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RESUMO

MARTINS, Leonardo Franco, M.S., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2001. Avaliacido do sémen e proteinas soluveis do plasma seminal de
bodes da raca Parda Alpina. Orientador: Jos¢ Domingos Guimaraes.
Conselheiros: Ciro Alexandre Alves Torres e Eduardo Paulino da Costa.

O objetivo deste trabalho foi estudar a qualidade seminal in vitro
analisada por meio de testes complementares e sua relagdo com o0s aspectos
fisicos, morfolégicos e bioquimicos do sémen de bodes da raga Parda Alpina. O
1.° experimento foi realizado durante os meses de janeiro e fevereiro de 2001 e
foram utilizados quatro reprodutores adultos criados em condi¢des intensivas. As
coletas de sémen foram realizadas empregando-se o método de vagina artificial.
Em todas as coletas além do exame fisico e morfologico do s€men foi realizado o
teste hipoosmotico e incubagdo isoosmoética como grupo controle. Os bodes
apresentaram  diferenga nos aspectos fisicos e morfologicos, no teste
hipoosmotico e teste de termorresisténcia (p < 0,05). Os resultados dos testes de
termorresisténcia  lento  tiveram  correlagdo alta com o percentual de
espermatozdides reativos ao meio hipoosmotico (0,67). O 2.° experimento foi

realizado durante final do més de fevereiro até inicio do més de abril de 2001 no



mesmo local. Foram realizadas as coletas de quatro reprodutores adultos que se
encontravam em regime de monta controlada. Em todas as coletas além do
exame fisico e morfologico do sémen foram realizados os testes hipoosmoticos,
isoosmoticos € a determinacdo da concentracdo protéica total do plasma seminal.
Foi detectada diferenca entre os bodes na concentragdo protéica total do plasma
seminal (p < 0,05), mas ndo foram detectadas diferengas no teste hipoosmotico e
coberturas por prenhez (p > 0,05). De acordo com os dados obtidos neste estudo
pode-se concluir que o teste hipoosmodtico pode ser uma importante ferramenta
para a avaliagdo de sémen caprino e a concentracdo protéica total do plasma
seminal ndo pode ser utilizada como parametro para predizer a qualidade seminal

de bodes da raga Parda Alpina.



ABSTRACT

MARTINS, Leonardo Franco, M.S., Universidade Federal de Vicosa, October
2001. Evaluation of semen and soluble proteins of the seminal plasm in
Brown Alpine goats. Adviser: Jos¢ Domingos Guimardes. Committee
Members: Ciro Alexandre Alves Torres and Eduardo Paulino da Costa.

The objective of this work was to study the in vitro seminal quality
analyzed by complemental tests and compare them with physical, morphologic
and biochemical aspects of the semen of male goats of the Alpine Brown breed.
Two experiments were accomplished in the Caprinocultura Section of UFV of
the Department of Zootecnia of the Federal University of Vicosa in the city of
Vigosa. The first experiment was done during the months of January and
February of 2001 and four adult male goat of the Alpine Brown breed were used
in intensive conditions. The semen was collected three times a week for all male
goats, by artificial vagina method. Physical and morphological analysis of the
semen were accomplished by test hipoosmotico and isoosmotic’s incubation as
control group. The male goats presented difference in the physical and
morphologic aspects, in the hyposmotic test and term-resistance test (p < 0,05).

Results of the slow term-resistance tests and hyposmotic test were highly



correlated (0,67). The second experiment was done in February and April of
2001 in the same place. Samples were collected twice a week from 4 adult male
goats of the Alpine Brown breed that were in breeding season. All semen
samples besides the physical and morphological analysis, the hypoosmotic test,
the isoosmotic’s incubation and the protein concentration of the seminal plasm
were done. Difference was detected among male goats in the total protein
concentration of the seminal plasm (p < 0,05), but differences were not detected
in the hipoosmotico test (p > 0,05) and gestation rate (p < 0,05). It was concluded
that the hypoosmotic test can be an important tool for the evaluation of goat
semen and the protein concentration of the seminal plasm cannot be used as a
parameter to predict the seminal quality of male goats of the Alpine Brown

breed.



1. INTRODUCAO GERAL

A caprinocultura brasileira apresentou grande crescimento nos ultimos
anos, principalmente na regido Nordeste, mas ainda possui baixos indices de
produtividade (MOREIRA et al., 2000). Uma das ferramentas importantes para
aumentar esses indices ¢ a utilizagdo de machos geneticamente superiores e de
fertilidade comprovada, visto que a fertilidade do rebanho estd diretamente
relacionada ao ntimero de fémeas cobertas (RIBEIRO, 1997).

A espécie caprina possui estacionalidade reprodutiva, em que as fémeas
ficam em anestro, ¢ os machos tém sua qualidade seminal diminuida fora da
estacdo. Os fatores responsaveis pela estacionalidade podem ser intrinsecos ou
extrinsecos. Dentre os intrinsecos, destacam-se a raca, o peso ¢ a idade; dentre os
extrinsecos, fotoperiodo, latitude, temperatura, umidade e alimentagio (NUNES,
1982). A atividade do sistema hipotalamico-hipofisirio em bodes ¢ influenciada
pelo fotoperiodo, em que a diminuicdo durante o ano aumenta os pulsos de LH
(horménio luteinizante), a concentragdo de androgenos e volume testicular
(RITAR, 1991). A nutricdo também ¢ uma varidvel importante, pois se o verdo
for chuvoso com disponibilidade de nutrientes nas forrageiras, ha melhor
qualidade seminal dentro da estagdo reprodutiva (NUNES, 1982).

Exames andrologicos de rotina, testes complementares e teste de

comportamento sexual, associados com o desempenho reprodutivo em regime de



cobertura natural, permitem predizer com maior confiabilidade o potencial
reprodutivo dos machos, possibilitando ao produtor uma racionalizagdo do uso de
seus reprodutores. Diversas técnicas complementares sdo utilizadas para melhor
avaliacdo da fertilidade de bodes, tais como: teste de termorresisténcia, teste de
reacdo acrossOmica, integridade acrossdmica, penetracdo de espermatozdides no
muco cervical, teste de adesdo dos espermatozoides a zona pelticida de ovocitos,
técnicas de coloragdo, entre outras. Cada técnica estd relacionada com diferentes
aspectos da qualidade seminal e seus resultados ainda ndo sdo totalmente
compreendidos.

Os espermatozdides sdo células complexas em que a capacidade
fecundante estd relacionada ndo s6 com aspectos fisicos e morfoldgicos, mas
também com aspectos bioquimicos do sémen. A avaliacdo isolada de apenas um
desses aspectos ndo ¢ eficaz para predizer a fertilidade de machos; desta forma, a
utilizagdo conjunta de técnicas de rotina e complementares para a avaliagdo
androlégica pode ser uma importante ferramenta para avaliar os melhores
animais, detectar animais subfertéis e melhorar estratégias de conservagdo
espermatica.

Este estudo foi realizado com o objetivo de estudar as relagdes entre os
aspectos fisicos e morfologicos do sémen, os testes complementares
(hipoosmotico e teste de termorresisténcia), a concentragdo protéica total do

plasma seminal e o desempenho reprodutivo de bodes da raga Parda Alpina.



2. REVISAO DE LITERATURA

Os  espermatozdides, enquanto localizados nos  testiculos, sdo
funcionalmente imaturos, sendo inférteis e imoveis. Adquirem a capacidade de
fecundar nos epididimos, que possuem as fungdes de transportar, armazenar e
promover a maturagdo dos espermatozoides. Durante a maturacdo espermatica
nos epididimos, ocorrem alteracdes bioquimicas nas membranas phsmaticas,
como a alteragdo de acidos graxos saturados para insaturados € a perda de
proteinas com cargas positivas, revertendo sua polaridade durante o transito
epididimario (SUNDHEY et al.,, 1995). Alteragdes na membrana plasmatica dos
espermatozdides ocorrem, quando estes entram em contato com o liquido
seminal, e durante a migracdo espermatica pelo trato genital feminino. Moléculas
adsorvidas pela membrana plasmatica, durante a maturacdo epididimaria e
ejaculacdo, estdo sujeitas a resisténcia mecadnica e interagdes eletroquimicas
oferecidas por componentes do muco cervical e uterino, possibilitando a
capacitacdo espermatica e fecundagdo do ovocito no trato genital feminino
(HAFEZ, 1995).

Segundo  YANAGINACHI (1994), o aumento da permeabilidade da
membrana a ions desencadeia uma cascata de eventos bioquimicos, que
culminam na hiperativagdo do flagelo e reagdo acrossomica. Este evento € pré-

requisito para a fecundagdo, e a reacdo do acrossoma ¢ considerada como etapa



final da capacitagio espermatica (FRASER e AJULIA, 1988). E possivel que a
capacitagdo espermatica esteja mais envolvidla com a remocdo de fatores
decapacitantes do que a ativagdo do processo com um estimulo, pois, a diluicdo
de espermatozdides de mamiferos com solucdo fisiologica e outras solugdes
isotonicas remove  proteinas adsorvidas na membrana plasmatica  dos
espermatozoides, antioxidantes naturais e outras substancias com fungdo de
protecdo da integridade da membrana dos espermatozoides (MAXWELL e
JOHNSON, 1999).

Esses fatores decapacitantes sdo polipeptideos originados das secrecoes
dos epididimos e glandulas anexas, e ligamrse aos espermatozoides no momento
da ejaculagio (YANAGINACHI, 1994). A mudanca da permeabilidade da
membrana ao calcio e subseqiiente aumento de AMPc (adenosina monofosfato
ciclica), pH intracelular, e fosforilacdio da proteina tirosina sdo essenciais a
capacitagdo espermatica (PARRISH et al., 1994; UGUZ et al., 1994; VISCONTI
e KOPF, 1998). PARRISH et al. (1999) relataram que, durante a capacitacdo,
ocorre aumento intracelular de Cat++ e armazenamento do mesmo no acrossoma
(para  liberagdo durante a reacdo do acrossoma). Todas essas fungdes na
capacitacdo  espermatica, principalmente a permeabilidade seletiva a ions,
demonstram a importancia da integridade funcional da membrana plasmatica dos

espermatozoides.

2.1. Teste hipoosmético

O processo de capacitagdo, reacado do acrossoma e fertilizagdo necessita
de uma membrana bioquimicamente ativa (YANAGINACHIL, 1994), e
usualmente utilizamrse os testes supravital e hipoosmotico para avaliar a
integridade da membrana espermatica. Diferentes aspectos da membrana
plasmatica dos espermatozoides sdo avaliados em cada teste. A coloragdao
supravital determina se a membrana estd fisicamente danificada (um sinal de

morte celular), e o teste hipoosmotico avalia a atividade bioquimica da



membrana intacta devido ao inflixo de 4gua para o interior das células
(CORREA ¢ ZAVOS, 1994).

Uma importante propriedade das membranas plasmaticas celulares ¢ a
habilidade de permitir o transporte seletivo de moléculas, em diferentes
gradientes de concentragdo de um soluto. A membrana plasmatica possui
moléculas protéicas que fazem esta fungdo, que sdo os canais i0nicos € outras
proteinas especificas (ALBERTS et al., 1997). O teste em solucdo hipoosmética
consiste no aumento de volume celular dos espermatozoides expostos a uma
solucdo hipoosmotica, associada a uma expansio da membrana plasmatica e
conseqliente  alteragdo das estruturas utilizadas para a movimentagdo dos
espermatozoides, forcando o flagelo a curvar-se em espermatozoides com a
membrana intacta, € os espermatozdides com danos na membrana plasmatica
permanecem aparentemente normais em microscopia Optica (DREVIUS, 1972).
A membrana plasmatica da regido da cauda dos espermatozoides parece mais
susceptivel a incubacdo hipoosmotica, ocorrendo edema da regido com flexdo
dos filamentos axiais do axonema, visto a intima relagdo entre a membrana
plasmatica e os filamentos axiais (JEYENDRAN et al., 1984).

