iy

B. Indistr. anim., Mova Cdessa, 5P, 4002):169-172, jul./dez. 1982

ATIVIDADE GLUTAMATO OXALOACETATO TRANSAMINASE (GOT)
EM SEMEN DE BOVINOS DO TIPO MANTIQUEIRA (1)

(Glutarmic oxaloacetic transaminase activity (GOT) in sermen of Mantiqueira bulls)

TEREZINHA APARECIDA MARTINS GOMES DE CASTRO (2],

CANDIDO EDUARDO PAIVA

MACHADOD (2} ¢ EVALDO FISCHER FERRAZ (3

RESUMO: Foi determinada a atividade glutamato oxalozcetsto transaminase (GOT) em
amostres de sémen de oite bovines do tipo mantiqueire, A metodologia seguida foi a utiliza-
da em eritroenzimelogia, apds lise das células aspermdticas e liberagio da enzima que foi de
tarminada espectrofotometricamente 2 340nm e 379C, durante dez minutos. Os valoras mé-
dios de atividade enzimdtica, expressos em unidades por miligrama de proteing, foram, res-
pectivamente, BB,25 e 287 62 para o sémen total g para espermatoziides. Com base nos re-
sultados obtidos, concluiuse que o métedo empregado pode ser recomendade coma mais
um parametro destinado a determinar a composicZo bioguimica do sémen de Bevinos

INTRODUCAO

Embora a andlise bioquimica do sémen seja
realizada rotineiramente em muitos paises, pouco
se tem feito, no Brasil, nesse campo.

Além das caracteristicas morfolagicas para ava-
liazio da qualidade do sémen, tem-se dado atencio
a0 estudo das caracter(sticas fisicas, guimicas e bio-
quimicas, com ¢ objetivo de melhor avaliar a sua
qualidade.

Tém-se estudado os teores de dcido citrico e

frutose, e, mais recentemente, os pesquisadores
voltaram sua atencdo a5 atividades de enzimas,
tanto no espermatozdide como no plasma seminal,
de vérias espécies, procurando estabelecer correla-
cdes significativas entre essas atividades e algumas
caracteristicas do sémen, incluindo, entre elas, sua
capacidade fecundante. Assim, estudaram-se as ati-
vidades de enzimas glicoliticas, proteoliticas, do
ciclo de Krebs, de transaminases e fosfomonoeste-
rases.

Dentre as enzimas, as transaminases (glutama-
to oxaloacetato transaminase e glutamato piruvato
transaminase) se destacaram pela sua atividade re-
lativamente alta no sémen de mam feros, e as evi-
déncias revelam que elas sfo capazes de realizar a
conversdo alanina-piruvato.

FLIPSE® determinou os niveis de atividade
glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) e glu-
tamato piruvato transaminase {GPT) em sémen de
bovinos, tanto no espermatozdide como no plasma
seminal, encontrando correlacdes positivas entre
concentracdo espermdtica e nlveis de GOT e GPT
no plasma seminal. As andlises enzimdticas de GOT
feitas em 63 amostras de sémen pertencentes a 25
touros deram em média 523 + 48 unidades sigma
Frankel /mililitro.

MURDOCH & WHITE?*, estudando a distribui-
30 e origem de enzimas no sémen de mam (feras,
encontraram correlacdes significativas entre ativi-
dade GOT e a porcentagem de espermatozdides vi-
vis e motilidade no sémen de bovinos. Os valores
de atividade enzimdtica de GOT em amostras de
sémen de bovinos foi 505 = 113 unidades sigma
Frankel /mililitro.

ROUSSEL & STALLCUP® estudaram a rela-
¢do da enzima GOT no espermatozdide e plasma
seminal com outras caracteristicas do sémen. Veri-
ficaram que a atividade GOT do espermatozdide li-
vre do plasma seminal estd associada com a fisiolo-
gia do sémen, observando correlagdes altaments
significativas entre GOT e motilidade, densidade

{1} Prajeto |Z-440/1, Recebido para publicacfo a 9 de setembro de 1982,
(2} Da Bepdo de Reproducdo o Inseminacio Artiticial, Divisfo de Técnica Beisica e Ausxiliar.
{3) Da Secdo de Bacteriologia Animal, Divisdo de Biologia Animal, Instituto Biolégice, Sdo Paule (SP).
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espermitica e porcentagem de células vivas. A mé
dia dos valores de atividade enzimdtica de GOT en-
contrados em 148 amostras do sémen de doze tou-
ros holstein foi 346,5 unidades sigma Frankel/mili-
litro.

PACE & GRAHAM®, estudando a liberacio
de GOT de espermatozdides de bovinos, conclui-
ram que a maioria de GOT & encontrada nacélula
espermatica € ndo no plasma seminal. Observaram
gue em 28 amostras de sémen, houve wma correla-
céo sionificativa (r = 0,21, p = 0,08) entre GOT/

10? espermatozdides e fertilidade. Outra correla:
gdo significativa (r = 0,26, p = 0,05], também en-
contrada entre fertilidade e quantidade de enzima
gue permanece na célula, apds congelamento nor-
mal, & importante para a fertilizacdo. Os valores
encontrades, apds liberagfo médxima de GOT, fo
ram 423 1 2 381 IU em condicdes normais de li-
beracdo de enzima.

