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INFLUENCIA DO PERIODO CLIMATICO SOBRE OS CONSTITUINTES
BIOQUIMICOS DO PLASMA SEMINAL DE CATETOS (Pecari tajacu LINNAEUS,
1758) CRIADOS EM REGIAO SEMI-ARIDA

MOREIRA, Samara Sandy Jerénimo. Influéncia do periodo climéatico sobre os
constituintes bioquimicos do plasma seminal de catetos (Pecari tajacu Linnaeus, 1758)
criados em regido semiarida. 2019. 75 f. Dissertacdo (Mestrado) - Curso de Mestrado em
Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossoro, 2019.

RESUMO: O cateto é um tayassuideo abundante na fauna sul-americana, de grande potencial
ecoldgico e econdmico. A fim de estender o conhecimento a respeito da sua biologia
reprodutiva, estudou-se a influéncia dos periodos climaticos em um clima semiarido sobre
seus parametros seminais e perfil bioquimico do plasma seminal. Para isso, o ejaculado de 12
machos adultos foi obtido por eletroejaculacdo durante o periodo seco (setembro a novembro
de 2017) e chuvoso (fevereiro a abril de 2018) e em seguida analisados quanto ao volume,
concentracdo, motilidade, funcionalidade da membrana, integridade da membrana, estado de
condensacdo da cromatina, morfologia espermatica e pH. Para andlise bioquimica, as
amostras foram centrifugadas a 385 xg por 10 minutos e o sobrenadante armazenado a -20°C
até andlise, no qual foram aquecidos a 25°C por 2 minutos e analisados por meio de Kits
bioquimicos comerciais, cujas absorbancias foram mensuradas em espectrofotdmetro
mediante os comprimentos de ondas sugeridos por cada kit. Os resultados foram expressos em
média e erro padrdo e comparados por ANOVA seguida do teste de Tukey (P<0,05). Os
pardmetros espermaticos e bioquimicos foram correlacionados entre si através da correlagdo
de Spearman (p<0,05). Durante o periodo seco, os ejaculados apresentaram volume de 1,85 +
0,4 mL, concentragédo de 245,8 + 50,2 espermatozoides/mL, 64,3 £ 6,4% de espermatozoides
moveis, 75,3 = 55% de espermatozoides com membrana funcional, 84,9 + 2,3% de
espermatozoides com membrana integra, 99,6 + 0,1% de espermatozoides com cromatina
condensada, 80,4 + 4% espermatozoides morfologicamente normais e pH 7,9 + 0,3% No
periodo chuvoso, obtiveram valores de 1,87 £ 0,5 mL para volume, concentracdo de 295,8 +
60,6 espermatozoides/mL, 58,5 + 9,1% de espermatozoides moveis, 80,3 + 2,9” de
espermatozoides com membrana funcional, 81,8 + 1,3% de espermatozoides com membrana
integra, 99,1 * 0,3% de espermatozoides com cromatina condensada, 72,1 + 7,1%
espermatozoides normais e pH 85 + 0,3". Quanto ao perfil bioquimico, ndo foram
identificadas diferencas (P>0,05) entre as estacBes para varios constituintes do plasma
seminal, com valores de 140,8 + 36,03 mg/dL e 169,7 £ 19,9 mg/dL para acido citrico, 152,3
+ 33,65 mg/dL e 332,0 £ 99,6 mg/dL para colesterol, 8,0 £ 2,26 g/dL e 7,0 £ 1,5 g/dL para
proteinas totais, 5,7 + 0,5 mg/dL e 5,9 + 0,24 mg/dL para magnésio, 315,6 + 103,94 mEqg/L e
271,3 + 45,57 mEqg/L para cloretos, 9,4 + 3,26 g/dL e 3,0 £ 0,64 g/dL para albuminae 12,3 +
5,0mg/dL e 75,1 £ 39,53 mg/dL para fosforo, 210,9 + 93,9 pug/dL e 423,2 + 228,1 pg/dL para
o ferro e 403,6 + 117,6 mmol/L e 198,4 + 108,0 mmol/L para frutosamina, obtidos durante as
estacOes seca e chuvosa, respectivamente. Por outro lado, a frutose (115,7 + 44,2% mg/dL/
8492 + 142,6° mg/dL) e o célcio (15,6 + 5,09° mg/dL/32,3 + 5,3 mg/dL) foram
significativamente mais predominantes no periodo chuvoso (P<0,05). Em conclusdo, 0s
periodos (seco e chuvoso) em clima semiérido exercem agdo sobre a qualidade seminal e
alguns constituintes bioquimicos (frutose e calcio) do plasma seminal, aléem disso, estes
componentes bioquimicos exercem agdo sobre a qualidade espermatica de catetos.

Palavras-chave: Bioquimica, plasma seminal, semiarido.



INFLUENCE OF THE CLIMATE PERIOD ON THE BIOCHEMICAL
CONSTITUENTS OF THE SEMINAL PLASMA OF COLLARED PECCARY
(PECCARY TAJACU LINNAEUS, 1758) CREATED IN REGION SEMIARID

MOREIRA, Samara Sandy Jerénimo. Influence of the climate period on the biochemical
constituents of the seminal plasma of Collared peccary (Peccary tajacu Linnaeus, 1758)
created in region semiarid. 2019. 75 f. Dissertation (Master degree) - Master's Degree in
Animal Science, Federal Rural University of Semiarid, Mossoré, 2019.

ABSTRACT: The Collared peccary is a Tayassuid abundant in the South American fauna, of
great ecological and economic potential. In order to extend the knowledge about its
reproductive biology, we studied the influence of climatic periods in a semiarid climate on its
seminal parameters and biochemical profile of seminal plasma. For this, the ejaculate of 12
adult males was obtained by electroejaculation during the dry period (September to November
2017) and rainy (February to April 2018) and then analyzed for volume, concentration,
motility, membrane functionality, integrity of the membrane, condensation status of
chromatin, sperm morphology and pH. For biochemical analysis, the samples were
centrifuged at 385 x g for 10 minutes and the supernatant stored at -20 ° C until analysis,
where they were heated at 25 ° C for 2 minutes and analyzed by commercial biochemical Kits,
whose absorbances were measured in a spectrophotometer using the suggested wavelengths of
each Kit. The results were expressed as mean and standard error and compared by ANOVA
followed by the Tukey test (P <0.05). The sperm and biochemical parameters were correlated
to each other through the Spearman correlation (p <0.05). During the dry period, the
ejaculates presented volume of 1.85 + 0.4 mL, concentration of 245.8 + 50.2 spermatozoa /
mL, 64.3 = 6.4% of mobile spermatozoa, 75.3 + 5, 5% spermatozoa with functional
membrane, 84.9 + 2.3% spermatozoa with whole membrane, 99.6 + 0.1% spermatozoa with
condensed chromatin, 80.4 + 4% morphologically normal spermatozoa and pH 7.9 + 0.3% In
the rainy season, the values obtained were 1.87 £ 0.5 mL for volume, 295.8 + 60.6 sperm /
mL, 58.5 £ 9.1% for spermatozoa, 80.3 + 2.9 % of spermatozoa with functional membrane,
81.8 £ 1.3% spermatozoa with intact membrane, 99.1 + 0.3% spermatozoa with condensed
chromatin, 72.1 + 7.1% normal spermatozoa and pH 8.5 + 0.3°. Concerning the biochemical
profile, no differences (P> 0.05) were found between the stations for several constituents of
the seminal plasma, with values of 140.8 + 36.03 mg / dL and 169.7 + 19.9 mg / dL for citric
acid, 152.3 + 33.65 mg / dL and 332.0 + 99.6 mg / dL for cholesterol, 8.0 + 2.26 g / dL and
7.0 £ 1.5 g/ dL for total proteins, 5.7 £ 0.5 mg / dL and 5.9 = 0.24 mg / dL for magnesium,
315.6 + 103.94 mEq / L and 271.3 + 45.57 mEq / L for chlorides , 9.4 £ 3.26 g/ dL and 3.0 =
0.64 g/ dL for albumin and 12.3 £ 5.0 mg / dL and 75.1 + 39.53 mg / dL for phosphorus, 210
,9+93.9 nug/dL and 423.2 + 228.1 pg / dL for iron and 403.6 £ 117.6 mmol / L and 198.4 +
108.0 mmol / L for fruits, obtained during dry and rainy seasons, respectively. On the other
hand, fructose (115.7 + 44.2* mg / dL / 849.2 + 142.6" mg / dL) and calcium (15.6 + 5.09* mg
/ dL/ 32.3 +5.3° mg / dL) were significantly more prevalent in the rainy season (P <0.05). In
conclusion, the periods (dry and rainy) in semiarid climate exert an effect on the seminal
quality and some biochemical constituents (fructose and calcium) of the seminal plasma, in
addition, these biochemical components exert action on the sperm quality of Collared
peccary.

Keywords: Biochemistry, seminal plasma, semiarid.
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1.  INTRODUCAO

O cateto (Pecari tajacu Linnaeus, 1758) é integrante da familia Tayassuidae, o
qual se distribui desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, estando
presente nos mais variados habitats, incluindo florestas, savanas e deserto (SANTOS et
al., 2000). Atualmente sua populacdo é considerada globalmente estavel em relagédo ao
risco de extingdo, mas apresenta-se em declinio em alguns biomas como a Mata
Atlantica (GONGORA et al., 2011). Esta espécie se destaca por sua importancia
ecologica na manutencdo do ecossistema (FONTANA et al., 2003; DESBIEZ &
KEUROGHLIAN 2009), e econbémica através do uso de sua pele para fabricacdo de
artigos de couro, além da comercializacdo de sua carne (NOGUEIRA FILHO E
NOGUEIRA, 2004). Além disso, seu uso € sugerido como modelo experimental para
outras espécies consideradas préximas, sendo possivel salvaguardar e resgatar
populacbes vulnerdveis ou ameacadas de extingdo (GOBELLO; CORRADA, 2003),
como é o caso do Queixada (Tayassu pecari) (KEUROGHLIAN et al., 2013) e Tagua
(Catagonus wagneri) (ALTRICHTER et al., 2015).

Na literatura corrente, diversos trabalhos relativos a fisiologia reprodutiva dos
machos de catetos ja foram desenvolvidos. Dentre esses, podem-se destacar importantes
informacdes obtidas acerca da variacdo sazonal na testosterona sérica, mensuracfes
testiculares e caracteristicas do sémen em animais criados no Texas, Estados Unidos
(HELLGREN et al., 1989), do comprimento do ciclo espermatogénico e producdo de
espermatozoides (COSTA et al.,, 2010), da variacdo individual relativa as suas
caracteristicas seminais e a correlacdo destas com a biometria testicular (PEIXOTO et
al., 2012), da avaliacdo morfoldgica e morfométrica dos espermatozoides (SOUSA et
al.,, 2013), da influéncia dos parametros ambientais sobre a congelabilidade de
espermatozoides de catetos criados no semiarido nordestino brasileiro (MAIA et al.,
2018), e recentemente, dos efeitos ambientais sobre a testosterona serica, morfologia
testicular e qualidade seminal em catetos criados no bioma Caatinga sob clima
semiarido (MAIA et al., 2019).

Quanto ao plasma seminal de catetos, os estudos ainda sdo restritos. As
informagdes encontradas na literatura até o presente momento remetem aos constituintes
proteicos e enzimaticos do plasma seminal de catetos coletados durante o periodo seco
em clima semiarido. O primeiro trabalho identificou 23 diferentes proteinas entre estas a
PSP 1 (Porcine seminal plasma proteinl) (20,9%), clusterina (19,8%) e BDH - 2
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(Bodesina 2) (10,2%), além de outras proteinas como glutationa peroxidase secretada do
epididimo (6,2%), albumina (2,6%) e anexina 5 (2,0%) (SANTOS et al., 2014). O
segundo trabalho identificou vestigios da enzima superdxido dismutase (0,033 + 0,049
AU/mgP) nos ejaculados de catetos, ndo evidenciando qualquer correlacdo com os
parametros espermaticos da espécie (SANTOS et al., 2018).