JEYENDRAN et al. (1984), trabalhando com sémen humano,
desenvolveram o teste hipoosmotico, usando uma concentragdo de 150mOsm/Kg
de frutose em solugdo de citrato de sodio, com correlagdo muito alta (0,94) com o
teste de penetracdo de ovocitos desnudados de hamsters. Correlagdes altas entre
o teste hipoosmético e a fertilidade de amostras de sémen bovino congeladas
foram verificadas em programas de inseminagdo artificial (REVELL e MRODE,
1994; CORREA et al., 1997). Entretanto, ROTA et al. (1999) observaram
correlagdes baixas e negativas entre o teste hipoosmdtico em sémen congelado
bovino e posterior registros de fertilidade in vitro .

O teste hipoosmotico ¢ um teste simples, barato, ¢ prontamente aplicavel
juntamente com os exames de rotina utilizados para avaliar a fertilidade de touros
e os danos em membrana dos espermatozdides, ocasionados pelos processos de
criopreservacdo (CORREA e ZAVOS, 1994). De acordo com VAZQUEZ et al.

(1997), o teste hipoosmotico utilizado em conjunto com outros  testes de



integridade de membrana ¢ uma importante ferramenta para a deteccdo de
espermatozdides com alteragdes na membrana plasmatica, em espermatozoides
suinos, visto que alguns sdo considerados com a membrana integra na coloragdo
supravital ¢ ndo mantém a atividade bioquimica da membrana plasmatica ao ser
incubados em solugdo hipoosmdtica. Recentemente, NAGY et al. (1999) ao
estudarem o teste hipoosmotico € a coloragdo supravital, desenvolveram uma
técnica em camara Umida que combinou os dois testes em sémen bovino, ovino e
suino. Os autores confirmaram que a coloragdo supravital pode ser falha na
deteccdo de danos a membrana plasmatica na regido da cauda. Os testes de
coloracdo sao usualmente realizados para analisar a morfologia de cabega,
enquanto as preparacdes em camara Umida sdo preferencialmente utilizadas para
analisar a morfologia de peca intermedidria e cauda (BARTH e OKO, 1989).
NAGY et al. (1999) encontraram coeficientes de correlagdo da percentagem de
caudas coradas, no teste supravital, e caudas dobradas no teste hipoosmotico de
0,81, 094 e 0,85 para bovinos, ovinos e suinos, respectivamente, ¢ reafirmaram a
necessidade do uso, em conjunto, das diferentes técnicas para avaliar a
integridade da membrana plasmatica dos espermatozadides.

As diferencas entre as espécies na composicdo da membrana plasmatica
e metabolismo espermdtico podem determinar diferentes comportamentos frente
ao meio hipoosmotico. A presenga de frutose no meio hipoosmotico ndo altera a
morfologia da cauda dos espermatozdides eqiiinos (CAIZA et al., 1997),
enquanto a morfologia da cauda de espermatozdides caninos incubados em
solucdo hipoosmotica ¢ influenciada pela presenga de frutose (RODRIGUEZ-
GIL et al., 1994). A frutose ¢ encontrada em baixas concentragdes no sémen de
caes e garanhdes (HAFEZ, 1995), mas, mesmo assim, ¢ utilizada nos testes
realizados em sémen de cdes devido aos melhores resultados encontrados
(RODRIGUEZ-GIL et al., 1994). Espermatozdides de eqiiinos reagem em
solugdes hipoosmoticas de citrato de sddio, cujos os resultados relacionaram-se
com a viabilidade, motilidade progressiva, alteragdes acrossomicas (CAIZA et
al., 1997), e outros testes de avaliagdo da integridade da membrana plasmatica

dos espermatozoides (NEILD et al., 1999).



2.2. Proteinas do plasma seminal

O plasma seminal ¢ um fluido bioquimicamente complexo, formado
pelas secrecoes dos testiculos, epididimos, ductos deferentes, ampolas, glandulas
vesiculares, prostata e bulbouretrais. Ele ¢ constituido de proteinas, carboidratos,
lipideos, sais minerais, e vitaminas, € tem a funcdo de veiculo dos
espermatozdides no momento da  ejaculacdo, providenciando  substratos
metabolizaveis e prote¢do no trato genital feminino.

Os diversos estudos realizados sobre a importancia do plasma seminal na
fertilidade dos espermatozoides sdo conflitantes. A remocao das glandulas
sexuais secundarias de machos hamsters ndo interferiu na percentagem de
clivagem de embrides in vitro (CHEN e CHOW, 1988), mas sua auséncia
diminuiu a fertilidade dos espermatozdides no trato genital feminino de ratas
(QUEEN et al.,, 1981; BETSY e OLDS-CLARKE, 1986). MAXWELL et al.
(1999), testando a adicdo de plasma seminal de ovino congelado e descongelado,
verificaram que aumentou a taxa de gestacdo em cabras inseminadas pelo método
intracervical, mas n3o aumentou a taxa de gestagdo em ovelhas inseminadas,
diretamerte, nos cornos uterinos com o uso de um laparoscopio, sugerindo a
importancia de substincias no plasma seminal na viabilidade espermatica no
trato genital feminino.

AHMAD et al. (1996), estudando a influéncia do plasma seminal em
sémen de bufalo, concluiram que a remocdo do plasma seminal aumenta a
sobrevivéncia dos espermatozoides em diluente incubado em banho-maria a
37°C, em conseqiiéncia da remocao de moléculas de alto peso molecular por
meio de centrifugagdo. As moléculas de alto peso molecular sdo responsaveis
pelo efeito danoso aos espermatozoides, enquanto moléculas de baixo peso
molecular estdo relacionadas a ativagdo da motilidade espermatica (BAAS et al,
1983). As proteinas do plasma seminal bovino estdo em agregados protéicos de
alto peso molecular que, ao se depararem com a presenca de citrato e condigdes
acidas, separam-se em moléculas protéicas de baixo peso molecular (AL SOMAI

et al., 1994a e 1994b).



Adicionalmente KATSKA et al. (1996), pesquisando a influéncia do
plasma seminal na fertilidade in vitro de espermatozoides bovinos, concluiram
que a auséncia do plasma seminal durante a capacitagdo espermatica in vitro ¢
favoravel para produ¢do de embrides in vitro. A remogdo de substancias
presentes na membrana plasmatica dos espermatozoides apresentou aglutinagdes
de cabeca (possivelmente inicio de fluidez da membrana plasmatica), ¢ a adi¢do
de plasma seminal previne esta situagdo (MAXWELL e JOHNSON, 1999).

A caracterizacdo de quatro diferentes proteinas no plasma seminal de
touros e sua relagdo com a fertilidade, em programa de inseminagdo artificial,
demonstrou que duas dessas moléculas com peso molecular de 26kDA e 55kDa
estavam relacionadas a touros de alta fertilidade, enquanto duas moléculas de
16kDa estavam relacionadas a touros de baixa fertilidade (KILLIAN et al.,
1993). Outros trabalhos confirmaram que existe efeito benéfico do fluido das
glandulas sexuais secundarias de touros de alta fertilidade (comparado com o de
touros de baixa fertilidade), em espermatozoides epididimarios, utilizando o
método de adesdo a zona pelucida em odcitos bovinos (HENAULT et al., 1995).
Em garanhoes, alguns trabalhos demonstraram que a andlise do perfil protéico
pode ser um indicador da capacidade reprodutiva de machos (BRANDON et al.,
1999), e a idade influencia concentracdo protéica total do plasma seminal
(AHMED et al., 1993).

Os epididimos sdo responsaveis por evitar a peroxidacdo dos lipideos das
membranas plasmaticas dos espermatozoides, durante o armazenamento e
maturacdo  espermatica,  visto que as  membranas  plasmaticas  dos
espermatozoides sdo ricas em &cidos graxos poliinsaturados. Para que isso nao
ocorra, os epididimos secretam proteinas e enzimas com agdo antioxidante
(HINTON et al., 1995).

As proteinas sdo caracterizadas quanto ao peso molecular, forma,
afinidade de ligagdo, carga elétrica, etc. Técnicas de eletroforese sdo utilizadas
para identificagdo das proteinas quanto ao seu peso molecular e ponto isoelétrico,
e utilizadas em conjunto com imunofluorescéncia e radioimunensaio para

identificar e caracterizar locais de produgdo no trato reprodutor masculino,



atividade biologica e importincia na fertilidade dos animais. Em 1965, Shannon
isolou um fator no plasma seminal de touros, provavelmente uma proteina, que
diminuiria a  viabilidade espermdtca medida por meio do teste de
termorresisténcia.  Muitos outros trabalhos identificaram moléculas protéicas e
suas atividades em sémen bovino, como proteinas secretadas pelas vesiculas
seminais que tem fungdo de remocdo eritrocitaria e de gotas citoplasmaticas
(KYSILKA, 1973) e ligadoras de calcio, um importante elemento na ativagdo da
capacitagao espermatica (LUKAC et al., 1976).

O plasma seminal bovino apresenta varias proteinas com atividade de
imunosupressao de linfocitos bovinos in vitro (FAHMI et al., 1985a; FAHMI et
al,, 1985b), visto que o sémen ¢ potencialmente antigénico no interior do trato
reprodutivo da fémea (Hunter et al., 1964, citados por FAHMI et al., 1985a).
Ainda com a funcdo de proteger os espermatozdides no trato genital feminino,
proteinas com acdo antimicrobiana sdo secretadas pelas glandulas anexas em
bovinos (SINSINTHY et al., 1984). DACHEUX et al. (1983), ao incubarem
espermatozoides epididimarios em solugdo de Ringer com bicarbonato a 37°C e
diferentes concentracdes dos fluidos epididimarios e respectivo isolamento das
proteinas, demonstraram a existéncia de fatores protéicos nos fluidos
epididimarios de camneiros e varrdes que previnem a aglutinagdo — espermatica.
HOWARD et al. (1978) identificaram uma proteina com baixo peso molecular
secretada pelos epididimos, que estimula a motilidade espermatica em bovinos.
Posteriormente, na mesma espécie, SHONECK et al. (1996) identificaram uma
proteina de peso molecular de 13kDa, secretada pelas glandulas vesiculares e
pelas ampolas dos ductos deferentes de bovinos, a qual suprime a motilidade
espermatica e protege os espermatozoides contra a peroxidacdo dos lipideos
durante o armazenamento nas ampolas dos ductos deferentes, demonstrando a
importancia da identificagdo e caracterizagao protéica.

As principais proteinas do plasma seminal de bovinos sio da familia das
proteinas 4cidas, chamadas BSP-A1l, BSP-A2, BSP-A3(15-16kDa) ¢ BSP-30-
kDa, secretadas pelas glandulas vesiculares e adsorvidas na membrana

plasmatica durante a ejaculacio (MANJUNATH et al, 1993). Estas



glicoproteinas interagem com os fosfolipideos com radical colina da membrana
plasmatica dos espermatozoides, prevenindo as alteragdes dos lipideos de
membrana plasmdtica que ocorrem durante a capacitacdo espermatica. Acredita-
se que as lipoproteinas de alta densidade (HDL) e a albumina sérica bovina
(substancias presentes no momento do cio no aparelho reprodutor feminino)
tenham papel na remocao do colesterol da membrana plasmatica dos
espermatozdides, € que a remogdo deste esteroide esteja ligada a alteracdo da
fluidez e permeabilidade da membrana durante a capacitagdo (CROSS, 1998).

