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Resumo

Este trabalho elucida as questdes bioquimicas do sémen bovino, enfocando aspectos bioquimicos do
metabolismo espermatico e as caracteristicas bioquimicas dos constituintes do plasma seminal. Preconiza
também a técnica de calorimetria como um processo analitico que mede variagGes de energia em sistemas onde a
temperatura tem um papel relevante. Técnica utilizada para medir diretamente a atividade metabdlica de um
sistema bioldgico, através da soma algébrica das mudancas de calor. A aplicacdo calorimétrica envolve como
indicador a viabilidade espermatica e a reatividade destas células em presenca de varias substancias (antibidticos,
hormonios, substratos, etc). O que auxiliaria como ferramenta na elucidacdo das rotas metabdlicas e a interacéo
de moléculas exdgenas nos espermatozéides bovinos.
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Abstract

The aim of this study was to elucidate biochemical issues of bovine semen, focusing on biochemical
aspects of sperm metabolism and the biochemical characteristics of seminal plasma constituents. It also
announces the calorimetry technique as an analytical process which measures the energy variations on systems
where the temperature plays an important role. The technique is used to measure straightforward the metabolic
activity of a biological system, through the algebraic sum of heat changes. Calorimetry application involves, as
indicator, the sperm viability and the reactivity of these cells in the presence of several substances (antibiotics,
hormones, substrates, etc) that would help as a tool in the elucidation of metabolic routes and the interaction of
exogen molecules in the bovine sperms.
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Introducéao

O objetivo deste trabalho é elucidar as questfes bioquimicas do sémen bovino, enfocando aspectos
bioguimicos do metabolismo espermatico e as caracteristicas bioquimicas dos constituintes do plasma seminal,
no sentido de predizer quais sdo as interferéncias que atuam nas células espermaticas presentes nos constituintes
plasméticos. Objetiva-se assim criar um racionio e um entendimento sobre a interacdo destes constituintes
plasmaéticos sobre o metabolismo dos espermatozéides quando estes estdo se adaptando a um meio que favorece
uma interacdo fisiologica e bioquimica para a fecundacao.

Deste modo, este trabalho se reveste de especial relevancia, tanto teérica quanto préatica, agregando uma
técnica de avaliagdo metabdlica quantitativa que propicia a avaliacdo direta da interacdo de moléculas
(hormonios, substratos, drogas) com os espermatozoéides bovinos.

Bioquimica do espermatozdide:
Caracteristicas quimicas e metabélicas do espermatozéide bovino

Milhares de reacBes enzimdticas catalisadas sdo chamadas, coletivamente, de metabolismo, com o
proposito definido de interagir entre si resultando em uma sequéncia sistematica de transformac@es de energia
(Gnaiger e Kemp, 1990). Nesta longa seqliéncia de reacdes intermediarias, a energia para o trabalho é extraida
em varios pontos, principalmente para a producdo de ATP, a partir de adenosina difosfato (ADP) e ions fosfato.
A reacdo reversa prové a energia livre necessaria a execugdo das diversas funcdes caracteristicas a vida. Todo o
calor produzido nos processos vitais é liberado para o meio ambiente e pode ser medido por um sistema
adequado (Wilhoit, 1969; Wads0, 1988).

O metabolismo espermatico tem sido revisado desde 1981 por Hammerstedt, e sdo relatados pontos
importantes como: os espermatozoéides ndo sofrem divisdo celular e também nédo apresentam caracteristicas de
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formacdo de componentes celulares. Assim, a producdo de energia, ATP, é requerida para iniciar processos
catabolicos através da via glicolitica, e favorece a manutencdo da mobilidade e suporte no processo de balanco
ibnico (Mann, 1975).

