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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da conformag¢ao escrotal de caprinos sobre a
integridade e funcionalidade da membrana plasmatica, do acrossomo e das mitocondrias
espermaticas, além da correlacdo entre estes testes, e destes com a motilidade e vigor
espermaticos. Para tanto, foram utilizados sete reprodutores entre 12 e 24 meses de idade,
divididos em dois grupos. O Grupo 1 (n=4), animais sem divis@o externa do escroto € o Grupo
2 (n=3), com divisdo externa do escroto. O s€men foi colhido com auxilio de vagina artificial
(seis colheitas por animal), avaliado macro e microscopicamente, €, em seguida,
criopreservado. ApoOs descongelacdo, realizou-se os testes especificos para avaliar a
integridade e funcionalidade da membrana plasmadtica, do acrossomo e das mitocOndrias
espermaticas. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) seguido do teste
de Tukey ao nivel de 1% para comparacdo das médias que foram correlacionadas através do
Coeficiente de correlacdo de Pearson. Os resultados obtidos mostraram que a conformacao
escrotal influenciou na qualidade espermatica referente as patologias, onde o grupo 1
expressou percentual de defeitos de cauda superior ao grupo 2. Para o parametro vigor, pos-
descongelagcdo, o grupo 2 mostrou-se superior ao grupo 1. A conformacdo escrotal ndo
influenciou na integridade e funcionalidade da membrana, do acrossomo e das mitocondrias.
Foram observadas correlagdes positivas entre o vigor e a motilidade espermdtica pos-
descongelacgao, entre espermatozdides com membranas integras através do HOST e através do
teste com sondas fluorescentes, e entre a integridade do acrossomo e da membrana
plasmadtica. Ja a atividade mitocondrial e a integridade de membrana foram correlacionadas
negativamente. Nao houve correlacdo entre integridade das membranas plasmaéticas, para
ambos os testes (sondas fluorescentes ou HOST), com a motilidade espermdtica, assim
como entre atividade mitocondrial e motilidade espermética. Conclui-se que, sob as condi¢des
experimentais utilizadas neste trabalho, a conformacgado escrotal ndo influenciou na qualidade
espermatica, a excecdo das patologias de cauda, pés-colheita; e do vigor, pds-descongelagao.
A associacdo de testes classicos e especificos na avaliacio do sémen, pode, com mais
eficiéncia, predizer a capacidade fertilizante de um ejaculado.

Palavras-chave: caprino; conformacao escrotal; qualidade espermatica
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the influence of the goat’s scrotal conformation on
the integrity and functionality of the plasmatic membrane, on the acrossome and spermatic
mitochondrias, and the correlation among these tests and of these with the spermatic motility
and vigour. Seven sires with 12 to 24 months old were used. They were divided into two
groups, being the group 1 with four animals with no division on the external scrotum and
group 2 with three animals with scrotal division. After coleted with vagina artificial, the
semen was macro and microscopically evaluated and frozed. After thawed the especifics tests
to evaluate the integrity and functionality of the plasmatic membrane, of the acrossome and
spermatic mitocondry were carried. The data were analysed by the analyses of variancy
(ANOVA) and the means were compared by the Tukey test, 1%. The correlation analyses
were taken using the Pearson’s coefficient. Regarding the patology, the scrotal shape affected
the spermatic quality since the group 1 had more tail problems than the group 2. The after
tawed vigour was higher in the group 2 than in the group 1. The scrotal shape had no effect on
the membrane, acrossome and mitochondry integrity and functionality. Positive correlations
were observed between vigour and after thawed spermatic motility, between sperm with
integer membrane by the HOST and by the fluorescents probes and between the acrossomic
and plasmatic membrane integrity. However, the mitochondrial activity and the membrane
integrity were negatively correlated. There was no correlation between the integrity of the
plasmatic membrane and the spermatic motility, nor between the mitochondrial activity and
the spermatic motility. According to these fings the scrotal shape had no effect on the
spermatic quality, except for tail defect after colleted and vigor post-thawed. The tests are
complementary and together they predict, with more efficience, the ejaculate’s fertilizing
capacity.

Key words: goats; scrotal shape; spermatic quality
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura representa uma das principais atividades econdmicas nas areas
mais secas do Nordeste brasileiro, contribuindo sobremaneira para o desenvolvimento
regional. A carne e o leite desses animais sdo as principais fontes de proteina animal
para as populacdes de baixa renda, notadamente no semi-drido nordestino, onde a venda
de carne e peles representa um fator importante, visto que constitui uma atividade
geradora de recursos e consequentemente contribuem para o desenvolvimento regional.
Entretanto, esta atividade revela-se com reduzida produtividade em decorréncia de um
baixo desempenho reprodutivo, alta incidéncia de problemas sanitirios e fatores
climdticos traduzidos por reduzida quantidade e qualidade de alimentos em
determinadas épocas do ano.

Segundo Santos et al. (1998) o desempenho reprodutivo dos pequenos
ruminantes domésticos € influenciado pela adaptacdo deles a0 meio ambiente em que
sdo explorados. A conformacao escrotal e a temperatura ambiente exercem considerdvel
influéncia sobre a temperatura testicular (MACHADO JUNIOR, 2005), que por sua
vez, € fator preponderante para a espermatogénese, sendo necessario uma temperatura
cerca de 2 a 6° C inferior a temperatura do abdome (KASTELIC et al., 1996). A divisao
externa do escroto observada em caprinos criados em regides dridas e semi-dridas do
Leste da Africa (ROBERTSHAW, 1982) e em caprinos criados na Regido Nordeste do
Brasil (NUNES et al., 1983) consiste em importante adaptacdo desses animais as
condic¢des edafocliméticas em que vivem.

Os resultados de vérios estudos tém demonstrado que esses animais podem
representar potencial reprodutivo superior aqueles que ndo apresentam tal caracteristica
(NUNES et al, 1983; SILVA e NUNES, 1988; CEZAR et al., 2002; ALMEIDA, 2003;
AZEVEDO, 2005; NUNES, 2005; MACHADO JUNIOR, 2005, SALVIANO et al.,
2006; SILVA et al., 2008).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Avaliacao classica do sémen

O objetivo da avaliagdo seminal € conhecer o nimero de células estrutural e
funcionalmente normais relacionado com a capacidade fecundante do s€émen (PENA,
1997). Entretanto, nenhum teste, isoladamente, é capaz de predizer a fertilidade de um
ejaculado, mas a combinacdo de vdrios testes pode ser utilizada para selecionar
ejaculados com maior potencial de fertilidade (HAFEZ e HAFEZ, 2003). Deste modo,
tém-se buscado identificar animais capazes de produzir ejaculados com um maior
nimero de espermatozdides morfologicamente normais, dotados de motilidade
progressiva e aptos a executar a fertilizacdo (GARCIA, 2006).

Rotineiramente, a andlise para predicdo da fertilidade do s€émen baseia-se na
avaliacdo da motilidade, vigor, concentracao e patologias espermaticas, com o intuito de
se obter informacdes sobre o estado da espermatogénese e do potencial de fertilizacao
do espermatozdide. Estes testes sdo, frequentemente, insuficientes e ndo podem avaliar

a real habilidade de fertilizacdo (CORREA et al., 1997; MELO et al., 2005).

A avaliagdo macroscopica do s€émen permite observar algumas caracteristicas
que, em conjunto com aquelas observadas ao microscépio, sdo de relevante importancia
na andlise dos parametros seminais para o processamento do mesmo. Dentre as
caracteristicas macroscopicas comumente utilizadas na avaliagdo do sémen estdo o
volume, a coloracdo e o aspecto. O volume de sémen ejaculado pode variar de acordo
com a espécie, raga, idade, clima e frequéncia de colheita, sendo aceitdvel uma variacao
entre 0,2 e 2,0 mL (MIES FILHO, 1987). A coloragdo deve ser amarelada ou
esbranquicada (CBRA, 1998) e constitui-se em importante parametro na determinagdo
diagndstica de algumas patologias do aparelho reprodutor, haja vista que alteracdes
desta caracteristica correspondem a presenga de elementos estranhos como sangue, pus
e urina que, por sua vez, afetam a viabilidade dos espermatozdides (SORRIBAS, 1995).
O sémen deve apresentar aspecto variando de leitoso a cremoso, estando relacionado a

concentracdo espermdtica (CBRA, 1998).

A andlise microscopica do sé€men inclui, basicamente, os parametros
turbilhonamento, motilidade, vigor, concentracio e morfologia espermatica. O

turbilhonamento relaciona-se a motilidade, vigor e concentracdo espermdtica. Este
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parametro € classificado em uma escala de 0 a 5, sendo aceitdveis valores médios de 3
(CBRA, 1998). Os parametros motilidade e vigor espermaticos devem ser mensurados
simultaneamente (SEAGER e FLETCHER, 1972). A motilidade consiste na
percentagem de espermatozéides com movimentos progressivos na amostra, sendo
aceitavel motilidade minima de 80% (CBRA, 1998). A avalia¢do da motilidade pode ser
realizada de forma subjetiva, utilizando microscépio ou, de forma mais acurada, através
de programas de computacdo (SOUZA, 2003; SILVA et al., 2003). O vigor espermatico
refere-se a qualidade da motilidade exibida pelos espermatozéides sendo classificado
obedecendo uma escala de 0 a 5, onde o minimo aceitdavel € 3 (SILVA et al., 2003). A
concentracdo espermatica corresponde ao numero de espermatozédides por mililitro de
sémen e pode ser determinada através da contagem celular em camara de Neubauer ou a
partir da espectrofotometria (CARDOSO e SILVA, 1997), de modo que o valor normal
estd em torno de 3 bilhdes por mililitro (CBRA, 1998). A morfologia espermatica
determina a percentagem de espermatozdides patolégicos dentro da populacdo, ndo
devendo ultrapassar os 10%, nos pequenos ruminantes, principalmente para utilizagao
em inseminacdo artificial (CBRA, 1998)), visto que espermatoz6ides mortos e anormais

apresentam efeitos adversos sobre a fertilidade potencial do sémen (MAXWELL e

WATSON, 1996).

