Archives of Veterinary Science v. 10, n. 2, p. 89-93, 2005
Printed in Brazil ISSN: 1517-784X

AVALIAGCAO DA ATIVIDADE MITOCONDRIAL EM ESPERMATOZOIDES POS-COLHEITA E POS-
DESCONGELACAO DE CAPRINOS DAS RACAS BOER E ALPINA NO OUTONO E PRIMAVERA

(Evaluation of mitochondrial activity in spermatozoids after collecting and
posthawing in Boer and Alpine goats in autumn and spring)

CAVALCANTE, T.V."; ESPER, C.R.?; FERREIRA, J.L."; DIAS, F.E.F.";
AZEVEDO, H.C.3; CORDEIRO, M.F.2; SOUZA, J.A.T.*

"Medicina Veterinaria e Zootecnia/Universidade Federal do Tocantins/Araguaina-TO;
2Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias/Unesp/Jaboticabal-SP;

SCNPTC - Centro Nacional de Pesquisa Tabuleiros Costeiros, EMBRAPA, Aracaju-SE;
“Universidade Federal do Piaui/ Centro de Ciéncias Agrarias/Teresina-Pl.

RESUMO - Os espermatozdides caprinos realizam a respiragao mitocondrial, mantendo um balanco energético
necessario para o transporte e as demais funcdes celulares. Um teste objetivo de avaliacdo quantitativa e
qualitativa da atividade mitocondrial em espermatozéides caprinos foi aplicado no sémen de nove reprodutores
das racas Boer (n=5) e Alpina (n=4) colhidos e congelados em diluidor TRIS em duas estacdes. A colheita do
sémen foi realizada com auxilio da vagina artificial, totalizando 135 ejaculados e foram confeccionados
esfregacos com sémen pos-colheita e pos-descongelacédo. Para a determinagao da atividade mitocondrial foi
utilizado o procedimento citoquimico desenvolvido e validado por HRUDKA (1987). Esta técnica é baseada
na oxidagao da 3,3-diaminobenzidine (DAB) pela enzima em reagao em cadeia, onde o reagente é polimerizado
e depositado na bainha mitocondrial ao longo da peca intermediaria dos espermatozoéides. Foi determinado
um indice médio de atividade citoquimica (IAC) de 74,37%, 74,37% no outono, 77% e 77,75% na primavera.
E 85,62% e 85,93 no poés-colheita, 66% e 67,25% pos-descongelacdo para as racas Boer e Alpina,
respectivamente. As variaveis racas, pés-colheita e pds-descongelacdo, classes (IAC), e estacdo foram
estudadas por meio de ANOVA. Nao foram observadas diferencas estatisticas para ragas, classes, bem
como para as estacoes. Entretanto, efeito significativo entre as amostras pds-colheita e pds-descongelacéo
(P<0,01). Conclui-se que as células espermaticas de caprinos colhidos em duas estagdes do ano, e das
racas estudadas, apresentam indice de atividade citoquimica similares, o que evidencia semelhante metabolismo
aerdbico dos espermatozoides.
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ABSTRACT - Caprine spermatozoa undergo glycolisis and mitocondrial respiration to keep the necessary
energy balance to their transportation and other cellular functions. An objective test to evaluate
quantitatively and qualitatively mitochondrial activity in caprine spermatozoa was applied in the analysis
of semen samples of 9 bucks from Boer (n=5) and Alpine (n=4) breeds. Samples were collected and
frozen in TRIS medium in two different year seasons. Semen collection was performed using artificial
vagina to obtain 135 ejaculates, which were used to post-collection and post-frozen extended in sildes.
To determine mitochondrial activity, a citochemical procedure developed and validated for HRUDKA
(1987) was used. The technique is based on the enzymatic 3,3’-diaminobenzidine (DAB) oxidation,
where the reagent is polymerized and attached to the mitochondrial membrane throughout the spermatic
intermediary piece. A medium level of citochemical activity (IAC) was determined as being 74,37%,
74,37% during Autumn and 77% e 77,75% during Spring for Boer and Alpine breeds, respectively. For
post-collection IAC levels were 85,62% and 85,93 and for post-frozen 66% and 67,25% for Boer and
Alpine breeds, respectively. ANOVA test was used to evaluate breed, post-collection, post-frozen, IAC
rates and year season parameters. Differences were not noticed for breed, IAC rates and year season.
Nonetheless, there was a significant effect among samples for post-collection and post-frozen analysis
(P<0,01). It was concluded that caprine spermatozoa collected in two different year seasons, in the two
breeds, presented similar IAC levels, what makes evident that there is similar aerobic spermatic
metabolism.
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Introducao