Este limite de informacdes denota a necessidade por maiores estudos acerca dos
demais constituintes bioquimicos presentes neste importante fluido bioldgico que
compde o0 sémen nesta espécie. Essa importancia se deve em virtude destes constituintes
poderem influenciar diretamente a qualidade seminal, alterando suas concentracdes em
decorréncia da raga (CIERESZKO et al.,, 2000), idade (FRASER et al., 2016)
variabilidade individual (FLOWERS, 2008) e estacdo do ano (MURASE et al., 2007),
como ja verificado em caprinos (CATUNDA et al., 2009; CATUNDA et al., 2012;
AGUIAR et al., 2013) e suinos (MURASE et al., 2007; ZASIADCZYK et al., 2015;
FRASER et al., 2016).

Levando-se em consideracdo esses aspectos, estas informagfes podem ser Uteis
para um melhor entendimento a respeito da fisiologia reprodutiva desta espécie de modo
que sejam incrementados ajustes necessarios na tecnologia de sémen em catetos,
possibilitando desta forma, alcancar ainda mais éxito nas taxas de células

potencialmente viaveis ap6s 0 uso da criopreservacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producao de plasma e espermatozoides em catetos

Os catetos sdo considerados proximos filogeneticamente aos suinos
domeésticos, compartilhando a subordem dos suiformes (SOWLS, 1997). Esta espécie se
torna madura sexualmente a partir dos 11 meses de idade (BELLATONI, 1991),
iniciando sua espermatogénese também aos 11 meses, cujo ciclo espermatogénico tem
duracdo de 12,3 = 0,2 dias e todo o processo de espermatogénese 55,1 + 0,7 dias
(COSTA et al., 2010;GUIMARAES et al., 2013).

A espermatogénese em catetos e suinos se equiparam visto a elevada
competéncia na producdo de espermatozoides, competéncia esta que é estabelecida
através da alta dimensdo volumétrica do epitélio seminifero comparada ao das células
de Sertoli (RUSSELL et al.,, 1990). Neste sentido, os catetos apresentam elevadas
dimensdes volumeétricas de tabulo seminifero, correspondendo a 84% do parénquima e
pequenos valores de células de Sertoli por grama de testiculo (19x10°) (COSTA et al.,
2004).

Estes animais sdo caracterizados pela presenca na regido dorsal de uma
glandula produtora de uma secrecéo esbranquicada com odor peculiar. Tal secrecdo é
utilizada principalmente na identificacdo de territorios e como método de comunicacao
interespecifico (SOWLS, 1984). Esta glandula sofre influéncia da testosterona, a qual
em baixas concentracbes promove alteracdes, inclusive fisioldgica, nas unidades
secretdrias da por¢do caudal da glandula (SILVA et al., 2005).

Seu sistema reprodutor masculino encontra-se representado por testiculos,
cordbes espermaticos, glandulas acessorias (vesiculas seminais, prostata e glandulas
bulbouretrais), uretra, pénis e prepucio (GARCIA et al., 2014). Quando comparado aos
suinos, os testiculos sdo posicionados huma por¢do mais ventral em virtude da curvatura
dorsal (SONNER et al., 2004). Esta espécie ndo apresenta dimorfismo sexual, porém os
machos séo facilmente identificados a partir da bolsa testicular (NOGUEIRA FILHO E
LAVORENTI, 1997; SOWLS, 1997; JACOMO, 2004) localizada na regido pélvica,
entre a regido perineal e inguinal (SONNER et al., 2004).

No tocante as glandulas acessorias, uma das principais fontes do plasma
seminal, as glandulas vesiculares encontram-se envoltas por um tecido fibroso, de
coloragéo esbranquicada e com formato semelhante a um cacho de uva, localizadas

préximas a bexiga e a uretra, tais glandulas se dirigem através de um canal até a
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préstata. A prostata possui um tamanho inferior as glandulas vesiculares, com formato
arredondado, localizando-se na por¢do final da bexiga e inicio da uretra. Quanto as
glandulas bulbouretrais, estas possuem um formato cilindrico, medindo 5 cm de
comprimento e localizadas ao lado da uretra pélvica, sendo responsavel pela producéo
de uma substancia transparente e gelatinosa que atua como um tampao seminal
(GARCIA et al., 2014).

2.2 Caracteristicas seminais de catetos

No que diz respeito ao sémen dos catetos, este € caracterizado por apresentar
trés fracdes, sendo uma primeira pobre em células esperméticas e de coloracgdo clara,
proveniente de secrecBes das glandulas acessorias, uma segunda rica em células
espermaticas, com aspecto leitoso e coloracdo amarelada e uma terceira fracdo gel
resultante da secrecdo das glandulas bulbouretrais (LOCHMILLER et al., 1985;
HELLGREN et al., 1989; COSTA E PAULA, 2005).

Quanto aos pardmetros seminais e espermaticos, Peixoto et al. (2012)
comprovaram que o0 volume e a concentracdo espermatica na espécie ndo apresentam
correlagdes significativas com a biometria testicular. Além disso, foram demonstrados
valores de referéncia para a espécie a partir da avaliacdo de 52 amostras de sémen
resultantes de 10 catetos obtidos pelo método de eletroejaculagdo. Foi encontrado um
volume médio de 35 + 3,8 mL, concentracdo média de 0,8 + 0,7 x 10°
espermatozoides/mL, sendo 85,1 + 10,7% moveis com vigor 4,2 + 0,9, morfologia
normal de 79,9 + 12,8 %, integridade acrossomal de 76,9 + 13,2 % e viabilidade de 86,3
*+ 13,3 %. No que concerne ao pH seminal, Souza et al. (2009) encontraram valores
médios variando de 7 a 9. Em relacdo aos parametros morfométricos espermaticos,
Sousa et al. (2013) verificaram uma média de 50,68 + 0,121 um de comprimento, sendo
6,34 £ 0,018 um correspondente a cabeca e 32,25 = 0,076 um a cauda, no qual esta
representa 89 % da célula.

De modo geral, sabe-se que a qualidade espermaética de animais de uma mesma
espécie pode sofrer variacbes em virtude de fatores intrinsecos ou extrinsecos
(SUQUET et al., 1994; BUTTS et al., 2010; BOBE; LABBE, 2010), destacando entre
esses fatores a influéncia da estacdo climatica. Neste sentido, em um estudo conduzido
na regido de College Station, no Texas, Estados Unidos, HELLGREN et al. (1989)
verificaram em catetos, uma redugdo no verdo e uma elevacdo na primavera nos

pardmetros de concentracdo espermatica média, motilidade e porcentagem de células
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normais, em clima subtropical semiimido, no qual os autores atribuem essa reducéo
durante o verdo a temperatura ambiente.

Na cidade de Belém (Brasil), situada na regido da Amazo6nia Oriental, sob
clima tropical umido, KAHWAGE et al. (2010) constataram que existem inconstancias
com relacdo aos parametros seminais dos ejaculados de catetos ao longo do ano. Os
autores verificaram perda da qualidade espermatica durante os meses de marco a maio,
com reduzida motilidade espermatica (40,1 = 4,0%) e integridade de membrana
plasmatica (41,9 = 3,3%), e elevacdo nos defeitos totais das células (38,5 £ 9%), em
relacdo aos meses de setembro e outubro (inicio do periodo geralmente mais chuvoso),
onde a motilidade adquiriu uma média de 63,0 £ 0,3%, as células viaveis de 67,1 +
2,0% e os defeitos totais das células de 29,4 + 5,02%. Os autores acreditam que 0
decréscimo na qualidade seminal tenha se dado em decorréncia de fatores ambientais,
nutricionais e intrinsecos aos animais.

Na regido de Mossord (Brasil), sob condi¢bes semiéaridas, Maia et al. (2018)
apontaram que o periodo climéatico ndo foi capaz de proporcionar incrementos na
eficiéncia das coletas pelo método de eletroejaculacdo e nem tdo pouco ocasiona
mudancas na qualidade seminal em catetos. No entanto, no que diz respeito ao sémen
criopreservado resultante da coleta durante o periodo chuvoso, este obteve mais células
com membranas intactas (28,6 + 6%) em relagcdo ao criopreservado proveniente do
periodo seco (23,4 + 3%). Ainda, quanto aos parametros cinéticos obtidos através da
analise computadorizada do sémen (CASA), foi indicado que as células espermaticas
que submetidas a criopreservacao resultantes da coleta no periodo chuvoso possuiam
maiores valores para motilidade total (29,5 £ 7,7%), linearidade (33,2 + 3,7%) e
subpopulacdo espermatica rapida (13,7 + 6,2%) quando comparado aos criopreservados
resultantes da coleta no periodo seco (14,6 + 4,1%; 315 + 14% e 4,1 £ 1,2%,
respectivamente). Os autores hipotetizam a ideia de que possa haver um fator de
protecdo espermatico nestas espécies durante o periodo chuvoso em clima semiarido e
gue embora os parametros ambientais (velocidade do vento, umidade relativa e
temperatura do ar) ndo tenham sido capaz de causar efeitos significativos sobre 0 sémen
fresco, tenham causado efeito sobre a sua congelabilidade.

Mais recentemente, Maia et al. (2019) conduziram um estudo também em regiéo
semiarida, com a finalidade de verificar os efeitos das condi¢cbes ambientais sobre a
testosterona sérica, morfologia testicular e qualidade do sémen em catetos em um

periodo de 18 meses. Entre os resultados, ndo foi percebida influéncia da temperatura da
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superficie sobre os parametros espermaticos. Contudo, constatou-se correlacdo negativa
entre a temperatura retal e a motilidade total (r = -0,20), velocidade média da trajetoria
(VAP) (r= - 0,20) e subpopulagbes espermaticas rapidas (r = -0,23), bem como
correlacdo positiva com os espermatozoides estaticos (r = 0,20). No que diz respeito a
concentracdo da testosterona sérica, circunferéncia escrotal e a morfometria testicular,
estas se mantiveram estaveis durante os diferentes periodos climaticos. Quanto aos dias
que transcorreram as coletas de sémen, foi constatado correlacdo positiva entre as
concentracdes de testosterona sérica e a circunferéncia escrotal (r = 0,21, P <0,05), além
disso, a precipitacdo total ndo causou efeitos sobre sua eficiéncia. Quanto &s
precipitagdes no decorrer dos diferentes periodos climaticos, estas ndo causaram efeitos
sobre o volume seminal, concentracdo espermatica, nimero total de espermatozoides,
morfologia espermatica, funcionalidade e integridade da membrana, nem tdo pouco
sobre a cinética espermatica. Além disso, foram constatadas correlagdes entre os
parametros ambientais e 0s espermaticos no periodo de um dia, uma semana e de 51-55
dias antecedendo ao dia da coleta de sémen. Ainda, a carga radiante de cabeca (LRH)
apresentou uma correlacdo negativa sobre o indice de progressao (STR) (r= - 0,21, P
<0,05). De acordo com os autores, este trabalho servira de base para a conducdo de um
manejo adequado assim como estratégias reprodutivas e conservacionistas para a

espécie dentro do bioma ao qual faz parte.

2.3 Plasma seminal

Durante o processo que envolve a ejaculacdo, os espermatozoides produzidos
nos testiculos, maturados e armazenados no epididimo sdo em seguida misturados com
secrecOes resultantes das glandulas acessorias que irdo constituir o plasma seminal
(LEFIEVRE et al., 2007; KOVAC et al., 2013). Desse modo, o plasma seminal é uma
mistura de fluidos provenientes da rede testicular, do epididimo e glandulas acessérias,
no qual a partir de contracbes da uretra, este é externalizado durante a ejaculacdo
(KARESKOSKI; KATILA, 2008).

I Contribuicao do liquido epididimario para o plasma seminal
Os espermatozoides sdo formados nos tubulos seminiferos e maturados no
epididimo, sendo transportados a partir do ducto eferente até o epididimo. Este é

constituido por um conjunto de células (celulas principais, basais, apicais, halo, claras e
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estreitas) que sdo responsaveis pela producdo do liquido epididimario (REID;
CLELAND, 1957).