Durante a avaliagdo dos ejaculados, € necessdrio considerar indicadores mais
especificos da condicdo espermdtica. Técnicas que indiquem alteragdes de
morfofuncionalidade nos compartimentos celulares e/ou organelas devem auxiliar
sobremaneira a identificacdo e selecdo de grupos de gametas mais aptos a executar os

eventos imprescindiveis a fecundacdo (GARCIA, 2006).

2.2 Avaliacao estrutural e funcional dos espermatozoides

O espermatozdide € uma célula alongada (GARNER e HAFEZ, 2004),
formada por duas regides altamente especializadas: a cabeca, na qual estd contido o
DNA, pequena quantidade de citoplasma e o acrossomo, uma vesicula contendo
enzimas hidroliticas, vital para a penetracio do espermatozdide através da zona
pelucida; e o flagelo, envolvido com a motilidade da célula; neste segmento encontra-se
a peca intermedidria, contendo as mitocondrias, relacionadas com a produc¢do de energia

(YANAGIMACHLI, 1994).
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Toda a caracteristica estrutural especializada do espermatozéide estd voltada
para sua atividade funcional tnica, ou seja, assegurar a liberagdao do material genético
contido no nicleo do espermatozdide para o odcito, onde a unido dos prontcleos
masculino e feminino ocorre (fertilizacdo), produzindo o zigoto (EDDY e O’BRIEN,

1994).

2.3.1 Membrana plasmética

Todas as células (procariontes ou eucariontes) sdo circundadas por uma
membrana plasmética (MP) que define a sua delimitacdo, separando seu contetdo do
meio que a circunda. Por servir de barreira seletiva, a MP determina a composicao do
citoplasma celular (COOPER, 1996), e tem papel fundamental na maioria dos
fendmenos celulares (SINGER e NICOLSON, 1972).

O modelo basico das membranas bioldgicas segue a organizagdo estrutural de
bicamada de lipidios com proteinas associadas (GENNIS, 1989; COOPER, 1996). Os
principais lipidios presentes nesta estrutura celular sdo fosfolipidios (colina, serina,
glicerol e inositol), glicolipidios e colesterol. Os fosfolipidios sao constituintes de 50%
da massa das membranas plasmadticas, sendo responséveis por cerca de 60 a 70% dos
lipidios totais de um ejaculado (WATSON, 1981). Os glicolipidios sdo encontrados
exclusivamente no folheto externo da membrana plasmética, constituindo cerca de 2%
dos lipidios totais da membrana (COOPER, 1996). O colesterol, entretanto, estd
presente em grande quantidade na membrana, equivalendo-se as mesmas quantidades
molares que os fosfolipidios (COOPER, 1996). A quantidade de colesterol encontrada
na membrana espermadtica varia entre seus dominios, entre as espécies animais € entre
individuos da mesma espécie (GENNIS, 1989; AMANN e GRAHAM, 1993; HOLT,
1995; CROSS, 1998). O colesterol tem importante papel na regulacio da estabilidade e
da permeabilidade da MP (YAGLE, 1985), sendo que o efluxo de colesterol da MP dos
espermatozoéides € o primeiro passo para o inicio do processo de capacitacao (SEKI et
al., 1992).

Enquanto os fosfolipidios sao os elementos estruturais fundamentais das
membranas, as proteinas sdo responsdveis por intermediar e realizar suas fungdes
especificas (COOPER, 1996). Embora grande parte das proteinas estejam envolvidas no

acondicionamento de DNA, outras estdo envolvidas com enzimas do acrossoma,
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receptores da MP, elementos de funcionalidade da membrana (transporte de ions e
carboidratos) e estruturas do citoesqueleto (AMANN e GRAHAM, 1993). As proteinas
podem ser distinguidas em duas classes: proteinas periféricas e integrais a membrana.
As proteinas periféricas encontram-se indiretamente associadas com as membranas
através de interagdes protéicas envolvendo ligacdes iOnicas que se desfazem frente a
altas concentracOes de sais. J4 as proteinas integrais somente podem ser liberadas por
tratamentos que rompam a bicamada de fosfolipidios (SINGER e NICOLSON, 1972).

A por¢ao extracelular das proteinas da MP sdo recobertas por carboidratos que
estdo presentes na superficie celular, sendo, esta estrutura, conhecida como glicocdlice,
a qual tem a funcdo de proteger a superficie celular, além de servir de marcadores para
uma grande variedade de interagdes celulares (COOPER, 1996).

As membranas espermdticas seguem o modelo cldssico de membrana
plasmdtica (WATSON, 1981; WATSON, 1995). Entretanto, a membrana plasmatica
dos espermatozdides de mamiferos apresenta-se organizada em dominios regionais bem
delineados que diferem em composi¢ao e funcao (WOLFE et al., 1998).

Na cabeca do espermatozéide, a membrana plasmatica possui dois dominios
maiores: regido acrossomal e regido pos-acrossomal. Na regido acrossomal a membrana
pode ser subdividida em segmento marginal (apical), segmento principal (acrossomal) e
segmento equatorial, sendo que os segmentos marginal e principal, juntos, sdo
denominados de capa acrossomal. No flagelo, observa-se o dominio da peca
intermedidria, que cobre a bainha mitocondrial, e o dominio da cauda posterior, que
cobre as pecas principal e terminal da cauda (EDDY e O’BRIEN, 1994) (Figura 1).

A membrana plasmatica da cabeca do espermatozdide € separada da
membrana plasmética da peca intermedidria pelo anel posterior, € a membrana da peca
intermedidria é separada da membrana do flagelo pelo anel anular. Estes diferentes
dominios contém variadas concentracoes e distribuicdes de particulas intra-

membranosas (FLESCH e GADELLA, 2000).
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Cabeca dividida em quatro regies

1. Regido Apical
Regido

2. Regido Acrossomal acrossomal

4. Regido Pds-equatorial

~
/ ——=  Anel Posterior
Peca Intermediaria

Anel Anular

Flagelo <

|

Figura 1. Esquema demonstrando os dominios da membrana plasmatica do
espermatozoéide (Adaptado de FLESH e GADELLA, 2000).

A diferenciacdo regional com seus dominios especificos, que compdem a
superficie espermadtica, € correlata com funcdes especializadas. Assim, moléculas
envolvidas na reagdo acrossOmica estdo presentes no acrossomo anterior, moléculas
envolvidas na fusdo do espermatozdide com o odcito estdo presentes no acrossomo
posterior e moléculas envolvidas na atividade flagelar estdo associadas com a
membrana plasmética do flagelo (OURA e TOSHIMORI, 1990; EDDY e O’BRIEN,
1994).

A membrana plasmdtica representa importante papel na capacidade fertilizante
destas células, modificando-se ao longo do processo de espermatogénese, transito e
armazenagem no epididimo, ejaculacdo, depdsito no trato genital feminino e,

finalmente, capacitacdo e penetracao do od6cito (HOLT, 1995; WATSON, 1995; LENZI
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et al., 1996). Portanto, esta estrutura deve apresentar-se integra fisica e funcionalmente
para que a célula tenha viabilidade e capacidade fertilizante (PARKS e GRAHAN,
1992; KUMI-DIAKA, 1993). Para avaliar tal integridade alguns testes laboratoriais
podem ser realizados, dentre eles a avaliagdo a partir da utilizacdo de sondas
fluorescentes e o teste hiposmético.

A técnica que utiliza sondas fluorescentes vem ganhando importancia por sua
caracteristica de marcar estruturas especificas das células, detectar integridade estrutural
de forma clara (CELEGHINI, 2005), além de possibilitar a avaliacdo de vdrios
compartimentos celulares ao mesmo tempo (CELEGHINI et al., 2007).

Segundo Garner et al. (1986) a combinacdo do lodeto de Propidio (PI) com
Diacetato de Carboxifluoresceina (DIC) permite avaliar a integridade da membrana
plasmaética devido as suas caracteristicas moleculares, sendo proposto por esses autores
o mecanismo de acdo desses corantes fluorescentes, de modo que o DIC, por conter
radicais acetil, consegue transpor a membrana intacta, sendo imediatamente
desacetilada por esterases intracelulares, tornando a sonda impermeével e fazendo com
que as células integras corem-se em verde. Em contrapartida, o PI somente penetra
através de células que contenham membrana plasmética lesada, tendo afinidade pelo
DNA e corando o ntdcleo da célula em vermelho (GRAHAM et al., 1990; ARRUDA e
CELEGHINI, 2003), bem como a peca intermediéria por conter DNA (Figura 2).
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Categoria  Categoria  Categoria  Categoria  Categoria
1 2 3 4 5

Figura 2. Classificacio para integridade da membrana plasmdtica: Categoria 1-
espermatozdide com todas as membranas plasmadticas integras; Categoria 2-
espermatozdides com membranas plasmdticas e acrossomais danificadas e
membranas mitocondriais integras; Categoria 3- espermatozdides com
membranas acrossomais € mitocondriais integras € membranas plasmaéticas
danificadas; Categoria 4- espermatozdides com membranas acrossomais e
plasmadticas integras e membranas mitocondriais danificadas; Categoria 5-
espermatozdides com membranas acrossomais, plasmadticas e mitocondriais
danificadas (HARRISON e VICKERS, 1990).

Adaptacdes as técnicas de coloracdo com sondas fluorescentes foram propostas
por Harrison e Vickers (1990), facilitando a visualizacdo dos espermatozéides em
microscopio de epifluorescéncia e o aumento da aplicabilidade da técnica a partir da
adicao de concentracdes baixas de formaldeido para imobilizacdo dos espermatozdides,
durante a avaliagdo.

O teste hiposmético (HOST) consiste na exposi¢do do espermatozdide a uma
solucdo de baixa osmolaridade de modo que haja passagem de &4gua através da
membrana espermadtica, numa tentativa de atingir um equilibrio osmético entre os
compartimentos intra e extracelular. Este influxo de 4gua aumenta o volume da célula e
provoca a dilatacdio da membrana plasmatica. A cauda € particularmente susceptivel a
esta condicdo, torcendo-se em forma helicoidal (Figura 3). Esta situacdo é facilmente

observada com um microscopio de contraste de fase, sendo suficiente contar 100
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espermatozoéides para validar o teste (JEYENDRAN et al., 1984; ARTIGA, 1994;
ROTA et al., 2000). Esta reacdo € um sinal de que o transporte de dgua através da

membrana ocorreu normalmente, ou seja, a membrana estd integra e funcionalmente

ativa JEYENDRAN et al., 1984, CORREA e ZAVOS, 1994).
l % 7 W |
b
G % L

Figura 3. Efeito do teste hiposmoético: A- espermatozéide sem reagdo (anormal); B a

M- viérios graus de reacdo nas caudas dos espermatozdides (normais)
(FONSECA et al., 2005).

