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EESUMO

Foram determinadas as atividades  da hexoguivase, fosfoglicoisomerase,
pirvvateguingse ¢ lactato desidrogenase em espermatazdides de hovinos da
raga bolandesa, empregando-se wma metmlologin simplificads,  conmmnente
usada em eritrocnzimologia,  m vista da obtencio de baizos coclicienties
de variacio, o que indics boa reprodutibilidade doz cesultailes, casa metado-
logia & recomendads para o estudo das atividades cusimiticas om cspermate-
zaides daguels espécie,

INTRODUCAQ

Varios critérios sio utilizados para
avaliacdo da gqualidade do sémen, isto &,
de sua capacidade potencial de promover
afecundacio. Assim, sfo geralmente con-
siderados, para essa finalidade, os seguin-
Les caracteres dos espermatozdides: con-
centracio, grau de motilidade, porcenta-
gem de vivos e morfologia.

Sao usuails, também, varias provas
bingquimicas, como reducdo do azul de me-
tileno, indice de flutdlise e medida do con-
sumo de oxigénio.

Em gue pese essa multiplicidade de
Lestes, nenhum deles & inteirarmente sa-
tisfatorio, quando utilizado isoladamente.

A investigagdo cientifica tem-se va-
lido da enzimologia de espermatozdides,
na tentativa de estabelecer correlacdes
entre atividade enziméatica e ecaracteris-
ticas do sémen, conforme se depreende

das observagies de BuUcKLAND ¢ FLIPIE %,
RoussErL & SrTanLcur ®, SmITH, MAYEE;
MERILAN ™ 19 2 g Braricvur & HavyDEN 7.

Assim, por exemplo,  Fripse® e
RousseL & STALLCUP ¥ encontraram cor-
relagoes entre a atividade da glutamato-
-oxalacetato transaminase (GOT) e qua-
lidade do sémen, em bovinos. Por sua
vez, BUuCcKLaND * surpreendeu correlacdo
entre aconitase e capacidade de fecun-
daclo, em espermatozoides de gzalo.

No que tange a influéneia de trata-
mentos tecnologicos tos resultados da
atividade enzimatica, merecem destaque
as observacbes de MURDOCH & WHITE © &
Pace & Gramam . SBegundo esses autores,
resfriamentos bruscos, velocidade de cen-

(%% Projeto TF.450.
(10 1w Begiio de Reprodusio o Inseminngdo Artifieizl, 1.
visip de Téeniea Bdsica o Auxiliar,
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trifugacio e porcentagem de glicerol (du-
rante a congelagdo) modificam a libera-
cio e atividade de determinadas enzimas
das células. Os dois Qltimos auntores pre-
conizam o emprego da atividade da GOT
como teste de fertilidade do sémen em
bovinos.

Afipura-se muito importante a ana-
lise bioguimica efetuada por PETERSON
& FREUND * ®, gm espermatogzdides orinn-
dos da espécie humana Esses investiga-
dores apresentam os valores obtidos para
enzimas e compostos intermediarios do
metabolismo da glicose.

£ notorio o fato de gue inameras sao
as metodologias empregadas para o es-
tudo bioquimico dos espermatozobides, ge-
rando obstaculos inclusive na interpre-
tacio dos resultados obtidos pelos dife-
rentes autores.

Por issn, foram levados em conta,
teste estudo, os aspectos relativos &4 amos-
tragem, isolamento e lavagem dos esper-
matozoides, considerando-ze, ainda, as
condigoes de manutencio das atividades
enziméticas., As fécnicas bioguimicas
empregadas foram aguelas normalmente

utilizadas em eritroenzimologia, que, por
suas facilidades de execucfo, mesmo ern
laboratdrios menos equipados, podem ser
recomendadas para células seminais.

Pesquisas desse género sdo da mais
alta importéncia, pols, a partir de con-
digdes previamente padronizadas, pode-se
analisar o comportamento metabolico dos
espermatozdides corno resposta a intme-
ros fendmenos bioldgicos e experimentals
{(BUCKLARD ! KoEFOED-JOHNSEN & Mawy !,
PETEESON & FREUND *, SRIVASTAVA] ADAMS;
HARTREE ) ,

O presente trabalho visou avaliar a
adequabilidade de métodos simplificados
para o estude das atividades enzimaticas
de espermatozdides, e & parcela de uma
linha de pesquisa idealizada no sentido de
proporcionar possivels correlacbes entre
metabolismo de espermatozdides e quali-
dade do sémen.