As células principais sdo as mais encontradas, estando presentes em todas as
regides do epididimo, concentrando-se principalmente na porcéo inicial e na regido da
cabeca, variando suas caracteristicas morfoldgicas ao longo das porc¢des do epididimo
(REID; CLELAND, 1957). Estas células sdo responsaveis pelo transporte e eliminagéo
de ions e moléculas organicas, sintese e eliminacdo de proteinas, absorc¢do do liquido
testicular e a liberacdo do liquido epididimario (DACHEUX et al., 2005), além da
manutencdo do pH acido da regido do Iimen (PASTOR-SOLER et al., 2005).

As células apicais possuem ndcleos localizados na regido apical (REID;
CLELAND, 1957; SUN; FLICKINGER, 1982), sdo responsaveis pela quiescéncia
espermatica e a partir da producdo de enzimas da familia anidrase carbénica modificam
0 pH do lumen (HERMO et al., 2005). As células estreitas sdo originarias da por¢édo
inicial, possuindo nucleo alongado. Estas células juntamente com as células apicais sdo
responsaveis pela dissociacao de proteinas especificas (PASTOR-SOLER et al., 2005).

As células claras possuem numerosos Vvacuolos apicais e encontram-se
presentes na cabeca, corpo e cauda do epididimo (REID; CLELAND, 1957). Estas por
sua vez, atuam na remocao de proteinas do Iimen do epididimo, além disso, eliminam
as gotas citoplasmaticas das células espermaticas & medida que passam ao longo do
ducto (HERMO et al., 1994, 2005; ROBAIRE et al., 2006). As células basais sdo
células alongadas, com nucleos alongados ou esféricos, localizadas em contato com a
membrana basal e presentes principalmente na regido do corpo e cauda do epididimo
(REID; CLELAND, 1957). Estas células possuem acdo protetora a partir da formacéo
de uma barreira entre 0s vasos sanguineos e o lumen do epididimo (VERI et al.,1993) e
estdo envolvidas ainda na eliminacdo das espécies reativas de oxigénio por meio da
presenca de enzimas, como a glutationa peroxidase, superéxido dismutase e catalase
(LEUNG et al., 2004;VERNET et al., 2004; CHEUNG et al., 2005).

As células do halo estdo presentes principalmente na regido da cabeca. Estas
possuem em seu ndcleo uma cromatina densa e uma regido que constitui o “halo”, cuja
acdo esté envolvida com o sistema imune (ROBAIRE; HERMO, 1988).

ii.  SecrecOes das glandulas acessorias
No que diz respeito as secre¢des vesiculares e prostaticas, estas na maioria das

espécies animais sd8o0 compostas por inimeros constituintes orgénicos. A secrecao
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vesicular é responsavel por fornecer volume e servir como fonte de energia, tampdes e
ions ao plasma seminal. Este fluido é constituido por agucar (frutose, glicose, sorbitol,
inusitol), antioxidantes (&cido citrico e ergotionina), prostaglandina, aminoacidos,
glicerilfosforilcolina e ferro (MANN, 1974).

Quanto a secrecdo prostatica, por sua vez, € responsavel por promover a
limpeza da uretra, no qual possui como constituintes: a fosfatase, zinco, colesterol,
plasmina ou espermina, enzimas proteoliticas, prostaglandinas, p-microseminoproteina,
serotransferrina, albumina sérica, mioglobina e as espermadesinas PSP | e PSP Il
(MANN, 1974; MANASKOVA et a., 2002).

J& a secrecdo bulbouretral contém galactose, além de sialomucina que forma a
fracdo gel, importante em espécies com grande liberagdo de sémen como 0s suinos,

atuando nestas espécies como tampao vaginal (MANN, 1974).

iii.  Constituintes bioquimicos do plasma seminal

Os constituintes bioquimicos que compde o plasma seminal sdo designados de
acordo com o tamanho, capacidade de armazenamento e secre¢do dos 0Orgaos que
integram o sistema reprodutor masculino (MANN, 1964). A compreensdo a respeito da
composicdo bioquimica espermatica e dos fluidos seminais, assim como da
comunicacdo com 0 meio e 0 espermatozoide propicia meios para a conservagdo dos
gametas masculinos (COULTER, 1992).

Muitos constituintes bioquimicos sdo responsaveis por oferecerem ao plasma
seminal acdo antimicrobiana, além de participarem da ativacdo da motilidade
espermatica e neutralizacdo dos metabdlitos esperméticos (ELZANATY et al., 2002;
TROEDSSON et al., 2005). Além disso, também estdo envolvidos na acdo antioxidante
do plasma seminal, no desenvolvimento e maturacdo dos espermatozoides, e na
regulacdo da fisiologia espermaética, atuando ainda como cofatores em reacdes
enzimaticas, com papel fundamental no funcionamento de algumas enzimas (GUASTI,
MONTEIRO; PAPA, 2012).

Em vérias espécies, os componentes presentes no plasma seminal, influenciam
na motilidade espermatica (ELZANATY et al.,2002), morfologia (KERR et al.,2006),
capacitacdo e reacdo acrossomal (MANJUNATH et al.,2002), interacdo com o oviduto
(GWATHMEY et al., 2006) e fecundacdo (CANCEL et al.,1997; MOURA et al.,2007).

Em suinos, Jelezarsky et al. (2008) identificaram a presenca da enzima

glutationa peroxidase (GPx), uma importante enzima de combate &s espécies reativas de
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oxigéncio, nas vesiculas seminais, prostata e glandulas bulbouretrais. No mesmo ano,
Hernandez e Gutiérrez, (2008) identificaram a presenca do fator de crescimento
epidérmico (EGF), fator de crescimento transformador (TGFa) e receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFr) no epididimo, prostata e glandulas vesiculares, cujos
quais ndo estiveram presentes nas glandulas bulbouretrais. Além disso, estes mostraram
acdo positiva sobre a motilidade espermatica apds o processo de reagdo acrossomal.
Barranco et al. (2016) identificaram a presenca da enzima glutationa peroxidase 5 nos
testiculos, epididimos e glandulas sexuais acessorias. O mesmo grupo no ano seguinte,
identificaram a presenca da enzima paraoxonase tipo 1 (PON1) no epididimo, vesiculas
seminais, prostata e glandulas bulbourerais da espécie, cuja enzima é dependente do teor
de colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL-C) presente nessas glandulas
(BARRANCO et al., 2017).

O plasma seminal contém uma variedade de tipos de proteinas, cada qual
exercendo importantes fungdes sobre os espermatozoides. Estas participam de processos
envolvidos na protecdo espermatica (KRAUS et al., 2005), capacitacdo, reacao
acrossomal e fertilizacdo (PIETROBON et al., 2005; ROLDAN E SHI, 2007), além de
exercer acdo sobre a motilidade espermatica (BAAS et al., 1983),

Dentre as proteinas, destaca-se a albumina que se trata de uma proteina
associada a protecdo espermatica, atuando sobre a membrana plasmatica dos
espermatozoides visto sua habilidade em adsorver os perdxidos de lipidios desta
(ALVAREZ E STOREY, 1983), impedindo o estresse oxidativo causado pela
peroxidacao lipidica, protegendo assim as células (MURASE et al., 2007). Ainda, no
trato reprodutivo da fémea, a albumina esta relacionada com o efluxo de colesterol e
fosfolipideos na membrana plasmatica durante o evento de capacitacdo espermatica,
visto sua capacidade de modificar a permeabilidade da membrana (DAVIS et al., 1979;
VISCONTI et al., 1998; OSHEROFF et al., 1999; WU et al., 2001).

Ainda se tratando da albumina, acredita-se que esta juntamente com as enzimas
superéxido dismutase e glutationa peroxidase atuam detendo as espécies reativas de
oxigénio (EROs) provenientes do metabolismo das células espermaticas (JOHNSON et
al., 2000). Desta forma, Murase et al. (2007) atribuiram a reducdo na estabilidade da
membrana a pouca disponibilidade de proteinas, incluindo alboumina, no plasma seminal
de suinos. Ainda, atribuiram que esta reducdo juntamente com a maior resposta
espermatica ao Ca2" /A23187 e menor nimero de partos estejam envolvidos com a

reducdo da fertilidade.
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A frutosamina consiste em proteinas glicadas totais (ARMBRUSTER, 1987).
Desta forma, sdo cetoaminas oriundas de uma rea¢do ndo enzimaética entre um grupo
carbonil da glicose e um grupo amino da proteina, formando uma base de Schiff
(aldimina) que apds uma reorientacdo molecular torna-se estdvel (ARMBRUSTER,
1987; KOGA e KASAYAMA, 2010).

Sua presenca no plasma seminal de animais ainda é pouca conhecida, julgando
que grandes concentragBes desta proteina podem sinalizar o uso ineficiente de glicose
pelo organismo (ARMBRUSTER, 1987). No plasma seminal de humanos, a glicose e a
frutose estdo presentes como fontes de acUcar, assim, um aumento nos valores de
frutosamina é indicador de infertilidade masculina (TOMASZEWSKI et al., 1992). J&
no plasma seminal de bovinos, a glicose ndo € encontrada, estando presente apenas a
frutose (128-679,2 mg/dL), além disso, nenhuma correlacdo entre a frutosamina e
infertilidade masculina foi revelada nessa espécie (TOMASZEWSKI et al., 1992),
observando a existéncia de diferengas entre as especies.

Além disso, esta proteina é utilizada para medir de maneira indireta a enzima
superdxido dismutase, uma importante enzima que atua na protecao contra as espéecies
reativas de oxigénio (EROs). Desta maneira, visto a frutosamina se tratar de uma
proteina consumida pela SOD, a mensuragéo da enzima ocorre mediante o seu indice de
inibicdo (LOPES, 2011).

No que diz respeito aos constituintes lipidicos, os triglicerideos possuem
funcdo essencial para as células espermaticas, no qual sua presenca no plasma seminal
estd relacionada com a qualidade esperméatica e a fertilidade do macho
(KOZIOROWSKA-GILUN et al., 2011). Em suinos, a concentracédo de triglicerideos no
plasma seminal atua positivamente sobre a concentracdo (0,750) e o namero total de
espermatozoides no ejaculado (0,569) (ZAJA et al., 2016), cujos autores acreditam que
os valores de triglicérides e colesterol podem atuar como importantes sinalizadores em
uma avaliacdo de qualidade seminal nesta espécie.

O colesterol é o principal esterol presente na membrana (YEAGLE 1993), cujo
qual exerce importante funcdo de protecdo das células contra o choque térmico
resultante de alteracOes na temperatura (SOFIKITIS e MIYAGAWA 1991). A presenga
de colesterol nas membranas plasmaticas de espermatozoides de suinos domésticos
quando comparado ao das demais espécies € reduzido. Isso explica a sensibilidade
destas células ao processo de resfriamento (PARKS e LYNCH, 1992), visto o colesterol
ser responsavel pela fluidez da membrana (NIKOLOPOULOU et al., 1985).
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Uma parte do colesterol constituinte do plasma seminal é fornecida pela
prostata (SOFIKITIS e MIYAGAWA 1991), sendo em grande parte proveniente do
epididimo e incorporado as membranas no processo de maturacdo espermatica
(YANAGIMACHI 1994). Jacyno et al. (2009) verificaram no plasma seminal de suinos,
uma taxa de colesterol variando de 2,8-16,9 mg/dL, com média de 6,96 mg/dL. Foi
encontrado ainda correlagdes positivas deste com a motilidade (0,217), concentragédo
(0,225) e numero total de espermatozoides (0,196) e negativa com a porcentagem de
espermatozoides com defeitos maiores (-0,154) e atividade do aspartato
aminotransferase (AspAT) (—0,215), refletindo sobre a qualidade espermatica.

Os acucares atuam como substratos energéticos para os espermatozoides, de
onde provém a energia necessaria para a motilidade da célula. Estes sdo importantes
ainda durante o processo de capacitacdo espermatica, fecundacdo do od6cito e
metabolismo espermatico. Entre os acgucares, a frutose se destaca por ser o principal
acucar livre no plasma seminal, sendo produzida na glandula vesicular e utilizada pelas
células para producdo de ATP, cujo qual seré convertida em energia utilizada durante o
movimento do espermatozoide (WILLIAMS; FORD, 2001). Desta forma, de acordo
com Mann (1948), a funcao primordial da frutose é proporcionar a célula espermatica a
energia necessdria a sua sobrevivéncia na forma de um produto prontamente
glicolizavel, onde o valor encontrado no ejaculado de suinos é em torno de 20-50 mg.