2.3.2 Acrossomo

O acrossomo €é uma estrutura de dupla parede, situada na cabeca do
espermatozdide, entre a membrana plasmatica e a porc¢ao anterior do nicleo (GARNER
e HAFEZ, 2004), formado, sobretudo, a partir do complexo de Golgi. Nele estdao
contidas as enzimas acrossomais, que sdo liberadas durante a reacdo acrossOmica, um
evento essencial para a penetracdo do espermatozodide na zona pelicida e fusdo com a

membrana plasmatica do odcito.
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Portanto, a integridade do acrossomo, bem como a manutencio de suas enzimas,
sdo cruciais para que ocorra a fertilizacdo (SILVA e GADELLA, 2006). De acordo com
esses autores, reagdes acrossomais prematuras levam a espermatozoéides inférteis e, por
isso, a avaliacdo da integridade acrossomal antes dos processos de reproducao assistida
vem sendo cada vez mais empregada.

Estudos realizados por Chan et al. (1996), mostram que a integridade da
membrana acrossomal pode estar relacionada com a integridade de outras membranas e
também com a motilidade celular. Por esse motivo, houve o interesse de se estudar
marcadores fluorescentes de acrossomo combinados a marcadores de membrana, como
o lodeto de Propidio (PI).

Whitfield e Parkinson (1995), investigando a correlacdo entre a fertilidade de
touros a campo e testes in vitro de inducao da reacdo acrossdmica, concluiram que o uso
de sondas fluorescentes de lodeto de Propidio e Diacetato de Carboxifluoresceina
poderia ser utilizado na avaliagdo da reagdo acrossomica. Tal método de coloragdo tem
sido amplamente utilizado na avaliacio da integridade do acrossomo apds a
criopreservacdo de espermatozdides em diferentes espécies (MEDINA, 1995;
ZUCCARI, 1998).

Assumpgdo et al. (2002) observaram maior eficiéncia da técnica de
epifluorescéncia com lodeto de Propidio e Diacetato de Carboxifluoresceina em
comparacdo a coloragdo tripla com vermelho congo, vermelho neutro e giemsa para
detectar espermatozdides capacitados. Estes autores relacionaram a classificagao

proposta por Harrison e Vickers (1990) a capacitacdo espermética (Figura 4).
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Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3

Figura 4. Classificacdo para integridade do acrossomo (ASSUMPCAO et al., 2002):
Categoria 1- espermatozdides ndo capacitados; Categoria 2-

espermatozoides ~capacitados; Categoria 3- espermatozdides mortos
(ASSUMPCAO et al., 2002).

2.3.3 Mitocondrias

A mitocondria € uma organela presente em todos os tipos celulares que
geralmente apresenta-se em formato esférico, ainda que existam alteragdes sutis de
forma. Em virtude de sua atividade, estd localizada nas regides celulares onde a
demanda energética € maior. Em alguns tipos celulares estdo dispostas em locais fixos,
como no caso dos espermatozdides, em que estdo presentes na peca intermedidria de
forma helicoidal (ALBERTS et al., 1999).

As mitocondrias sdo as principais células produtoras de energia oxidativa através
da producdo de ATP via cadeia de transporte de elétrons (CONNELL et al., 2002) ou
via glicolise (SILVA e GADELLA, 2006). O ATP € o suplemento energético para os

batimentos flagelares, a hiper-ativacdo e a penetragdo do espermatozdide no odcito.
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Portanto, € indispensdavel que haja produ¢do de ATP pelas mitocOndrias para haver
motilidade espermética (PAPAIOANNOU et al., 1997, CONNELL et al., 2002).

Em humanos, hd intimeras evidéncias da correlacio entre baixa funcdo
mitocondrial espermdtica, diminui¢do de motilidade e reducdo de fertilidade
(GRAHAM, 2001; MARCHETTI et al., 2004). Entretanto, a importancia da
mitocondria na motilidade espermdtica foi, recentemente, reconsiderada, uma vez que a
bainha fibrosa da cauda contém enzimas envolvidas na glicdlise, cuja retirada, em
espermatozdides de ratos, deixou-os imoéveis, enquanto que espermatozoides
submetidos a drogas que interferem na fosforilagdo oxidativa, continuaram moveis e
vivos. Contudo, as mitocondrias provavelmente geram o ATP para a peca intermediéria
e cabeca do espermatozdide, necessdrio na manutencdo das membranas (SILVA e
GADELLA, 2006).

O comprimento da peca intermedidria dos espermatozéides tem sido considerado
indicador bioldgico, que pode ser usado como preditor de fertilidade em bovinos
(LUKEFAHR ¢ HOHENBOKEN, 1981), sendo possivel que um aumento no seu
comprimento possa estar associado a uma maior taxa de fosforilagdo oxidativa, e assim
com maior atividade metabdlica influenciando na motilidade ou vitalidade da célula, ja
que as mitocondrias sdo transformadoras de energia para a célula (EDDY, 1988).

A atividade mitocondrial pode ser determinada a partir da aplicacdo de uma
técnica desenvolvida por Hrudka (1987). Esta técnica é baseada na oxidacao do 3,3’-
diaminobenzidine (DAB) e depdsito do mesmo na bainha mitocondrial ao longo da peca
intermedidria dos espermatozéides, de modo que quanto maior a atividade mitocondrial
na peca intermedidria maior serd a deposicdo do corante sobre a mesma, sendo esta

reacdo observada em microscépio de contraste de fase (Figura 5).
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Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4

Figura 5. Classificacdo para atividade mitocondrial: Classe 1- quase todas as
mitocOndrias sdo ativas; Classe 2- segmentos ativos e inativos com
predominancia dos ativos; Classe 3- menos da metade da bainha
mitocondrial ativa com poucas mitocOndrias dispersas; Classe 4-
espermatozdides completamente inativos (HRUDKA, 1987).

2.3 Influéncia da conformacio escrotal sobre os parametros reprodutivos

Em regides dridas e semi-dridas do Leste da Africa, sdo encontrados caprinos
que apresentam uma divisao no escroto (ROBERTSHAW, 1982). Esta caracteristica foi
observada, com grande freqiiéncia, em caprinos criados na Regido Nordeste do Brasil,
sendo denominada por Nunes et al. (1983) como “bolsa escrotal bipartida”. Animais
que apresentam essa caracteristica possuem um aumento nos parametros biométricos do
testiculo, na qualidade seminal e na eficiéncia reprodutiva em relacdo aos que ndo a
possuem, uma vez que, esta condicdo amplia consideravelmente a superficie de cada
testiculo expondo-o a temperatura ambiente e propiciando melhor dissipag¢do de calor
(NUNES et al, 1983; SILVA e NUNES, 1988; CEZAR et al., 2002; ALMEIDA, 2003;
AZEVEDO, 2005; MACHADO JUNIOR, 2005, SALVIANO et al., 2006; SILVA et
al., 2008).
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Nunes et al. (1983) e Silva e Nunes (1988) avaliaram a influéncia da morfologia
escrotal sobre as caracteristicas do sémen e seu efeito sobre a fertilidade de caprinos da
raca Moxotdé e constataram que o s€émen dos reprodutores com escroto bipartido
apresentava melhor qualidade quando comparado com o de reprodutores com escroto
nao bipartido quando submetido ao teste de termorresisténcia.

Cezar et al. (2002) encontraram maior concentra¢ao espermadtica no ejaculado de
animais com divisao escrotal.

Almeida (2003) apontou, em seu estudo, que animais com menor grau de divisao
escrotal apresentavam maior percentual de defeitos espermdticos, e Azevedo et al.
(2005), por sua vez, acrescentaram que animais com maior grau de divisdo escrotal
apresentavam melhores valores de motilidade massal, vigor, motilidade individual e
concentracdo espermdtica.

Nunes (2005) revelou a maior extensdo da artéria testicular em animais que
apresentam divisdo externa do escroto, o que possibilita maior exposicdo do sangue
arterial quente com o sangue venoso mais frio (mecanismo de contra-corrente) e,
conseqiiente diminuicao da temperatura do sangue que chega ao testiculo.

Ainda segundo os estudos de Nunes (2005), caprinos com divisdo externa do
escroto apresentam a pele escrotal constituida por camadas mais delgadas com maior
quantidade de glandulas sudoriparas o que favorece a perda de calor. Fato este, ja
observado por Lima Judnior e Vianni (1995) que relataram haver diferenca entre as
temperaturas testiculares de caprinos com e sem divisdo do escroto, sendo que as
menores temperaturas foram aferidas em caprinos com divisdo escrotal.

Machado Junior (2005) evidenciou menores médias de temperatura do escroto e
testiculo em animais com maior grau de divisao escrotal, associando a esta caracteristica
um melhor mecanismo de termorregulacdo escroto-testicular e, consequentemente,
melhor qualidade de sémen.

Salviano et al. (2006) concluiram, em seu trabalho, ndo haver influéncia da
conformagdo escrotal de caprinos sobre a integridade do DNA, apesar das
concentracdes de testosterona ter sido superior (p<0,05) nos animais com divisdo
externa de escroto.

Silva et al. (2008) avaliaram a influéncia da conformacgdo escrotal sobre a

propor¢ao de espermatozdides portando cromossomos X e Y, e observaram que nao
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houve diferenga significativa entre animais com e sem divisdo externa do escroto.
Porém, animais com divisdo escrotal apresentaram maiores niveis séricos de

testosterona.



