téxicas, tal como o &cido
latico (VISHWANATH & SHANNON, 2000; ISLAM et al., 2005), além da exposic¢ao das
células espermadticas aos produtos da decomposi¢cdo dos espermatozédides mortos,
considerando-se a auséncia de mecanismos de eliminacao dessas células e dos produtos do
seu metabolismo (CORTEEL, 1980).

De uma forma geral, a adi¢do do plasma seminal interferiu negativamente sobre o
vigor, a motilidade e a TDM, principalmente quando o mesmo apresentava maior atividade
de FLA; (grupo II). Alguns estudos demonstram que a adi¢do do plasma seminal reduziu a
duracdo da motilidade (BAAS et al., 1983). Os resultados obtidos neste estudo
demonstraram o efeito deletério do plasma seminal sobre a qualidade espermatica. Assim,
como o grupo controle apresentou melhor qualidade seminal quando comparado com os
grupos I e II (vigor, a partir de T12), sugere-se que o plasma seminal de caprinos criados
em regido de tropical possui componentes deletérios as células espermaticas. Como este
efeito foi mais evidente no grupo II, é provavel que o mesmo seja maximizado pela maior

atividade da FLA,. Esta enzima catalisa a hidrdlise das lecitinas presentes na gema de ovo
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ou leite desnatado (componentes utilizados em diluidores de sémen) em &cidos graxos e
lisolecitinas, que € téxico a sobrevivéncia dos espermatozoéides (ROY, 1957).

Em regido de clima temperado, o plasma seminal de caprinos exerce efeitos
deletérios sobre a viabilidade esperméatica (CORTEEL, 1980). Dessa forma, a remocdo do
plasma seminal, logo apds a coleta do ejaculado, aumentou a qualidade do sémen
descongelado, quando este foi incubado a 37 °C por 120 minutos (CORTEEL, 1974,
CORTEEL, 1975). Além disso, o uso de leite desnatado como diluidor do sémen caprino
requer a prévia remocdo do plasma seminal porque este € deletério a sobrevivéncia
espermatica (SIAS et al., 2005).

Entretanto, a adicdo do plasma seminal ndo apresentou apenas efeitos indesejdveis sobre os
EEp, visto que o mesmo propiciou uma diminuicdo na incidéncia das alteracdes
morfoldgicas (tabela 2). Este resultado sugere que o plasma seminal exerce efeito seletivo
sobre as células espermaticas, provavelmente por uma reducdo na incidéncia de gotas
citoplasmaticas. Estudos t€ém demonstrado que a incidéncia dessa alteracdo morfoldgica
ocorre com maior frequéncia entre os EEp que nos espermatozéides ejaculados (LASLEY
& BOGART, 1944; WHITE & WALES, 1961). O sémen ¢é suspensao dos espermatozdides
no plasma seminal, que é formado no momento da ejaculagio (GONZALEZ, 2002).
Acredita-se que a adicdo do plasma seminal aumenta o metabolismo das células
espermaticas, pois estudos demonstraram que durante a ejaculacdo e ainda no aparelho
reprodutivo masculino, os espermatozdides ejaculados ja comecam a utilizar a frutose
como fonte de energia (MANN & LUTWAK-MANN, 1981). Além disso, White & Wales
(1961) sugeriram que a gota citoplasmética funciona como uma reserva lipidica que pode
servir como fonte de energia para os espermatozdides, de modo que esta caracteristica
pode ter contribuido para que ocorresse uma reducdo da incidéncia de gotas

citoplasmaticas apds a adicao do plasma seminal.
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CONCLUSOES

Conclui-se que a adicdo de plasma seminal caprino aos espermatozoéides
epididimérios resfriados a 4 °C promoveu efeito deletério sobre a qualidade espermatica a
partir de 12 horas de conservacao e esta influéncia foi mais pronunciada no grupo com
maior atividade da fosfolipase A, (> 11,0 U/mL). Estes dados demonstram ainda que os
espermatozoéides epididimarios diluidos em dgua de coco —2,5% gema de ovo (sem adicao
de plasma seminal) e resfriados a 4 °C mantiveram a qualidade espermética ao longo de 48

horas de conservagao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados no presente estudo indicam que caprinos sem padrao
racial definido, quando criados em regido de clima tropical, apresentam melhor qualidade
espermdtica durante os meses chuvosos do que no periodo em que a precipitacdo é
praticamente inexistente. Coincidentemente, também se verificou que as concentragdes de
determinados componentes do plasma seminal, como frutose, 4cido citrico, proteinas
totais, P e Mg, sdo mais elevados na época chuvosa, enquanto que a atividade da FLA, é
maior neste periodo. Verificou-se ainda que parametros seminais apresentaram correlagdes
positivas com os niveis de frutose, acido citrico, proteinas totais e Mg e negativas com as
concentracdes de fésforo e quantificadas no plasma seminal.

Portanto, sugere-se que os caprinos podem apresentar melhor desempenho
reprodutivo na época das chuvas e que esta € também o melhor periodo para a coleta e
conservagao do sémen. Tal informagao implica também que a utiliza¢io de reprodutores na
época seca, deve exigir praticas diferenciadas de manejo. A manipulacdo de amostras de
sémen para inseminagdo artificial ou fertilizacdo in vitro neste periodo do ano também
exigira o desenvolvimento de protocolos especificos para prevenir decréscimos
significativos na capacidade fecundante das células espermaéticas.

A presenca do plasma seminal no s€émen resfriado a 4 °C teve efeito deletério sobre
os espermatozdides, sendo recomendada a lavagem do sémen para se obter uma melhor
qualidade seminal. Contudo, o nivel de atividade da FLA; ndo interferiu significativamente
na qualidade dos espermatozdides ejaculados e logo ndo pode ser utilizado como um

indicativo da qualidade seminal.
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