O encontro de espermatozdides com lipoproteinas de alta densidade, no
aparelho genital feminino, possivelmente forma um complexo com 0s
fosfolipideos da membrana plasmatica, colesterol, proteinas adsorvidas, e
lipoproteinas de alta densidade (THERIEN et al, 1999), alterando a
permeabilidade da membrana plasmatica e permitindo que o ifon célcio entre e
ative a fosfolipase A, (MANJUNATH et al., 1994), enzima importante na
capacitagdo espermatica. As fosfolipases A, sdo enzimas dependentes do ion
calcio, que atuam desestabilizando a membrana plasmatica dos espermatozdides,
assim aumentando a permeabilidade a ions da membrana e promovendo a
capacitacdo espermatica. Em cameiros, foi demonstrado que sua atividade no
plasma seminal estd relacionada a moléculas de baixo peso (13-43kDa), enquanto
nos espermatozoides ela existe como um agregado de alto peso molecular
aderido amembrana plasmatica (105-175kDa) (UPRETI et al., 1999).

Outra fungdo das principais proteinas do plasma seminal de bovinos
(BSP-A1, BSP-A2, BSP-A3 ¢ BSP-30-kDa) ¢ a de ligagdo com hormoénios
peptideos, como os IGFs I e II (insulin-like growth factor I e II) (DESNOYERS e
MANJUNATH, 1994). Os IGFs tém a fun¢do de regular a proliferacio de varios
tecidos e tipos celulares in vitro ou in vivo (COHEN et al., 1994), provavelmente
estejam relacionados a proliferagdo de c€lulas testiculares e epididimarias
(HINTON et al., 1995). A presenca dos IGFs no plasma seminal e receptores nas
membranas plasmaticas foi recentemente demonstrada (HENRICKS et al., 1998).
Uma enzima secretada pela prostata regula a atividade deste hormonio (COHEN
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et al., 1994), mas ainda ndo se entende qual é sua participagdo no metabolismo
espermatico (HOEFLICH et al., 1999).

Foi demonstrado que alguns glicosaminoglicanos que estdo presentes no
trato genital feminino, induzem a capacitagdo espermatica. A heparina ¢ um dos
glicosaminoglicanos capazes de induzir in vitro a reagdo do acrossoma e
capacitar espermatozdides no ejaculado bovino. UGUZ et al. (1994), concluiram
que a heparina participa na capacitacdo pelo aumento do AMPc e fosforilagdo da
proteina tirosina, mas ndo participa na alcalinizacdo intracelular durante o
processo de capacitagdo. A heparina promove a capacitacdo pela ligacdo e
remogao de proteinas do plasma seminal, que estdo adsorvidas pela membrana
plasmatica do espermatozoide e possuem a fungdo de inibir a capacitacdo
(THERIEN et al, 1995). A heparina liga-se a membrana plasmatica dos
espermatozoides por meio de proteinas ligadoras de heparina (baixo peso
molecular), potencializando seus efeitos por aumentar os locais de atuagdo na
membrana plasmatica (THERIEN et al., 1997). Essas proteinas sdo produzidas na
prostata, glandulas bulbouretrais, glandulas vesiculares seminais e ampolas, e
adsorvidas na membrana plasmatica no momento da ejaculagdo. Segundo
BELLIN et al. (1996 e 1998), essas proteinas sdo um grande indicativo do
potencial reprodutivo de touros.

A atividade enzimatica no plasma seminal tem sido muito estudada
devido a identificagdo de diversas enzimas com diversas funcdes biologicas. A
presenga de arilsulfatases em suinos, eqiiinos, cdes, coelhos e touros, altera a
estabilidade e permeabilidade da membrana plasmatica dos espermatozdides, e
foi descrita por GADELLA et al. (1991).

MATOUSEK e KLAUDY (1998) n3o encontraram diferenca na
concentracdo de ribonucleases no plasma seminal de touros de alta fertilidade,
comparados com os de baixa fertilidade, mas concluiram que essas enzimas sdo
sintetizadas nas ampolas e glandulas vesiculares de bovinos. As atividades
enzimaticas das  transaminases (Glutamato  Oxaloacetato  Transaminase ¢
Glutamato Piruvato Transaminase) no plasma seminal estio relacionadas com o

grau de injiria celular dos espermatozoides, visto que em condi¢oes adversas os
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espermatozoides liberam essas enzimas para o ambiente extracelular (TULI e
HOLTZ, 1994; SINHA et al., 1996). Existe uma relagdo entre niveis altos de
atividade  dessas enzimas e anormalidades  espermaticas, em  touros
(PANGAWKAR et al., 1988).

O plasma seminal caprino  possui  algumas  particularidades,
principalmente em sua composicdo enzimatica. Enzimas secretadas pelas
glandulas bulbouretrais foram identificadas e caracterizadas no plasma seminal,
sendo uma lipase glicoprotéica com 55 a 60kDa, com agdo deletéria sobre a
motilidade espermatica, danos acrossomais e morte celular (PELLICER-RUBIO
et al., 1997). Fosfolipideos de membrana plasmatica de espermatozoides, plasma
seminal caprino (JAIN e ANAND, 1975) e componentes dos diluidores para a
conservagio de sémen caprino (SIMPLICIO e MACHADO, 1989)
(principalmente a lecitina, que ¢ uma substancia encontrada na gema do ovo e no
leite) sofrem acdo hidrolitica de uma lipase, produzindo substancias com efeitos
danosos a viabilidade espermatica (PELLICER-RUBIO e COMBARNOUS,
1998). Assim, preconiza-se a remoc¢ao do plasma seminal para criopreservacao
de espermatozoides caprinos (TULI e HOLTZ, 1994).

Ao estudar o comportamento de espermatozdides epididimarios
incubados a 37°C com secrecdes das glandulas sexuais secundarias, verificou-se
que as secregdes vesiculares sdo capazes de neutralizar os efeitos altamente
negativos das secrecdes bulbouretrais.  Provavelmente, uma substincia de baixo
peso molecular seria um inibidor enzimatico das enzimas produzidas pelas
bulbouretrais, ndo permitindo a hidrolise e liberacdo dos fosfolipideos  na
membrana plasmatica dos espermatozdides e plasma seminal (NUNES, 1982).
Com base nestes aspectos, pode-se afirmar que as secregdes das glandulas
sexuais secundarias, nos caprinos, possuem efeito desfavoravel sobre o
congelamento e a conservagdo dos  espermatozdides nos  protocolos
convencionais (a base de gema de ovo ou leite), mas apresentam varias fungdes
na capacitagdo e fertilizagdo dos espermatozoides caprinos. Varias enzimas
necessitam de cofatores para sua atividade (ALBERTS et al., 1997), por exemplo

o fon calcio (Catt), que ¢ um importante cofator das enzimas envolvidas na
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capacitacdo espermatica (CROSS, 1998). As glandulas vesiculares também
secretam o ion calcio (LUKAC et al., 1976), o que demonstra que as glandulas
sexuais secundarias também sdo responsaveis por secretar cofatores enzimaticos
para regulagdo da atividade enzimatica no plasma seminal. Com base nestes
aspectos, pode se afirmar que existe uma complexa interagdo entre enzimas,
cofatores e inibidores enzimaticos que regulam o metabolismo espermatico.

Devido ao fato do caprino ser um animal estacional, muitas pesquisas
foram realizadas dentro e fora da estacdo reprodutiva. Modificagdes histologicas
das células epiteliais das glandulas vesiculares foram observadas durante a
estacdo reprodutiva. As células no epitélio glandular das vesiculas sdo
cilindricas, altas, e com nucleos alongados e volumosos, enquanto fora da
estacdo reprodutiva sdo pequenas e cubicas (Leidl, 1958, citado por NUNES,
1982). Adicionalmente Iritani et al. (1964), citados por NUNES (1982),
analisando as secregdoes das glandulas anexas de bodes dentro e fora da estagdo
reprodutiva, verificaram que a produgdo das glandulas vesiculares dentro da
estacdo foi muito superior. Os autores verificaram ainda que as concentracoes de
acido citrico, acido lactico e proteinas no plasma seminal também diminuiram. A
riboflavina, uma vitamina secretada pelas glandulas vesiculares (responsavel pela
coloragdo amarelada no sémen caprino), tem sua maior producdo durante a
estacdo reprodutiva, € sua concentracdo no plasma seminal possui alta correlagdo
com a concentracdo das principais substincias produzidas nas glandulas
vesiculares, como a frutose € o &cido citrico, sendo uma importante ferramenta
para avaliar o funcionamento das glandulas vesiculares de bodes (MENDONZA
et al., 1989).
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CAPITULO 1

CONCENTRACAO PROTEICA DO PLASMA SEMINAL E
VIABILIDADE ESPERMATICA EM BODES DA RACA PARDA ALPINA
AVALIADA POR MEIO DOS TESTE HIPOOSMOTICO
E TESTE DE TERMORRESISTENCIA

1. INTRODUCAO

Virias técnicas complementares sdo utilizadas para predizer a fertilidade
seminal dos caprinos. O teste de termorresisténcia lento ¢ de grande aceitacdo
porque submete o sémen a condicoes de temperatura semelhantes a que os
espermatozoides ficam expostos no trato genital feminino (BARNABE et al,
1981), porém ndo consegue avaliar todos os aspectos relacionados a qualidade
seminal. O teste hipoosmdtico avalia a integridade funcional da membrana
plasmatica dos espermatozodides, e ¢ utilizado para predizer um dos aspectos da
qualidade seminal (CORREA e ZAVOS, 1994), visto a grande influéncia da
atividade bioquimica das membranas plasmaticas dos espermatozoides nos
processos de capacitagdo espermatica e fertilizagao.

Outro aspecto da qualidade seminal ¢ a composicdo bioquimica do
plasma seminal, porque a concentracdo dos compostos bioquimicos do plasma

seminal de caprinos aumenta entre as épocas seca e chuvosa, provavelmente
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devido a melhoria na oferta de alimentos (PINHEIRO et al, 1996b). Estudos
bioquimicos estdo sendo feitos para entender a influéncia dos compostos
bioquimicos, encontrados no plasma seminal, sobre a qualidade seminal de bodes
(MENDONZA et al., 1989; PINHEIRO et al., 1996a).

Este experimento teve como objetivo estudar a relagdio entre a
concentracao protéica total do plasma seminal, o teste hipoosmdtico, o teste de
termorresisténcia lento e os aspectos fisicos e morfologicos do sémen de bodes

da raca Parda Alpina.
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2. MATERIAL E METODO

2.1. Animais e preparo das amostras de sémen

Este estudo foi realizado durante o verdo (meses de janeiro e fevereiro de
2001), no Setor de Caprinocultura do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Vicosa, situado no municipio de Vigosa, a 20°45'20"
latitude S e 42°52'40" W Gr, com altitude média de 752,5 m, temperatura média
anual de 20,9°C, indice pluviométrico anual de 1203 mm e clima com inverno
seco e verao chuvoso (FERREIRA et al, 1998). Os dados climatologicos da
regido de Vigosa foram cedidos pela estacdo climatologica principal do Instituto
Nacional de Metereologia, situada no municipio de Vigosa.

