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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar as proteinas seminais e 0s
par@metros espermaticos e sua relacdo com os periodos chuvoso e seco, bem como
observar a distribuicéo das bandas protéicas ao longo do ano e nos periodos chuvoso e
seco em caprinos daraga Anglo-Nubiana n aregido semi-arido do Nordeste do Brasil. O
primeiro estudo foi voltado para 0 mapeamento das proteinas e bandas protéicas ao
longo do ano. Foram utilizados cinco machos caprinos da raga Anglo-Nubiana e feitos
pool do plasma seminal de todos os animais de cada més, correspondendo ao periodo de
um ano, sendo o mesmo submetido a eletroforese unidimensional (SDSPAGE). As
proteinas seminais apresentaram variacdo significativa (P<0,05) entre os meses do ano.

As massas moleculares das bandas protéicas variaram de 12 kDa a 150 kDa,
sendo as bandas de massas moleculares abaixo de 50 kDa as mais frequentes ao longo
do ano, vindo em seguida as bandas com valores entre 50 e 100 kDa e por ultimo, as de
massa acima de 100 kDa. Foram encontradas de 13 a 16 bandas protéicas nas amostras
andisadas nos géis, sendo que todos os géis referentes a cada més do ano ndo
apresentaram menos de 13 bandas protéicas. Observou-se também que 0 maior nimero
de bandas ocorreu nos meses de setembro e novembro. Observou-se distribuicéo
uniforme, ao longo do ano, de bandas protéicas de massas moleculares que podem estar
relacionadas com as proteinas ligadas a fertilidade, indicando possivelmente ndo
variacdo na capacidade fecundante do sémen ao longo do ano. Bandas protéicas que
podem estar relacionadas com as proteinas identificadas como ligadas ao colesterol,
apresentaram menor uniformidade, sugerindo periodos de maiores e menores
congelabilidade ao longo do ano. A segunda etapa do trabalho visou estudar a
sazonalidade dos parametros espermaticos, das proteinas seminais e a distribuicéo das
bandas protéicas nos periodos chuvoso e seco. Utilizaram-se cinco caprinos da raca
Anglo-Nubiana cujo sémen foi colhido, em vagina artificial, durante os periodos
chuvoso (abril e maio) e seco (outubro e novembro) e foram avaliados os parametros
esperméticos (aspecto, volume, concentragdo, motilidade e o vigor). O volume, a
concentracdo e o aspecto apresentaram diferenca estatistica (P<0,05) entre os periodos
chuvosos e secos, enquanto o vigor e a motilidade ndo apresentaram diferenca
estatistica (P>0,05). A quantidade de proteinas totais no plasma semina apresentou
diferenca estatistica significativa (P<0,05) entre os periodos chuvoso e seco,
apresentando média de 32,9 + 0,79 pg/yl no periodo chuvoso e 14,43 + 4,8 pg/ul no
periodo seco. A temperatura apresentou correlacdo positiva moderada (r = 0,48) com o
aspecto e com a concentracao de proteinas (r = 0,52). A umidade apresentou correlacéo
positiva moderada (r = 0,45) com o volume e com as proteinas totais (r= 0,50) e
correlacdo negativa moderada (r= -0,58) com 0 aspecto e com a concentracdo
espermética (r= -0,67). O volume apresentou correlacdo negativa moderada (r= -0,57)
com o aspecto e com a concentracdo (r= -0,56) e correlacdo positiva moderada (r= 0,68)
com as proteinas totais. A pluviosidade ndo apresentou correlagdo com os parametros
seminais, no entanto, sua interferéncia provavelmente ocorra indiretamente através da
umidade do ar e também por estimular o crescimento das pastagens, proporcionando
maior oferta de alimentos. Segundo estes dados, conclui-se que 0s parametros
esperméticos (aspecto, volume e concentragdo) sofrem influéncia da estacdo do ano no
semi-&rido, enquanto a motilidade e o vigor ndo sofrem. Como a variagdo ndo é grande, néo
afetando a qudidade do sémen, os machos caprinos podem ser usados na reproducdo nos
periodos seco e chuvoso no semi-arido do Nordeste. Também as proteinas plasméticas dos
caprinos sofrem influéncia das estagfes seca e chuvosa no Nordeste do Brasil. Como a
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distribuicéo das bandas protéicas apresenta variagdo nos periodos chuvoso e seco, e como
as bandas de massas moleculares possivelmente relacionadas as proteinas ligadas a
fertilidade encontram-se presentes nos dois periodos, enquanto uma banda possivelmente
relacionada a congelacdo do sémen esta presente unicamente no periodo seco, leva-nos a
sugerir que o caprino da raga Anglo-Nubiana pode ser usado em estagOes reprodutivas ao
longo do ano e que para congelacdo de sémen, recomenda-Se seu Uso no periodo seco, fato
esse também observado na literatura.