Na rotina de analise de sémen para a
predicao da fertilidade, a concentragao,
motilidade e morfologias espermaticas, sao
avaliadas, na tentativa de se obter informacoes
sobre o estado da espermatogénese e do
potencial de fertilizacdo do espermatozéide.

Porém, estes testes sdo limitados e nao
podem avaliar a real habilidade de fertilizag&o.
Andlises da funcao espermatica tém obtido
importancia nas Gltimas décadas, ja que as
técnicas convencionais ndo tém demonstrado
estimar acuradamente e repetidamente a
fertilidade da amostra de sémen (CORREA et
al., 1997). Deste modo, o desenvolvimento de
técnicas que buscam a avaliacdo do status
funcional das organelas espermaticas
(acrossomo, mitocéndria), ou a integridade de
muitos componentes celulares, permite um
diferente acesso para o problema (GRAHAM,
2001).

Os espermatozéides sao células
metabolicamente ativas que realizam tanto a
glicélise como a respiracao mitocondrial,
mantendo um adequado balangco energético
necessario para o transporte e as demais
funcdes celulares (BARBOSA e ESPER, 1997).

O comprimento da peca intermediaria dos
espermatozdides tem sido considerado
indicador biolégico, que pode ser usado como
preditor de caracteristicas importantes em
bovinos (LUKEFAHR e HOHENBOKEN, 1981).
A peca intermediaria é composta de
mitocdndrias circundando a regidao proximal do
flagelo, sendo possivel que um aumento no seu
comprimento poderia estar associado a uma
maior taxa de fosforilacdo 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 perda oxidativa
do DNA mitocondrial e da estrutura da
membrana podem ser um fator de grande
importancia para explicar a diminuigdo da
fertilidade e motilidade do sémen
criopreservado (CUMMINS et al. 1994), ja que
as mitocéndrias da peca intermediaria do
espermatozoide produz energia para suportar
a motilidade; alteracées no potencial da
membrana mitocondrial pode ser um bom
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indicador da diminuicdo desta funcdo (PENA
et al. 2003).

Considerando tais aspectos, diretamente
relacionados com o transporte espermatico,
decorrentes da estrutura morfolégica, funcional
e bioquimica da peca intermediaria dos
espermatozéides, e a necessidade de
identificar caracteristicas do espermatozdide,
que reflitam na sua habilidade fertilizadora, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia
de duas estacbes distintas dos reprodutores
das racas Boer e Alpina com a seguinte prova
in vitro: Atividade Mitoncondrial.

Materiais e Métodos

Local do experimento e animais: Apds exame
clinico geral e androlégico, foram selecionados
nove reprodutores (com idade entre dois e cinco
anos) das racas Boer (n=5) e Alpina (n=4),
considerados normais e mantidos no Setor de
Pequenos Ruminantes do Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia da FMVZ/
Unesp, Campus de Botucatu.

O experimento foi conduzido nas estagoes,
reprodutiva (outono) e nao reprodutiva
(primavera) para colheita e congelagao do
sémen e prova in vitro. Os machos foram
mantidos em regime de criagéo intensiva, sob
luminosidade natural, em uma latitude de
22°53’S e longitude 48°29’'W, recebendo 0,9
KgMS/cabeca/dia de ragdo completa
(concentrado + volumoso) e disponibilidade ad
libitum de sal mineral e agua.