Os espermatozoides bovinos apresentam a via metabdlica baseado na rota aer6bica (Hammerstedt,
1975). Quando comparado a outros sistemas bioldgicos verifica-se que a rota metabélica apresenta trés pontos de
controle estabelecidos por enzimas, hexoquinase, fosfrutoquinase e pirovatoquinase. Baseado nesta caracteristica
dos pontos de controle, os espermatozdides bovinos utilizam como substrato principal a frutose, visto que estas
células ndo conseguem de forma eficiente produzir ATP a partir da glicose posto que a quantidade destas
enzimas é reduzida inviabilizando a formacéo de frutose a partir de glicose, via glicolitica inicial (Iskeep e
Hammerstedt, 1983). Portanto, as células esperméticas utilizam diretamente a via Embden-Meyerhof onde o
ATP é consumido durante o metabolismo da frutose e reconvertido durante o metabolismo das trialoses. Estudos
detalhados nos permitem calcular que o consumo tedrico maximo serd de 2mol de ATP sintetizado por mol de
frutose degrada, a lactato. Muito mais ATP pode ser formado via oxidagdo mitocondrial. Este processo esta
ligado a propriedades cinéticas que sdo controladas por fatores como concentragdo inicial de substrato e
concentracdo de produto formado.

Em relacdo as altas concentragdes de substrato como frutose ou glicose, 0s espermatozéides podem
sofrer um efeito denominado de “Efeito Glicose”. Este pode estar relacionado a um aumento exagerado de
glicose com posterior reducdo da concentracdo de O,, 0 que favorece o processo de fermentacdo, prejudicial as
células espermaticas (Hipakka e Hammerstedt, 1978).

O metabolismo espermatico como todas as células bioldgicas apresenta 0 metabolismo exogeno, através
de substratos (glicose e frutose), que sdo transportados para dentro das células e sdo direcionadas, unicamente,
para a via Embeden-Meyerhof. As células espermaticas, ndo apresentam enzimas para atuar na via das pentoses,
nem para o metabolismo do glicogénio (Iskeep e Hammerstedt, 1983), a captacdo de substrato, por via exdgena,
¢ feita por receptores de membrana denominados GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4, GLUTS5, que sdo
distribuidos por toda membrana espermética. Os receptores GLUT3 e GLUT5 estdo presentes na pecga
intermediaria, 0 GLUTL1 na peca principal e 0 GLUT2 na parte final da cauda e é caracterizado pela alta
afinidade por frutose. O GLUT4 se expressa nas células germinativas, principalmente durante a espermatogénese
(Angulo et al., 1998). Quanto a0 metabolismo enddgeno, provavelmente, representado pela p-oxidacdo de
acidos graxos, provenientes de fosfolipideos, hipotetiza-se que seja, portanto, limitado pela acdo da enzima
fosfolipase em razdo a hidrolise, conversdo de CoA-ester e transporte mitocondrial (Mann, 1975; Iskeep e
Hammerstedt, 1985), todavia, estudos ainda estdo sendo realizados para descrever melhor o metabolismo
enddgenos dos espermatozoides bovinos.

Bioquimica do plasma seminal

Fatores quimicos em geral e atributos fisiolégicos dos 6rgdos especificos ligados a secre¢des do trato
reprodutivo masculino serdo descritos em dois parametros. (1) A composicdo dos fluidos; (2) A interagdo das
secrecdes das glandulas acessorias com as células esperméticas. A grande complexidade de substancias do
plasma seminal é decorrente da quantidade de glandulas presentes que auxiliam indiretamente na eficiéncia da
fecundagdo.