Foram utilizados quatro reprodutores adultos da raga Parda Alpina com
idades variando de 1,5 a 6 anos, criados em condigdes intensivas, com
alimentacdo constituida de 50% de silagem de milho, 30% de milho desintegrado
com palha e sabugo + 5% de uréia, e 20% de polpa citrica, obtendo-se um valor
nutricional de 1,47% de energia liquida (mcal), 11,68% de proteina bruta,
30,88% de fibra detergente neutro, 0,53% de célcio e 0,24% de fosforo. O sal
mineral e agua foram fomecidos ad [libitum. O controle sanitario (antthelmintico
e vacinagdo) foi realizado periodicamente no rebanho, conforme  critérios

estabelecidos no capril.
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As coletas de sémen foram realizadas durante o turno da tarde
empregando-se o método de vagina artificial com o auxilio de uma fémea em
estro induzido com a aplicagdo de estrogeno (cipionato de estradiol) (Merial
Saude Animal Ltda.) via intramuscular, a cada 10 dias. Foram coletados 15
ejaculados por animal. Os ejaculados foram submetidos a avaliagdo fisica e
morfologica, e foram realizados os testes hipoosmoético e isoosmodtico em todas
as coletas. Do total de 60 ejaculados, em fungdo do baixo volume dos ejaculados,
em 28 amostras foram estimadas a concentragdo protéica total do plasma

seminal, ¢ 20 foram submetidas aos testes de termorresisténcia.

2.2. Avaliacao fisica e morfolégica do sémen

A avaliagdo fisica do sémen compreendeu os seguintes aspectos: o
volume do ejaculado, a motilidade espermatica progressiva retilinea, o
turbilhonamento, o vigor e a concentragdo espermatica de acordo com o0s
critérios  preconizados pelo COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO
ANIMAL - CBRA (1998). Uma gota de sémen foi colocada sobre uma ldmina
previamente aquecida a 37°C, onde se observou, com auxilio de microscopia
optica com aumento de 100x, o turbilhonamento (movimento em massa em
escala de 0 a 5). Apo6s colocar uma gota de sémen sobre uma lamina e depois
uma laminula sobre a gota, com aumento de 400x, verificou-se a motilidade
progressiva retilinea (percentual), e o vigor espermatico (escala de 0 a 5). Depois,
acrescentorse  10pl do sémen em 4 ml de solugdo formolsalina tamponada
(HANCOCH, 1957) para realizagdo da contagem das células espermaticas por
meio do uso de camara de Neubauer, determinando a concentragdo espermatica
por ml e no ejaculado total.

Em um microtubo contendo 0,5mL de formotsalina tamponada foi
adicionada uma aliquota do ejaculado suficiente para turvar a solucdo, sendo o
microtubo  estocado para posterior andlise morfolégica espermatica em
preparagdo Umida com auxilio de microscopia de contraste de fase com aumento

de 1000x. Foram contabilizadas 200 células por cada ejaculado, verificando-se os
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percentuais de defeitos espermaticos, segundo os critérios adotados por BLOMM
(1973) em defeitos maiores, menores e totais, sendo os resultados classificados
de acordo com os critérios preconizados pelo Cokgio Brasileiro de Reprodugio

Animal (CBRA, 1998) em animais aptos ou nao aptos areprodugao.

2.3. Teste hipoosmético

O teste hipoosmotico foi realizado no sémen in natura segundo o
protocolo adotado por REVELL ¢ MRODE (1994). Sendo uma amostra de 10l
de sémen homogeneizada em Iml de solucdo previamente aquecida a 37°C e
posteriormente incubada por 1 hora a 37°C. Foram utilizadas duas solugdoes com
osmolaridades de 100 e 290mOsm/kg para o sémen, sendo Ultima a isoosmotica
(Tabela 1). A osmolaridade de 100mOsm/kg foi utilizada por SOUSA et al.
(2000) e FONSECA et al. (2001), que concluiram que esta osmolaridade ¢ a
indicada para viabilizar o teste hipoosmético em sémen caprino in natura.
Depois do periodo de incubacdo, uma gota da solugdo foi depositada sobre uma
lamina previamente aquecida em uma placa aquecedora (38°C), e colocada uma
laminula (também previamente aquecida) sobre a gota, sendo retirado o excesso
de liquido com auxilio de um papel de filtro. Foram contados 200
espermatozoides em microscopia de contraste de fase em aumento de 1000X sob
uma gota de 6leo de imersdo, e verificou-se o percentual de espermatozodides que
apresentaram seu flagelo curvando-se junto a membrana plasmatica expandida.
Foram utilizados os critérios de dobramento de cauda conforme descrito por
REVELL e MRODE (1994) para sémen bovino. Segundo os autores, os graus de
enrolamento dependem da quantidade de agua que entra na célula até que ocorra
o equilibrio entre os meios extracelular e intracelular. Os espermatozdides que
estavam com a membrana intacta e reagiram ao tratamento, com cauda levemente

dobrada, cauda dobrada e fortemente dobrada foram contabilizados.
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Tabela 1 - Composicao das solu¢des hipoosmotica e isoosmotica

Hipoosmotica Isoosmética
Frutose (g) 0,9 2,61
Citrato trissodico (g) 0,49 1,421
Agua tridestilada (q.s.p) 100 ml 100 ml
Osmolaridade (mOsm/kg) 100 290

2.4. Concentracgao protéica do plasma seminal

Determinowse a concentragdo protéica das proteinas soluveis (ug/mL)
das amostras de plasma  seminal conservadas em nitrogénio liquido com o

auxilio de um espectofotometro, empregando-se o protocolo preconizado por

BRADFORD (1976).

2.4.1. Separacio do plasma seminal do ejaculado

Apb6s a avaliacdo fisica e retirada de aliquota de sémen para a andlise
morfologica, o ejaculado foi diluido em solugdo fisiologica (0,9%) na proporgdo
de 1:9 e centrifugado a 700 g durante 10 minutos & temperatura ambiente, para
separar o plasma seminal dos espermatozoides. Posteriormente, o plasma foi
envasado em palhetas médias (0,5 mL) e conservado em nitrogénio liquido

(-196°C) para posterior analise da concentragao protéica.

2.4.2. Preparo do reagente

As seguintes substancias foram utilizadas para preparo do reagente:

Coomassie Brilliant Blue G-250, etanol a 95%, e acido fosforico a 85%. Em
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50 mL de solugdo de etanol a 95% foram dissolvidos 100 mg do reagente
Coomassie Brilliant Blue. A esta solu¢do adicionaram-se 100 mL de solugdo de
acido fosforico a 85%. A seguir, esta solugdo foi diluida até o volume de 200 ml
com dagua tridestilada (solugdo estoque). Antes da utilizagdo nos ensaios, a
solucdo estoque foi diluida com &gua tridestilada para volume final de 1000 mL

(cinco vezes o volume da solucdo estoque).

2.4.3. Preparo da curva padrao e determinac¢do da concentracio protéica

Com o uso de uma solugdo de albumina sérica bovina (BSA) diluida em
solucdo fisiologica (1 mg/mL) foram feitas diferentes diluicdes para o preparo da
curva padrao para o reagente. De cada diluicdio protéica 100 pl foram
adicionados em ImL do reagente diluido, sendo a absorbancia medida em
espectofotometro utilizando comprimento de onda de 595 nm, com um tempo de
reacdo de 2 a 30 minutos. Ap6s a determinacdo da curva padrio e ajuste linear
dos dados foi obtida a equagdo para determinagdo da proteina total das amostras
(Figura 1).

As amostras de plasma seminal depois de descongeladas foram
acondicionadas em microtubos (1,5 ml) e centrifugadas a 150 g durante 5 min
para a completa remogdo dos espermatozoides. A seguir, 100 pl do sobrenadante
foram diluidos e homogeinizados em 900 pl de solugdo fisiologica em tubo de
ensaio. Depois, 100 ul dessa solugdo final foram adicionados a 1 mL do reagente
(previamente diluido) em tubo de ensaio, e ap6és 2 minutos o conteudo foi
depositado em aibetas de vidro para medir a absorbancia das reagdes e estimar a

concentracdo protéica desta solucdo com base na equagdo encontrada (Figura 1).
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Figura 1 - Curva padrao para estimar a concentra¢ao protéica.

2.5. Teste de termorresisténcia lento

O teste de termorresisténcia lento consiste em submeter o sémen in
natura ao estresse térmico. O sémen foi diluido na propor¢ao de 1:4 com solugio
contendo citrato de sddio, frutose, penicilina e estreptomicina (solugdo B da
Tabela 2) (MIES FILHO, 1982), sendo 1 mL retirado e acondicionado em
microtubos (1,5 mL) e recoberto por uma fina camada de o6leo mineral para ser
submetido a 3 horas de incubagdo em banho-maria a temperatura de 37°C.
Durante o periodo de incubacdo, as amostras de sémen foram avaliadas quanto
aos aspectos de motilidade espermatica progressiva retilinea e ao vigor

espermatico, nos intervalos de 0, 60, 120, 180 minutos (MIES FILHO, 1982).
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Tabela 2 - Composic¢ao da solucdo utilizada no teste de termorresisténcia

Solugdo A
2,94 g de citrato de s6dio
100 mL de agua tridestilada gsp

Solugdao B

73 mL da solu¢dao A

1 g de D-frutose

0,064 g de penicilina G potéssica
0,01 g de sulfato de estreptomicina

2.6. Analise estatistica

Para a analise estatistica, foi utilizado o software SAEG versao 7.0.

O teste Lilliefors foi utilizado para verificacgdo de normalidade das
respostas das variaveis estudadas. A homogeneidade das variancias foi estudada,
utilizando-se o teste de Cochran-Bartlett.

As andlises descritivas quanto & médias, desvios-padrdo e coeficientes
de  variagdo foram feitas para todas as varidveis estudadas. A andlise de
variancia foi utilizada para avaliar os efeitos dos bodes, ¢ dos dias de coleta sobre
os testes complementares realizados no sémen (hipoosmotico, teste de
termorresisténcia lento) e concentracdo protéica do plasma seminal. Ao detectar
efeito pelo teste F, os dados foram comparados pelo teste de Tukey com
probabilidade de erro de 5%. Os resultados das incubagdes nas solucdes
isoosmdtica, e hipoosmotica, ¢ o total de caudas dobradas na morfologia

espermatica foram comparados pelo teste “t”.