Outros componentes do plasma seminal sdo o0s ions, cujos quais Sao
importantes no desempenho de diversas reacdes envolvidas na funcdo espermatica. A
concentracdo e o tipo de ion variam de acordo com a fracdo espermatica do ejaculado
até mesmo o animal, mesmo pertencendo a mesma espécie (GUASTI et al., 2012).

Dentre os ions, o calcio é importante por permitir a regulacao fisioldgica das
células espermaticas, encontrando-se em altos valores na prostata, epididimo e
glandulas vesiculares (WONG et al., 2001). O calcio em sua forma iénica (Ca*)
promove a capacitacdo e reacdo acrossomal a partir da regulacdo do AMPc intracelular
e ativacdo da fosfolipase A2, respectivamente (PARRISH et al., 1994; VISCONTI et
al.,, 1995; PARINAUD;MILHET, 1996). Ainda, € responsavel por desencadear a
esteroidogénese nas células intersticiais do testiculo (MORTON E SAGADRACA,
1978; HONG et al., 1984; MAHAMUD et al., 2015).

Além disso, o célcio apresenta acao sobre a motilidade espermatica através da
sua capacitacdo e hiperativacdo, a partir do ajuste da adenosina trifosfato no interior
celular (BAKER et al.,, 2004; MARQUEZ et al.,, 2004). Em valores acima do

26



necessario, o calcio pode induzir a perda de fertilidade através da inducdo da exocitose
acrossomal (KWON et al., 2013).

O magneésio € um céation que atua como cofator em mais de 300 reagdes
enzimaticas abrangendo o metabolismo energético (ATP) e a sintese de acidos
nucleicos. Este pode atuar ainda na espermatogénese, a partir da motilidade espermatica
(ABOU-SHAKRA et al., 1989), contribuindo para a motilidade das células
espermaticas através da inducdo da atividade da adenilciclase (LAPOINTE et al., 1996).
Em suinos, Arver e Eliasson, 1980 encontraram uma média de magnésio no plasma
seminal de 3,2 + 0,05 mM. Um estudo realizado por Rodriguez et al. (2013) verificaram
acdo positiva do magnésio sobre a membrana espermatica. Estes verificaram que niveis
mais notaveis de magnésio no plasma seminal de suinos estavam correlacionados a
menos danos na membrana (0,335).

O fosforo encontra-se presente em maiores niveis no plasma seminal, em
relacdo aos espermatozoides (ABDEL-RAHMAN et al., 2000). Este participa de
processos envolvendo o metabolismo energético, ativacdo e inativacdo enzimatica, via
quinases e fosfatases, sendo essencial para o metabolismo e sinalizacdo celular
(CORTEZ, 2003).

Em ovinos, Abdel-Rahman et al. (2000) verificaram que a porcentagem de
espermatozoides moveis diminui com o aumento do potassio (K) e do célcio (Ca) e
reducdo do sodio (Na), cloreto (Cl), fosforo (P) e magnésio (Mg). Além disso, foi
encontrada correlacdo positiva da porcentagem de espermatozoides vivos com o célcio
(r=0,325) e negativa com o fosforo (- 0,308).

O ferro é outro elemento que tem funcdo importante para as células
espermaticas. Tem funcdo fundamental na sintese de DNA e transporte de elétrons e
oxigénio, no entanto, o ferro por ser oxidante € capaz de gerar radicais livres a partir da
reacdo com o H,O, pela reacdo de Fenton (H202 + Fe2+ -> Fe 3+ + OH- + «OH.)
(FERREIRA, 2009). Em suinos, Massanyi et al. (2003) encontraram um valor medio de
ferro no sémen de suinos de 16,14 + 10,35 mg Kg ™, além disso, verificaram correlages
positivas deste com os defeitos esperméticos de cabeca pequena (0,34) e cabega grande
(0,39).

No que diz respeito ao cloreto, Martins et al. (1999) verificaram que baixas
concentracdes de cloreto na fracdo espermatica implica em um mecanismo de protecao

que independe da espécie e raca. Desta forma, Rodriguez et al. (2013) associaram a
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presenca de cloreto no sémen de suinos com a qualidade espermatica, verificando a
existéncia de correlacdo negativa deste com a morfologia normal (- 0,521).

Por ultimo, o &cido citrico € um composto bioquimico sintetizado na préstata.
Sua presenca no sémen esta relacionada com a liquefacéo, no qual niveis menores de
acido citrico estdo envolvidos com auséncia de plasma seminal ou liquefacdo parcial
(PARDINI, 2002). Este ainda atua como ativador da enzima fosfatase 4cida de modo a
proporcionar e manter o equilibrio osmotico. Ainda, em combinagdo com o sodio e o

potassio atuam de modo positivo sobre a motilidade espermatica (MANN, 1948).

iv.  Peculiaridades do plasma seminal dos suinos

O plasma seminal é constituido por diversos componentes entre eles ions,
acucares, proteinas, lipideos, aminoacidos, é&cido citrico, minerais, fosfatases,
prostaglandinas, potassio e citrato (FOLHADELLA, 2008). As concentracdes de cada
constituinte variam com a espécie, animal e idade, além do método de coleta seminal e
intervalo de tempo entre as ejaculacdes (SHIVAJI et al., 1990).

Segundo Mann (1974), o fluido epididimario dos suinos contém concentracfes
elevadas de hipotaurina, além de glicerilfosforilcolina, um componente tipico do
epididimo de suinos (SEAMARK et a., 1968). A secrecdo vesicular pode conter até 3%
de inositol, ergotioneina, frutose e &cido citrico, com auséncia de cloreto, enquanto as
glandulas bulbouretrais produzem uma sialoproteina constituida por 26,6% de acido
sidlico (MANN, 1974).

Segundo Seamark et al. (1968), a secrecdo vesicular em suinos apresenta como
constituintes bioquimicos além do inositol tambeém o scillitol (scylloinositol). Além
disso, no plasma seminal da espécie, podem ser também encontrados o colesterol,
triacilglicerol, proteinas, aloumina, zinco, glutationa peroxidase, superoxido dismutase,
fosfatase alcalina, fosfatase acida, a-glutamil transferase, creatina quinase, lactato
desidrogenase, calcio, magnésio (ZAJA et al., 2015; ZAJA et al, 2016) e
glicerilfosforilinositol (DAWSON, MANN & WHITE, 1957).

Gonzalez-Cadavid et al. (2014) identificaram 39 diferentes proteinas no plasma
seminal de suinos em sua maioria pertencentes a familia das espermadesinas. Entre as
mais abundantes estavam: PSP-I, PSP-11, AQN-1, AQN-3 e AWN-1, representando
45,6% dos spots detectados no gel, cujos autores confirmaram relacfes de tais proteinas
do plasma seminal com os pardmetros seminais. Tais glicoproteinas também ja foram
reconhecidas em catetos (SANTOS et al., 2014 ).
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No que diz respeito & acdo do plasma seminal de suinos, Strzezek et al. (1992)
constataram acdo negativa deste durante a congelagéo de sémen. Eles verificaram que a
presenca do plasma seminal durante a congelagdo do sémen de suinos causou efeito
negativo sobre a sobrevivéncia e motilidade espermatica, em virtude da presenca de
inimeras proteinas no plasma seminal.

Recentemente, outro trabalho buscou avaliar a acdo do plasma seminal desta vez
sobre a capacidade fertilizante dos espermatozoides de suinos por meio da inseminacao
artificial intra-uterina em marrds. Desta forma, Passarelli et al. (2017) fizeram um pool
da fracdo rica do ejaculado de 2 cachacgos dividindo-os em um grupo controle e um
grupo sem plasma seminal, cujos quais foram mantidos a 17°C por 72 horas. Assim,
para verificar a taxa de fertilidade, calculou-se a proporcéo de embrides recuperados e
taxa de prenhes. Quanto aos resultados obtidos, a taxa de prenhes ndo diferiu entre o
grupo controle e o grupo sem plasma seminal (30% e 40% respectivamente). No entanto
em relacdo & taxa de fertilidade, o grupo sem plasma seminal (83,09 + 15,59) foi
significativamente superior ao controle (40,27 + 22,74), demonstrando a a¢do negativa
do plasma seminal sobre a fertilidade nesta espécie. Diante da presenca de proteinas da
classe da fibronectina tipo Il (FN-2) no plasma seminal de suinos, os autores justificam
seus resultados correlacionando estas proteinas com a taxa de fertilidade. Eles defendem
ainda que a longa exposicdo espermatica a FN-2 resulta em um efluxo de colesterol e
desestabilizacdo da membrana plasmatica, sugerindo a remocéo do plasma seminal para
a preparacdo de doses inseminantes nesta espécie.

Apesar de ja terem sido comprovados os efeitos negativos do plasma seminal
de suinos durante a congelagdo de sémen, Rodriguez et al. (2013) comprovaram uma
relacdo entre os componentes do plasma seminal e a qualidade seminal, mas
especificamente quanto ao cloreto que se correlacionou com a morfologia (r= - 0,521) e
potéssio se agiu positivamente sobre a motilidade (r= 0,354) e morfologia (r= 0,350).
Além disso, o célcio e o cloreto variaram entre os grupos (alta e baixa qualidade
seminal), cujo cloreto se correlacionou negativamente com a morfologia (r= - 0,521).
Neste estudo, observaram que em animais com alta qualidade seminal (morfologia
normal > 80% e motilidade espermaética > 70%) o calcio e o cloreto apresentavam
valores médio de 3,1 mg/dL e 107,2 mEqg/L, respectivamente, j& nos com baixa
qualidade seminal (morfologia normal < 80% e motilidade espermatica < 70%)
possuiam 2,7 mg/dL e 136,4 mEq/L.
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Ainda mais recente, um trabalho buscou investigar os efeitos do plasma
seminal de suinos sobre a qualidade, capacitacdo e capacidade fertilizante de
espermatozoides de ovinos congelados-descongelados. Fang et al. (2018) verificaram
que o plasma seminal de suinos a 40% obteve os maiores resultados quanto a
viabilidade espermatica de ovinos (41,11 + 3,62°) em relacdo &s demais concentragdes,
proporcdo de espermatozoides capacitados (proximo a 90%) comparado ao controle
(proximo a 80%), sobre a fosforilagdo da tirosina apds capacitagdo in vitro
(aproximadamente 1800) comparado ao grupo controle (800) e sobre a penetracdo dos
espermatozoides congelado-descongelado, onde o numero de espermatozoides no grupo
a 40% em 1 cm (944,71 + 121,46%) e 2 cm (613,22 + 79,92%) da base do tubo foi
superior ao controle (555,30 + 88,73°, 360,72 + 51,07, respectivamente). Ainda, obteve
maiores valores quanto a taxa de gestacdo com a inseminacdo artificial intracervical a
40% de plasma seminal (47,5%) em relacdo ao controle (33,3%). Diante desses
resultados, os autores defendem existir uma homologia (quase 22,0%) entre as proteinas
presentes no plasma seminal de carneiros e de suinos, além disso, que o plasma seminal
de suinos a 40% impediu a crio-capacitacao visto as proteinas presentes na superficie da

membrana impedirem mudancas importantes para a ocorréncia da capacitacao.

v. O plasma seminal de catetos

Nos catetos, informacdes a respeito de seu plasma seminal ainda sdo bastante
limitadas. Um trabalho realizado por Castelo et al., (2010) buscou averiguar a influéncia
da centrifugacdo como método para remocdo do plasma seminal. Foi observado um
efeito negativo sobre os parametros da motilidade e morfologia espermatica antes e apos
0 processo de congelacdo e descongelacdo de sémen, efeito este que em suinos foi
verificado de modo contrario sobre a viabilidade e motilidade espermética (STRZEZEK
et al., 1992). Com base nesse trabalho em catetos, ndo é aconselhado a utilizacdo da
centrifugacdo como método para remocao do plasma seminal na espécie, além disso, 0
estudo trds como premissa a importancia da investigacdo do perfil bioquimico do
plasma seminal na espécie como ferramenta para conhecer a acao do plasma seminal na
espécie.