Foram determinadas as atividades
das seguintes enzimas: hexoguinase, fos-
foglicoisomerase, piruvatoquinase e lac-
tato desidrogenase, gque estio posiciona-
das nos passos inicials e finais da via gli-
colitica,

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas nove amostras de
sémen provenientes de trés tourcs da raca
holandesa, dois da variedade malhada de
preto e um da malhada de vermelho, sa-
dios e mantidos em regime de estabulagio
no recinto do Instituto de Zootecnia da
Secretaria da Agricultura, em Sao Paulo,

Os ejaculadoes foram obtidos pelo pro-
cesso de coleta através de vagina artificial
e variaram de 4 a 10ml. Irnediatamente
apbs a coleta, foram efetuados exames
subjetivas, ao microscodpio, a fim de carac-
terizar as amostras quanfo & sua densi-
dade e motilidade espermalicas.

Foram também determinadas as con-
centracdes de esperrmatozdides, por me-

todo fotométrico, mediante a téenica des-
crita por Prur; GouvEa; Canpos ', com
auxilio do espectrofotémetro Coleman
Junior, modelo 6A.

Os ejaculados analisados apresenta-
vam boa motilidade (65 a 805, e a5 con-
centractes de espermatozéides variavam
de 0,78 a 1,38 milh&o por milimetro cabico
e sémerl,

Todo material coletado era imediata-
mente mantido resfriado ate o momento
de sua utilizagio, tempo esse nunca si-
perior a duas horas.
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PREPARAGAO DAS AMOSTRAS PARA O ESTUDO
ENZIMATICO

O sémen total era submetido a cen-
trifugacio em centrifuga refrigerada
5°C), durante dez minufos e a velocidade
de 1.500rpm.

Desprezado o sobrenadante, adicio-
nava-se solucio de Krebs-Ringer, isenta
de caleio, tamponada com Tris-HCl a pH
7,0, como indicado por MURDOCH & WHITE"
até que fosse atingido o volume inicial do
sémen total. Apos homogeneizagao, a sus-
pensio assim obtida era novamente cen-
trifugada, nas condigdes descritas. kssa
pperacio de lavagemn era repetida (geral-
mente duas vezes) até que o liguido so-
brenadante estivesse claro. Ao sedimento
celular, obtido por aspiragio do sobrena-
dante da altima lavagem, adicionava-se
a solucao Krebs-Ringer de modo a obter-se
uma concentracio aproximada de 10°
espermatozdides por milimelro clbico.
Esta suspensio final, agora denominada
“suspensao padronizada de espermato-
zoides” (SPE), era novamente caracte-
rizada no que tange & concentracio de
células espermaticas. Para a determina-
cdo desta tltima,adotou-se a fécnica de
PLuT; GouvEa; Campos *°, apés ter-se cali-

RESULTADOS

Os resultados encontrados para as
atividades engimaticas acham-se no qua-
dro I, onde elas estdo expressas em uni-
dades por 10 ® espermatozoides. Onumero
de unidades de atividade enzimatica cor-
responde ap nfumerc de microméis de
substrato transformados por minuto, nas
condictes do ensaio.

Pode-se verificar, através do desvio-
-padrio e coeficiente de variabilidade, gue
a variacdo entre amostras de um mesmo
touro, e mesmo de touros diferentes, fol
muito pequena.

Optou-se por bovinos de uma Uniea
raca em razdo de que diferenca de com-
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brado o espectrofotémetro para as con-
digdes da 5PE,

MNas determinacoes das atividades en-
zimaticas foi empregada a metodologia
proposta por BEUTLER ', modificada aqui
apenas em relacao as diluigoes e volumes
tomados da amostra, a fim de que os gra-
ficos fossem lineares e homogéneos.

Foram, assim, obtidos lisados celu-
lares, diluindo-se uma aliquota da SPE
com solugdo-tampdo (Tris-HC1 0,05 M,
pH 8,1), na propor¢ao de 1:9. Os tubos
de ensaio eram vedados com parafilme e
levados ao processo de congelamento e des-
congelamento rapido, por trés vezes.
Para tanto, empregou-sa, respectivamente,
mistura refrigerante (gelo seco e acetona)
e banho-maria tépido. Essa etapa visou
romper membranas e liberar as enzimas
normalments contidas no ciloplasma.

Az determinacoes das atividades en-
zimaticas foram efetuadas nesses lisados
celulares, empregande-se um espectrofo-
tometro de marca Gilford 2400-5 em
3d0nm e a 37°C. Foram utilizadas abe-
tas de 1 ml de capacidade e 1 cm de pas-
sagem de luz.

E DISCUSSAO

portamento metabélico podéria apresefl-
tar-se por interferéncia de fatores raciais,
como ocorre, por exemplo, em outros tipos
celulares (Mepgiros el alii ®, RapopoRT '),

Afigura-se muito importante o fato
de tersm sido examinadas, preliminar-
mente, as caracteristicas do sémen, pois,
embora se tratasse de exemplares sadios
e em franco periodo sexual, alteracdes
transitorias podem ocorrer na qualidade
do sémen.