22



A andlise de regressdo foi utilizada para verificar o comportamento das
variaveis  estudadas, durante o periodo experimental, € o comportamento da
motilidade espermatica progressiva no teste de termorresisténcia. As correlagdes
de Pearson foram realizadas para verificar as relagdes entre as caracteristicas

seminais € os testes realizados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O volume do ejaculado, motilidade espamatica progressiva retilinea,
vigor espermatico, turbilhonamento e concentracdo espermdtica por mL do
sémen ndo diferiram entre os dias de coleta (p > 0,05), mas foram detectadas
diferengas entre os bodes (Tabela 3). Em relagdio a motilidade espermatica
progressiva retilinea e a concentragdo espermatica por mL, apenas o animal 37
foi inferior aos demais (p < 0,05), apresentando uma queda acentuada na
motilidade espermatica progressiva retilinea durante e¢ no final do experimento
(Figura 2). Ao analisar o turbilhonamento e o vigor espermatico, novamente o
animal 37 ¢ inferior aos demais (p < 0,05), e os animais 33 e 40 com uma posi¢ao
intermediaria entre o animal 37 e o ammal 58, que apresentou os melhores
resultados em todas as caracteristicas fisicas estudadas, exceto em relacdo ao

volume do ejaculado, em que o bode 40 foi superior aos demais (p < 0,05)

(Tabela 3).
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Tabela 3 - Valores médios e desvios-padrao dos aspectos fisicos do sémen de bo-
des adultos da raga Parda Alpina

Bodes Volume Motilidade (%) Vigor Turbilhonamento Spzt 105/mL

33 1,05 + 0,38° 88,33 + 6,45 3,83 + 0,36 4,13+ 0,39 3498 + 1253°

37 1,00 + 0,38° 50,33 £ 19,12° 2,53 +0,63° 2,03 + 1,04 2366 + 851°

40 1,44 £ 0,42° 82,33 + 5,93° 3,40 £ 0,47 3,63 + 0,48 3460 + 879

58 0,84 + 0,35° 91,33 +3,51° 4,03 + 0,48 4,80 + 0,36" 3902 + 1162

Média geral 1,08 £ 0,43 78,08 = 19,48 345+0,75 365+ 1.2 3306+ 1174
cv 40,11 24,95 21,95 32,91 35,51

*>¢ = letras mintisculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca (p < 0,05) pelo
teste de Tuckey a 5%. Volume = volume do ejaculado; Motilidade (%) = motilidade progressiva
retilinea; Vigor = vigor espermético; Turbilhonamento = movimento de massa; Spzt 10%/ml =
concentragio espermatica por milhdo em 1 ml; CV = coeficiente de variago.
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Figura 2 - Valores absolutos de motilidade espermatica progressiva retilinea re-
gistrados nos ejaculados de bodes adultos da raga Parda Alpina (bodes
33, 37, 40 e 58) durante o periodo experimental.
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Os resultados obtidos relacionados aos volumes dos ejaculados sdo
semelhantes aos encontrados na literatura para o periodo de verdo (VINHA,
1975; KARATZAS et al., 1997; SOUSA et al., 2000). As médias gerais de
motilidade espermatica progressiva retilinea, vigor espermatico e
turbilhonamento durante o verdo (periodo do experimento) foram menores que as
encontradas por SANTOS (2001) estudando o mesmo rebanho e instalagdes
durante a primavera, o que corroboram com os achados de VINHA (1975), que
observou os maiores percentuais de espermatozoides moveis (motilidade
progressiva retilinea), na primavera, em bodes da raca Anglonubiana no Estado
de Minas Gerais.

Os valores médios para o percentual de defeitos maiores, menores, totais
e de caudas dobradas encontradas na morfologia espermatica nao diferiram entre
as coletas (p > 0,05), mas diferiram entre os bodes (p < 0,05) (Tabela 4). O bode
37 apresentou os maiores percentuais de defeitos maiores e totais entre os demais
(p < 0,05), mas em relagdo aos percentuais de defeitos menores ndo diferiu do
bode 33 (p > 0,05). Em relacao ao percentual de caudas dobradas encontradas na
morfologia espermatica o bode 37 diferiu do animal 58 (p < 0,05), e os animais
33 e 40 apresentaram uma posicao intermediaria nao diferindo dos bodes 37 e 58
(p > 0,05).

Os espermatozdides nao ejaculados sdo gradualmente eliminados pela
urina, ¢ os ndo eliminados sofrem gradual degeneracdo, aumentando o percentual
de defeitos espermaticos totais nos primeiros ejaculados apdés um periodo de
repouso sexual (HAFEZ, 1995). Observando a Figura 3, verifica-se este aumento
de defeitos espermaticos para os animais mais velhos (33 e 37), nas primeiras
coletas, mas entre os animais jovens (40 e 58) ndo foi observado, o que pode ser
atribuido a maior freqiiéncia de sodomismo e masturbacdo nos animais jovens e,

conseqiientemente, auséncia de repouso sexual (GUIMARAES, 2001).
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Tabela 4 - Valores médios e desvios padrao dos aspectos morfoldgicos do sémen
de bodes adultos da raca Parda Alpina

Bodes Maiores Menores Totais Cauda
33 5,06+ 1,63" 10,33 + 7,95 15,36 + 8,42° 4,63 £1,57"
37 15,63 + 14,10° 16,53 £ 11,9 32,16 +22,08° 5,16 + 4,88
40 3,53 + 1,44° 6,40 + 4 44° 9,93 +4,52° 2,56+ 1,96%
58 3,00+ 1,63° 4,63 +3,94° 7,63 + 3,86" 2,26+ 1,60°
Meédia geral 6,80 = 8,71 9,46 + 8,84 16,27 15,31 3,65 + 3,06
CV 128 93,43 94.11 7821

*>¢ = letras mintisculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga (p<0,05) pelo
teste de Tuckey a 5%; Maiores (%) = percentagem de defeitos maiores; Menores = percentagem
de defeitos menores; Totais = percentagem de defeitos totais; Cauda = defeitos de cauda
encontrados na morfologia espermatica; CV = coeficiente de variagao.

Quanto ao total de defeitos espermaticos do bode 37 teve um
comportamento diferente do bode 33 nas coletas seguintes, isto ¢ houve um
aumento durante o periodo experimental dos defeitos espermaticos totais (Figura
3). O animal 37 sofreu com o manejo de coletas associado a altas temperaturas e
a sua condicdo fisica. A impossibilidade de articulagdio do membro posterior
esquerdo devido a um acidente anterior ndo impossibilitou que ele fosse
coletado, mas o cansou-o mais durante as coletas, visto que o animal possui uma
libido muito boa e ¢ muito bem condicionado ao método de coleta. Nas primeiras
trés semanas do experimento, foi observada uma diminui¢do do escore corporal
desse animal que apresentava sinais de estresse ¢ cansaco. Nas Figuras 2 e 3,
observa-se que a diminuicdo da motilidade progressiva retilinea e o aumento do

percentual de defeitos totais do bode 37 ocorreram simultaneamente.
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Figura 3 - Valores absolutos dos defeitos totais apresentados por cada animal
(bodes 33, 37, 40 e 58) durante os dias de coletas.

Certas condicoes de ambiente associadas ao manejo podem exercer um
efeito potencialmente ativo no eixo hipotaldmico-hipofisario-adrenal ¢ no eixo
simpatico-medular adrenal de animais domésticos, atuando como agente
estressor (MINTON, 1994). Em relacdo a reprodugdo, os hormdnios relacionados
ao estresse alteram o eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal, inibindo a fungdo
hipotaldmica, diminuindo a liberagdo dos horménios da adenohipofise (Foliculo
estimulante e Luteinizante) e, conseqiientemente, a producdo de androgenos
pelos testiculos, o que interfere nos sistemas regulatorios de feedbacks negativos
entre os testiculos e o eixo hipotaldimico-adenohipofisario. Assim, como o
epitélio do epididimo ¢ extremamente sensivel aos niveis de testosterona
(HAFEZ, 1995), a fungdo epididiméaria também ¢ alterada. O percentual de
anormalidades espermaticas aumenta e a qualidade espermatica  diminui, nessas
condigoes de estresse (BARTH e OKO, 1989).
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Defeitos de cauda também sdo originados nos epididimos, por exposi¢ao
dos espermatozoides epididimarios a secrecdes anormais durante o transito
epididimario (CURY e VINHA, 1982). O bode 37 apresentou altos desvios-
padrao para os defeitos de cauda (Tabela 4). Grandes percentuais de gotas
citoplasmaticas proximais s3o considerados como sinal de anormalidade no
processo de espermiogénese, € sdo comumente associados a uma variedade de
defeitos morfoldgicos espermaticos e diminuicdo da qualidade seminal (BARTH,
1989). Neste experimento, a média e desvio-padrao do percentual de gotas
citoplasmaticas do bode 37 foi 841 + 7,83 com grande aumento no final do
experimento, quando a qualidade seminal teve uma queda muito acentuada
(Figuras 2 e 3).

Cabecas isoladas geralmente ocorrem no transito epididimario e podem
ser resultado de wuma variedade de disturbios, que ocorrem durante a
espermiogénese ou maturagdo espermatica. Um aumento no percentual de
cabecas isoladas ¢ freqlientemente observado como um fendmeno associado a
degeneracdo testicular ou uma condigdo inflamatoria das glandulas vesiculares,
ampolas e epididimos (BARTH, 1989). O bode 37 apresentou média e desvio
padrao de 13,13 + 12,67 para o percentual de cabecas isoladas normais, ¢ 6,83 =+
5,83 para cabecas isoladas patologicas, ¢ ndao foi observada a presenca de
leucocitos no sémen, o que indicou auséncia de processos inflamatorios
(BARTH, 1989). Os grandes valores de desvios-padrao encontrados mostram as
variagdes durante o periodo, apresentando os maiores valores no final do
experimento. As cabegas isoladas patologicas comegaram a aparecer no final do
experimento, alem dos altos percentuais de cabegas isoladas normais e defeitos
espermaticos totais.

A temperatura testicular, normalmente, deve estar 3 a 4°C abaixo da
temperatura corporal para ocorrer a espermatogénese normal no  touro
(KASTELIC et al, 1997). Os testiculos protegem-se do calor por meio de
mecanismos termorreguladores que incluem a sudorese local feita por agdo das
glandulas sudoriparas da pele escrotal, a contragdo do musculo cremaster, ¢ um

mecanismo circulatorio via plexo pampiniforme (HAFEZ, 1995). Entretanto, os
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mecanismos de termorregulagdo  possuem  limitagdes quando os  animais
encontram-se em dareas de elevadas temperaturas ambientais ¢ umidade relativa
do ar.

A temperatura ambiente média de 27°C ¢ suficientemente alta para
reduzir a qualidade seminal, em ovinos, e ocasionar mudangas metabdlicas e
ultra-estruturais nos espermatozoides. Quando a temperatura ambiente excede a
temperatura critica superior (25°-27°C), a umidade relativa do ar passa a ter
importancia fundamental nos mecanismos de dissipacdo de calor devido o ar
umido saturado inibir a evaporagdo da 4gua através da pele e do trato
respiratorio, tornando o ambiente mais estressante para o animal (CURTIS,
1983).

O comportamento dos valores médios das temperaturas maximas e
minimas indica que o clima de Vigosa pode ser considerado temperado, com
verdo quente e chuvoso. A ocorréncia das maiores temperaturas na regido de
Vicosa esta entre 28,1°C e 30°C, sendo que para os meses de janeiro, fevereiro e
marco, ha uma tendéncia a distribuicdio normal em torno desses valores, sendo as
méaximas anuais registradas no més de janeiro e fevereiro (FERREIRA et al.,
1998).

As médias da temperatura e umidade relativa do ar foram de 23°C e 80%
no més de janeiro, ¢ 24,5°C e 74% no més de fevereiro, pois as chuvas nestes
meses aumentam a umidade relativa do ar. As médias e os valores de desvios-
padrao das temperaturas maximas foram 29,5°C + 2,08 e 32,42 £+ 1,2 para os
meses de janeiro e fevereiro respectivamente. Durante o periodo experimental, as
médias das temperaturas didrias e maximas foram 242°C e 31,6°C,
respectivamente. A Figura 4 mostra que as temperaturas maximas durante o
periodo experimental foram aumentando, atingindo os maiores valores no inicio
de fevereiro (tergo final do experimento). As coletas foram realizadas a tarde,
quando as temperaturas maximas ocorrem com maior freqiiéncia, assim
influenciando ainda mais as respostas fisiologicas do animal 37 frente as

condigdes de estresse a ele submetido.
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Figura 4 - Temperaturas méaximas e minimas na regido de Vicosa observadas du-
rante os dias de coletas comparadas com a temperatura limite de con-
forto térmico.