Neste sentido, um importante estudo conduzido por Santos et al.(2014),
avaliaram as proteinas presentes no plasma seminal da espécie, identificando 23
diferentes proteinas, dentre estas, se mostraram maiores concentradas a espermadesina
(PSP-1) (20,9%), clusterina (19,8%) e bodesina 2 (Bdh-2) (10,2%). Além destas, ainda
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foram identificadas a glutationa peroxidase secretada do epididimo (6,2%), albumina
(2,6%) e anexina 5 (2,0%).

A PSP-1 no plasma seminal em suinos estd presente na forma de um
heterodimero associado a PSP-2 (CALVETE et al.,1995). A grande proporcdo de
PSP1/PSP2 esta relacionada com um aumento na propor¢do de células viaveis, visto a
capacidade de ligacdo deste dimero & regido acrossomal (CABALLERO et al., 2006). Ja
a clusterina auxilia na interacdo dos espermatozoides com os fluidos do trato genital, a
partir da ligacdo as células (GRIFFITHS et al., 2009). Por fim, a Bodesina 2 faz parte da
producdo de reserva no oviduto e na relacdo ligacdo espermatozoide-oocito (TOPFER-
PETERSEN et al., 2008).

Além disso, a atividade de enzimas com agdo antioxidante no plasma seminal
de catetos foi também analisada por Santos et al. (2018). Os autores investigaram a
atividade das enzimas catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) no plasma seminal
e sua associacdo com a qualidade espermética em catetos oriundos da regido semiéarida,
durante a estacdo seca. No tocante & atividade enzimatica, ndo foi detectada para a
enzima CAT. Apesar disso, foram observados tracos da enzima SOD (0,033 + 0,049
AU / mgP) nos ejaculados dos animais estudados. Além disso, ndo foram identificadas
correlagOes entre os niveis de SOD e os parametros de motilidade espermatica (0,35; P
= 0,931), vigor (0,29; P = 0,133), viabilidade (0,16; P = 0,29), membrana funcional
(0,04; P = 0,617) e morfologia (0,03; P = 0,637). Os autores justificam estes achados
pelo fato do experimento ter sido executado durante o periodo seco em regido
semiarida, podendo nesta condicdo a enzima CAT ndo ter sido sintetizado ou ter sido
inativada, sugerindo assim que haja outros mecanismos compensatorios de protecdo a
células espermaticas contra as espécies reativas de oxigénio (ROS). Deste modo, eles
sugerem que o sistema antioxidante no plasma seminal de catetos exige a associacdo da
enzima glutationa peroxidase (GPx), ja identificada no proteoma do plasma seminal da
espécie (SANTOS et al., 2014), e da atividade enzimatica da SOD. Quanto ao
mecanismo de acdo da superoxido dismutase, esta age na remocdo do radical
superéxido que se trata de um agente oxidante, impedindo desta forma, que haja a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) de modo que prejudique a
funcionalidade celular (ALSCHER et al.,2002).

vi. Métodos de avaliacdo bioquimicos do plasma seminal
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A avaliacdo bioquimica do plasma seminal deve se iniciar pela analise quanto
aos aspectos visuais da amostra, seguida da verificagdo do pH a fim de identificar
possiveis alteracdes patoldgicas nas glandulas acessorias (AQUINO-CORTEZ et al.,
2003), uma vez que mudancas bruscas no pH seminal ocasionam prejuizos as células,
podendo comprometer a sua viabilidade e capacidade fecundante (PURDY, 2004).

Dentre os métodos de determinacdo da composi¢do do plasma seminal, pode
ser empregada a colorimetria, constituindo o principal método de anélise bioquimica. A
analise consiste na comparacgéo entre a intensidade de cor produzida por uma reacdo e a
intensidade de cor padrdo para a amostra. A partir dai, € determinada a concentracdo dos
componentes que se busca identificar dentro de um determinado comprimento de onda,
no qual dentro da banda de 400 nm e 800 nm se encontra a faixa de luz visivel e entre
200 nm a 400 nm a faixa ultravioleta. A fim de averiguar a intensidade da cor gerada, é
utilizado o espectrofotdmetro, o qual compara a intensidade de cor gerada com a
intensidade padrdo (“branco”). Este método é o mais utilizado em andlises bioquimicas
pela seguranca, sensibilidade, especificidade e simplicidade na execu¢do do método, no
entanto em virtude da sensibilidade da técnica, a presenca de artefatos desconhecidos na
amostra pode levar a erros durante a leitura (NAOUM, 2010).

O método cinético é empregado para identificagdo de enzimas, onde a acdo
destas é verificada mediante reagdo com o substrato dando origem a um produto. As
leituras sdo realizadas em espectrofotdmetro mediante observacdo de mudanca de cor
(NAOUM, 2010). Podem ser empregados também testes de ensaio imunoenzimatico
como o ELISA (Enzime Linked Immuno Sorbent Assay), no qual um anticorpo é
conjugado a uma enzima e a partir de uma reagcdo com um determinado substrato séo
geradas coloracgdes de acordo com o cromdgeno em questdo (NAOUM, 2010).

Quanto ao método ELISA, este possui elevada sensibilidade e
reprodutibilidade e especificidade. No entanto, este método possui algumas
desvantagens como a exigéncia de pessoas especializadas para a realizacdo do método,
além disso, alguns regentes podem se degradar ao ser exposto ao ambiente. Visto sua
alta sensibilidade, um pequeno erro durante a execucdo pode gerar resultados falsos
positivos (VIDAL; CATAPANI, 2005).

Além do mais, tem-se a técnica de espectrofotometria de absor¢édo atdmica, que
se baseia na identificacdo de metais a partir da absorcdo de radiag@o ultravioleta por
elétrons que passaram por um salto quéntico apos excitacdo, onde a energia € devolvida

ao meio na forma de foton de luz e os elétrons voltados a camada orbital de origem. A
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energia devolvida absorve a radiacdo ultravioleta emitida pela fonte do elemento
quimico em questdo e os elétrons que estdo contidos na amostra absorverdo apenas
radiacdo com comprimento de onda referente ao elemento quimico do qual fazem parte
(NAOUM, 2010). Este método € seguro, preciso e sensivel, contudo, 0s equipamentos
sdo considerados onerosos (OLIVEIRA, 2012).

2.4 Influéncia da estacionalidade no plasma seminal

Em virtude de seus inumeros constituintes, o plasma seminal exerce varias
funcBes nas quais tem reflexo direto sobre a qualidade seminal. No entanto, os valores
destes constituintes podem ser influenciados pela estacionalidade, podendo levar a uma
reduzida expressdo de alguns destes compostos. Algumas espécies podem apresentar
estacionalidade reprodutiva, evento no qual apresentam reducéo em sua atividade sexual
no decorrer de um periodo especifico do ano, estando este evento regulado por fatores
ambientais (HAZLERIGG e LOUDON, 2008; COLOMA et al.,, 2011; MAIA e
MEDEIROS, 2011).

Em mamiferos, sabe-se que a temperatura ambiente exerce um efeito negativo
sobre a qualidade seminal por efeito da inducdo a degeneracdo testicular, ocasionada
principalmente pela ascensdo da temperatura testicular (NASCIMENTO e SANTOS,
2003). Particularmente nos suinos domeésticos, evidencia-se uma relagdo direta entre
temperatura ambiente e escrotal, acentuada principalmente em virtude da baixa
capacidade de transpiracdo na espécie (STONE, 1977).

Um estudo conduzido por Strzezek et al. (2000) verificou influéncia do verédo e
inverno sobre a atividade secretdria das glandulas acessorias, em especial das glandulas
vesiculares. Para este trabalho, foram realizados dois testes de deplecdo (TD), um no
verdo (TD1) e outro no inverno (TD2). Cada teste de deplecdo foi dividido quanto a
dois periodos. O periodo 1 compreendeu a coleta nos primeiros 3 dias e representou as
reservas de espermatozoides extragonadais e secre¢@es das glandulas sexuais acessoria e
o0 periodo 2 os ejaculados oriundos do dia 4 ao dia 10 e representaram a producéo diaria
de espermatozoides e a capacidade secretoria das glandulas sexuais acessorias. Entre 0s
resultados, foi observado alteragdes na atividade secretdria das glandulas acessorias
atraveés de oscilagdes nos valores dos componentes bioquimicos. O plasma seminal do
TD 2 apresentou maiores valores para o pH (8,19 + 0,02), &cido citrico (114,51 + 7,29)
e zinco (2,59 + 0,14) comparado ao TD 1 (8,10 £ 0,02; 52,10 £ 5,88; 1,72 + 0,11). Os

autores defendem que a maioria das substancias estudadas, incluindo a frutose, acido
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citrico e zinco, tem origem nas glandulas vesiculares em suinos. I1sso pode explicar a
influéncia da estacionalidade sob os constituintes bioquimicos do plasma seminal, visto
a diferenca na exigéncia das glandulas.

Em suinos, Murase et al. (2007) identificaram diferencas quanto aos valores
bioquimicos durante o verdo e inverno. Desta forma, verificaram menores valores de
magnésio (aproximadamente 6 mg/dL), proteinas totais (aproximadamente 1,0 g/dL) e
albumina (aproximadamente 0,5 g/dL) durante verdo (agosto-setembro) e maiores
valores de cloreto (aproximadamente 85 mEg/L) quando comparado ao outuno-inverno
(10 mg/dL; 1,5- 1,5 g/dL; 0,6 — 0,7 g/dL e 90- 100 g/dL, respectivamente). Os autores
acreditam que em virtude da reducdo da testosterona resultar em uma diminuicdo nas
concentracfes de magnésio e proteina total e aumento nas concentragdes de cloreto no
plasma seminal de suinos, a sazonalidade pode também interferir nos valores destes
constituintes.

Fraser et al. (2016) demonstraram que a estacdo do ano, associada a idade do
individuo, influencia diretamente nos componentes bioquimicos do plasma seminal de
suinos. Segundo os autores, animais mais jovens (18 meses de idade) apresentaram
maiores niveis de proteinas totais, zinco e atividade antiperoxidante durante o periodo
outono-inverno. Neste mesmo periodo, em animais mais velhos (19 a 30 meses de
idade), o plasma seminal apresentou altos niveis de atividade do &cido L-ascorbico.
Durante a primavera-verao, os individuos mais jovens apresentaram maiores taxas de
antioxidantes contendo tiol (glutationa peroxidase e ergotioneina), enquanto 0s mais
velhos apresentaram alteragbes em tais concentragcdes, denotando o efeito da
estacionalidade.

Recentemente, Argenti et al. (2018) buscaram avaliar o efeito da sazonalidade
sobre a atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GPx) em espermatozoides e plasma seminal de suinos, associando-as &s caracteristicas
seminais em regido de clima subtropical. Deste modo, os autores observaram um
aumento da atividade da enzima SOD nos espermatozoides durante o verdo (17,45 £
2,57 U/mg proteina) em relagdo ao outono (7,76 + 0,63 U/mg proteina) e inverno (9,07
+ 0,90 U/mg proteina), com uma média anual de 11,60 + 1,25 U/mg proteina nos
espermatozoides e 5,18 + 0,42 U/mg proteina no plasma seminal. Quanto a atividade da
enzima GPx, esta permaneceu constante ao longo das estacGes do ano, apresentando
uma média anual de 7,08 + 0,99 U/mg proteina nos espermatozoides e 3,28 + 0,46

U/mg proteina no plasma seminal. Além disso, foi verificado que a atividade da enzima
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SOD nos espermatozoides estava relacionada negativamente a motilidade espermatica
apos 120 horas de armazenamento a temperatura de 17° C em ejaculados resultantes da
coleta durante o outono (R’= 0,45; p= 0,0022) e positivamente relacionada & média
sazonal de THI (R? = 0,19; p = 0,0002), comprovando o efeito dos fatores ambientais
sobre a atividade enzimatica.

Do mesmo modo, em ruminantes, diferentes estudos tém sido conduzidos com
o intuito de verificar a existéncia da influéncia climética sobre a constituicdo do plasma
seminal. Por exemplo, nos caprinos, foi verificado que as concentracdes de testosterona
aumentaram durante o verdo (2,42 + 0,44 ng /mL) e atingiram valores maximos no
outono (7,83 £ 1,14 ng /mL) (COLOMA et al., 2011). Deste modo, como a testosterona
é importante para a funcao das glandulas sexuais acessorias, ela pode potencializar sua
funcdo, tendo consequéncias sobre a capacidade fertilizante dos espermatozoides
(LUKE, COFFEY, 1994).