Mo presente trabalho, determinaram-se os ni-
veis de atividade GOT em sémen de bovinos da
tipo mantigueira.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de sémen de oito
toures do tipo mantigueira, com idade variando de
2,5 a 4.5 anos, mantidos em condicdes normais de
manejo e alimentacdo, pertencentes 3 Estacdo Ex-
perimental de Zootecnia de Pindamonhangaba. To-
das a5 amostras foram antes analisadas do ponto de
vista morfoldgico, pois, apesar de serem touros sa-
dios & em franco perfodo de coleta, poderiam ocor-
rer alteragdes na qualidade do sérmen.

Coleta de sémean

Os ejaculados foram obtidos pelo processo de
coleta, através de vagina artificial. Determinaram-se
a valume @ o pH das amostras, a densidade esper-
mdtica e a motilidade dos espermatozdides.

2 material coletado era mantido refrigerada,
até o momento de uso, periodo esse ndo superior
a trés horas.

Preparo da amostra e determinagio da atividade
anzimadtica

Os espermatozdides foram separados do plas-
ma seminal por centrifugacio a 2.500 rpm, por deg
minutos, a 4°C. O plasma seminal foi retirado cui-

=0T

dadosamente [sendo usado para determinacio da
atividade fosfomonoesterase} & o sedimento rassus-
penso em trés volumes de solucio safing tampona-
da e homogeneizada.

Essa suspensdo de espermatozdides foi nova-
mente centrifugada nas condigdes acima menciona-
das. A operagdo se repetiu duas vezes. Apds a ter-
ceira ressuspensdo, o sedimento foi suspenso em
dois volumes de solugdo salina tarmponada, fazen-
dao-se a lise das células espermaticas, por processo
de congelamento {gelo seco e acetona) e desconge-
lamento rdpido (banho-maria a 379C), Essa fase vi-
sou romper as membranas e liberar a enzima conti-
da no citoplasma. '

Mos lisados assim obtidos, foram determina-
das a concentracdo protéica, pelo processo de BU-
CKER! , B a8 atividade enzimadtica, segundo a meto-
dologia de MEDEIROS®. A atividade enzimatica
foi determinada no sémen total & espermatozdides,
apds lise das células e diluicdo 1:10 em solucio sa-
lina tamponada. A tearia do método de determina-
cdo baseia-se nas sequintes reacdes:

oxaloacetato + 1 glutamato

1. Aspartato +cetoglutamato

+ 1 malato + MAD*

2. Oxaloacetato + NAD + H*

A leitura Toi feita em espectrofotémetro Gil-
ford 2-400-8 2 340nm e 37°C, utilizando-se de

cubetas de lem de capacidade & lemn de passagem
de luz durante dez minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os volumes dos ejaculados obtidos variaram

de & a 10ml, com uma motilidade de 60 a B0%, e a
concentracio espermdtica de 0,8 a 1,28 milhdo de

espermatozdides por milimetro clibico.

Os valores da atividade enzimdtica encontram-
52 10 quadro T, sendo expressos em unidades de
atividade enzimdtica por miligrama de proteina.
As médias e 0s respectivos desvios padrdes de ativi-
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dade enzimdtica de GOT para o sémen total e es- Ouanto zos valores de atividade enzimadtica,
permatozdide livre de plasma seminal, faram, res- ohserva-se que s resultados variaram dentro de
pectivaments, 68 + 15 e 287 * B1. um limite de normalidade (FLIPSE®; MURDOCH

Pelos resultados do quadro 1, verifica-se que & WHITE*; PACE & GRAHAM®; ROUSSEL &
esta atividade enzimdtica se concentra, na sua gua STALLCUP®), podendo essa variacdo ser devida a
sg totalidade, no espermatozdide, estando de acor- raca, idade do animal, alimentacdo & condicBes am-
do com PACE & GRAHAM®, bientes.

Quadro 1, Atividade glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) em
sémen total e espermatozdide de bovinos (expressa em mg de proteinal

e Densidade espermdtica GOT _
x 100/mi Sémen total  Espermatozdides
1 0,82 76 217
2 1,03 71 306
3 0,93 3] 273
4 1,19 a0 36e
5] 0,89 52 204
G 0.1 GB 254
7 0,80 101 209
a8 1,28 52 380
Média 68,25 287,62
Desvio padrio 14,75 61,03
Coeficiente de variacdo (%) 21,61 21,21
CONCLUSGES
Através dos resultados obtidos, verificados pe- mitindo ser recomendada para estudo da atividade
los baixos valores do coeficientes de variagdo, con- enzimdtica de GOT em espermatozoides de bavi-
cluil-se gue a metodologia seguida pode ser usada nos g na tecnologia destinada ao congelamento de
rotingiramente, pois € relativamente simples, per sémen,

SUMMARY: The purpose of this paper was the determination of the al:tivl'l iy of glutami_::
axaloacatic transarninase, using technigue standars in erythroenzimelogy; this would permit
to establish standards of activity of glutamic oxaloscetic transaminass in spermatozoa for
study of their metabolic behavieur in different physiclogical and experimental conditions,
Thus, the activity of GOT was determined in spermatozoa from eight mantigueira hullls.l The
- results showed that the employed had good reproductibility and the wriation coefficients
within of the normal limits. It was conclued that this methodology may be recommended
far the establishment of the enzimatic standard in spermatozoa of bulls.
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