O bode 37 esteve apto a reproducgdo, conforme os critérios preconizados
pelo CBRA (1998) at¢ aproximadamente o ter¢o final do experimento, quando
teve uma queda na qualidade seminal muito acentuada. A suspeita de que o bode
37 apresentou um quadro de estresse agudo em resposta ao manejo de coleta a
ele submetido ¢ confirmada, quando compara-se a fertilidade desse bode com a
dos outros quatro bodes, pois, ndo foram detectadas diferencas na fertilidade
entre os animais durante a estacdo de monta, que ocorreu depois da execugdo
deste experimento (p > 0,05). O animal 37 teve alguns dias para recuperacio,
visto que neste ano houve um atraso no cio das novilhas.

Os animais 33, 40 e 58 apresentaram-se aptos a reproducdo, de acordo
com os critérios preconizados pelo CBRA (1998), durante todo o periodo
experimental, e ressaltase que os mesmos apresentaram ejaculados de excelente
qualidade durante todo o experimento.

Os animais nimeros 33 e 37 com os maiores percentuais de caudas

dobradas em relagdo aos demais reprodutores no sémen in natura, também
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tiveram, apo6s a incubacdo em solucdo isoosmotica, os maiores percentuais de

caudas dobradas (p < 0,05) (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores médios e desvios-padrao dos percentuais de caudas dobradas
encontradas depois da incubacdo de sémen caprino nas solugdes
isoosmotica e hipoosmotica

Bodes Isoosmdtico Hipoosmoético

33 10,89 +3,31° 30,64 9,67

37 9,17 + 4,84 18,64 +7,00°

40 5,00 + 2,87 18,64+ 6,35

58 3.96+2,37" 30,42 +7,52°

Total geral 7,25 +4,44 24,58 £ 9,62
CV 61,28 39,14

“b¢ = Jetras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca (p < 0,05) pelo
teste de Tuckey a 5%.

O teste isoosmotico apresentou correlacdes positivas e altas com os
defeitos espermaticos encontrados no sémen in natura, sendo 0,55 com defeitos
maiores, 0,46 com defeitos menores, 0,57 com defeitos totais e 0,67 com caudas
dobradas. Mas, o percentual de caudas dobradas na incubagdo isoosmotica foi
superior ao percentual de caudas encontradas no sémen in natura (p < 0,05). Tais
observagdes discordam de diversos estudos que concluiram que a incubagdo em
solugdo isoosmotica ndo altera a morfologia da cauda dos espermatozoides
(RODRIGUEZ-GIL et al., 1994; CAIZA et al., 1997, VAZQUEZ et al., 1997;
VAZ DE MELO, 1999).

Com relacdo ao teste hipoosmotico, os bodes 33 e 58 que foram
superiores aos demais  quanto a motilidade espermatica progressiva retilinea,
vigor espermatico e turbilhonamento (p < 0,05) (Tabela 3), que s3o as principais

caracteristicas fisicas do sémen para avaliagdo (LENA, 1997), também foram
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superiores aos demais no percentual de caudas dobradas apds o periodo de
incubacdo em solucdo hipoosmotica (p < 0,05) (Tabela 5), o que era esperado
devido esses dois bodes apresentarem os melhores ejaculados. As correlagdes
encontradas do teste hipoosmético com a motilidade espermatica progressiva
retilinea e vigor espermatico no sémen in natura foram positivas e baixas (0,28 e
0,24 respectivamente), concordando com os achados de VAZ DE MELO (1999)
e BUENO (2000). Contudo, esperava-se maior correlagio com a motilidade
espermatica progressiva retilinea, por ser esta uma das principais caracteristicas
fisicas para predizer a qualidade do sémen (LENA, 1997). Mas, com o
turbilhonamento e concentragdo espermatica por mL as correlagdes foram
positivas e médias (0,36 para as duas caracteristicas), o que também era esperado
devido o turbilhonamento ser uma caracteristica fisica importante na avaliagdo
androldgica, enquanto a concentracdo espermatica por mL ¢ um bom indicativo
da funcao testicular (LENA, 1997).

O percentual de caudas dobradas, ap6s a incuba¢do hipoosmdtica, foi
superior ao da incubagdo isoosmoética e ao percentual encontrado no sémen in
natura (p < 0,05). Na Fgura 5, observa-se que os percentuais de caudas dobradas
apos o periodo de incubacdo em solucdo isoosmotica € no sémen in natura,
foram semelhantes, mas os coeficientes de variacdo foram altos (61,28 ¢ 78,21),
o que pode ter influenciado os resultados do teste “t” ao detectar diferengas entre

os dados obtidos nas avaliagoes.
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Figura 5 - M¢édias obtidas nos testes isoosmotico (iso), hipoosmotico (hipo), mé-
dias dos percentuais de caudas dobradas encontradas na morfologia
espermatica (cauda) e defeitos espermaticos totais (def. totais) durante
as coletas.

As altas temperaturas provocam diminuicdo da qualidade do sémen e
comprometimento  estrutural da membrana plasmatica dos  espermatozoides
(HUANG et al., 2000). Apesar das altas temperaturas nao terem sido suficientes
para provocar alteragdes no volume, na concentragio e morfologia espermatica
at¢t o término do experimento, elas foram suficiente para provocar imediatas
alteragdes na integridade da membrana, provavelmente alterando o processo de
maturacdo epididimaria, e resultando em alteragdo estrutural da membrana
plasmatica e diminuicdo dos dobramentos de cauda frente ao meio hipoosmotico,
concordando com SANTOS (2001). A média obtida neste experimento, do
percentual de caudas dobradas na incubagdo hipoosmotica (24,58%) foi menor
do que a obtida por SANTOS (2001) utilizando a osmolaridade de 60mOsm/kg
durante a primavera (57,2%), devido as maiores médias e temperaturas maximas
ocorrerem durante verdo (FERREIRA et al., 1998), assim aumentando os efeitos
danosos a membrana plasmatica dos espermatozoides. Entretanto, SOUSA et al.

(2000) utilizando a osmolaridade de 100mOsm/kg obteve média de 84,9% no
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percentual de caudas dobradas na incubagdo hipoosmotica, diferenga esta muito
alta no presente experimento. Mas o autor utilizou um protocolo diferente do
adotado no presente experimento, isto ¢ incubou 100ul de sémen em 1 mL de
solugdo hipoosmotica, durante 25 minutos, e depois fixou o material em
gluteraldeido a 2% para ser feito o esfregago e contabilizados 100
espermatozoides em microscopio de contraste de fase (1000 x). O tempo de
incubacdo de 1 hora pode aumentar a osmolaridade da solucdo devido a
evaporagdo, ¢ diminuir os dobramentos de cauda no teste hipoosmotico. Muitas
vezes ndo ¢ possivel a observagdo de alteragdes como edema de pega
intermediaria e acrossoma, achados que confirmam a reagdo ao meio
hipoosmotico (VAZ DE MELO, 1999; REVELL ¢ MRODE, 1994), entdo, foram
contabilizados conjuntamente todos os defeitos de caudas dobradas nas
incubagoes isoosmotica e hipoosmotica.

Percentuais de caudas dobradas tdo baixos, utilizando solucdo de
100mOsm/kg e periodo de incubacdo de 30 minutos, foram encontrados em
garanhodes (29,5 £ 7,4) (NEILD, 1999). O autor ainda encontrou correlagdo alta
(0,75) do teste hipoosmdtico com a motilidade espermatica progressiva retilinea
no sémen in natura.

Ao analisar os dados observados no teste de termorresisténcia lento, ndo
foi observada diferenca entre os dias de coleta na motilidade espermatica
progressiva retilinea e vigor espamatico (p > 0,05), mas houve diferenca entre os
animais, em que apenas o animal nimero 37 foi inferior aos demais (p < 0,05)
(Tabela 6), embora o comportamento de queda da motilidade espermatica
progressiva  retilinea, durante o periodo de incubagdo, no teste de
termorresisténcia, foi semelhante a apresentada pelo sémen dos demais

reprodutores (Figura 6).
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Tabela 6 - Valores médios, desvios-padrdo e coeficiente de variagdo da motilida-
de espermatica progressiva retilinea e vigor espermatico apés 3 horas

de incubagdo do sémen de bodes da raga Parda Alpina no teste de
termorresisténcia lento

Bodes Motilidade ap6s 3 horas Vigor espermatico ap6s 3 horas
33 70 £7,07a 2,5+£0,57
37 15+7.9b 1£0,01°
40 58 +5,7a 2,5+0,57
58 70 + 7,9a 2,25+0,5
Meédia geral 5325+ 24,13 2,06 £ 0,77
()% 4531 3742

*b¢ = Jetras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca (p < 0,05) pelo
teste de Tuckey a 5%. Motilidade ap6s 3 horas = motilidade progressiva retilinea apos a
incubacdo no teste de termorresisténcia; Geral = média geral; CV = coeficiente de variagdo.

Motilidade espermatica %

Tempo de incubagéo (horas)

bode 40: y = 83,83 - 8x bode 58: y = 92,03 - 7,3x
wasersesrsenseersornns (R2= 0,96, p < 0,05) R%=10,99, p < 0,05)

bode 37:y = 48,33 - 11,5x bode 33:y = 90,03 - 6,3x
(R?=0,98, p < 0,05) - (R?=0,95, p < 0,05)

Figura 6 - Motilidade espermatica progressiva retilinea em funcdo do tempo du
rante o teste de termorresisténcia realizado no sémen de bodes da raca
Parda Alpina.
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A motilidade espermatica progressiva retilinea e o vigor espermatico,
ap6s 3 horas de incubagdo, no teste de termorresisténcia tiveram correlagdes altas
e positivas com o percentual de caudas dobradas apds a incubacdo no meio
hipoosmotico (0,67 e 0,50 respectivamente), corroborando com os achados de
BUENO (2000) (0,60 e 0,65 respectivamente), o que confirma a importincia da
integridade  funcional da membrana plasmatica na viabilidade espermatica
medida pelo teste de termorresisténcia lento.

A concentracdo protéica total do plasma seminal ndo apresentou
diferenca entre os bodes (p > 0,05) (Tabela 7), mas apresentou entre os dias de
coleta (p < 0,05) (Tabela 8), embora nao tenha apresentado comportamento

linear, quadratico ou ctbico.