Ainda em caprinos, foi observada uma variacdo nas concentracdes de célcio,
fésforo e magnésio presentes no plasma seminal durante a estacdo seca e chuvosa em
um clima tropical imido. Destes componentes, o calcio (12,27 + 1,76 mg/dL) e o
fosforo (11,96 £ 2,69) mostraram maiores concentraces durante o periodo chuvoso em
relagdo ao periodo seco (11,93 + 2,43; 9,16 + 3,71). O magnésio sofreu varia¢do dentro
do mesmo periodo, apresentando maior valor em junho (12,78 + 2,81) e menor valor em
marc¢o (6,25 * 4,69), ambos os meses inclusos no periodo chuvoso. Os maiores valores
dos  componentes bioquimicos coincidem com 0 menor  valor
do indice de temperatura e umidade (75,44) durante o periodo chuvoso. Além disso,
encontraram-se correlagdes positivas do calcio com o volume seminal (0,15005;
P<0,0208) e do plasma seminal (0,15504; P<0,0169) e correlacdes negativas
do fosforo com o volume do sémen (-0,24583; P<0,0001) edo plasma seminal (-
0,18080; P<0,0052) (CATUNDA et al., 2009).

Contrariamente, Aguiar et al. (2013) demonstraram que, sob condigdes
semidridas, as concentragdes de célcio permaneceram praticamente constantes ao longo
das estagOes seca (912,1 £ 0,6 mg/dL) e chuvosa (12,3 £ 0,5 mg/dL). Durante a estagédo
seca, houve um reducdo nas concentracdes de fosforo (9,7 + 0,9 mg/dL), magnésio (8,1
+ 0,9), proteinas totais (5,2 + 0,4), &cido citrico (435,0 £ 27,1) e frutose (502,6 + 51,0)
comparado ao periodo chuvoso ( 12,3 £ 0,7 mg/dL; e 8,6 £ 1,0; 6,1 £ 0,3; 495,4 + 30,0

e 660,1 + 39,4 respectivamente). Ainda no periodo seco, os niveis da fosfolipase A2
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apresentaram aumento de 32%, cujos autores acreditam estd envolvida na reducdo da
viabilidade espermética.

Particularmente nos catetos, ja foi demonstrado existir influéncia da estacéo
climatica sobre as caracteristicas gerais do sémen tanto em clima subtropical semi-
umido (HELLGREN et al. 1989), como em clima tropical quente e umido (KAHWAGE
et al., 2010). Sob condic¢des semiéridas, foram demostrados ndo ocorrer a¢do do periodo
climatico sobre o sucesso da coleta de sémen, nem mesmo sobre o sémen fresco, no
entanto sobre a congelabilidade, aqueles resultantes das coletas durante o periodo
chuvoso mostraram melhores parametros espermaticos (MAIA et al., 2018; MAIA et
al., 2019).

Neste sentido, € evidenciada a caréncia de informagdes acerca da constituicdo
bioquimica do plasma seminal de catetos, bem como da acéo destes constituintes sobre

0s parametros seminais e dos efeitos dos periodos climaticos sobre esses componentes.
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3. JUSTIFICATIVA

O cateto dispde de um elevado interesse ecoldgico e econdmico, cujo seu uso é
sugerido como modelo experimental para espécies filogeneticamente semelhantes que
estejam em estados de vulnerabilidade ou em risco de extin¢do, como é o caso dos
Queixadas (Tayassu pecari) e Taguas (Catagonus wagneri).

Neste sentido, como estratégia de conservacdo e multiplicacdo da espécie, tem
sido desenvolvida a tecnologia de sémen. Para seu desenvolvimento, entretanto, é
necessario um amplo conhecimento dos aspectos relativos a fisiologia reprodutiva desta
espécie. Diante disto, o conhecimento a respeito dos constituintes bioquimicos do
plasma seminal tem por importancia o fato de estes atuarem diretamente sobre a
qualidade seminal por meio de interagdes com a variabilidade individual e periodos
climaticos como ja verificados em suinos, espécie filogeneticamente préxima aos
catetos.

Desta forma, este trabalho se justifica por descrever o0s constituintes
bioquimicos do plasma seminal de catetos, bem como de conhecer sua acdo sobre a
qualidade seminal como ja relatado em outras espécies. Além disso, serd esclarecida a
acdo dos periodos climaticos, seco e chuvoso, em um clima semiarido sobre tais
constituintes do plasma seminal da espécie. Diante disso, poderdo ser proporcionadas
ferramentas para o aperfeicoamento de bancos de germoplasmas animal através do
melhoramento de biotécnicas como a criopreservacdo de Sémen, propiciando
incrementos nas taxas de células potencialmente vidveis apds o processo de
descongelacdo, de modo que estas possam ser utilizadas em técnicas como a

inseminacao artificial e fecundacéo in vitro.
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4. HIPOTESES CIENTIFICAS
o Os constituintes bioquimicos do plasma seminal de catetos (Pecari
tajacu) sofrem influéncia dos parametros ambientais em decorréncia dos

diferentes periodos climéaticos em uma regido semiarida;

o O perfil bioquimico do plasma seminal de catetos apresenta relacfes

significativas com a qualidade espermatica e seminal.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

e Avaliar os constituintes bioquimicos do plasma seminal e sua relagdo com os

periodos climaticos e qualidade seminal em catetos criados em regido semiarida.

5.2 Obijetivos especificos

Descrever o plasma seminal de catetos em clima semiarido;
Verificar a influéncia das varidveis climaticas do periodo seco (setembro a
novembro) e chuvoso (fevereiro a abril) em uma regido semiarida sobre a

composicao bioquimica do plasma seminal de catetos;

e Correlacionar as variaveis ambientais e os parametros espermaticos com o perfil

bioquimico do plasma seminal de catetos.
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ABSTRACT
In order to provide additional information regarding collared peccary reproductive
physiology, we aimed to characterize the seminal plasma biochemical profile and to
establish correlations among such biochemical contents and semen metrics and the
environmental characteristics of a semiarid region. Thus, the semen from 12 mature
male collared peccaries was obtained via electroejaculation during the rainy and dry
periods of the Caatinga biome. Samples were evaluated for volume, pH, sperm
concentration, morphology, osmotic response, membrane integrity, chromatin
condensation, and kinetic patterns of motility. Regarding the biochemistry, seminal
plasma was evaluated for ions and organic compounds by spectrophotometry. In
parallel, meteorological conditions as rainfall, ambient temperature, humidity, and
radiation were determined in both climatic periods. All components were identified in
all ejaculates, with the exception of fructosamine, which was detected in only six
individuals during the dry period and four individuals during the rainy period.
Moreover, similar values for chloride, iron, magnesium, phosphorus, citric acid,
cholesterol, triglyceride, total proteins, albumin, and fructosamine were verified during
the dry and rainy periods (P > 0.05); however, the levels of fructose (849.2 mg/dL vs
115.7 mg/dL) and calcium (32.3 mg/dL vs 15.6 mg/dL) increased during the rainy
period compared to that during the dry period (P < 0.05). Significant correlations (P <
0.05) were found among semen metrics and the biochemical contents, particularly
between fructose and sperm concentration (R = 0.52), pH (R = 0.62), velocity average
pathway (0.45), velocity curvilinear (0.47), and amplitude lateral head (0.52). In
addition, we evidenced that the rainfall and relative humidity were positively correlated
with fructose (R = 0.54; R = 0.79) and calcium (R = 0.54; R = 0.58) levels, while
radiation negatively influenced fructose (R = - 0.46; P = 0.04) levels. In conclusion, we
present unprecedented data regarding collared peccary seminal plasma biochemistry
that presents important correlations with semen metrics, and is largely influenced by the

environmental parameters of a semiarid climate.

Keywords: wildlife; semen biochemistry; semiarid region; conservation strategies.

1. Introduction
The collared peccary (Pecari tajacu Linnaeus, 1758), a type of “wild pig” native

from the Americas, plays an important ecological role as a seed disperser and as prey
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for large carnivores [1]. The global population has been classified as stable; however,
given the continuous rates of habitat destruction and excessive poaching, it is declining
in some biomes [2], such as the Caatinga [1]. In this biome, which is characterized by a
semiarid climate with a short rainy period (approximately 3 months) and a long dry
period (approximately 3 months), collared peccaries need to regulate their physiological
functions to adapt to certain periods of thermal stress [3].

As a tentative to safeguard the collared peccary’s germplasm, the
cryopreservation of its semen has been highlighted [4,5]. In this regard, it was recently
demonstrated that the environmental parameters of a semiarid climate in terms of air
temperature and relative humidity did not affect the quality of collared peccary fresh
sperm but did influence the freezability of the sperm in terms of a reduction of sperm
motility and membrane integrity in samples frozen-thawed during the dry period of the
Caatinga [6]. It is possible that a protective factor identified during the rainy period also
exists in the peccaries, as was reported for the seminal plasma from ovine [7], caprine
[8], and swine [9], the domestic species most closely related to the collared peccary
[10].

Seminal plasma is a fluid resulting from the combination of secretions
originating from the testes, epididymis, and accessory glands such as the vesicular,
prostatic, and bulbourethral glands as described for the collared peccary [11]. In this
species, information regarding seminal plasma composition is limited to two studies.
The first identified 179 different proteins in collared peccary seminal plasma, with
porcine spermadhesin PSP-1 (20.9%), clusterine (19.8%), and bodhesin-2 (10.2%)
found to be the most abundant [12]. Recently, the same authors evidenced the
antioxidant activity of the enzyme, superoxide dismutase, during the dry season of the
Caatinga, but did not find any correlation between the enzyme and the sperm parameters
[13].

In addition to proteins and antioxidant enzymes, mammals’ seminal plasma is
typically rich in many other constituents. In domestic swine, various inorganic
compounds, such as calcium and magnesium, as well as organic contents such as
proteins and lipids, were identified [14]. Therefore, we aimed to characterize the
biochemical profile of seminal plasma from collared peccaries raised under semiarid
conditions in the Caatinga biome. Moreover, we identified the effect of the
environmental period (dry or rainy) on the seminal plasma biochemical contents and

established correlations among such contents and the environmental variables.
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2. Materials and methods

The UFERSA ethics committee approved the experimental protocols, as well as
the animal care procedures used (no. 23091.008820 / 2016-03). The study was
authorized by the Chico Mendes Institute for Biodiversity (no. 37329). All chemicals
used were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), unless otherwise

indicated.

2.1. Local and Animals

Twelve sexually mature animals were used, with a mean age of 22.75 + 1.87
months, weighing on average 20.13 + 0.45 kg at the commencement of the experiment.
The animals belonged to the Centre for Wild Animals Multiplication (no. 1478912),
located in the city of Mossord, RN (latitude: 5° 10'S, longitude: 37° 10'W; altitude: 16
m, typical semiarid climate). The collared peccaries were separated into three groups of
four animals, kept in pickets (20 m x 3 m), with a covered area (3 m x 3 m) under a
natural 12 h photoperiod. Animals were fed pig food and fruits and were provided with

water ad libitum.

2.2. Environmental conditions

To characterize the dry and rainy periods of the semiarid climate in the Caatinga,
we obtained the data regarding total rainfall (in mm) in each period from the automatic
station of the National Institute of Meteorology (INMET), located in Mossoro, RN,
Brazil. During the experiment, significant differences were found in the total rainfall
between the dry (0.01 mm; September, October, and November 2016) and rainy (266.08
mm; February, March, and April 2017) periods (P < 0.05).

Moreover, significant differences related to the average air temperature (Ta, °C),
relative humidity (RH, %), radiant heat load (W/m?), and wind speed (m/s), as
determined by the automatic weather station (Campbell Scientific Brasil, Sdo Paulo,
Brazil) located 50 m from the experiment site, were found between the dry and rainy

periods (Fig. 1).
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Figure 1. Environmental parameters related to air temperature (° C), relative air
humidity (%), global radiation (W / m?), and wind speed (m/s) verified during dry
(September, October and November 2016) and rainy (February, March and April 2017)
periods in the semiarid region.
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*PLowercase superscript letters indicate difference among periods (P < 0.05).