Diversos fatores interferem na composicdo do plasma seminal, o que dificulta o esclarecimento real
destas substancias. No caso de bovinos, a acdo da coleta com vagina artificial, ou por eletro ejaculacdo ocasiona
mudancas significativas nos constituintes do plasma, como também a prépria frequéncia de coletas. Fatores
laboratoriais relacionados a separacdo dos constituintes do plasma sdo outros fatores intrinsecos. As células
espermaticas também podem também interferir indiretamente, nas reais concentracGes e determinacdes destes
constituintes. Exemplificado pela técnica de centrifugagdo, a forca centripeta gerada pela técnica pode levar a
saida de substancias do interior do espermatozdide e contaminar o plasma seminal e até mesmo propiciar a saida
de proteinas da propria membrana pelo efeito fisico direto. Outro fator que determinaria certa flutuagdo do
constituinte pode estar ligado a estimulos diretos nas glandulas, uma vez que a prostata pode ser muito
estimulada e a vesicula seminal muito pouca, o vice-versa.

As secre¢des podem ser divididas em diferentes fraces apresentando fungdes diversificadas na copula,
na preservacao do sémen, no metabolismo e transporte espermatico para o trato genital feminino, além de
protecBes imunoldgicas (Tischner et al., 1974; Mann, 1975; Rodger, 1975; Varner et al., 1987). O plasma
seminal apresenta distintas substancias entre eletrélitos, sédio e o cloreto, 0s quais sdo 0s ions proeminentes no
plasma diretamente relacionados a osmolaridade destas células. No plasma seminal ocorre alta concentracgao de
potassio, cerca de 100mM, (este é proveniente da vesicula seminal), além dos ndo eletrolitos como carboidratos,
aminoacidos uma quantidade de aminas alifaticas e aromaticas e também peptideos de varios pesos moleculares.

Os niveis dos outros ions reinem diretamente concentragdes de algumas proteinas. A alta concentracao
de célcio no plasma ¢é decorrente do proprio ion calcio que pode estar agregado com outras substancias como
acido citrico, ou ligado a proteina formando a calmodulina. Ha indicios na literatura sobre o papel regulatério da
calmodulina na concentragdo de calcio intracelular € possivelmente, sobre a acdo do AMP-ciclico. Assim,
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acredita-se que este complexo esta diretamente relacionado a horménios esterdides e receptores na membrana
plasmatica, visto que o célcio tem a funcéo fisioldgica e bioquimica de segundo mensageiro. O zinco é outro
eletrolito, secretado pela prostata, em conjunto com as protaminas que apresentam a funcéo de estabilizagdo do
DNA espermatico, bem como, de manutencdo da estabilidade da estrutura de membrana e da motilidade
espermatica (Mann e Lutwak-Mann, 1981).

Nestas diferentes fracBes a pré-secrecdo assume a funcdo de limpeza da uretra, apresentando alta
concentracdo de cloreto de sédio secretado pelas glandulas bulbo-uretrais (Mann, 1975; Aurich et al., 1997). A
fracdo do sémen na qual apresenta-se uma grande concentracdo de espermatozdides, contém ergotionina e
glicerilfosforilcolina (GPC), além de tracos de acido citrico. Estes componentes do sémen tém como funcao
proteger os espermatozoides contra agentes peroxidantes, e desempenham importante papel no metabolismo
(Marden e Werthesten, 1956). Entre os vérios constituintes do plasma seminal estdo também as proteinas
secretadas pelas vesiculas sexuais (Mann e Lutwak-Mann, 1981). A funcdo de todas as proteinas ainda nao esta
clara (Manjunath e Thérien, 2002), contudo, pleteia-se que elas interagem diretamente com a superficie dos
espermatozdides atuando como fatores decapacitantes e promotores da fertilidade (Gadella e Colenbrander,
2003; Jelinkova et al., 2003).

Calorimetria

A técnica de calorimetria € um processo analitico que mede variagdes de energia em sistemas onde a
temperatura tem um papel relevante (Chagas, 1992). Ela € utilizada para medir diretamente a atividade
metabolica de um sistema bioldgico, através da soma algébrica das mudangas de calor que ocorrem em todos 0s
processos celulares, mesmo os de natureza desconhecida (Bottcher e Furst, 1996; Nassberger et al., 1986).

