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RESUMO

Objetivou-se avaliar a motilidade e o vigor de espermatozoides bovinos (in natura) quando
submetidos a diferentes tipos de carboidratos. Trés amostras de sémen de cada quatro touros da raga
Gir leiteiro foram utilizadas. Estas foram divididas em grupos: glicose (6mM); frutose (6mM);
lactose (6mM) e sacarose (6mM), definindo assim quatro grupos e uma aliquota foi mantida sem a
presenca de carboidratos. Todas as amostras foram acondicionadas em tubos tipo eppendorf e
mantidas a 37C em banho maria e avaliadas quanto a motilidade e vigor em intervalos de 10 mim,
em microscopia de campo claro x10. Os dados foram expressos em média e desvio padrdo. Analise
de variancia (ANOVA) foi realizada seguida pelo pds-teste de Tukey. P <0.05. Das analises dos
carboidratos foi observado que os valores de motilidade e vigor para as amostras que estavam na
presenca de frutose apresentaram diferenca estatistica quando comparada os demais grupos com
carboidratos. A acdo de diferentes carboidratos sobre a motilidade espermatica ndo esta diretamente
ligada ao tipo de carboidrato e sim a aspectos bioquimicos das células espermaticas caracterizado
pela especificidade do carboidrato e concentracdo utilizada.

Palavras-chave: Metabolismo, Espermatozoide, Viabilidade

ABSTRACT

The objective was to evaluate bovine spermatozoa (in natura) motility and vigor when submitted to
different types of carbohydrates. Three semen samples from every four Gir dairy bulls were used.
These were divided groups: glucose (6mM); fructose (6mM); lactose (6mM) and sucrose (6mM);
thus defining four groups and an aliquot was maintained without the presence of carbohydrates. All
samples were placed in tubes and kept at 37°C in a water bath and evaluated for motility and vigor
at 10 min intervals, in x10 bright field microscopy. Data were expressed as mean and standard
deviation. Variance analysis (ANOVA) was performed followed by Tukey's post-test. P<0.05. From
the analyzes of the carbohydrates, it was observed that the motility and vigor values for the samples
that were in the presence of fructose showed statistical difference when compared to the other
groups with carbohydrates. The different carbohydrates action on sperm motility is not directly
linked to the carbohydrate type, but to biochemical aspects of sperm cells characterized by the
carbohydrate specificity and the concentration used.

Keywords: Metabolism, Sperm, Viability

1 INTRODUCAO

A avaliacdo da viabilidade do sémen é uma ferramenta que apresenta grandes vantagens para
0 programa de reproducdo de bovinos. Estudos dos aspectos microscopicos do sémen como a
motilidade e o vigor sdo de grande relevancia para a selecdo de doadores de sémen uma vez que a
relacdo entre a taxa de fertilidade é relevante. (RONDA et al., 2019).

Contudo para a obtencédo de resultados positivos nos processos de reproducdo € necessario
observar que fatores externos podem influenciar a resposta das células da linhagem reprodutiva,

pois tornam-se essenciais 0s mecanismos bioquimicos e fisiol6gicos que acometem estas células,
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uma vez que estas utilizam uma grande quantidade de ATP e consequentemente necessitam de alta
producdo de energia (VASCONCELOS et al., 2009).

Dois processos metabdlicos denominados glicdlise e respiracdo, mantém um adequado
balango energético a célula espermatica, sendo suas taxas largamente dependentes da concentragédo
de substrato e oxigénio no sémen (MANN, 1975). Em presenca de oxigénio, 0s espermatozoides
utilizam uma variedade de substratos incluindo &cidos graxos, acido latico, glicerol, certos
aminoécidos e sorbitol (HAMMERSTEDT, 1975; MANN;LUTWAK-MANN, 1981).

O metabolismo oxidativo dos espermatozoides bovinos tem relacdo com a taxa de consumo
de oxigénio dos espermatozoides, como relatado por Yanagimachi (1974), que observou resultados
significativos na relacdo da maior motilidade, com o maior o consumo de oxigénio. Posteriormente,
Chow e colaboradores (1986) descreveram que a capacidade de fosforilacdo do sémen bovino
favorece mudancas bioquimicas nas células espermaticas durante a capacitacao in vitro.

Para tal enzimas hexoquinase, lactato desidrogenase entre outras Sd0 necessarias para
metabolizar frutose e outras hexoses, e que estdo relacionadas a aspectos fisioldgicos das células
espermaticas como a propria motilidade espermatica (SCHALLER; GLANDER, 2000).