Palavras-chave: Sémen, Plasma seminal, Proteinas.

ABSTRACT

The present work had the objective to study the seminal proteins and spermatic
parameters and its relation to rainy and dry season, as well to observe the proteins bands
distribution along of the year and in the rainy and dry periods in Anglo-Nubian goats
from Northeast of Brazil. The first study intended to map the proteins bands along the
year. It were used five Anglo-Nubian male goats and the pool of plasma samples from
each animal from each month, during a year, were submitted to one dimension
electrophoresis (SDS-PAGE). The semina proteins showed significant (P<0,05)
variation between the months of the year. The mass molecular bands varied from 12
kDa to 150 kDa being the mass molecular bands below 50 kDa the most numerous
along the year, following by the bands with values between 50kDa and 100 kDa and
finally the bands upper 100 kDa. It were found proteins bands of 13 kDato 16 kDain
samples analysed from gels, being all gels concerning to each month of the year didn’t
show less than 13 bands. |s was observed also that the most numerous bands happened
at September and November. Also it was observed the uniforme distribution along the
year of mass molecular bands that can be related to proteins linked to fertility indicating
that there no semen fecundity variation along the year in goats from semiarid area.

Proteins bands that can be related to proteins identified as involved to
cholesterol, showed minor uniformed distribution suggesting periods more suitable and
less suitable to semen cry preservation along the year. The second study aimed to study
the seasonality of the spermatic parameters, seminal proteins and distribution of proteins
bandsin rainy and dry periods. It were used five Anglo-Nubian goats which semen were
collected through artificial vagina during the rainy (April and May) and dry (October
and November) periods in which it were evaluated the spermatic parameters (aspect,
volume, concentration and vigor). The volume, concentration and aspect showed
statistical difference (P<0,05) between the rainy and dry periods, while the vigor and
motility didn’t show statistical difference (P>0,05). The total proteinsin seminal plasma
showed statistical difference (P<0,05) between the rainy and dry periods showing media
of 32,9 £ 0,79 pg/pl inrainy 43 + 4,8 pg/pl and dry periods. The temperature showed
positive moderate correlation (r= 0,48) with aspect and with proteins concentration (r=
0,52). The humidity showed positive moderate correlation (r = 0,45) with volume and
with total proteins (r= 0,50) and negative moderate correlation (r= -0,58) with aspect
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and with spermatic concentration (r= -0.67). The volume showed negative moderate
correlation (r= -0,57) with aspect and with spermatic concentration (r= -0,56) and
positive moderate correlation (r= 0,68) with total proteins. The rainy index didn’t show
correlation with seminal parameters, although its interference probably happens indirect
through air humidity and also by growing stimulation of grass and plans proportioned
more feed disposable. According to these data, it is concluded that spermatic parameters
(aspect, volume and concentration) suffer influence of the rainy and dry season in semi
arid area, while the motility and vigor didn’t. As the variation is not big enough to
affects the semen quality, it is suggested that the male goats can be used to reproduction
in the rainy and dry periods in Northeast. Also the plasmatic proteins from goats suffer
influence of the dry and rainy seasons in Northeast of Brazil. As the proteins bands
distribution shows variation between the periods studied and take into consideration that
mass molecular bands possible related to proteins, already known, involved to fertility
are present in both rainy and dry periods, while aband was found in dry period, possible
related to cholesterol that is linked to semen freezing process, let us to suggest that
Anglo Nubian goats in semi arid region of Northeast can be used along the year in
reproductions seasons, but in order to obtain freezing semen viability its is
recommended to use the animalsin dry season.

Key-words: Semen, seminal plasma, Proteins.
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1- INTRODUCAO

A espécie caprina estd em ampla expansdo no Brasil, sendo identificados
mercado antes desconhecidos e inexistentes. Como as importagdes tém sido uma
constante nessa exploragdo, visando o melhoramento genético com a introducéo de
diferentes linhagens, auxiliado pelas biotecnias da reproducdo, tais como inseminacédo
artificial e transferéncia de embrido, houve uma melhora do plantel, apesar de também
terem surgido problemas, como a de introducéo de doencas até de linhagens com baixas
fertilidades, ndo adaptadas as nossas condi¢cBes climéticas. Aliado a esse quadro,
encontra-se ainda incipiente estudos mais avancados de critérios de selecéo de
reprodutores caprinos que permitam arealizagdo de selecéo mais precisa e acurada.