CAPITULO I*

* Apresentado segundo normas da Revista Ciéncia Rural
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INTEGRIDADE E FUNCIONALIDADE DA MEMBRANA, DO ACROSSOMO E
DAS MITOCONDRIAS ESPERMATICAS DE CAPRINOS SEGUNDO A

CONFORMACAO ESCROTAL

INTEGRITY AND FUNCTIONALITY OF THE MEMBRANE, ACROSSOME AND

SPERMATIC MITOCHONDRY GOAT’S ACCORDING THE SCROTAL SHAPE

Kamilla Figueiredo Vidigal'®, José Adalmir Torres de Souza®; TAnia Vasconcelos

Cavalcante®

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da conformacao escrotal de caprinos
sobre a integridade e funcionalidade da membrana plasmadtica, do acrossomo e das
mitocOndrias espermadticas, além da correlagdo entre estes testes, e destes com a
motilidade e vigor espermaticos. Para tanto, foram utilizados sete reprodutores entre 12
e 24 meses de idade, divididos em dois grupos. O Grupo 1 (n=4), animais sem divisao
externa do escroto e o Grupo 2 (n=3), com divisdo externa do escroto. O sémen foi
colhido com auxilio de vagina artificial (seis colheitas por animal), avaliado macro e
microscopicamente, e, em seguida, criopreservado. Apds descongelacdo, realizou-se os
testes especificos para avaliar a integridade e funcionalidade da membrana plasmatica,
do acrossomo e das mitocondrias espermaticas. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey ao nivel de 1% para comparacdo das
médias que foram correlacionadas através do Coeficiente de correlacdo de Pearson. Os
resultados obtidos mostraram que a conformacgdo escrotal influenciou na qualidade
espermatica referente as patologias, onde o grupo 1 expressou percentual de defeitos de
cauda superior ao grupo 2. Para o parametro vigor, pos-descongelacdo, o grupo 2
mostrou-se superior ao grupo 1. A conformagao escrotal ndo influenciou na integridade
e funcionalidade da membrana, do acrossomo e das mitocOondrias. Foram observadas
correlagdes positivas entre o vigor e a motilidade espermadtica pds-descongelacdo, entre
espermatozéides com membranas integras através do HOST e através do teste com
sondas fluorescentes, e entre a integridade do acrossomo e da membrana plasmatica. Ja
a atividade mitocondrial e a integridade de membrana foram correlacionadas
negativamente. Nao houve correlacdo entre integridade das membranas plasmaticas,
para ambos os testes (sondas fluorescentes ou HOST), com a motilidade espermatica,
assim como entre atividade mitocondrial e motilidade espermatica. Conclui-se que,
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sob as condicdes experimentais utilizadas neste trabalho, a conformagdo escrotal ndo
influenciou na qualidade espermatica, a exce¢do das patologias de cauda, pés-colheita; e
do vigor, pés-descongelacdo. A associagdo de testes cldssicos e especificos na avaliagao
do sémen, pode, com mais eficiéncia, predizer a capacidade fertilizante de um
ejaculado.

Palavras-chave: caprino; conformacao escrotal; qualidade espermatica

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the influence of the goat’s scrotal
conformation on the integrity and functionality of the plasmatic membrane, on the
acrossome and spermatic mitochondrias, and the correlation among these tests and of
these with the spermatic motility and vigour. Seven sires with 12 to 24 months old were
used. They were divided into two groups, being the group 1 with four animals with no
division on the external scrotum and group 2 with three animals with scrotal division.
After coleted with vagina artificial, the semen was macro and microscopically evaluated
and frozed. After thawed the especifics tests to evaluate the integrity and functionality
of the plasmatic membrane, of the acrossome and spermatic mitocondry were carried.
The data were analysed by the analyses of variancy (ANOVA) and the means were
compared by the Tukey test, 1%. The correlation analyses were taken using the
Pearson’s coefficient. Regarding the patology, the scrotal shape affected the spermatic
quality since the group 1 had more tail problems than the group 2. The after tawed
vigour was higher in the group 2 than in the group 1. The scrotal shape had no effect on
the membrane, acrossome and mitochondry integrity and functionality. Positive
correlations were observed between vigour and after thawed spermatic motility,
between sperm with integer membrane by the HOST and by the fluorescents probes and
between the acrossomic and plasmatic membrane integrity. However, the mitochondrial
activity and the membrane integrity were negatively correlated. There was no
correlation between the integrity of the plasmatic membrane and the spermatic motility,
nor between the mitochondrial activity and the spermatic motility. According to these
finds the scrotal shape had no effect on the spermatic quality, except for tail defect after
colleted and vigor post-thawed. The tests are complementary and together they predict,
with more efficience, the ejaculate’s fertilizing capacity.

Key words: goats; scrotal shape; spermatic quality

INTRODUCAO

A temperatura testicular € fator preponderante para que ocorra a

espermatogénese podendo ser influenciada pela temperatura ambiente e umidade
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relativa. Desta forma, a adaptagdo dos pequenos ruminantes domésticos ao meio
ambiente em que sdo explorados favorece o seu desempenho reprodutivo.

A conformacdo escrotal “diferenciada” encontrada em caprinos criados em
regides dridas e semi-dridas do Leste da Africa (ROBERTSHAW, 1982) e em animais
criados na regido Nordeste do Brasil (NUNES et al.,, 1983), denominada por estes
autores como “bolsa escrotal bipartida”, trata-se de uma adaptagdo destes animais as
condi¢cdes climdticas em que vivem. Animais que apresentam essa caracteristica
possuem um aumento nos parametros biométricos do testiculo, na qualidade seminal e
na eficiéncia reprodutiva em relacao aos que nao a possuem, uma vez que, esta condi¢ao
amplia consideravelmente a superficie de cada testiculo expondo-o a temperatura
ambiente e propiciando melhor dissipacao de calor (NUNES et al, 1983; SILVA e
NUNES, 1988; CEZAR et al., 2002; ALMEIDA, 2003; AZEVEDO, 2005; NUNES,

2005; MACHADO JUNIOR, 2005).

NUNES et al. (1983) e SILVA e NUNES (1988) avaliaram a influéncia da
morfologia escrotal sobre as caracteristicas do s€men e seu efeito sobre a fertilidade de
caprinos da raca Moxoté e constataram que o sémen dos reprodutores com escroto
bipartido apresentava melhor qualidade quando comparado com o de reprodutores com
escroto ndo bipartido quando submetido ao teste de termorresisténcia.

CEZAR et al. (2002) encontraram maior concentragdo espermaética no ejaculado
de caprinos com divisdo escrotal.

ALMEIDA (2003) apontou, em seu estudo, que animais com menor grau de
divisdo escrotal apresentavam maior percentual de defeitos espermédticos, e AZEVEDO

et al. (2005) por sua vez, acrescentram, que animais com maior grau de divisdo escrotal
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apresentavam melhores valores de motilidade massal, vigor, motilidade individual e
concentragdo espermatica.

NUNES (2005) revelou a maior extensdo da artéria testicular em animais que
apresentam divisao externa do escroto, o que possibilita maior exposicdo do sangue
arterial quente com o sangue venoso mais frio e, conseqiiente diminuicdo da
temperatura do sangue que chega ao testiculo. Além disso, os estudos deste autor
revelam que caprinos com divisao externa do escroto apresentam a pele escrotal
constituida por camadas mais delgadas e com maior quantidade de glandulas
sudoriparas o que favorece perda de calor.

MACHADO JUNIOR (2005) evidenciou menores médias de temperatura do
escroto e testiculo em animais com maior grau de divisdo escrotal, associando a esta
caracteristica um melhor mecanismo de termorregulacdo escroto-testicular e,
consequentemente, melhor qualidade de s€émen. Esta diferenca na temperatura testicular
de caprinos com e sem divisdo escrotal ja havia sido retratada, também por LIMA
JUNIOR e VIANNI (1995).

SALVIANO et al. (2006) concluiram, em seu trabalho, ndo haver influéncia da
conformagdo escrotal de caprinos sobre a integridade do DNA, apesar das
concentracdes de testosterona ter sido superior (p<0,05) nos animais com divisdo
externa de escroto.

SILVA et al. (2008) avaliaram a influéncia da conformacdo escrotal sobre a
proporcdo de espermatozoides portando cromossomos X € Y, € observaram que ndo
houve diferenga significativa entre animais com e sem divisdo externa do escroto.
Porém, animais com divisdo escrotal apresentaram maiores niveis séricos de

testosterona.
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A avaliacdo seminal aplicada na rotina androldgica, baseia-se em testes que
permitem avaliar caracteristicas de motilidade, vigor, concentragdo e patologias
espermaticas, fornecendo informagdes importantes a respeito da qualidade seminal.
Entretanto, associa-se a esses testes uma imprecisdo nos resultados, mesmo quando
realizados por investigadores experientes, pois as andlises sdo influenciadas por uma
alta variacdo entre observacdes e observadores. Esta imprecisao relaciona-se, em parte,
com a natureza subjetiva de alguns testes utilizados, com a variabilidade entre técnicos e
com as diferencas na implementacao de padrdes para avaliacdo (ARRUDA, 2000).

Durante a avaliacdo dos ejaculados, € necessario considerar indicadores mais
especificos da condicdo espermdtica. Técnicas que indiquem alteragdes de
morfofuncionalidade nos compartimentos celulares devem auxiliar sobremaneira a
identificacdo e selecdo de grupos de gametas mais aptos a executar oS eventos
imprescindiveis a fecundacdo (GARCIA, 2006). Deste modo, a funcionalidade de
organelas dos espermatozdides ou seus compartimentos tém sido monitorados por

procedimentos especificos.

A membrana plasmatica do espermatozdide € de primordial importancia na
sobrevivéncia do espermatozéide no genital da fémea e para a manutencdo de sua
capacidade fertilizante (PARKS e GRAHAM, 1992), sendo composta por uma dupla

camada de lipideos, proteinas e carboidratos, é responsdvel pela manutencdo do

equilibrio osmético celular (AMANN e GRAHAM, 1993).

Nas células espermadticas esta estrutura encontra-se organizada em “dominios”
bem delineados que diferem em composicdo e funcdo, resultando na sua
compartimentalizacdo. A manutencio desses dominios € essencial para a funcionalidade

espermdtica (PARKS e GRAHAM, 1992).
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O acrossomo consiste em uma organela secretéria, derivada do complexo de
Golgi, preenchido com enzimas hidroliticas, organizadas em uma matriz enzimatica,
que sdo liberadas durante a reacdo acrossomal, um evento essencial para a penetracao
do espermatozdide através da zona pelicida e fusdo com a membrana plasmatica do
odcito. Portanto, a integridade do acrossomo, bem como a manutengao de suas enzimas,
sao cruciais para que ocorra a fertilizacao (SILVA e GADELLA, 2006).