Tabela 7 - Valores médios e desvios padrao da concentragdo protéica do plasma
seminal (g/dl) do sémen de bodes adultos da raca Parda Alpina

Bodes Proteinas seminais g/dl
33 1,87 +0,83"
37 1,81 +£0,64"
40 2,72 £ 1,75
58 2,77 £ 1,15°
Meédia geral 0,022+0,012
(Y 52,26

**¢ = letras minasculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca (p < 0,05) pelo
teste de Tuckey a 5%.
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Tabela 8 - Valores médios e desvios-padrido da concentragdo protéica total do
plasma seminal (g/dl) do sémen de bodes adultos da raca Parda Al

pina durante os dias de coleta

Ordem de coleta Proteinas seminais g/dl
1 3,90 + 1,70°
4 1,80 + 0,36™
7 2,60 £ 1,40
10 1,40 + 0,14™
12 1,50 +0,80"
13 1,90 + 0,82%
15 2,50 £ 0,48
Geral 2,20 £ 1,20
CV 52,26

**¢ = letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga (p < 0,05) pelo
teste de Tuckey a 5%.

As médias de concentragdo protéica do plasma seminal encontradas neste
experimento foram baixas, em relagdo a literatura consultada. PINHEIRO et al.
(1996b), estudando os parametros bioquimicos do plasma seminal de trés tipos
raciais caprinos no Nordeste brasileiro, obteve médias e desvios-padrdo de
concentragdo protéica total do plasma seminal (g/dL) de bodes da raga Parda
Alpina de 4,08 = 0,12 e 3,37 + 0,16 durante a estagdo chuvosa e seca,
respectivamente. Nao houve diferenca entre os tipos raciais estudados por
PINHEIRO et al. (1996b) (Parda Alpina, Moxo6to e 1/2 Pardo Alpina x Moxoto),
mas a concentracdo foi maior na ¢época chuvosa. Em outro experimento,
SANTOS et al. (1998) estudando a variacdo dos componentes bioquimicos do
plasma seminal, apoOs estresse térmico aplicado com bolsa térmica diretamente
sobre os testiculos, encontraram discreta oscilagdo nos valores médios. As
médias e desvios-padrdo para concentragdo protéica do plasma seminal (g/dL) de

bodes da raga Moxoto e mestico Pardo Alpino x Moxotd foram 5,14 = 1,09 e
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4,65 + 0,6 respectivamente. Ressalta-se que PINHEIRO et al. (1996b) e
SANTOS et al. (1998) utilizaram o método do biureto para determinagdo da
concentragdo protéica, método com sensibilidade diferente do utilizado neste
experimento, donde a dificuldade de comparar os dados deste experimento com a
literatura  consultada. SCOPE (1987) afirma que diferentes valores na
concentracao protéica sdo determinados em fungdo do protocolo utilizado e de

quais proteinas a solugdo protéica ¢ constituida.
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4, CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos neste estudo, pode-se concluir que o
teste hipoosmotico pode ser uma importante ferramenta para avaliagdo de sémen
caprino, visto a correlagdo com os principais aspectos da qualidade seminal e o
teste de termorresisténcia lento.

A concentragdo protéica total do plasma seminal ndo apresentou relagdo
com as caracteristicas fisicas e morfologicas do sémen, bem como nao se
relacionou com os testes hipoosmotico e termorresisténicia, ndo sendo eficaz em

predizer a qualidade seminal no presente estudo.

40



CAPITULO?2

DESEMPENHO REPRODUTIVO E PERFIL PROTEICO
DO PLASMA SEMINAL E TESTE HIPOOSMOTICO
EM BODES DA RACA PARDA ALPINA
EM REGIME DE MONTA CONTROLADA

1. INTRODUCAO

A necessidade de testes para predizer a capacidade reprodutiva de bodes
sob regime de monta natural vem crescendo, devido a aquisicio de bodes com
potencial reprodutivo comprovado ser uma importante ferramenta para aumentar
os indices de produtividlade na caprinocultura nacional (RIBEIRO, 1997).
Diversos testes complementares sdo utilizados para predizer a fertilidade de
machos, devido & altas correlagdes com o desempenho reprodutivo, além de
diferentes aspectos da qualidade seminal serem mensurados em cada teste. Novas
técnicas estdo sendo desenvolvidas e estudadas juntamente com as andlises de
rotina (andlise fisica e morfologica do sémen) e com testes complementares ja
utilizados para avaliagdo androldgica (por exemplo, o teste de termorresisténcia)
para melhor compreensdo de seus resultados (LENA, 1997). O estudo dos
componentes bioquimicos do plasma seminal pode ser uma alternativa para

avaliar o funcionamento do aparelho reprodutor e qualidade seminal de bodes
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(MENDONZA et al., 1989; PINHEIRO et al., 1996a; PINHEIRO et al., 1996b;
SANTOS et al., 1998). Mas, a gestagdo ¢ uma prova irrefutavel de que o sémen
possui capacidade fecundante. Assim, ¢ necessario que pesquisas sejam feitas,
comparando os resultados dos testes complementares com o desempenho
reprodutivo em regime de cobertura.

Este experimento teve como objetivo estudar as relagdes entre a
concentracdo protéica total do plasma seminal, o teste hipoosmodtico, a analise
fisica e morfologica do sémen e o desempenho reprodutivo de bodes da raga

Parda Alpina em regime de monta controlada.
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2. MATERIAL E METODO

2.1. Animais e preparo das amostras de sémen

Este estudo foi realizado durante o ter¢o final do verdo (final do més de
fevereiro até inicio do més de abril de 2001) no Setor de Caprinocultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.

Foram utilizados quatro reprodutores adultos da raga Parda Alpina com
idades variando de 1,5 a 6 anos, criados em condi¢coes intensivas, com
alimentacdo suplementagdo mineral e controle sanitario efetuado de acordo como
descrito no 1.° experimento. O bode 37 foi excluido do experimento devido estar
inapto a reproducdo e perda de escore corporal durante o terco final do 1.°
experimento, sendo substituido pelo bode 34.

As coletas de sémen foram realizadas conforme descrito no Capitulo 1.
Os bodes encontravam-se em regime de monta controlada. Total de 40
ejaculados foram obtidos, em todas as coletas. Além do exame fisico e
morfologico do sémen, foram realizados os testes hipoosmotico, isoosmotico e a

determinacdo da concentracdo protéica total do plasma seminal.
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2.2. Avaliacao fisica e morfolégica do sémen

A avaliagdo fisica e morfologica do sémen foi feita como descrito no

experimento 1, item 2.2.

2.3. Teste hipoosmético

O teste hipoosmético foi feito como descrito no experimento 1, item 2.3.

2.4. Concentracgao protéica do plasma seminal

A concentracdo protéica total do plasma seminal foi determinada,

conforme descrito no experimento 1, item 2.4.

2.5. Estaciio de monta e diagndstico de gestaciao

Os quatro bodes serviram um total de 63 cabras no periodo de 21 de
fevereiro a 10 de abril de 2001. Os reprodutores foram utilizados sob regime de
cobertura controlada, sendo as fémeas levadas & baias de cada bode. O
diagnostico de gestacdo foi realizado por meio de exame ultra-sonografico
transabdominal ~ (Ultra-som  Pie-medical, modelo VET 200-Holanda), com
transdutor de 5,0 MHz, sendo registrada como prenhez positiva a observagdo da
vesicula embrionaria ou do feto. Os exames ultra-sonograficos comecaram 15

dias ap6s o fim da estagcdo de monta e terminaram no final do més de abril.

2.6. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada, conforme descrito no experimento 1,
item 2.6. Os dados relacionados com o numero de coberturas e taxa de prenhez
foram avaliados em tabela de contingéncia e testados pelo teste do Qui-quadrado,

com probabilidade de 5% de erro.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, ndo foram detectadas diferencas entre os dias de coleta nas
caracteristicas fisicas dos ejaculados (p > 0,05), mas foram detectadas em relagao
aos animais na motilidade progressiva retilinea, vigor espermatico, e
concentragdo espermatica por mL (p < 0,05) (Tabela 9). O animal nimero 33
apresentou superioridade nas caracteristicas fisicas do sémen, em relagdo aos
demais reprodutores (p < 0,05), e o animal nimero 58 apresentou uma posi¢ao
intermedidria, ndo diferindo dos demais reprodutores (p > 0,05) em relacdo a
motilidade progressiva retilinea e vigor espermatico (Tabela 9).

Os resultados obtidos em relagdo ao volume do ejaculado sdo coerentes
com os encontrados na literatura consultada, para bodes durante a estagdo

reprodutiva (KARATZAS et al., 1997; SOUSA et al., 2000).
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Tabela 9 - Valores médios e desvios-padrao dos aspectos fisicos do sémen de bo-
des adultos da raga Parda Alpina

Bodes Volume Motilidade Vigor Turbilhonamento Spzt 106/mL
33 0,85 + 0,23 89 + 6,14 3,65+ 0,52° 4,40 + 0,65 4706 + 812
34 0,65 + 0,34° 79,50 + 5,98 3,10 +0,31° 3,75 + 0,48 2810 +933°
40 0,63 +0,41° 78 + 6,32° 3,10 +0,31° 3,75 + 0,58 2928 + 1060
58 0,70 + 0,27° 85+ 5,770 3,55 + 0,43 4,35 + 0,66" 3377+ 1261°

Geral 0,7+0,32 82,87+ 7,32 3,35 £ 0,46 4,06+ 0,662 3455 + 1249
Ccv 4587 8,84 14,01 16,29 36,15

*>¢ = Jetras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga (p < 0,05) pelo
teste de Tuckey a 5%. Volume = volume do ejaculado; Motilidade(%) = motilidade progressiva
retilinea; Vigor = vigor espermatico; Turbilhonamento = movimento em massa; Spzt 107mL =
concentragdo espermatica em milhdo por mL; CV = coeficiente de variagao.

Em relagdo aos percentuais de defeitos espermaticos nao foram
detectadas diferencas entre as coletas para defeitos espermaticos menores,
maiores, totais ¢ de cauda dobrada (p > 0,05). Entre os bodes, foram encontradas
diferencas nos percentuais de defeitos espermaticos (p < 0,05), em que o bode 34
foi superior ao 58 (p < 0,05) e ndo diferiu dos bodes 33 e 40 (p > 0,05). O bode
58 apresentou os menores percentuais e desvios-padrio de defeitos espermaticos
maiores, menores ¢ totais (p < 0,05), mas nao diferiu dos bodes 33 e 40
(p > 0,05) (Tabela 10). Nao houve diferengas eatre os bodes quanto ao percentual

de caudas dobradas encontradas no s€men in natura (p > 0,05) (Tabela 10).
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Tabela 10 - Valores médios e desvios-padrdo dos aspectos morfologicos do sé-
men de bodes adultos da raga Parda Alpina

Bodes Maiores Menores Totais Cauda
33 590+3,11% 6,60+ 590° 12,50 + 6,34 * 530+248"°
34 10,05 + 6,007 720+£245*° 17,25 £ 7,53* 6,85+3,78*
40 520+3,43° 6,20+ 547" 11,4+4,73® 4,35+349*°
58 3,90+1,72° 245+£2,06° 6,35 +2,55" 3,70+ 1,49°
Geral 6,26 + 4,40 5,61 +4,56 11,87 £ 6,66 5,05+3,08
Cv 70,32 81,41 56,14 61,06

*>¢ = Jetras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga (p < 0,05) pelo
teste de Tuckey a 5%. Maiores (%) = percentagem de defeitos maiores; Menores = percentagem
de defeitos menores; Totais = percentagem de defeitos totais; Cauda = defeitos de cauda
encontrados na morfologia espermatica; CV = coeficiente de variagao.

As médias dos percentuais dos defeitos maiores, menores e totais foram
inferiores aquelas encontradas por SANTOS (2001) na primavera, concordando
com os achados de VINHA (1975) que observou diminui¢do dos defeitos
espermaticos entre a primavera ¢ outono. O animal 34 foi o unico bode que
iniciou o experimento em repouso sexual, havendo diminui¢do do percentual de
defeitos totais durante o experimento (p < 0,05), devido os espermatozdides
armazenados nos epididimos e ampolas do ducto deferente ndo ejaculados serem
gradualmente eliminados pela urina, ¢ os ndo eliminados sofrerem gradual
degeneracdo, aumentando o percentual de defeitos espermaticos totais nos
primeiros ejaculados apés um periodo de repouso sexual (HAFEZ, 1995) (Figura
7). Entretanto, o bode 40 apresentou decréscimo no percentual de defeitos
espermaticos totais semelhante ao bode 34, e ndo estava em repouso sexual. Mas,
o percentual esteve dentro da normalidade (21%), conforme os critérios
preconizados pelo CBRA (1998), enquanto o bode 34 superou os limites
preconizados pelo CBRA (1998) na primeira coleta, e j& na sgunda coleta estava
dentro dos limites, e foi diminuindo os percentuais durante o periodo

experimental (Figura 7). Todos os animais apresentaram-se aptos a reprodugao,
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conforme os critérios preconizados pelo CBRA (1998), e ejaculados de excelente

qualidad e durante todo o experimento.