Costuma-se utilizar critérios técnicos testados em outras espécies, realizando-se
uma adequacdo a espécie caprina, provavelmente pelo fato desta espécie ser mais
explorada nas regides mais pobres do planeta, cujo investimento em pesquisa ainda séo
escassos. Portanto, levando-se em consideracdo as particularidades desta espécie, 0s
avancos tecnol 6gicos precisam ser direcionados e explorados o mais breve possivel com
o0 intuito de evitar que padrdes indesgjaveis se instalem, afetando a exploracdo como um
todo.

Dentre as avaiacOes de rotina do sémen realizadas nas centrais de inseminagdo
artificial, destacam-se a determinacdo do volume, concentragdo espermatica e
porcentagem de espermatozéides com motilidade progressiva, servindo paraadiluicdo e
processamento do sémen. Rodriguez —Matinez et al., (1997).

O uso de reprodutores testados e com dta capacidade fertilizante é de
fundamental importancia para garantir boa eficiéncia reprodutiva e produtiva dos
animais. Desse modo, a busca por indicadores da fertilidade de reprodutores tem sido
alvo de diversos estudos nos Ultimos anos, segundo Killian et al. (1993). No entanto,
apesar dos avancos no setor da biotecnologia da reproducéo, ainda se tem pouco
conhecimento sobre os mecanismos moleculares envolvidos nos diferentes processos
reprodutivos, havendo necessidade de técnicas que aprofunde o estudo sobre os aspectos
bioquimico e fisioldgico do plasma seminal.

A ampliagdo dos conhecimentos sobre a bioquimica espermética e os estudos
dos componentes do plasma semina representam uma ferramenta importante para o
conhecimento dafertilizagao.

Portanto, estudos moleculares que identifiquem o perfil protéico do sémen de
animais mais férteis representam uma técnica que podera avaliar sua capacidade de
fecundar e ser classificada como marcadores de animais superiores.

As proteinas apresentam fungdes importantes sobre os espermatozoides, pois
Henault e Killian (1996) os fluidos das glandulas acessdrias de touros com maiores
indices de fertilidade aumentaram a capacidade de fertilizagdo de odcitos por
espermatozdéides obtidos de touros com baixa fertilidade. Amman et a (1987) também
enumeraram proteinas (19,6 kDa e 153 kDa) no plasma seminal equino,
correlacionadas com a motilidade individual progressiva de espermatozéides em sémen
fresco e congelado. Portanto, existem fatores secretados pelo epididimo, células dos
tubulos seminiferos e glandulas acessbrias que influenciam de forma significativa a
habilidade dos espermatozoides de potencializa a fecundagdo, com efeitos nos indices
reprodutivos e taxa de prenhez, associado o cada reprodutor. Estas proteinas,
recentemente identificadas, podem estar ligadas ao processo de capacitagdo espermética
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e reagdo acrossdmica, protecdo contra possivels infecgdes. Cancel et al., (1999),
transporte de retindides Gerena et a., (1998) ou prostaglandinas Fouchecourt et
al.(1999). Observa-se, como exemplo, que eventos ligados a capacitacdo espermatica
envolvem proteinas, ja identificadas nos bovinos como BSPs (bovine seminal proteine),
gue sdo secretadas pelas vesiculas seminais, cujos pesos moleculares sdo de 15, 16,5 e
28-30 kDa. Observou-se que as mesmas estimulam a liberacdo de colesterol da
membrana do sémen pouco depois da gaculacdo e a HDL (High-Density Lipoprotein)
induz a capacitacdo, atraves do estimulo de um segundo efluxo de colesterol no sémen,
no trato genital dafémea (Desnoyerset a., 1994; Therien et a., 1999).

Com o surgimento da eetroforese, por volta de 1950, tornou-se possivel o
mapeamento e a identificacdo de componentes protéicos no g aculado de vérias espécies
e pode-se relacioné&los com a fecundacdo, possibilitando, assim, associar marcadores
com a fertilidade (Bacceti et a.,1979; Morgentaler et a.,1990; Marchini et a.,1990;
Autiero et a.,1991; Killian et a.,1993; Wolfe et al, 1993; Bellin et a., 1994) e
diferenciar animais quanto ao grau de fertilidade.

A partir do melhor conhecimento dos fatores presentes no plasma seminal,
véarios pesqguisadores tém buscado marcadores bioquimicos que ajudem na predicéo da
fertilidade do animal. Considerando este aspecto, € de suma importancia viabilizar
pesquisas que objetivem a utilizagdo de protocolos que possam identificar
caracteristicas seminais necessarias para avaliar afertilidade do macho.