As mitocOndrias espermdticas estdo dispostas de forma helicoidal ao longo da
peca intermedidria, tendo como principal func¢do realizar a fosforilagdo oxidativa e
produzir ATP como fonte de energia metabdlica. A membrana mitocondrial interna é o
local de producdao de energia, sendo essencial para a suplementacdo de ATP para o
batimento flagelar, possibilitando a propulsao dos espermatozdides (AUGER et al.,
1989; CELEGHINI, 2005; SILVA e GADELLA, 2006).

Diante do exposto, objetivou-se estudar a influéncia da conformagao escrotal de
caprinos sobre a integridade e funcionalidade da membrana plasmatica, do acrossomo e
das mitocOndrias espermdticas, além da correlacdo entre estes testes, € destes com a

motilidade e vigor espermaticos pds-descongelagio.

MATERIAL E METODOS

¢ Local, animais e manejo
O experimento foi realizado no Centro de Ciéncias Agririas (CCA) da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), Teresina, com latitude 05°05°21” Sul, longitude
42°48°07” Oeste, altitude 72 m, temperatura média 27,3° e umidade relativa do ar 65%.
Foram utilizados sete machos caprinos, com idades entre 12 e 24 meses, sem raga

definida (SRD), divididos em 2 grupos experimentais, de acordo com a conformagao
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escrotal: G1 (n=4), sem divisdo externa do escroto e G2 (n=3), com divisdo externa do
escroto (acima de 50% do comprimento testicular) (Figura 1). Por ocasido da formagao
dos grupos experimentais, foi realizado exame androldgico para a deteccdo de possiveis
distirbios reprodutivos e vermifugacdo dos animais que foram mantidos nas
dependéncias do Setor de Caprinos do Departamento de Zootecnia, em sistema de semi-

confinamento, com acesso ao pasto nativo, dgua e sal mineral ad libitum..

v
“ ik

Figura 1. Regido escrotal de caprinos dos diferentes grupos: G1- animais sem divisao
externa do escroto; G2- animais com divisdo externa do escroto.
¢ Colheita e avaliacdo do sémen
Foram realizadas seis colheitas por animal, durante os meses de janeiro e
fevereiro de 2007, realizadas sempre no periodo da manha, em intervalos de 48 horas,
com auxilio de vagina artificial, na presenca de uma fémea em estro natural ou

induzido.
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Imediatamente apds a colheita, o s€men foi avaliado quanto ao volume (mL),
turbilhonamento (escala de 0 a 5), motilidade individual progressiva (%) e vigor (escala
de 0 a 5), conforme as normas do CBRA (1998). A concentragdo e morfologia
espermatica foram avaliadas no Laboratério de Biotecnologia da Reproducao do Centro
de Ciéncias Agrérias, apds conservacdo do material em solucdo formol-salina na

propor¢do de 1:200, segundo o CBRA (1998).

¢ Diluicao e congelacao do sémen

ApOs as avaliacdes imediatas o sémen foi diluido em solugdo TRIS-gema em
uma propor¢ao pré-estabalecida de 1:9 (s€men:diluidor) e encaminhado ao Laboratério
de Biotecnologia da Reproducdo onde realizou-se o envase em palhetas francesas de
0,25 mL, previamente identificadas com o nimero do animal e da partida (data da
colheita), seguindo-se a congelacdo utilizando técnica de criopreservagcdo automatizada
(TK 3000) obedecendo a uma curva de resfriamento de 0,25°C/minuto até 5°C, com
duracdo de aproximadamente 1 hora e 15 minutos e uma curva de congelacdo de —
15°C/minuto de 5°C até —80°C e, posteriormente, 10°C/minuto até —120°C.

Apés congeladas, as amostras de sémen foram armazenadas em botijao

criogénico até serem submetidas aos testes.

¢ Descongelacio do sémen
As amostras de s€émen foram descongeladas por imersao das palhetas em Banho-
Maria a temperatura de 37°C, durante 30 segundos, seguindo-se avaliacdo de motilidade
e vigor e, posteriormente, os testes de integridade da membrana plasmadtica, acrossomo

e atividade mitocondrial.
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¢ Integridade estrutural e funcional da membrana plasmatica

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada a partir da aplicacdo da
técnica descrita por HARRISON e VICKERS (1990) utilizando-se a mistura de corantes
bioldgicos (sondas fluorescentes). Uma aliquota de 20 uL. do sémen descongelado foi
diluida em 1 mL de solu¢do salina estoque, adicionada 40 pL de solugdo corante e
incubada em Banho-Maria a 37°C, durante 10 minutos, na auséncia de luz. Uma
aliquota de 10 uL do material incubado foi depositada sobre uma lamina, sobreposta
com laminula, e avaliada sob microscépio fluorescente com aumento de 100x,
utilizando, de modo alternado, os filtros de fluoresceina (luz azul) e rodamina (luz
verde) para os corantes Diacetato de Carboxifluoresceina (DIC) e Iodeto de Propidio
(PI), respectivamente. Foram contadas 200 células por lamina tendo como base a

classificagcdo proposta por HARRISON e VICKERS (1990):

o Categoria 1: acimulo de DIC (fluorescéncia verde) ao longo da cabeca e cauda
- indica células espermdticas com membranas plasmaticas integras.

o Categoria 2: acimulo de DIC (fluorescéncia verde) na peca intermedidria e de PI
(fluorescéncia vermelha) na cabeca - indica células com membranas plasmaéticas
e acrossomais danificadas e membranas mitocondriais integras.

o Categoria 3: actimulo de DIC (fluorescéncia verde) na regido acrossomal e peca
intermedidria e acimulo de PI (fluorescéncia vermelha) na cabeca - indica
células espermdticas com membranas acrossomais € mitocondriais integras e
membranas plasmadticas danificadas.

o Categoria 4: actimulo de DIC (fluorescéncia verde) ao longo da cabecga e

acimulo de PI (fluorescéncia vermelha) na peca intermedidria - indica células
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espermaticas com membranas acrossomais e plasmadticas integras € membranas

mitocondriais danificadas.

o Categoria 5: acimulo de PI (fluorescéncia vermelha) ao longo da cabeca e cauda

- indica células espermdticas com membranas acrossomais, plasmadticas e

mitocondriais danificadas.

A funcionalidade da membrana foi avaliada utilizando-se o teste hiposmético
(Hipoosmotic Swelling Test, HOST). Apds a descongelacdo, 250uL. de s€émen foram
misturados a 2mL da solu¢do hiposmética constituida por citrato tri-sddico e frutose
obedecendo uma concentragdo de 125 mOsm/L, conforme FONSECA et al. (2005) e
incubados em Banho-Maria a 37°C, durante 60 minutos. Em seguida, 20uL da solugdo
contendo s€émen foram depositados sobre lamina, coberta com laminula, e observada em

microscépio de contraste de fase com aumento de 100x.

Foram contados 200 espermatozdéides por lamina, registrando-se a percentagem
dos que apresentaram endosmose positiva (cauda enrolada) seguindo o proposto por
REVELL e MRODE (1994).

O célculo do nimero de espermatozdides reativos ao teste hiposmoético foi feito

utilizando a férmula proposta por MELO e HENRY (1999), a saber:

HOST% = (% de alteracdes na regido da cauda apés HOST) — (% de alteragdes na
regido da cauda antes do HOST)

¢ Integridade do acrossomo
O acrossomo foi avaliado simultaneamente a integridade fisica da membrana
plasmdtica, utilizando a coloragdo por sondas fluorescentes. Os dados foram

classificados de acordo com ASSUMPCAO et al. (2002):
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o Categoria 1: acimulo de DIC (fluorescéncia verde) ao longo da cabega e cauda -
indica espermatozoides nao capacitados (acrossomo integro).

o Categoria 2: acimulo de DIC (fluorescéncia verde) na peca intermedidria e PI
(fluorescéncia vermelha) na cabe¢a — indica espermatozéides capacitados
(acrossomo danificado).

o Categoria 3: acimulo de DIC (fluorescéncia verde) na regido acrossomal e peca
intermedidria e acimulo de PI (fluorescéncia vermelha) na cabeca - indica

espermatozdéides mortos.

e Atividade mitocondrial
A atividade mitocondrial foi determinada a partir da incubacdo do s€émen em
meio contendo Diaminobenzidine dissolvido em fosfato de Sédio, 0,15M, pH 7,2, a

uma concentragdo de 1mg/mL e manuseado na auséncia de luz.

Uma aliquota de 250uL de s€men (pds-descongelacdo) foi adicionada a 750uL
do meio de incubacdo, homogeneizada em tubo aberto, colocada em Banho-Maria a
37°C, durante 60 minutos, na auséncia de luz. Apds a incubagdo, foi preparado um
esfregaco da suspensio, fixado em formaldeido a 10%, por 10 minutos, lavados e secos
ao ar. Foram avaliados 200 espermatozdides, em objetiva de 100x, sob imersdao em 6leo,
usando microscopia de contraste de fase. = A atividade mitocondrial da peca
intermedidria dos espermatozdides foi classificada seguindo o proposto por HRUDKA

(1987):

o Classe 1: Bainha mitocondrial com aparéncia de um cilindro compacto e

proeminente — indica que quase todas as mitocondrias sdo ativas.



42

o Classe 2: Bainha mitocondrial fragmentada — indica segmentos ativos e inativos
com predominancia dos ativos.
o Classe 3: Bainha mitocondrial poucas mitocOndrias dispersas — indica
espermatozdides com menos da metade das mitocOndrias ativas.
o Classe 4: Bainha mitocondrial sem impregnacdo do corante — indica
espermatozdides completamente inativos.
Cada classe da escala foi multiplicada por um fator de corre¢do, como segue:
1:1,00; 2:0,50; 3:0,25; 4:0,00. Desta forma, foi calculado o indice de atividade
citoquimica (IAC), multiplicando-se o nimero de espermatozdides encontrados em cada

uma das classes pelo seu escore relativo.

e Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) para um
delineamento interiramente casualisado, seguido do teste de Tukey para comparagdo das

médias, ao nivel de 1% de probabilidade.