Prova in vitro - Avaliacdo Mitocondrial: A
atividade citoquimica foi determinada usando
o método descrito por HRUDKA (1987).
Amostras de sémen in natura e apés
descongelacdo foram incubadas em meio
contendo diaminobenzidine (DAB-Sigma,
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) dissolvido
em fosfato de sédio 0,15M, pH 7,2, a uma
concentracdo de 1mg/mL e manuseado na
auséncia de luz.

Uma aliquota de 10 uL (in natura) e 250 pL
(p6s-descongelacao) de sémen foi adicionada
a1 mL e 750 uL, respectivamente, do meio de
incubacao, homogeneizada em tubo de ensaio
aberto, colocada em banho-maria a 37°C,
durante 60 minutos, na auséncia de luz. Para
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cada ensaio realizado, um controle negativo foi
obtido da incubacao de uma amostra de sémen
aquecida a 100°C por cinco minutos e
adicionada ao meio de incubac¢do nas mesmas
proporcdes do teste.

Apo6s incubacao foram preparados dois
esfregacos de cada suspensdo, fixados em
formaldeido 10% por 10 minutos, lavados e
secos ao ar. As avaliacdes dos
espermatozéides foram feitas em objetiva 100x,
sob imersao em 6leo, usando microscopia de
contraste de fase (Nikon, modelo SKT, Japan).
Foram classificados 200 espermatozoides (200
por duplicata) por ejaculado.

A avaliacéo da atividade mitocondrial da peca
intermediaria dos espermatozéides obedeceu
escala de quatro classes propostas por
HRUDKA (1987), onde:

- Classe 1: Quase todas as mitocondrias séo
ativas, ou seja, contém um produto de reacao
colorida dando a bainha mitocondrial a
aparéncia de um cilindro compacto e
proeminente.

- Classe 2: A bainha mitocondrial aparece
fragmentada, isto é, consiste em segmentos
ativos e inativos com predominéancia dos ativos.

- Classe 3: Espermatozéides com menos da
metade da bainha mitocondrial ativa e com
poucas mitocéndrias ativas dispersas.

- Classe 4: Espermatozéides completamente

inativos.

Cada classe da escala foi multiplicada por
um fator de correcdo, como segue: 1:1,0; 2:0,5;
3:0,25; 4:00. Desta forma calcula-se o indice
de atividade citoquimica (IAC), multiplicando-
se 0 numero de espermatozéides encontrados
em cada uma das classes pelo seu escore
relativo.

Os testes foram feitos em duplicata de todos
ejaculados (sémen fresco e congelado) de cada
reprodutor em cada estacéo.

Realizou-se uma analise de variancia
seguida do teste de comparacdao mdltipla de
Tukey-Kramer para cada uma das variaveis
estudadas. Todas as informagdes foram
analisadas usando SAS System v.8.2 (SAS,
2003), usando-se os procedimentos GLM,
FREQ e TTEST, e utilizou-se um nivel de
significancia de 0,01 para todos os testes de
hipoteses.

Resultados e Discussao

Os valores médios do numero de
espermatozoides e o indice de atividade
citoquimica nas amostras pés-colheita e pds-
descongelacdo, no outono e na primavera,
distribuidos nas quatro classes de atividade,
das racas Boer e Alpina, encontram-se nas
TABELAS 1 e 2, e FIGURA 1.

TABELA 1 — MEDIAS E DESVIOS PADROES (+) AJUSTADOS POR QUADRADOS MiNIMOS PARA
O NUMERO DE ESPERMATOZOIDES E iNDICE DE ATIVIDADE CITOQUIMICA (IAC),
POR CLASSES, DE ACORDO COM HRUDKA (1987), AVALIADAS NO SEMEN
CAPRINO, POS-COLHEITA E POS-DESCONGELACAO, DAS RACAS BOER E

ALPINA, BOTUCATU-SP, 2002.