2.2. Semen collection

For each climatic period, one ejaculate was obtained from each animal. For this
purpose, the animals fasted for 12 h, were initially restrained with a hand net, and were
then anesthetized with propofol (Propovan®, Cristalia, Fortaleza, Brazil) at an
intravenous dose of 5 mg/kg. Throughout the experimental procedure, the animals were
submitted to fluid therapy (sterile saline solution 0.9%) and their heart and respiratory
rates were monitored [15]. The animals were then placed in a lateral decubitus position
and electroejaculated as previously described for the species [4] with a portable device
(Autojac®, Neovet, Campinas, SP, Brazil) connected to a 12 V source. The ejaculates

were collected in plastic tubes and immediately evaluated.

2.3. Semen evaluation
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Semen volume was measured with the aid of micropipettes. The pH was
determined using pH-indicator strips (Neutralit®, Merck, Bucharest, Romania) [15].
Sperm concentration (in millions of sperm/mL) was determined in a Neubauer counting
chamber. For the analysis of sperm morphology (%), smears stained in Bengal Rose
were evaluated by light microscopy (1000 x), counting 200 cells per slide. Sperm
membrane functionality was determined by evaluating the osmotic response of the
sperm to the hypo-osmotic test using distilled water (0 mOsm/L). A total of 200 cells
were examined and those with swollen and coiled tails were considered to have a
functional membrane (%). Membrane integrity was assessed via fluorescence
microscopy using carboxyfluorescein diacetate and propidium iodide as probes [5], with
the sperm marked in green classified as intact, while those totally or partially marked in
red classified as non-intact. The chromatin integrity was evaluated using a smear stained
with toluidine blue dye. The sperm that were stained light blue were classified as
normal (negative) and those stained violet to dark blue were considered to have altered
chromatin (positive) [16]. Sperm motility kinetic parameters were assessed by a
Computer Assisted Semen Analysis (CASA — IVOS 12.0, Hamilton-Thorne, Beverly,
USA), using the settings previously determined for the species [5].

2.4.Seminal plasma separation and analysis

After the initial analysis, the seminal plasma was obtained by centrifugation at
700 x g for 10 min. The supernatant was transferred to microtubes (1.5 mL) and stored
at -20°C until analysis. The samples were analyzed via the absorbance determined by
spectrophotometry (SP-22®, Biospectro, Curitiba, PR, Brazil) [17]. The biochemical
parameters, ions such as calcium, chloride, iron, magnesium, and phosphorus; and
organic compounds as cholesterol, triglycerides, total protein, albumin, and
fructosamine, were estimated using commercial biological kits (Labtest Diagndstica SA,
Lagoa Santa, MG, Brazil), while the fructose and citric acid levels were estimated using
the Espermoteste® kit (InVitro Diagnostic S/A, Itabira-MG, Brazil).

2.5.  Statistical analysis

Data are expressed as the mean and standard error and evaluated by Statview 5.0
software (SAS, Cary, NC, USA). Values were tested for normality using the Shapiro-
Wilk test and further arc si transformed when necessary. The effects of the climatic

period (rainy vs dry) on semen parameters was determined using an analysis of variance
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(ANOVA) followed by Tukey’s test. The same effects on the biochemical compounds
of seminal plasma were evaluated using the Mann-Whitney test. To verify the existence
of correlations among biochemical parameters and semen metrics or environmental
characteristics, Spearman’s correlation was applied. For all analyses, P < 0.05 was

considered to be statistically significant.

3. Results

In both periods, the ejaculates presented with a milky-white color. The semen
parameters related to volume, sperm concentration, normal morphology, osmotic
response, membrane integrity, and chromatin condensation did not differ between
periods, but the pH was more alkaline during the rainy season (Table 1). Regarding the
kinetic parameters (Table 2), higher velocity average pathway (VAP), velocity straight
line (VSL), velocity curvilinear (VCL), and amplitude lateral head (ALH) values were
found during the rainy season than during the dry season (P < 0.05); however, an
increase in the medium sperm subpopulation was verified during the dry season (P <
0.05).

Table 1. Mean values (:SEM) for collared peccaries’ (n = 12) semen parameters
obtained through electroejaculation during dry and rainy periods of a semiarid climate.

Semen parameters Dry period Rainy period
Volume (mL) 1.85+0.4 1.87+0.5
pH (0 — 14) 7.9+0.3° 85+0.3
Concentration (x 10° 245.8 +50.2 295.8 + 60.6
sperm/mL)

Normal morphology (%) 80.4+4.0 721+7.1
Osmotic response (%) 75.3+£55 80.3+2.9
Membrane integrity (%) 849+23 81.8+1.3
Chromatin condensation 99.6+0.1 99.1+0.3
(%)

b superscript lowercase letters indicate significant differences between columns (P <
0.05).
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Table 2. Mean values (+SEM) for collared peccaries’ (n = 12) sperm kinetic motility
patterns in ejaculates obtained through electroejaculation during dry and rainy periods
of a semiarid climate.

Sperm kinetic motility patterns Dry period Rainy period
Total Motility (%) 64.3+6.4 585+9.1
Progressive Motility (%) 244+ 4.6 29.1+7.0
Velocity average pathway (mm/s) 38.0+1.3° 47.2 + 3.3
Velocity straight line (mm/s) 21.3+0.8" 27.7+2.2°
Velocity curvilinear (mm/s) 80.0 +3.1° 98.1 +6.3°
Amplitude lateral head (mm) 57+0.1° 6.7 +0.2°
Beat cross frequency (Hz) 30.3+1.0 29.8+15
Straightness (%) 546 £2.0 57417
Linearity (%) 27.2+15 29.1 1.5
Sperm subpopulations
Rapid (%) 422 +55 43.2+8.8
Medium (%) 22.1+3.1° 10.5 + 1.3
Slow (%) 74412 9.3+44
Static (%) 28.4+6.0 37.0+9.0

P Superscript lowercase letters indicate significant differences between
columns (P < 0.05).

Concerning the biochemical contents of the seminal plasma (Table 3), the
presence of all tested compounds was confirmed in all ejaculates, with the exception of
fructosamine, which was detected in only six individuals during the dry period and four
individuals during the rainy period. From these individuals, fructosamine was found in
only three in both periods. In addition, we verified an increase in fructose and calcium
concentrations during the rainy period compared to those during the dry period (P <
0.05).
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Table 3. Mean values (SEM) for collared peccaries’ (n = 12) seminal plasma biochemical contents found during

dry and rainy periods of a semiarid climate.

Dry period Rainy period
Biochemical Components Mean Median Range Mean Median Range
lons
Calcium (mg/dL) 15.6" 11.0 0.3-49.4 32.3° 29.3 45-57.7
Chloride (mEg/L) 315.6 139.2 16.5-1218.2 271.3 234.8 59.8 - 535.4
Iron (pg/dL) 210.9 205.4 0-625.6 423.2 267.2 0- 1470
Magnesium (mg/dL) 5.7 6.1 06-70 59 5.95 46-70
Phosphorus (mg/dL) 12.3 6.8 16-474 75.1 4.6 1.7-3422
Organic compounds
Citric acid (mg/dL) 140.8 132.3 2.1-358.3 169.7 158.9 95.5 - 300
Fructose (mg/dL) 115.7° 46.9 3.3-450 849.2° 827.8 150 — 1800
Cholesterol (mg/dL) 152.3 132.8 35.9-328 332.0 323.0 7.9-867.3
Triglycerides (mg/dL) 296.1 127.2 5.0-918.8 306.8 299.2 9.2-676.7
Total Proteins (g/dL) 8.0 6.8 0.3-23.38 7.0 51 0.8-188
Albumin (g/dL) 9.4 6.9 0.4-34.2 3.0 2.4 06-74
Fructosamine (mmol/L) 403.6 3775 0-780.1 198.4 125.6 0-798.3

4P Superscript lowercase letters indicate difference among columns (P < 0.05).

Significant correlations (P < 0.05) were found among semen metrics and the
biochemical contents of the collared peccaries’ seminal plasma (Table 4), with the
exceptions of phosphorus and fructosamine. Among the compounds, fructose had more
positive correlations with various semen metrics such as sperm concentration (R =
0.52), pH (R = 0.62), VAP (0.45), VCL (0.47), and ALH (0.52), and a negative
correlation with the medium sperm subpopulation (R = -0.55).
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Table 4. Correlations (R) between the biochemical components of the seminal plasma and the semen metrics in collared peccaries.

lons Organic compounds
Semen metrics Total
Calcium  Chlorides Iron Magnesium  Citric Acid  Fructose  Cholesterol  Triglycerides Pro?teeilns Albumin
Osmotic response 061 -0.52 n.s n.s -0.70 n.s -0.47 -0.59 n.s 061
P P=0.008 P=0.013 ' ) P=0.002 ' P=0.042 P=0.023 ' P=0.008
Normal morphology n.s n.s n.s 0.47 n.s n.s n.s n.s n.s 0.56
' ' ' P=0.026 ' ' ' ' ' P=0.015
Sperm concentration 0.63 0.71 0.63 0.57 0.61 0.52 ns N 0.64 n.s
P P=0.006 P=0.001 P=0.038 P=0.007 P=0.008 P=0.017 ’ ’ P=0.004
H 0.63 0.58 s ns 0.58 0.62 ns 0.62 s N
P P=0.006 P=0.006 ' ) P=0.012 P=0.004 ) P=0.016 ' )
Velocity average n.s n.s n.s n.s n.s 0.45 n.s n.s n.s n.s
pathway ' ' ' ' ' P=0.038 ' ' ' '
Velocity curvilinear n.s n.s n.s n.s n.s 0.47 n.s n.s n.s n.s
Y . . . . . P=0.032 . . . .
Amplitude lateral head n.s n.s n.s n.s n.s 0.52 n.s n.s n.s n.s
p . . . . . P=0.018 . . . .
Medium sperm n.s n.s n.s n.s n.s -0.55 n.s n.s n.s n.s
subpopulation ' ' ' ' ' P=0.012 ' ' ' '

n.s.- non significant



With regard to the environmental parameters, the total rainfall was positively
correlated with various biochemical components of the collared peccaries’ seminal
plasma such as citric acid (R = 0.49; P = 0.03), fructose (R = 0.54; P = 0.01), calcium
(R =0.54; P =0.02), cholesterol (R = 0.54; P = 0.02), total protein (R = 0.45; P = 0.04),
and chloride (R = 0.45; P = 0.03) levels. Moreover, the relative humidity was positively
correlated with fructose (R = 0.79; P = 0.01) and calcium (R = 0.58; P = 0.01) levels.
However, radiation was negatively correlated with fructose (R = - 0.46; P = 0.04) and
triglyceride (R = - 0.58; P = 0.03) levels.

4. Discussion

Nature has endowed the spermatozoa with the means of highly efficient
utilization of exogenous sources of energy and regulating agents such as those that are
accessible to the sperm in their natural environment, the seminal plasma [18]. In
consideration of the great importance of semen biochemistry, we present unprecedented
data regarding the biochemical composition of collared peccary seminal plasma, in
which we identified various inorganic and organic contents similar to those previously
reported for other mammals [18].

Among the inorganic compounds, important ions such as calcium, magnesium,
chloride, iron, and phosphorus were identified in collared peccary seminal plasma. At
physiological levels, calcium regulates intracellular ATP, and thus contributes to sperm
movement [19]. In excess, it can induce precocious acrosome exocytosis and thus
reduce the male fertility [20], which can justify the existence of negative correlations
among calcium levels in collared peccary seminal plasma and the sperm osmotic
response. In addition, magnesium is a cation that acts in >300 enzymatic reactions
related to sperm energy metabolism [21], and also contributes to sperm motility by the
induction of adenylcyclase activity [22]. Regarding the proportion of calcium (15.6
mg/dL) and magnesium (5.7 mg/dL) levels in the collared peccaries’ seminal plasma, it
is important to highlight that it is inverse to that found for pigs, which have relatively
low levels of calcium (3.2 mg/dL) compared to magnesium (37.8 mg/dL) [23]. In this
regard, we can infer that the seminal plasma of the collared peccary is similar to that of
other domestic species such as the bull, ram, and horse, in which higher levels of
calcium relative to magnesium were also identified [18]. This could be one of the

reasons why semen technologies previously developed for the domestic swine typically
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offer low efficiency for collared peccaries, while those protocols adapted from
ruminants are effective in this wild species [4,24].