As médias obtidas a partir da aplicacdo dos testes foram correlacionadas através

do Coeficiente de Correlacio de Pearson.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes a avaliacdo cldssica do s€émen, pds-colheita, estdo expressos
na tabela 1. Nao houve diferenca significativa entre os grupos para os parametros
avaliados, exceto para defeitos de cauda, estando em acordo com os resultados de
ALMEIDA (2003) que encontrou diferenca entre animais com e sem “biparticdo”

escrotal apenas para defeitos totais.



43

Tabela 1. Médias e desvios padrdoes para volume, motilidade, vigor, turbilhdo,
concentracdo, defeitos de cabeca, defeitos de peca intermedidria e defeitos
de cauda, de espermatozdides caprinos, sem (G1) e com (G 2) divisdao
externa do escroto, Teresina-PI, 2008

Grupos
Parametros G1 G2
(n=24 amostras) (n=18 amostras)
Volume (mL) 0,79 + 0,50 0,48 +0,26"
Turbilhonamento (0-5) 3,20 +0,12% 3,27 +0,15%
Motilidade (%) 86,25 +0,13" 84,72 +£0,14"
Vigor (0-5) 3,54 +0,35" 3,33 £ 0,43"
Concentracio (x10%mm”) 2,27 + 0,49 2,17 +0,72°
Defeitos de cabeca (%) 2,79 +2,73% 1,27+ 1,43
Defeitos de peca intermediaria (%) 1,56 + 1,42% 0,91 +0,77*
Defeitos de cauda (%) 8,02 5,86 3,69 £2,33°

Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 1% de probabilidade.

O volume seminal foi de 0,79 £+ 0,50 para o grupo 1 e de 0,48 = 0,26 para o
grupo 2 estando dentro dos limites da normalidade para a espécie caprina que varia
entre 0,2 a 2,0 mL segundo MIES FILHO (1987). Considerando a conformagao
escrotal, NUNES et al. (1983) também verificaram valores inferiores a 1,0 mL nos dois
grupos de animais trabalhados (0,37 e 0,30), ndo havendo diferenca estatistica entre
animais com e sem “biparticio”. Da mesma forma, FELICIANO-SILVA e NUNES
(1988) nao observaram diferenca significativa para esta caracteristica, entre 0s grupos
com e sem biparticdo, no periodo seco e chuvoso (0,37 e 0,30; e 0,70 e 0,60,
respectivamente). J4& FELICIANO-SILVA et al. (1986) constataram valores superiores
no grupo de animais com escroto “bipartido” (1,2 mL) em relagdo ao grupo com escroto

nao “bipartido” (0,48 mL).
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O turbilhonamento com valores de 3,20 £ 0,12 e 3,27 + 0,15 para os grupos 1 e
2, respectivamente, encontra-se em concordancia com o padrio para o sémen de
caprinos, devendo ser igual ou superior a 3 (NUNES et al., 1997). NUNES et al. (1983)
também nao observaram influéncia da conformacio escrotal sobre esta caracteristica,
tendo encontrado valores de 3,56 + 0,82 e 3,36 + 0,70 para animais com escroto

“bipartido” e ndo “bipartido”, respectivamente.

A motilidade teve percentuais médios de 86,25 + 0,13 e 84,72 + 0,14 para os
grupos 1 e 2, respectivamente, estando dentro dos limites aceitdveis pelo CBRA (1998)
que € de 80%. CEZAR et al. (2002) observaram valores percentuais de motilidade que
variaram de 88,7, para animais sem “biparticao” escrotal (grau 0) a 92,14 em animais

com grau maximo de “biparti¢ao” (grau 2).

Quanto ao vigor espermadtico, obteve-se médias de 3,54 + 0,35 e 3,33 + 0,43 para
os grupos 1 e 2, respectivamente. Estes valores obedecem aos limites estabelecidos por
MIES FILHO (1987) e HAFEZ (1996), que deve ser igual ou superior a 3. Porém,
foram, numericamente, inferiores aos verificados por CEZAR et al. (2002) que
obteveram médias de 4,70; 4,67 e 4,86 para animais de escroto ndo “bipartido” (grau 0),

“biparticao” parcial (grau 1) e “biparticdo” total (grau 2), respectivamente.

A concentragdo espermadtica, expressa pelo nimero de espermatozdides por mm’
foi de 2,27x10°+ 0,49 e 2,17x10° + 0,72 para os grupos 1 e 2, respectivamente, estando
dentro dos padrdes fixados pelo CBRA (1998). Comparando animais com e sem
“biparticdo” escrotal, outros autores também ndo verificaram diferengas quanto a este
padrao, onde a variagdo manteve-se entre 3,94x10° e 3,98x10° sptz’s/mm3,
respectivamente (NUNES et al., 1983; FELICANO-SILVA et al., 1986; FELICANO-

SILVA e NUNES, 1988). No entanto, CEZAR et al. (2002) observaram maior
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concentracdo espermdtica no ejaculado de animais com “biparti¢do” escrotal em ralagao

ao grupo sem “biparticio” (2,64 e 1,60 x10®/mm’, respectivamente).

Dentre as patologias ou defeitos espermadticos verificou-se que o grupo 1
apresentou maior percentagem de espermatozdides com defeitos de cauda (8,02 + 5,86)
comparado ao grupo 2 (3,69 + 2,33). Da mesma forma, outros autores observaram que a
conformagdo escrotal influenciou na percentagem de patologias espermaticas, de modo
que animais sem divisdo externa do escroto apresentaram maior quantidade de
espermatozdides defeituosos em relagdo aos que apresentam esta caracteristica. A média
de patologias encontrada por esses autores foi de 22,20%, para animais sem “biparticao”
e 5,42%, para animais com “biparti¢ao” do escroto (NUNES et al., 1983; FELICIANO-

SILVA e NUNES, 1988; ALMEIDA, 2003).

A motilidade e o vigor espermdticos foram avaliados novamente apds a
descongelacao (Tabela 2), com o intuito de comparar os grupos estudados, além de

correlacionar estes parametros com os demais testes realizados neste experimento.

Tabela 2. Médias e desvios padrdoes para a motilidade e vigor espermdticos pods-
descongelagao de espermatozéides caprinos sem (G1) e com (G 2) divisao
externa do escroto, Teresina-PI, 2008

R Grupos
Parametros
G1 (n=24 amostras) G2 (n=18 amostras)
Motilidade pés- descongelacao 37,08 £ 1,33" 51,66 + 1,23*
Vigor poés-descongelacao 2,45 +0,14° 3,05+0,11°

Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 1% de probabilidade.

Os valores percentuais da motilidade pds-descongelagdo nio evidenciaram
superioridade de um grupo em relacdo ao outro. Por outro lado, quanto ao vigor, o

grupo 1 revelou média inferior (2,45 = 0,14) comparado ao grupo 2 (3,05 £ 0,11),



46

sugerindo que o sémen de animais com divisdao externa do escroto suporte melhor os
danos causados pelo choque térmico durante o processo de congelacdo e descongelagdo.
Os procedimentos utilizados para a criopreservacdao do sémen (dilui¢do, resfriamento,
congelacdo e descongelacdo) sdao bem conhecidos por causarem danos aos
espermatozéides (HAMMERSTEDT et al., 1990). De modo geral, os valores de
motilidade e vigor pds-descongelacdo estdo de acordo com os relatos de que o processo
de criopreservacao causa um decréscimo de cerca de 50% da viabilidade espermatica
decorrente dos efeitos de temperatura e osmolaridade, (AMMAN e PICKETT, 1987;
THOMAS et al., 1998), fato este, traduzido pela baixa percentagem de espermatozdides

moveis.

Para a avaliacdo das membranas plasmaticas através da coloracdo com sondas
fluorescentes, agrupou-se as cinco categorias estabelecidas na metodologia da seguinte
forma: categoria 1, membranas integras (coloracdo verde); categoria 2, membranas
parcialmente danificadas (coloracdo verde e vermelha) e categoria 3, membranas

danificadas (colora¢do vermelha), conforme demonstrado na figura 2.

Figura 2. Espermatozéides corados com DIC e PI: 1- membranas integras; 2-
membranas parcialmente danificadas; 3- membranas danificadas (Aumento de 100x).
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As percentagens de membranas integras (categoria 1) foram de 44,69 + 20,55 e
49,55 + 20,88, para membranas parcialmente danificadas (categoria 2) foram de 53,27
+20,89 e 48,28 + 20,97 e para membranas danificadas (categoria 3) foram de 2,04 +1,66
e 2,16 £ 2,61, para os grupos 1 e 2, respectivamente. Deste modo, ndo foi observada
diferenca significativa entre os grupos quanto a integridade das membranas plasmaéticas

(Tabela 3).

Tabela 3. Médias e desvios padrdes para a integridade da membrana plasmética (sondas
fluorescentes) de espermatozdides caprinos, sem (G1) e com (G 2) divisao
externa do escroto, Teresina-PI, 2008

Grupos
Categorias (%)
G1 (n=24 amostras) G2 (n=18 amostras)
Integra 44,69 + 20,55* 49,55 + 20,88
Parcialmente danificada 53,27 £20,89" 48,28 £20,97*
Danificada 2,04 +£1,66° 2,16 £2,61°
Total 100 100

Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 1% de probabilidade.

SODERQUIST et al. (1997), relacionando temperatura e tempo de
descongelacao de sémen caprino, observaram altas taxas de integridade da membrana
espermadtica para as amostras descongeladas a 70°C durante 5 segundos e a 50°C
durante 9 segundos (50,5 £ 1,5 e 47,3 + 1,5, respectivamente) comparadas as amostras
descongeladas a 35°C por 12 segundos (41,7 = 1,5). Estes valores foram préoximos aos
observados neste estudo, onde as amostras foram descongeladas a 37°C durante 30

segundos.
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BRISOLA et al. (1999) verificaram percentagens de membranas integras,
parcialmente danificadas e danificadas de 34,42, 9,94, 53,64 e 33,62, 7,94 e 58,44, para
sémen ovino, criopreservado, utilizando etilenoglicol e glicerol, respectivamente. No
presente estudo, utilizando o glicerol como crioprotetor, encontrou-se valores
semelhantes, aos do autor citado, para membranas integras; superior, para membranas

parcialmente danificadas; e inferior, para membranas danificadas.