Classes Pés-colheita Pds-descongelagéo
Ne Sptz (IAC) N® Sptz (IAC)
Boer(n=41) Alpina (n=44) Boer (n=38) Alpina (n=41)
1 169+4° (84,5) 169+4° (84,5) 109+4°(54,5) 107+3° (53,5)
2 3+1°(0,75) 2+1°(0,5) 37+2% (9,25) 48+1% (12)
3 3+1°(0,37) 7+1°(0,93) 18+12 (2,25) 14412 (1,75)
4 22+3%(-) 25+3% (-) 34+3°% (-) 34+3% (-)
Total (%) 85,62 85,93 66,00 67,25

Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P>0,01);
n=numero de observagdes para cada parametro.
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TABELA 2 - MEDIAS E DESVIOS PADROES () AJUSTADOS POR QUADRADOS MINIMOS PARA O
NUMERO DE ESPERMATOZOIDES E INDICE DE ATIVIDADE CITOQUIMICA (IAC), POR
CLASSES, DE ACORDO COM HRUDKA (1987), AVALIADAS NO SEMEN CAPRINO DAS
RACAS BOER E ALPINA, NO OUTONO E PRIMAVERA, BOTUCATU-SP, 2002.

Classes Outono Primavera
N® Sptz (IAC) Ne Sptz (IAC)
Boer(n=41) Alpina (n=45) Boer (n=38) Alpina (n=40)
1 137+4° (68,5) 135+3% (67,5) 14145%(70,5) 140+4° (70,0)
2 18+2° (4,5) 23+1%(5,75) 2142 (5,25) 27+1% (6,75)
3 11+1%(1,37) 9+1%(1,12) 10+10° (1,25) 8+8% (1,0)
4 31+3%(-) 3143%(-) 2644° (-) 23+3% (-)
IAC (%) 74,37 74,37 77,00 77,75

Médias seguidas da mesma letra, nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P>0,01);
n=numero de observacdes para cada parametro.

A analise de variancia revelou que ndo houve
diferencga estatistica entre amostras do outono
e da primavera (TABELA 1), demonstrando que
nas condigdes do estudo, os machos caprinos
das ragas Boer e Alpina ndo apresentaram
comportamento reprodutivo estacional.
Entretanto, houve efeito significativo entre as
amostras pdés-colheita e pds-descongelagao
(P<0,01) nas classes 1, 2 e 3 (TABELA 2).

A distribuicao de espermatozéides em varias
classes, em diferentes freqliéncias, demonstra
a coexisténcia de espermatozdides com
atividade normal, reduzida e ausente,
confirmando a visao geral de que um mesmo
ejaculado apresenta um montante de
espermatozdides compreendendo células
intactas, senescentes e mortas (SALISBURY e
VANDENMARK, 1961).

Os indices de atividade citoquimica para
amostras pos-colheita, ragas Boer e Alpina, foram
85,62 e 85,93, enquanto que os indices para as

amostras pos-descongelacao foram 66,00 e
67,25, para racas Boer e Alpina, respectivamente.
Estes indices significam que mais da metade das
mitocondrias estao ativas nos espermatozoides
apo6s a descongelacao, o que é compativel para
suportar o percentual de motilidade espermatica
quando avaliada ap6s a descongelacéo.
SOOSALU et al. (1975) verificaram ser possivel
a existéncia de espermatozéides vivos, mas
iméveis.

O indice de atividade citoquimica das amostras
pbs-descongelacao foi numericamente préximo
ao verificado por BARBOSA e ESPER (1997)
para o sémen poés-descongelacao de touros
mesticos, que foi de 65,00+1,48%.

Conclui-se que os espermatozoéides caprinos
colhidos em duas estag¢des do ano, e das racas
estudadas, apresentam indice de atividade
citoquimica similares, o que evidencia um
mesmo metabolismo aerdbico dos
espermatozoides.

FIGURA 1 - ESPERMATOZOIDEAS CAPRINOS CORADOS COM DAB. CATEGORIAS: 1-MITOCONDRIAS
ATIVAS; 2 - MITOCONDRIAS ATIVAS > INATIVAS; 3- MITOCONDRIAS ATIVAS < NATIVAS; 4-
MITOCONDRIAS INATIVAS. AUMENTO DE 1000X.
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