A aplicacdo de mensuragdo termoquimica tem se tornado de grande interesse biol6gico, pois possibilita
a predigdo de valores numéricos como entalpia (H°) e entropia (S°) que elucidam a importancia de carboidratos
como a frutose e glicose na avaliagdo metabdlica das células espermaéticas, pois a energia liberada e/ou
mensurada estd relacionada, diretamente, ao trabalho que é realizado pela célula, em especial os
espermatozdides. Isto seria idealizado através de uma bomba calorimétrica, esta por sua vez mensuraria
processos irreversiveis como energia maxima disponibilizada por um periodo de tempo e o trabalho realizado
neste mesmo periodo. A aplicacdo calorimétrica envolve como indicador a viabilidade espermética e a
reatividade destas células em presenca de varias substancias (antibidticos, horménios, substratos, etc) o que
auxiliaria como ferramenta na elucidagdo das rotas metabdlicas e a interacdo de moléculas exdgenas nos
espermatozdides bovinos.

As medidas calorimétricas do metabolismo celular ttm como principio, que todas as atividades metabdlicas
sdo acompanhadas pela produgdo de calor caracteristico exotérmico ou endotérmico (Loike et al., 1981; Kemp, 1991,
2001). Isto pode oferecer informagdes sobre 0 metabolismo atraves de suas conseqiiéncias térmicas.

No trabalho realizado por Inskeep e Hammerstedt (1983) foi estudado o metabolismo do espermatozédide
bovino através de ensaios calorimétricos com o intuito de avaliar sua viabilidade, bem como possiveis rotas
metabdlicas. Estes autores demonstraram que 0s espermatozdides bovinos apresentam propriedades metabdlicas
simples quando em presenca de substratos extracelulares. Isso foi possivel através de constantes termodinamicas que
relacionaram taxas quantitativas importantes do metabolismo através da técnica de calorimetria, concluindo que 10%
de todo calor produzido pelos espermatozéides € proveniente de substratos enddgenos. Além disso, reservas
enddgenas provindas do armazenamento de componentes, tais como: glicogénio e lipidios podem ser imediatamente
mobilizados como energia celular requerido via ATP produzidos nas suas rotas.

Trabalhos experimentais

Vasconcelos et al. (2003) realizaram estudos do metabolismo espermatico eqliino utilizando um
microcalorimetro de condugdo. Estes trabalhos j& enviados para publicacdo descrevem dois experimentos: o
primeiro sobre a determinacéo a concentracdo ideal de glucose para avaliar 0 metabolismo espermatico equino,
no prelo na revista Brazilian Archives of Biology and Technology e segundo, sobre avaliacdo do metabolismo do
espermatozéide equino quando submetido ao resfriamento — submetido e ja revisto, aguarda parecer final e
publicacdo pela revista Andrologia. Trabalhos recentes, desenvolvidos, tém com o intuito de avaliar in vitro o
fluxo de calor por microcalorimetria das células esperméticas em presenca de indutores da capacitagdo (heparina
e iondforo de célcio). O objetivo geral desses trabalhos é comparar diversas quantidades molares de heparina ou
ionoforo de célcio sobre a taxa de reacdo acrossdmica induzida, através do fluxo de calor liberado pelas células
espermaticas.

Estes trabalhos tornam-se inovadores como estudo biotecnoldgico pela agregacdo de varias técnicas
para avaliagdo do sémen bovino. Inova ainda, por iniciar uma linha de pesquisa que avanca indo além do
melhoramento de organismos (Bovino) ao lidar, e sim, com melhoramento das predicfes da qualidade do sémen.
Considera-se que dado o carater pioneiro destes trabalhos com a abertura de uma nova linha de pesquisa podera
estimular novas investigaces que resultardo no desenvolvimento de novos protocolos para o congelamento do
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sémen, em decorréncia da introducdo de um pardmetro de avaliacdo mais atual no contexto biotecnoldgico
ligado a reproducéo de grandes animais.
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