AZEREDO et al. (2001), avaliaram o efeito da remocdo do plasma seminal e da
congelacao do sémen sobre a integridade da membrana plasmaética de espermatozdides
caprinos e verificaram médias de 32,99 + 12,99; 26,21 £ 12,79 e 3,11 £ 2,76 ¢ 2,85 +
1,86, para membranas integras; 9,72 + 5,09; 10,46 + 2,45 ¢ 10,94 £ 4,99 e 10,24 + 3,13,
para membranas parcialmente danificadas e 57,54 + 11,43; 60,19 £ 12,54 e 83,15 £ 6,31
e 83,36 + 4,87, para membranas danificadas utilizando sémen fresco e descongelado,
com e sem remocdo do plasma seminal. Os resultados encontrados neste estudo,
utilizando sémen descongelado e sem remoc¢do do plasma seminal, sdo superiores, para
membranas 1integras e parcialmente danificadas; e inferiores, para membranas

danificadas.

CAVALCANTE (2003), estudando a fertilidade de machos caprinos das racas
Boer e Alpina durante as estacdes reprodutiva e ndo reprodutiva, observou percentagens
de 20,33 £ 15,03 e 30,01 = 17,57 de membranas integras, 77,47 £ 5,69 e 66,52 + 43,77
de membranas parcialmente danificadas e 2,20 + 3,86 e 3,47 + 4,24 de membranas
danificadas, para o sémen pds-descongelacdo. Esses valores foram, numericamente,
inferiores aos deste estudo para membranas integras; superiores para membranas

parcialmente danificadas e semelhantes para membranas danificadas.



49

A viabilidade funcional da membrana plasmatica (teste hiposmético — HOST)

expressa pela tor¢do da cauda dos espermatozdides € apresentada na figura 3.

Figura 3. Espermatozéides submetidos ao HOST: 1- espermatozéide com membrana
plasmadtica danificada; 2- espermatozéide com membrana plasmadtica integra
(Aumento de 100x).

As médias observadas para os grupos 1 e 2 para membrana integra foram 34,91 +
13,88 e 36,50 + 11,82, e para membrana danificada foram 65,08 + 13,88 e 63,50 +
11,82 (Tabela 4). Deste modo, a conformacdo escrotal, provavelmente, ndo influenciou

na funcionalidade da membrana plasmatica espermatica.

Tabela 4. Médias e desvios padrdes para a integridade da membrana plasmatica
(HOST) de espermatozdides caprinos, sem (G1) e com (G 2) divisdo externa
do escroto, Teresina-PI, 2008

Grupos
Categorias (%)
G1 (n=24 amostras) G2 (n=18 amostras)
Integra (funcional) 34,91 + 13,88" 36,50 + 11,82%
Danificada (ndo funcional) 65,08 + 13,88" 63,50 + 11,82
Total 100 100

Meédias seguidas de letras mindsculas e iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.
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Os resultados deste estudo foram similares aos de SANTOS et al. (2001) que
encontraram médias de 36,3 £ 10,6 e 39,8 + 15,0, para membranas funcionais, em
sémen de caprinos jovens e adultos, pds-descongelacdo, utilizando solucdo a 60
mOsmol; e aos de SALGUEIRO et al. (2003) que, avaliando a qualidade do sémen
caprino pds-descongelacdo, encontraram percentagens de 96 e 31% de células com
membrana funcional para s€men fresco e descongelado, respectivamente. Entretanto,
FONSECA et al. (2001) e BITTENCOURT et al. (2005), utilizando a mesma
osmolaridade deste estudo, observaram médias de espermatozoéides reativos ao HOST

superiores (62,75 e 52,6%, respectivamente) as encontradas neste trabalho.

Para avaliar o acrossomo, utilizou-se a classificacdo proposta por ASSUMPCAO
et al. (2002). A primeira categoria, espermatozéides verdes em toda sua extensio,
correspondeu aos espermatozdides ndo capacitados (acrossomo integro); a segunda
categoria, espermatozdides com cabeca vermelha e com pecga intermedidria verde,
correspondeu aos espermatozdides capacitados (acrossomo danificado); e a terceira
categoria, espermatozdides com acrossomo € peca intermedidria verdes e regido
posterior da cabeca vermelha, correspondeu aos espermatozéides mortos (Figura 4).
Além destas, encontrou-se outras duas categorias, onde os espermatozdides
apresentavam a cabeca toda verde e a peca intermedidria vermelha, e outra com
espermatozoéides vermelhos em toda sua extensdo. Estas tltimas categorias, encontradas
com pouca freqiiéncia, foram agrupadas e receberam a denominacdo de ‘“‘outras
categorias”, por ndo se enquadrarem na classificacdo original proposta por

ASSUMPCAO et al. (2002).
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Figura 4. Espermatozéides corados com DIC e PI: 1- acrossomo integro; 2- acrossomo
danificado; 3- espermatozdides mortos (Aumento de 100x).

As médias encontradas de 44,69 + 20,55 e 49,55 + 20,88, para espermatozodides
com acrossomo integro; 36,81 + 23,62 e 30,11 + 23,57, para células com acrossomo
danificado e 16,33 + 7,37 e 18,13 £ 9,05, para espermatozdides mortos (Tabela 5).
Deste modo, ndo foi evidenciada diferenca entre os grupos 1 e 2 para a integridade

acrossomal.
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Tabela 5. Médias e desvios padrdes para a integridade do acrossomo espermaético de
caprinos, sem (G1) e com (G 2) divisdo externa do escroto, Teresina-PI,
2008

Grupos

Categorias (%) G1 G2

(n=24 amostras) (n=18 amostras)

Espermatozéide nao capacitado .
44,69 +20,55" 49,55 +20,88"
(acrossomo integro)

Espermatozéide capacitado )
36,81 + 23,62% 30,11 £ 23,57*
(acrossomo danificado)

Espermatozéide Morto 16,33 +7,37% 18,13 + 9,05%
Outras categorias 2,16 + 1,65 2,19 +2.62%
Total 100 100

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 1% de probabilidade.

ASSUMPCAO et al. (2002) utilizaram o cdlcio como agente capacitor
espermatico para s€émen bovino e avaliaram integridade do acrossomo aplicando a
mesma metodologia deste trabalho, observando médias superiores para a categoria
acrossomo integro (58,38%), semelhantes para acrossomo danificado (36,41%) e

superiores para espermatozoides mortos (5,21%).

NASCIMENTO (2006) utilizando os corantes PI e FITC-PSA, verificou
percentagem de 82,4 + 7,6 de membranas acrossomais intactas em sémen eqiiino; sendo

superior a média observada neste estudo.

RAPHAEL (2007) utilizando os corantes PI e FITC-PSA e trabalhando com
sémen eqiiino resfriado por 72h, observou, as 24h, percentagem de 35,06 + 3,7 para

acrossomos danificados, semelhante ao observado neste trabalho. Entretanto,
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GONZALEZ (2004) observou percentagem de 16,68 + 1,31 de acrossomos danificados,
utilizando técnica automatizada de congelacdo e glicerol como crioprotetor, para s€émen

de eqiiino, o que foi inferior ao observado neste trabalho.

Os espermatozéides que foram classificados, neste trabalho, em ‘“outras
categorias”, ndo foram mencionados por ASSUMPCAO et al. (2002). Entretanto foram
observados por HARRISON e VICKERS (1990) ao utilizarem o mesmo teste, porém

com a finalidade de avaliar a integridade das membranas plasméticas.

Quanto a atividade mitocondrial, observa-se na figura 5, as diferentes
classificacdes, que se revelam a partir da impregnag¢do do Diaminobenzidine sobre as

mitocondrias funcionais (ativas).

Figura 5. Espermatozdides caprinos corados com DAB: 1- quase todas as mitocondrias
ativas; 2- mitocOndrias ativas e inativas com predomindncia das ativas; 3-
menos da metade das miticOndrias ativas; 4- nenhuma mitocOndria ativa
(Aumento de 100x).
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O indice de atividade citoquimica foi de 50,98 e 55,71 para os grupos 1 e 2,
respectivamente (Tabela 6), sendo que a conformacdo escrotal ndo influenciou a

atividade mitocondrial.

Tabela 6. Médias e desvios padrdes para o nimero de espermatozodides e indice de
atividade citoquimica, por classes, avaliadas no s€men de caprinos, sem (G1)
e com (G 2) divisdo externa do escroto, Teresina-PI, 2008

Grupos
Classes G1 (n=24 amostras) G2 (n=18 amostras)
N° sptz IAC N° sptz IAC
1 60,96 + 37.40° 30,48 78,17 £22.63" 39,08
2 63,08 +21.28" 15,77 56,55 +27.57° 14,13
3 37,87+ 32.57° 4,73 20,05 +9.34° 2,50
4 29,91 +17.38" 0 45,11 £22.54* 0
TOTAL (IAC) ) 50,98" ) 55,71*

1- quase todas as mitocOndrias ativas; 2- mitocOndrias ativas e inativas com predominéncia das ativas; 3-
menos da metade das miticOndrias ativas; 4- nenhuma mitocondria ativa; IAC- indice de atividade
citoquimica.

Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 1% de probabilidade.

CAVALCANTE et al. (2005), trabalhando com sémen de caprinos, e aplicando
igual metodologia de avaliacdo da atividade mitocondrial, obtiveram indices superiores
aos encontrados neste trabalho, sendo de 66,00 e 67,25 para o sémen descongelado, de

animais das racas Boer e Alpina, respectivamente.

Estudos sobre a atividade mitocondrial t€ém sido bem explorados na espécie
equina. Neste sentido, RAPHAEL (2007), utilizando uma combinag¢do entre os corantes
PI, FITC-PSA e JC-1 para avaliar simultamente membrana plasmadtica, acrossomo e
fun¢cdo mitocondrial, encontrou, apds 24h de refrigeracdo do sémen equino, média de

51,90 de potencial de membrana mitocondrial em um dos animais estudados. Este
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resultado foi numericamente préximo ao deste trabalho. Entretanto, GONZALEZ
(2004) usando os corantes PI, FITC-PSA e JC-1, observou média de funcdo
mitocondrial de 19,10 e NASCIMENTO (2006) utilizando PI, FITC-PSA e MITO,
obteve média de 41,20, as quais foram inferiores as do presente estudo.