Por outro lado, a delerminacio do
ntmero de espermatozoide, por método de
grande precisdo, possibilitou orientar a
obtencio da SPE.
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PrEPARACAO DAS AMOSTRAS PARA O ESTUDO
ENEIMATICO

O sémen total era submetido 4 cen-
trifugacio em cenfrifuga refrigerada
5°C), durante dez minutos e a velocidade
de 1.500 rpm.

Desprezado o sobrenadante, adicio-
nava-se solucio de Krebs-Ringer, isenfa
de caleio, tamponada com Tris-HC1 a pH
7,0, como indieado por MurpocH & WHITE"
até que fosse atingido o volume inicial do
sémen total. Apos homogeneizacédo, a sus-
pensio assim obtida era novamente cen-
trifugada, nas condicdes descritas. Essa
operacao de lavagem era repetida (geral-
mente duas vezes) atée que o liquido so-
brenadante estivesse claro. Ao sedimento
celular, obtido por aspiracio do sobrena-
dante da nltima lavagem, adicionava-se
a solucio Krebs-Ringer de modo a obter-se
uma concentracdo aproximada de 10°
espermatozdides por milimetro ctbico.
Esta suspensio final, agora denominada
“suspensdo padronizada de espermato-
zhides” (SPE), era novamente caracte-
rizada no que tange & concentragdo de
células espermaticas. Para a determina-
¢io desta ultima,adotou-se a técnica de
FLuT; GouvEa; Cameos *, apds ter-se cali-

RESULTADOS

Os resultados encontrados para as
atividades enziméaticas acham-se no gua-
dro I, onde elas estao expressas em uni-
dades por 10 ® espermatozdides. O nQmero
de unidades de atividads enzimatica cor-
responde ao nimero de micromois de
substrato transformados por minuto, nas
condictes do ensalo.

Pode-se werificar, através do desvio-
-padrdo e coeficiente de variabilidade, gue
a variacio entre amosiras de um mesmo
touro, e mesmo de touros diferentes, fol
muito pequena.

Optou-se por bovinog de uma tnica
raga em razio de gue diferenca de com-
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hrado o espectrofotdmetro para as con-
dicoes da BPE,

Nas determinacfes das atividades en-
ziméticas fol empregada a metodologia
proposta por BeEuTLER ', modificada aqui
apenas em relacio as diluicdes e volumes
tomados da amostra, a fim de que os gra-
ficos fossem lineares e homogéneos.

Foram, assim, obtides lisados celu-
lares, diluindo-se uma aliquota da SPE
com  solucdo-tampio (Tris-HC1 0,05 M,
rH 8,1), na propor¢aoc de 1:9. Os tubos
de ensaio eram vedados com parafilme e
levados ao processo de congelamento e des-
congelamento rapido, por frés vezes.
Para tanto, empregou-se, respectivamente,
mistura refrigerante (gelo seco e acetona)
¢ banho-maria tépido. Essa etapa visou
romper membranas e liberar as enzimas
normalments contidas no citoplasma.

Ag determinac¢oes das atividades en-
ziméticas foram efetuadas nesses lisados
celulares, empregande-se um espectrofo-
tometro de marca Gilford 2400-3 em
30 nm e a 37°C. Foram utilizadas abe-
tas de 1 ml de capacidade e 1 cm de pas-
sagem de luz.

E DISCUSSAQ

portamento metabolico poderia apresen-
tar-se por interferéncia de fatores raciais,
COMOo ccorre, por exemplo, em outros tipos
celulares (MEDRIROS el alil *, RAPOFORT '),

Afigura-se muito importante o fato
de terem sido examinadas, preliminar-
mente, as caracteristicas do sémen, pois,
embora se tratasse de exemplares sadios
e em franco periodo sexual, alteracss
transitdrias podem ocorrer na qualidade
do sémen .

Por outro lado, & determinacio do
niimero de espermatozéide, por método de
grande precisio, possibilitou orientar a
obtencio da SPE.
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SUMMARY

The purpose of this investigation was (o cval-
nate the suitability of stmplificd methods, com-
monly nsed in eveythroengymology, for the study
of engvmatic activities in spormatozon: thig would
permmit to establish standards of aclivities in such
cells, for the study of their metabolic behaviour in
different physiological and experimental conditions.
Thus, the activities of hexokinase, phosphogluco-
isomerase pyrovate kinase and lactate dehydrosensse
were  determined in spermatogoa from  Haolstein
bulls, vaing mne ejaculates collected from three bulls.

The resulta showed that 1le methods employed had
good reproductibility, stuce the variation coelficients
of the aetivities for enzyme were low, It
concluded that the methodology emploved may e
recommended for establishing standards of enzy-
matic activitics in bull spermatozon,
oblained in this paper, however, cannot be consil-
ergd as representative of a popuolation, since the
number of animals was not sufficient for tha
PUrPOSE .