Assim, 0 objetivo do trabalho foi avaliar a motilidade e o vigor de espermatozoides bovinos

(in natura) quando submetidos a diferentes tipos de carboidratos.

2 METODOLOGIA
O projeto foi aprovado pelo comité de ética em experimentacdo Animal da Universidade de
Uberaba, protocolo n° 013/2018

Coleta de sémen e Animais

Foram utilizadas trés amostras de sémen de cada quatro touros da raca Gir leiteiro (Bos taurus
indicus) (n=12), com 48 a 60 meses de idade. Para a coleta do sémen foi utilizado o método de
eletroejaculacdo (EE), empregando-se o aparelho eletroejaculador modelo (TK5000CS3). Os
ejaculados foram coletados em tubos coletores graduados, acoplados a funis previamente aquecidos
a 37 °C.

Os parametros minimos das amostras de sémen para o presente estudo foram: motilidade total
(£50%), vigor espermatico (< 3), e concentracdo espermatica (< 6x108/
ml); para avaliacdo da motilidade e vigor, como também concentracdo espermatica seguiram
conforme ao relatado por Oliveira et al 2018. As analises morfoldgicas foram realizadas por meio

de preparagdo Umida, com auxilio de microscopia de contraste de fase em aumento de 1000x. Foram
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avaliadas 1000 células por ejaculado, quanto a defeitos esperméaticos maiores, menores e totais,
conforme relatado por Ronda et al 2019.

Todos os animais receberam o mesmo manejo alimentar e estavam alocados em piquetes
individuais na fazenda experimental Getulio Vargas’/EPAMIG, localizada em Uberaba-MG, com
mesma dimensdo e predominancia de capim do género Pannicum sp, e fornecimento de agua e

mistura mineral ad libitum, em area de lazer com sombreamento artificial de 4m2/animal.

Delineamento Experimental

Cinco grupos de estudo foram comparados com o intuito de avaliar a resposta de motilidade
e vigor do espermatozoide bovino, na presenca de diferentes carboidratos. Para tal o sémen fresco
foi fracionado e diluido (objetivando alcancar a concentragio espermatica de 6 x107 sptz/ml), nos
carboidratos glicose (6mM); frutose (6mM); lactose (6mM) e sacarose (6mM), definindo assim
quatro grupos e uma aliquota foi mantida sem a presenca de carboidratos (diluida em solucdo PBS).
Todas as amostras foram acondicionadas em tubos tipo eppendorf e mantidas a 37C em banho maria
e avaliadas quanto a motilidade e vigor em intervalos de 10 mim, em microscopia de campo claro
x10.

Estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o programa Graphpad prism 6.0 (Graphpad software Inc.,
San Diego, USA). Os dados foram expressos em média e desvio padrdo. Analise de variancia
(ANOVA) foi realizada seguida pelo pés-teste de Tukey. P <0.05.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

Das avaliacbes do sémen in natura observou-se valores médios da motilidade total (65,3%),
vigor espermatico (3,5) e patologia normal. Os valores referentes encontram-se dentro do padréo
recomendado pelo Manual do Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (2013).

Na analise do sémen in natura durante o periodo de 10 e 20 minutos de incubacéo a 37C foi
observado valores médios de 49,4% e 28,1% respectivamente. Esta diminui¢cdo pode estar
relacionada a uma queda do extrato energético disponivel para as células espermaticas, conforme
relatado por Vasconcelos e colaboradores (2009) que ao estudar espermatozoides de equinos
observaram diminui¢do na motilidade espermatica, com variacdo da presenca de catabolitos

provenientes do metabolismo aerobio.
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Das andlises dos carboidratos foram observados que os valores de motilidade e vigor para as
amostras que estavam na presenca de frutose, tempo 10 minutos, apresentaram significancia

(p<0.05), quando comparadas aos demais carboidratos, para o0 mesmo periodo (Figura 1).

Figura 1. Analise da motilidade espermatica e vigor dos espermatozoides bovinos na presenca de diferentes
carboidratos, (T1) 10 min e (T2) 20minutos de incubag&o.

m|m T
80 [ 2 4 /3 12

Motilidade (%)
Vigor
N
—t

Nos mesmos resultados (Figura 1) também foi observado que ndo ha significancia (p>0.05)
para os valores de motilidade dos espermatozoides na presenca de frutose para os tempos 10 min e
20 mim de incubacéo.

Os valores de motilidade e vigor para os demais carboidratos do estudo ndo apresentaram
significancia (p>0.05) entre os tempos de avaliagdo. Contudo observa-se significancia (p<0.05) para
as amostras que foram mantidas na presenca de lactose, com valores médios de motilidade inferiores
aos observados aos demais grupos do estudo, ap6s 20 minutos (Figura 1).