Todos os testes realizados foram correlacionados entre si € com a motilidade e o
vigor espermdticos pos-descongelagcao (Tabela 7), a fim de avaliar a habilidade destes,
em predizer a capacidade fertilizante de um ejaculado.

Foi observada correlacdo positiva entre o vigor e a motilidade espermatica pds-
descongelac¢ao, sendo indicativo de certo grau de dependéncia entre essas varidveis.

Nao houve correlacdo entre integridade das membranas plasmadticas, para ambos
os testes (sondas fluorescentes e HOST), com a motilidade espermatica, igualmente ao
observado por MELO et al. (2005), quando utilizaram o HOST para avaliar a
viabilidade do sémen eqiiino. As lesdes da membrana podem ndo estar associadas a
perda da motilidade espermatica (LIN et al.,, 1998). Isto porque a motilidade dos
espermatozoéides ndo depende exclusivamente do transporte de elementos através da
membrana, mas de indmeros fatores bioquimicos (MOHANACHANDRAN NAIR et
al.,, 1998). Contudo, outros trabalhos correlacionaram positivamente integridade da
membrana plasmatica e motilidade espermadtica, a partir da aplicagdao do HOST (MELO,
1999 e SILVA et al. 2006) e da utilizacdo do HOST e das sondas fluorescentes
(SOUZA et al. 2001).

Houve correlagdo positiva entre os testes HOST e coloragdo com sondas
fluorescentes. Constatagcdo similar foi observada por NEILD et al. (1999), queestudaram
sémen de equinos. Entretanto, VASQUEZ et al. (1997) encontraram diferenca

significativa entre esses testes trabalhando com sémen suino.
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O HOST € capaz de avaliar funcionalidade da membrana plasmatica,
especialmente da cauda (JEYENDRAN et al., 1984), enquanto que as sondas
fluorescentes avaliam principalmente as membranas da cabeca espermatica
(HARRISON e VICKRES, 1990). Porém, estas afirmagdes ndo invalidam a utiliza¢ao
do HOST para avaliacio da membrana da cabeca e a utilizacdo das sondas para a cauda

(SOUZA et al., 2001), conforme demonstra a correlagao entre os dois testes.

Houve correlac@o positiva entre a integridade do acrossomo e da membrana
plasmatica. Este achado encontra respaldo nas afirmacdes de WATSON et al. (1987), ao
mencionarem que a lesdo das membranas na regiao da cabeca do espermatozoide parece
ser progressiva, comecando com a membrana plasmatica e, posteriormente, envolvendo
o acrossomo. CHAN et al. (1996), relatam que a integridade da membrana acrossomal

pode estar relacionada com a integridade de outras membranas.

A atividade mitocondrial e a integridade de membrana se correlacionaram
negativamente. Segundo WATSON et al. (1987) a mitocondria pode se apresentar

inativa enquanto a membrana permanece intacta.

Nao houve correlacdo entre atividade mitocondrial e motilidade espermatica,
corroborando com SILVA e GADELLA (2006) quando relatam a existéncia de
enzimas, envolvidas na glicélise, na bainha fibrosa da cauda. Entretanto, outros autores
afirmam ser indispensdvel a producido de ATP pelas mitocondrias para haver motilidade

espermdtica (PAPAIOANNOU et al.,1997; CONNELL et al., 2002).
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Tabela 7. Coeficientes de correlacdo entre a motilidade e vigor espermdticos pds-descongelacdo e testes especializados para avaliagdo do s€men

A B C D E F G H I J K L M N )
A i - ] i i ] i ] i i ] ] i ] i
B 0,48% -
0,0001 . ) ) . ) . ) ) . . ) . )

C 0,11 0,10

0,46 0,50 i ) ) i ) i ) ) i i ) i )
D -0,09 -0,08 -0,99"

0,55 0,58 0,0001 ) ) i ) i ) ) i i ) i )
E -0,21 -0,16 0,06 -0,16

0,17 0,29 0,69 0,30 ) . ) . ) ) . . ) . )
F 0,09 0,15 0,60%* -0,59* -0,10

0,54 0,31 0,0001 0,0001 0,49 . ) . ) ) . . ) . )
G -0,09 -0,15 -0,60" 0,59 0,10 -1,00"

0,54 0,31 0,0001 0,0001 0,49 0,0001 ) i ) ) i i ) i )
H 0,11 0,10 1,00% -0,99" 0,06 0,60* -0,60"

0,46 0,50 0,0001 0,0001 0,69 0,0001 0,0001 i ) ) i i ) i )
I -0,06 -0,03 -0,93" 0,94* -0,15 -0,47* 0,47 -0,93*

0,69 0,80 0,0001 0,0001 0,33 0,001 0,001 0,0001 ) . . ) . )
J -0,05 0,11 0,17 0,17 0,03 0,13 0,13 0,17 -0,49

0,72 0,48 0,27 0,26 0,83 0,39 0,39 0,27 0,0008 . . ) . )
K 0,21 -0,06 0,27 -0,26 0,08 0,24 -0,24 0,27 -0,30 0,18

0,16 0,69 0,07 0,08 0,58 0,12 0,12 0,07 0,05 0,23 i i ) i )
L 0,25 -0,10 -0,37* 0,37* -0,04 0,24 0,24 -0,37* 0,32 0,02 0,12

0,09 0,52 0,01 0,01 0,77 0,11 0,11 0,01 0,03 0,85 0,44 i ) i )
M 0,12 0,07 -0,01 0,01 0,003 -0,04 0,04 -0,01 0,10 0,27 -0,81* 0,23

0,41 0,64 0,92 0,92 0,98 0,78 0,78 0,92 0,49 0,07 0,0001 0,14 ) . )
N 0,18 0,05 0,10 0,12 0,15 0,02 -0,02 0,10 -0,15 0,14 0,05 -0,61* 0,15

0,25 0,72 0,50 0,44 0,32 0,89 0,89 0,50 0,32 0,35 0,71 0,0001 0,32 )
0 0,11 -0,09 0,15 0,13 -0,09 0,15 0,15 0,15 -0,19 0,22 0,91* 0,24 -0,88" 0,18

0,46 0,56 0,34 0,38 0,55 0,32 0,32 0,34 0,20 0,15 0,0001 0,12 0,0001 0,23

A- motilidade p6s-descongelacdo; B- vigor pds-descongelacdo; C- MP integras (sondas fluorescentes); D- MP parcialmente danificada (sondas fluorescentes); E- MP
danificadas (sondas fluorescentes); F- MP integras (HOST); G- MP danificadas (HOST); H- sptz’s ndo-capacitados (acrossoma integro); I- sptz’s capacitados
(acrossoma anificado); J- sptz’s mortos; K- sptz’s com mais da metade das mitocOndrias ativas; L- sptz’s com metade das mitocOndrias ativas; M- sptz’s com menos
da metade das mitocondrias ativas; N- sptz’s com todas as mitocondrias inativas; O- IAC; Correlagio de Pearson - *positiva a 1%; "negativa a 1%.
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CONCLUSAO

A conformacdo escrotal influenciou a patologia da cauda, na pds-colheita, e o
vigor, apds descongelagao.

A integridade e funcionalidade da membrana plasmadtica, acrossomo e
mitocondrias ndo foram influenciadas pela conformacao escrotal.

As correlagdes entre os testes aplicados indicam que a associagdo de testes
classicos e especificos na avaliagdo do sémen, pode, com mais eficiéncia, predizer a

capacidade fertilizante de um ejaculado.
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APENDICE

1 Composicao do Diluidor

A. TRIS concentrado
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TRIS (hidroximetilaminometano)*** 12,11¢g
Acido citrico®** 6,8g
Frutose*** 2,5¢
Lactose*** 2,5¢
Agua destilada g.s.p. 68,mL
Clicerina*** g.s.p. 100mL
Garamicina (1:10.000) 0,7mL
Corrigir o pH para 6,8
B. TRIS uso imediato
Solucdo A 10mL
Agua destilada 30,mL

Gema de ovo

10mL
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2 Composicao da Soluc¢iao hiposmoética (150 mOsm/L)

A. Solugdo 1 a 300 mOsm/L

Citrato trissodico™*** 1,47¢g

Frutose®** 2,7g

Diluir o citrato em 50mL de 4dgua tri-destilada deionizada. Com esta solucdo diluir a

frutose. Acrescente dgua até atingir o volume de 100mL.

B. Solucdo 2 a 150 mOsm/L

Solugdo 1 25mL
Agua destilada g.s.p S0mL

Aferir a osmolaridade em osmdmetro
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3 Composicao das solugées para avaliacio da membrana plasmatica espermatica

sob microscopia de fluorescéncia

A. Solugdo estoque salina

Componentes g/100mL
NaCl* 0,8183
Glicose*** 0,0186
KCI* 0,1799
Alcool polivinilico** 0,0500
Polivinilpirrolidona*** 0,0500
HEPES (3375)** 0,2383
HEPES (7006)** sal de s6dio 0,2603

O pH ajustado para 7,55 com NaOH* a IN e a solug@o estocada a 4°C por trés meses.

B. Solugdo de formaldeido

Formaldeido a 37%* 0,0250g
Agua destilada 10mL

Preparada imediatamente antes de cada experimento.

C. Solucdo estoque de Iodeto de Propidio

Iodeto de Propidio™* 0,0005g

Solugdo salina isotdnica ImL




D. Soluc¢do estoque de Diacetato de Carboxifluoresceina

Diacetato de Carboxifluoresceina™** 0,0005g

Dimetilsulfoxido* 1mL

Ambas as solucdes (itens C e D) foram estocadas a -20°C, em local escuro, por tempo

indeterminado.

E. Solucdo Corante (meio de colorac¢io)

Solugdo estoque de Iodeto de Propidio 10uL
Solucgdo estoque de Diacetato de Carboxifluoresceina 20uL
Solu¢do de Formaldeido 20uL
Solugdo estoque salina ImL

A solugdo corante foi preparada, no maximo, 1 hora antes do uso.

*MERCK, Rio de Janeiro — Brasil.
**SIGMA, Chemical Co.,MO, USA.
*#*VETEC, Rio de Janeiro — Brasil.