Wiks

The values

AGRADECIMENTOS

Og antores agradecem ao Prof, Dr, L
Qctivio Medeiros & orientaciio deste trabalho e o
ter-lhes frangueado seu laboratario, no setor de

REFERENCIAS

I — Devvrer, R, — Red-cell wetabolizne ; a wan
tad of ochewcad metheds. New York,
Grune & Steatton, 1971, 180 p,

2 — DBuennaxo, BB, — The activity of six enzyvmes
of chicken seminal plasma atnd sperm. 2-
The relaticnzhip between enzyvime activity anid
fertility of fresh and stored semen.  Powliry
Sedo, Dhaca, NOY ., 5006 : 1734-42, 1971,

3 — Fuesg, B.J. — Metabolism of hoving semen.
[x.  Glotamic-oaaloacetic ad  ghitamic-
pyruvic transaminnse activities. S, Phory
Nedo, Chasnpaign, [, 43(6) : 773-0, (960,

4 — Koeroep Jomxsew, H.H. & Mamn, T. —
Studics on the metabolism of  semen. 9.
Effect of surfacc-active agents with special
reference to the oxidation of sucomate by
spermiatezon.  Blechem. 7., London, 57(3):
A0G-10, 1954,

5 — Mepemos, L0 et alii — Capacidade glicoliticn
dos ervitrdeitos de diferentes apimais domds-
ticos, M. Atwd. Fel., SP, 3(19) 1 26-8,
1974,

6 — Murpocn, BN, & Winre, 1.G. — Stuwlies of
the disteibution and source of cuzymes in

Hematelogia do Departamento de Histologia ¢ Rin-
briclogia do Institute de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de 530 Paulo.

BIELIOGRAFICAS

mammalisn semen.  Awsiral. J. biol. Sei.,
Melbourne, Vie., 21037 - 483-90, 1968,

7 — Pace, M.M. & Grauam, E.F. — The releasc
of glutamic-oxaloacebic transaminase from
bovine spermatozoa as o ftest method of
assessing semen quality and fertility.  Biel
Reprod., New Yok, 3@ 1406, 1970,

& -— Perersown, N, & Freuxo, M, — Profile of
glveolyvtic coeyme activities in buman sper-
matoeon.  Mert. Slerd., Baltimore, M.,
21(2) : 151-8, 1970,

— Ulveplysis by Imman spermato-
goa:  levels of  glyeolvtic  intermedintes.
Biol, Weprod., Xow York, 5:;221-7, 1971,

10— PrLur, DL, Govvea, AC.; Cadres, 105,
— Determinacio da concentracio de esper-
ntoedides cm semen boving pele métado es-
pectrofolometrico, M, fwddsir. oniar,, 5P,
n.os. 3002 5 EE7-30, 1973,

I = Barorort, 5, — The regulntion of glvealvsis
i mammaling erythroevts,  Ing CAMPBELL,
PN, & Grevieer, G,0, ed, — [soays

— 235 —



E. Indastr. anim., Nova Odessa,

aF

Brochyn .
Lo

MNew Yorlk,
v, 4, . 69-103,

Academie Press,

[2 — Rowvszer, [0 & Stacucue, 007, — Parallelizm
between setnen characteristic and  glutamic-
oxaloncelic Lonsuninase,  glitamic-pyruvic
transmuinnse  activitics. Jo Dairy Kol
Cliompaige, 10, 48{12) ; 1684-87, 1563,

13 — Saarrem, 27, Mavesr, LT, Merinan, CUP.
— Lifect of ege yollk and its izolated cons-
littenls upon the debydrogonase aclivily of
hovive speratoeon. . faee Sei,, Chame-
pripn, [, 38050 : 552-60, 1930,

fa — — Seascnal varingon in the suceinie

dehydrogennze activity of boviee zpeematozoa,

34023 231236, gal, Ales,

1977

SO Dy Fed, Clauapaage, 10, 4005 516-
20, 1957,

13 — Ssrrw, 1T, Maven, DT Merinaw, CUT,
— Elfeet af washicg opon the debyvedrogenase
aclivily of boving spermatozoa. S, fairy
Seio, Clavmpaige, 1L, 40050 0 5201-7, 1957,

1 — Sntvazrava, PN Apams, C.E.; Hanres,
E.F. = Enevione action of acrosomal prep-
aralions om the rabbit ovem “in wviero™,
A Reprodd, Fert,, Qxlord, 104 1 61-7, 1906,

7 = Stavuecve, O.T. & Favoex, 1.5, — Lactic
dehydrogennse activity  in bovine  semen.
Joo vy Sy, Champaign, T, 4302) 0 206-
9, 19603,

— 236 —