Estudos demonstraram haver diferencas na qualidade do ejaculado de pequenos
ruminantes entre as estagbes do ano em clima temperado (Eaton e Simmons, 1952;
Colas, 1980; Nunes, 1982; Colas, 1983; Roca et a., 1992; Tuli e Holtz, 1995), e muitos
deles atribuiram tais diferencas ao fotoperiodo.

Vinha, (1975), estudando as influéncias das estagcBes sobre 0 sémen da raga
Anglo-Nubiana obtive os seguintes resultados: o0 volume e a motilidade foram maiores
no periodo chuvoso e menor no periodo seco, e a concentragdo espermética foi maior no
periodo seco e menor no periodo chuvoso.

Considerando que o estresse caldrico tem sido reconhecido como importante
fator limitante da produgdo animal nos tropicos, hd uma necessidade de se conhecer a
tolerancia e a capacidade de adaptacéo das diversas ragas como forma de embasamento
técnico para a exploracdo animal, bem como para a introducdo de novas ragcas em uma
regido ou mesmo para 0 conhecimento de programas de cruzamento, visando dessa
forma, a obtencdo de tipos ou racas mais adequadas a uma condicdo especifica de
ambiente (Monty Junior et al., 1991).

Segundo Baéta e Souza (1997), os animais para terem maxima produtividade
dependem de uma faixa de temperatura adequada, também chamada de zona de
conforto térmico, em que ha gasto minimo de energia para manter a homeotermia. Do
ponto de vista da producéo, este aspecto reveste-se de importancia, pelo fato de que,
dentro desses limites, os nutrientes ingeridos pelos animais serdo quase na totalidade
utilizados para desenvolvimento das funcgbes produtivas. Portanto, a interacéo entre
animal e ambiente deve ser levada em consideragéo quando se busca maior eficiénciana
exploragdo pecuéria, pois o conhecimento das varidveis climaticas, sua acdo sobre as
respostas comportamentais e fisiol 6gicas dos animais, séo preponderantes na adequacdo
do sistema de producéo aos objetivos da atividade pecuaria (Neiva et a., 2004).

Com o objetivo de determinar os parametros bioquimicos normais no plasma
seminal de caprinos criados no Nordeste do Brasil, dasragas Alpina, Moxotd e mesticos
AlpinaMoxot0, Pinheiro et al. (1996a), observaram que os valores encontrados de
proteinas totais foram inferiores na época seca.
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A perspectiva deste trabalho visa a busca de conhecimento capaz de melhor
avaliar e selecionar reprodutores portadores de caracteristicas ligadas a fertilidade,
padronizando uma técnica precisa para avaliacdo do sémen e identificacdo de
marcadores, a exemplo do que j& esta sendo reaizado nas espécies bovina, suina e
eqliina. Portanto, o objetivo deste trabalho foi mapear o perfil eletroforético do plasma
seminal, identificando possiveis épocas do ano de melhor manuseio do sémen como
também, proteinas que possam ser utilizadas como possiveis marcadores moleculares
para selecionar reprodutores com alto potencial genético.

2-REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sémen

O sémen ou e€aculado é composto por uma fracdo celular, pelos
espermatozéides, que sdo produzidos no parénquimatesticular e por uma fracéo liquida,
o plasma seminal, originado das glandulas acessdrias. Durante a eaculacdo, 0s
espermatozoides previamente estocados na por¢do caudal do epididimo sdo misturados
com secregBes produzidas nas glandulas sexuais acessorias (Way et al., 2000).

A literatura relata sobre a presenca de fatores que influenciam a fertilidade do
macho. Os biomarcadores podem ser encontrados em ambas as frages seminais, isto &,
no plasma seminal e nos espermatozdides. Mas atualmente o plasma semina vem sendo
mais estudado, principamente em relacdo as proteinas, por estarem em maior
concentragdo do gue outros componentes e por participar ativamente do processo de
fecundagé@o (Mc Couley et a, 1997; Bellin et al., 1998).

Segundo Smith et al. (1981), ndo foi encontrada relagdo entre nenhum parémetro
de avaiacdo da qualidade seminal individualmente com a fertilidade, significando que
esta deveria ser estimada pela avaliacdo de outros pardmetros complementares.
Rodriguez- Martinez et a (1997) e Zhang et a ., (1998) relatam que oS parametros
avaliados rotineiramente tém capacidade limitada na avaliacéo da fertilidade potencial
de reprodutores. Portanto, a observacdo de que reprodutores com caracteristicas
seminais semelhantes ainda podem apresentar diferenca de 20 a 25% nos indices de
fertilidade ( Larson e Miller, 2000) tém estimulado a busca por outros marcadores de
fertilidade.