40

35 4 | 33
e/

30 \ —\p— /()

2 058 i

R }A *

Percentual de defeitos totais (%)

Ordem de coletas

Figura 7 - Valores absolutos dos defeitos totais apresentados por cada animal da
raca Parda Alpina durante os dias de coletas.

Nas andlises dos testes complementares e concentracdo protéica total do
plasma seminal ndo foram detectadas diferencas entre as coletas (p > 0,05).
Assim, como no percentual de caudas dobradas no sémen in natura (p > 0,05)
(Tabela 9), os bodes ndo apresentaram diferencas no percentual de caudas

dobradas apds a incubacdo isoosmética (p > 0,05) e hipoosmotica (Tabela 11).

48



Tabela 11 - Valores médios e desvios-padrao dos percentuais de caudas dobradas
encontradas depois da incubacdo de sémen caprino nas solugdes iso-
osmotica e hipoosmotica

Bodes Isoosmético Hipoosmético
33 10,35+5,11° 40,90£10,06"
34 8,85+ 3,98" 30,10+ 8,27°
40 9,05+ 7,82° 31,70+ 16,97
58 7,15 +2.46" 30,70 +8,31°

Geral 8,85+5,15 33,35+11,89
Ccv 58,24 35,66

**¢ = letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca (p < 0,05) pelo
teste de Tuckey a 5%.

O percentual de caudas dobradas, apdés a incubacdo isoosmotica, foi
superior aquele encontrado no sémen in natura (p < 0,05), assim como no
primeiro experimento. Tais observa¢cdes ndo corroboram com os resultados de
estudos que concluiram que a incubacdo em solucdo isoosmotica ndo altera a
morfologia da cauda dos espermatozdides (RODRIGUEZ-GIL et al., 1994;
CAIZA et al,, 1997; VAZQUEZ et al., 1997; VAZ DE MELO, 1999). Na Figura
8, observa-se que os percentuais de caudas dobradas na incubagdo isoosmotica e
no sémen in natura foram semelhantes durante o periodo de coleta, mas os
coeficientes de variacdo foram altos (58,24 e 61,06), o que pode ter influenciado
os resultados do teste “t” ao detectar diferencas entre a incubagdo isoosmotica e

defeitos de cauda dobrada no sémen in natura.
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Figura 8 - Valores médios registrados nos testes isoosmotico (iso), hipoosmotico
(hipo), médias dos percentuais de caudas dobradas encontradas na
morfologia espermatica (cauda) e defeitos espermaticos totais (def. to-
tais) durante as coletas.

A correlagdo positiva encontrada entre o teste hipoosmotico e motilidade
espermatica progressiva retilinea foi baixa (0,28), corroborando com os achados
do primeiro experimento ¢ VAZ DE MELO (1999).

Assim como no primeiro experimento, as altas temperaturas do ambiente
provavelmente influenciaram a qualidade seminal, alterando o processo de
maturagdo epididimaria e resultando  em comprometimento das estruturas da
membrana plasmatica dos espermatozdides (HUANG et al, 2000; SANTOS,
2001) e diminuigdo dos dobramentos de cauda frente ao meio hipoosmdtico. A
média obtida neste experimento do percentual de caudas dobradas apds a
incubacdo em solugdo hipoosmética (33,35%) foi maior do que a do primeiro

experimento (24,58%), mas ainda foi inferior aos achados de SANTOS (2001)
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durante a primavera (57,2%) devido as maiores médias e temperaturas maximas
ocorrerem durante o verdo (FERREIRA et al, 1998). SOUSA et al. (2000)
utilizando a osmolaridade de 100mOsm/kg, também, obteve média superior no
percentual de caudas dobradas na incubagdo hipoosmotica (84,9%). Mas, o autor
utilizou um protocolo diferente do presente experimento, incubando 100ul de
sémen em 1 mL de solugcdo hipoosmotica durante 25 minutos, e depois fixando o
material em gluteraldeido a 2% para ser feito o esfregago e contabilizados 100
espermatozoides em microscopio de contraste de fase (1000 x). O tempo de
incubacdo de 1 hora pode aumentar a osmolaridade da solugdo devido a
evaporagdo, ¢ diminuir os dobramentos de cauda no teste hipoosmotico.

As médias da temperatura diaria ¢ umidade relativa do ar no periodo
experimental foram 22,83°C e 80% respectivamente, ¢ as médias do més de
margo foram semelhantes. Como no primeiro experimento, as coletas de sémen
foram realizadas no turno da tarde, quando ocorrem com maiores freqliéncias as
temperaturas maximas diarias (FERREIRA et al, 1998). A média e o desvio
padrao das temperaturas maximas do periodo experimental foram 30,16 + 1,59,
corroborando com os achados de FERREIRA et al. (1998) para as temperaturas
na regido de Vigosa, e sendo semelhantes as médias do més de margo. As
temperaturas maximas € minimas durante os dias de coleta foram menores do
que as do 1.° experimento, tendo uma temperatura média também menor.

Nao foi detectada diferenca na concentragdo protéica do plasma seminal
entre os dias de coleta (p > 0,05). O bode 33 apresentou valores inferiores na
concentragdo protéica do plasma seminal, em relacio aos demais (p < 0,05), ndo
diferindo apenas do bode 34 (p > 0,05). Os bodes 40 e 58 apresentaram os

maiores valores e ndo diferiram entre si (p > 0,05) (Tabela 12).
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Figura 9 - Temperaturas maximas e minimas na regido de Vicosa, observadas du
rante os dias de coleta, comparadas com o limite de conforto térmico.

Tabela 12 - Valores médios e desvios-padrao da concentracdo protéica total do
plasma seminal (g/dl) de sémen de bodes adultos da raca Parda Al

pina
Bodes Proteinas seminais g/dl
33 1,67+ 0,57°
34 2,52 +0,91°
40 2,89 +£0,92°
58 3,07 £ 0,809°
Geral 2,4+0,59
(Y 37,71

= letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca (p < 0,05) pelo
teste de Tuckey a 5%.
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A média de concentracdo protéica total do plasma seminal encontrada
neste experimento (Tabela 11) foi superior ao primeiro experimento (p < 0,05),
mas continuou baixa em relagdo a literatura consultada. PINHEIRO et al.
(1996b) obtiveram médias e desvios-padrdo de concentracdo protéica total do
plasma seminal de bodes da raca Parda Alpina de 4,08 = 0,12, durante a estacdo
chuvosa. SANTOS et al. (1998) também obteve médias superiores em bodes da
raca Moxoto e mestigo Pardo Alpino x Moxoté de 5,14 £ 1,09 e 4,65 £ 0,6,
respectivamente. Ressalta-se que PINHEIRO et al. (1996b) e SANTOS et al
(1998) utilizaram o método do biureto para determinagdo da concentragdo
protéica, método com sensibilidade diferente do utilizado neste experimento, dai
a dificuldade em comparar os dados deste experimento com a literatura
consultada. SCOPE (1987) afirma que diferentes valores na concentragao
protéica sdo determinados em funcdo do protocolo utilizado, e quais proteinas a
solugdo protéica € constituida.

No total de coberturas por prenhez, ndo foram observads diferencas
entre os reprodutores (p > 0,05), porém, o bode 33 que apresentou os menores
valores em concentragdo protéica do plasma seminal, em relagio aos demais
animais (p < 0,05) (Tabela 12), apresentou o melhor indice de prenhez (Tabela
13). E provavel que o animal 33 tenha apresentado menores concentragdes das
transaminases, enzimas essas que sao encontradas no sémen em condigdes de
estresse aos espermatozoides (TULI e HOLTZ, 1994), apresentando os melhores
aspectos fisicos do sémen (p < 0,05) (Tabela 9). Supde-se que ele adaptou-se
melhor que os outros & condi¢cdes ambientais ¢ de manejo & quais o rebanho foi
submetido. Uma correlagdo alta e negativa entre a concentracdo protéica total do
plasma seminal e o teste hipoosmotico (0,44) foi encontrada. O animal 33
apresentou  valores absolutos de caudas dobradas superiores no teste
hipoosmético (Tabela 11) e os menores valores de concentragdo protéica total do
plasma seminal (p < 0,05), confirmando esta hipdtese da melhor adaptagdo do

bode 33 as condi¢des de ambiente e de manejo impostas.
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Tabela 13 - Desempenho reprodutivo de bodes da raga Parda Alpina em regime
de monta controlada

Bodes Fémeas cobertas Total de prenhez indice de prenhez
33 5 4 (80%) 1,25
34 5 2 (40%) 2,5
40 27 18 (66,66%) 1,44
58 26 18 (69,2%) 1,5

Indice de prenhez = niimero de fémeas cobertas pelo nimero de fémeas gestantes
durante a estacdo.

Ressalta-se que o numero de fémeas cobertas por bode foi diferente
(Tabela 13) em funcdo da estratégia de cruzamento empregado no manejo do
rebanho estudado, sendo estipulado de acordo com os critérios do capril
(pedigree e progénie dos animais). A andlise tornou-se dificil em fungdo do
pequeno numero amostral.

Além das dificuldades para analisar, estatisticamente, os dados de
cobertura e gestacdo, a estimulacido das glandulas sexuais secundarias desses
animais no momento da cépula (HAFEZ, 1995) pode ter sido um fator
importante no perfil da proteina do plasma seminal, devido a sua influéncia no
funcionamento do aparelho reprodutor masculino.

A andlise de concentragdo das proteinas soluveis do plasma seminal,
realizadas neste estudo, ndo apresentou relacdo com a fertilidade dos machos. A
concentragdo protéica total do plasma seminal ndo ¢ suficiente para predizer a
qualidade seminal de reprodutores, devido a existéncia de varias substancias
protéicas que se encontram no plasma seminal com diversas fungdes no
metabolismo espermatico. A identificacdo, caracterizagdo e quantificacdo dessas
moléculas t€m grande importincia no estudo da fertilidade dos reprodutores, e a

técnica empregada neste experimento para quantificar as proteinas totais ¢

54



utilizada para estimar a concentracdo das diversas proteinas  soliveis

identificadas no sémen de reprodutores.
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4, CONCLUSAO

O teste hipoosmotico pode ser uma importante ferramenta — para
avaliagdo de sémen caprino, visto a relagdo com a motilidade espermatica
progressiva retilinea, uma das principais caracteristicas fisicas do sémen de
reprodutores.

Neste estudo, a concentracdo protéica total do plasma seminal ndo se
relacionou com a fertilidade dos animais em regime de monta controlada, nem

com as caracteristicas fisicas e morfologicas do sémen e teste hipoosmotico.
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3. CONCLUSOES GERAIS

O teste hipoosmotico ¢ uma importante ferramenta para predizer a
qualidade seminal, visto a correlagdo alta com os resultados obtidos no teste de
termorresisténcia.

Neste estudo, a determinagdo da concentragdo das proteinas soluveis do
plasma seminal n3o relacionou-se com a qualidade seminal teste hipoosmotico,
teste de termorresisténcia e fertilidade de machos caprinos em regime de monta
controlada, sendo que este estudo ndo foi habil em predizer o potencial

reprodutivo dos bodes.
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