Regarding the other ions identified in the collared peccaries’ seminal plasma,
chloride regulates the sperm membrane potential [25], which can explain its correlations
with the sperm osmotic response found for collared peccaries. Iron participates in the
transport of electrons and oxygen, and is also essential for DNA synthesis [26]. In this
regard, iron can potentially interfere with collared peccary spermatogenesis, as we
found positive correlations between the iron levels in the seminal plasma and the sperm
concentration. Moreover, phosphorus, which did not correlate with the collared peccary
semen metrics, is known to act in events related to cell signaling and sperm energy
metabolism via enzyme regulation [27].

Concerning the organic compounds identified in the collared peccaries’ seminal
plasma, citric acid aids the maintenance of the osmotic equilibrium of the sperm by
acting as an activator of acid phosphatase, and also contributes to sperm motility by
acting in combination with sodium and potassium [28], the levels of which were not
investigated in present study. In collared peccaries, citric acid was negatively correlated
with the sperm osmotic response, which indicates that its increase could impair the
membrane’s osmotic equilibrium.

Fructose is a carbohydrate that is typically produced by the seminal vesicle
gland. It is used to produce ATP, which is converted in energy to be used for sperm
movement [29]. This may be why the fructose level was positively correlated with some
kinetic patterns of the collared peccaries’ sperm movement, such as the VAP, VSL,
VCL, and medium sperm subpopulation. Additionally, mammalian spermatozoa can
obtain energy via glycolysis and the Krebs cycle by consumption of monosaccharides,
such as glucose, fructose, and mannose. Although all species can use most of the
monosaccharides, the specific manner of metabolism varies among species [30]. In
collared peccaries, the first attempt of semen cryopreservation demonstrated that their
sperm seem to be able to equally metabolize both fructose and glucose present in the
extender [4]; however, the presence of glucose on collared peccary seminal plasma
remains to be further investigated.

With regard to lipids, it is known that triglyceride acts on sperm motility and
viability by contributing as an energetic source [31]. In domestic swine, triglyceride
concentration in the seminal plasma is positively correlated with the sperm

concentration [14], differetto that found in the collared peccaries in the present study.
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Regarding cholesterol, the levels in seminal plasma are typically positively correlated
with sperm motility and concentration [32]; however, in collared peccaries, cholesterol
was negatively correlated with osmotic response. Such correlations could be explained
by the fact that cholesterol is the main esterol present in the sperm membrane,
contributing to its fluidity [33], and acts as a protective agent against the thermal shock
derived from changes in environmental temperature [34].

The presence of various proteins, including albumin [12], was previously
detected in collared peccary seminal plasma, as was observed in this study. Albumin is
involved in the protective mechanisms of the sperm membrane, specifically due to its
absorptive abilities [35], which justifies the correlations found among albumin levels in
collared peccary seminal plasma and sperm osmotic response and morphology.

Fructosamine is a glycated protein that is not commonly investigated in the
seminal plasma of animals, but its high levels can indicate the inefficient use of glucose
by the organism [36]. In humans, who present with both glucose and fructose as sugar
sources in their seminal plasma, a fructosamine level increase is indicative of infertility
[37]. However, it is suggested that the existence of distinct species-specific differences
is related to the impact of the presence of fructosamine in semen, as bovines that present
with no traces of glucose in their seminal plasma, but only fructose (128-679.2 mg/dL),
no correlation between fructosamine and infertility has been reported [37]. In collared
peccaries, which present with high levels of fructose in their seminal plasma (115.7-
827.8 mg/dL), the impact of fructosamine on reproductive performance remains
unknown, particularly because it was not evidenced in the ejaculates of all individuals
and was not correlated with the sperm metrics or seasonal variation. However, it is also
known that fructosamine is consumed by superoxide dismutase (SOD), and is indirectly
used to determine the activity of this antioxidant enzyme in the seminal plasma of dogs
[38]. Recently, the presence of SOD was detected in the seminal plasma of collared
peccaries [13], but its relation to fructosamine remains to be investigated.

It is known that climatic changes have a major impact on animals’ reproductive
physiology [39]. In collared peccary seminal plasma, an increase in fructose and
calcium concentrations during the rainy period was detected, while other contents
underwent no alteration between periods. This fructose concentration increase in the
seminal plasma was also verified in goats during the rainy season in the same biome
[25]. Since fructose acts as an energetic supply for the cell, thus interfering with sperm

movement [29], the higher amount available during the rainy season could contribute to
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the improved freezability of the collared peccary sperm obtained during this period
compared to that obtained during the dry season, as reported by Maia et al.[6].
However, seasonal alterations in the seminal plasma calcium concentration were
observed neither in goats raised in the Caatinga biome [8] nor in pigs raised in Japan’s
climatic conditions [40]. According to Strzezek et al. [41], variations in swine seminal
plasma contents could be attributed to alterations in the secretions produced by the
seminal vesicle gland, the function of which is dependent on testosterone levels that can
vary according to different meteorological conditions. In collared peccaries, seasonal
variations in testosterone levels were reported to occur [42], which could potentially
provoke alterations in seminal vesicle secretions and thus cause variations in seminal
plasma contents.

In addition to variations in the biochemical compound levels in the seminal
plasma, an increase in some Kinetic patterns of sperm movement, which are correlated
with fructose increases, was verified in the collared peccaries during the rainy period.
We highlight, however, that seasonal variations in these sperm kinetic patterns in fresh
ejaculates were not verified by Maia et al. [6]. However, during the execution of this
previous study, the total recorded rainfall was only 73.2 mm during the rainy period
(March-May 2016), while we observed a total rainfall of 266.1 mm (February-April
2017) in the same biome. These discrepancies indicate that the reduction of 40-50% in
rainfall at the end of the century, as estimated for Caatinga due to climatic changes [43],
will likely impair collared peccaries’ reproductive performance. Indeed, the existence of
positive correlations between environmental variables, such as rainfall and the relative
humidity, and the various biochemical contents of collared peccary seminal plasma,
particularly fructose and calcium levels, highlights this seasonal effect on the
biochemical composition of the seminal plasma. Such alkaline components also impact
the semen pH, which increased during the rainy period. This is particularly notable for
fructose, which seems to be the most susceptible parameter to environmental influence.
Therefore, it is believed that seasonal changes in the biochemical components of the
seminal plasma are influenced by environmental parameters, particularly in the warmer
months, when temperatures exceed the thermal comfort zone [25].

In summary, we provide, for the first time, data regarding the influence of
environmental parameters of a semiarid climate, according to the dry or rainy period, on
the biochemical contents of collared peccary seminal plasma. Moreover, we

demonstrate that such biochemical contents are correlated with various semen metrics in
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this species. We highlight the importance of this information in the monitoring of the
species, specifically against the climatic changes expected in the Caatinga, and in the
development of strategies for collared peccary conservation.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, o presente estudo confirmou a ac¢do dos periodos climéaticos em um
clima semiarido sobre os constituintes bioquimicos do plasma seminal de catetos,
através de alteracdo dos valores de calcio e frutose que aumentaram durante o periodo
chuvoso. Além disso, verificou-se a acdo destes constituintes sobre os parametros

seminais, através da presenca de correlagdes.
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8. PESPECTIVAS

Haja vista a importancia do plasma seminal sobre a qualidade seminal, as
informacdes obtidas neste trabalho poderdo contribuir para as préximas pesquisas
envolvendo o plasma seminal na espécie, de modo a impulsionar novos estudos na area
a fim de compreender ainda mais a fisiologia reprodutiva do animal. Além do mais, este
conhecimento possibilitard implementar um adequado manejo e monitoramento das
espécies, particularmente frente as mudancas climaticas caracteristicas do clima
semiérido.

Além disso, estas informacgBes podem agir como valiosas ferramentas para o
aperfeicoamento de bancos de germoplasma animal, através do aprimoramento de
biotécnicas como a criopreservacdo de sémen, no qual através de ajustes ha composicao
dos meios diluentes as taxas de espermatozoides potencialmente viaveis apds o processo
de descongelacdo possam ser aumentadas, sendo possivel sua utilizagdo em técnicas

como a inseminagéo artificial e fecundagéo in vitro.
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ANEXO 1- RESUMOS
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Perfil bioquimico do plasma seminal de catetos obtido durante o periodo seco em clima
semiirido

Alexandre Rodrigues Silva !, Samara Sandy Jerénimo Moreira !, Ana Liza Paz Souza !, Andreia
Maria Silva !, Livia Batista Campos ', Erica Camila Gurgel Praxedes ', Alexsandra Fernandes

Pereira !, Moacir Franco Oliveira !

! UFERSA - Universidade Federal Rural do Semi-Arido (BR 110, Km 47, s/n, Bairro Presidente
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Os catetos (Pecari tajacu Linnaeus, 1758) sdo amplamente distribuidos e bem adaptados ao
cativeiro. Estes tém sido criados para fins comerciais e usados como modelos experimentais para
espécies proximas, como o Tayassu pecari e Catagonus wagneri. Nesse sentido, o conhecimento
sobre seus aspectos reprodutivos é de extrema importancia para o desenvolvimento de técnicas
de reprodugdo assistida wvisando sua conservagio e multiplicagdo. Portanto, objetivou-se
caracterizar o perfil bioquimico do plasma seminal e verificar a existéncia de relagdes entre os
componentes bioquimicos e as caracteristicas seminais de catetos criados em condigles
semiaridas. Dezesseis machos adultos foram contidos com rede e anestesiados com Propofol (5
mg/kg) em bolus endovenoso. Um ejaculado por individuo foi obtido por eletroejaculacéo e
avaliado quanto ao volume, pH, motilidade, vigor, concentracio, mtegridade e funcionalidade da
membrana, morfologia e condensagdo da cromatina. As amostras foram centrifugadas a 385 =g
por 10 minutos e o sobrenadante armazenado a -20° C. Subsequentemente, as amostras foram
aquecidas a 25° C durante 2 minutos e avaliadas quanto a bioquimica a partir de kits comerciais.
As absorbancias foram mensuradas em espectrofotémetro de acordo com os comprimentos de
ondas indicados para cada andlise. Os resultados foram expressos em média e erro e a existéncia
de relacdes entre os constituintes biogquimicos e as caracteristicas seminais foram verificadas
através do teste de correlagio de Spearman (P<0.05). Os ejaculados apresentaram volume de
240,3mL, pH 7,8£0,2 e 20884417 x 10° espermatozoides por mL, sendo 84,1+53%

142

Anais da XXX|| Reunido Anual da Scciedade Brasileira de Tecnologia de Embrides
Floriandpolis, 2018

espermatozoides moveis, 84 3+1 9% de integridade de membrana, 78 2524 37% de membrana
funcional, 76,624, 7% de espermatozoides morfologicamente normais e 93, 7+£5 9% de cromatina
condensada. Pela analise bioguimica foram encontrados: acido citrico (170.5%43.4 mg/dL),
frutose (97.2+31 8mg/dL). frutosamina (519,9£122 SpmelL). calcio (16,1£3.7 mg/dL),
colesterol (137.4+£279 mg/dL), proteinas totas (6.5+1.8 g/dL). triglicérdes (1427+7823
mg/dL), magnésio (5,840 4 mg/dL), cloretos (41511539 mEq/L), albumina (34, 2+23 3 g/dL) e
fasforo (249,2+£237.1 mg/dL). Uma correlagdo positiva foi identificada entre a integridade da
membrana espermatica e as proteinas totais (r = 0,66; P<0,01); por outro lado, a integridade da
membrana espermatica foi correlacionada negativamente com os niveis de magnésio (r = —0,39;
P=0,028). Em conclusdo, esta é a primeira descricdo do perfil biogquimico do plasma seminal de
catetos e foi claramente demonstrado que alguns componentes bioquimicos (proteinas totais e
magnésio) podem mnfluenciar a ntegridade de sua membrana espermatica.
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