Os espermatozoides bovinos tém como extrato energético principal a frutose, que de certa
forma estabelece uma diferenca primordial nas vias metaboélicas, uma vez que estas células ndo
conseguem produzir ATP a partir da glicose posto que a quantidade de enzimas é menor, o que
inviabiliza a formacao de frutose a partir de glicose (ISKEEP; HAMMERSTEDT, 1983).

Afirmativa que pode ser observada nos resultados de motilidade uma vez que ap6s 20 minutos
de incubacdo os valores de motilidade para glicose (15,6%) sdo menores quando comparado aos de
frutose (25,6%).

A literatura descreve que 0s espermatozoides apresentam como via metabolica bésica a rota
aerdbica, uma vez que € dependente da presenca de oxigénio. Por conseguinte, verifica-se que esta
apresenta trés pontos de controle estabelecidos por enzimas: hexoquinase, fosfrutoquinase e
pirovatoquinase (HAMMERSTEDT, 1975).

Pela necessidade de utilizacdo de oxigénio, os espermatozoides utilizam a via Embden
Meyerhof onde o ATP é consumido durante 0 metabolismo da frutose e reconvertido durante o

metabolismo das trialoses. Entende-se que para tal ha uma razéo entre carboidratos, oxigénio e
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enzimas e que este processo esta ligado a propriedades cinéticas que sdo controladas por fatores
como concentragdo inicial de substrato e concentracdo de produto formado (VASCONCELOQOS,
2009).

Os resultados baixos de motilidade observados no presente trabalho podem estar relacionados
aos pontos de controle metabdlico, uma vez que ndo foi aumentado a taxa de oxigenacdo e de
enzimas no meio, e talvez estes pontos de controle, como a presenca de NADH™ possam ter atuado
nas vias cinéticas de controle levando uma baixa porcentagem média de motilidade dos
espermatozoides, mesmo na presenca de diversos carboidratos (VASCONCELOS et al., 2010).

Por conseguinte, também h& a relacdo das concentracBes de carboidratos utilizados no
presente trabalho, pois como descrito por Hipakka e Hammerstedt, (1978) quando a concentragéo
de substrato ¢ muito superior a concentragdo de Oxigénio, presente no meio, ocorre o “Efeito
Glicose” o que promove a mudanga da rota metabdlica e diminui¢do na viabilidade espermatica,
como observado no presente trabalho e reportado por Iskeep e Hammerstedt (1983) e Vasconcelos
e colaboradores (2009)

Contudo, da resposta metabolica dos espermatozoides e producdo de energia para a motilidade
na presenca dos demais carboidratos, podemos hipotetizar que a reserva endégena é maior que a
exdgena para 0 modelo de estudo, talvez pela grande presenca de extrato enérgico provenientes no
plasma seminal, como eletrdélitos, carboidratos, e aminoacidos (MANN, 1975; RODGER, 1975).

Em concomitancia a este ponto, a presenca de enzimas e cofatores de controle metabdlico que
atuam nas células espermaticas irdo inviabilizar rotas metabdlicas como as via das pentoses e do
préprio metabolismo da gliconeogénese. Desta forma a captagdo de substrato acontecera por via
exdgena, principalmente pelos receptores membrana denominados de GLUT que s&o distribuidos
por toda membrana espermatica (MANN, 1975; ISKEEP;HAMMERSTEDT, 1985;
VASCONCELOS, 2009).

Estes receptores tém acdo especifica para poli-hidroxialdeido e poli-hidroxicetona,
caracterizados por monossacarideos (ANGULO et al., 1998). Apresentando especificidade para
determinados carboidratos, o que talvez explique a menor percentagem de motilidade dos
espermatozoides para os demais carboidratos ap6s 20 minutos de incubagéo.

Assim os resultados do presente estudo corroboram com trabalhos Yanagimachi (1974);
Mann (1975) e Vasconcelos et al (2010) no aspecto tedrico, pois caracteriza a fase e rota metabdlica
do espermatozoide de mamiferos na via aerobia, com todas as particularidades ja descritas na

literatura.
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4 CONCLUSAO

O caréter cientifico do trabalho esté relacionado ao um estudo biotecnoldgico que visa ndo
melhoramento animal, mas sim a potencializacdo das condi¢cdes de viabilidade das células
germinativas masculinas.

Desta forma a utilizacéo de carboidratos de carater redutor como frutose e glicose tornam-se
de grande interesse para futuros estudos de meios de manutencdo e preservacdo dos

espermatozoides, por atuarem diretamente sobre as células.
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