2.1.1 Espermatozoéide

No inicio do século XX afisiologia e a bioquimica do sémen desenvolveram-se
significativamente, mas véarios anos transcorreram para gue as funcdes mais importantes
do espermatozéide fossem evidenciadas, tais como: motilidade e a capacidade de
fertilizagdo, e associadas as diferentes estruturas da célula espermatica: cabeca, cauda e
membrana plasmatica.

A cabega do espermatozoide € formada pelo nucleo e o acrossoma, situado entre
amembrama plasmética e a por¢édo anterior do nicleo.

Durante a reagéo acrossomica, a membrana externa do acrossoma e a membrana
plasmética fundem-se, e sdo formadas vesiculas, na qual ocorre a exocitose do contetido
acrossomal  (Eddy, 1988). O segmento equatorid ndo contém enzimas,
conseglientemente, ndo esta envolvido com a reacdo acrossdomica, mas a membrana
plasmética funde-se com a membrana do oécito nesta area (Amman e Graham, 1992).

O espermatozbide € recoberto pela membrana plasmética, uma dupla camada
com porgdes hidrofilicas de lipidios e de proteinas, complexas interagdes entre eles
regulam os receptores de membrana, 0s ions ou as enzimas e a fungdo celular
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(Hammerstedt et al., 1990). Esta membrana plasmética esta subdividida em regides
especificas, que diferem em sua composi¢do e fungdo. Moléculas envolvidas na reagéo
acrossdmica estdo presentes na regido anterior do acrossomo (Salling, 1986); moléculas
envolvidas na fusdo odcito-espermatozoide sdo encontradas na regido posterior do
acrossoma (Sailling et al., 1985) e moléculas envolvidas com a atividade flagelar estéo
associados com a membrana plasmética do flagelo (Kopf et al., 1986).

A composicdo da membrana plasmética é modificada assm que o
espermatozéide deixa o testiculo. Alteragdes na superficie espermatica ocorrem durante
a maturacéo do epididimo e durante a exposi¢ao aos produtos das glandulas acessorias
na gjaculagdo. A superficie espermética também € alterada no trato reprodutivo da
fémea. Durante a capacitacdo, alguns componentes da superficie espermética séo
perdidos e outros migram para fora de seus dominios. Essas mudangas ha composi¢éo e
organizacdo dos componentes da superficie da membrana espermética indicam que os
componentes da membrana plasmética séo por¢des dinamicas da célula (Eddy, 1988).

2. 2 Plasma Seminal

2.2.1 Composicdo do plasma seminal

O plasma seminal, fluido no qua os espermatozdides estdo suspensos por
ocasi a0 da gjaculacdo, € constituido de secrecdes das glandulas bulbo uretrais, vesiculas
seminais, préstata e da cauda do epididimo (Hafez 2000) que tém fungdo no transporte e
sobrevivéncia espermética. Varios relatos na literatura mencionam a presenca de fatores
no plasma semina que podem influenciar a fertilidade do macho. Destes, também
fatores anti-fertilizantes que prejudicam fatores identificados como promotores da
viabilidade espermética e a fertilizagdo. Deste modo, proteinas do plasma seminal tém
sido isoladas, caracterizadas e avaliadas quanto a capacidade de fertilizagcdo do macho.

O seu volume e composicdo variam entre espécies (Mann & Lutwak, 1981).
Neste fluido existem fatores que podem influenciar a fertilidade espermatica,
principalmente proteinas que se ligam a heparina; a osteopontina e a prostaglandina D
sintetase tipo lipocalina (Miller et a., 1996; Killian et a., Belline et a., 1994; Bellin et
a., 1996). O plasma semina também contém vérios componentes biogquimicos (ions,
célcio, citrato, etc.) alguns deles especificos para a regulagdo da funcdo espermatica
(Barrios et a., 2000), cujo papel na funcdo espermética ainda € objeto de estudos
(Barrios et a., 2000)

As vesiculas seminais, que produzem 30-60% do volume total de sémen
gjaculado, possuem, dentre as glandulas acessdrias, o contelido mais rico em proteinas,
apresentando altas concentragdes de frutose que contribuem na producdo da maioria das
prostaglandinas existentes no plasma seminal, e também elevadas concentracbes de
potéssio, sendo o citrato o principal anion. As prostaglandinas ndo parecem ter um
efeito direto na motilidade ou no metabolismo espermético, mas podem afetar os
muscul os do trato reprodutivo da fémea, auxiliando no transporte do espermatozéide.

A secrecdo da prostata € &cida e contém espermidina e espermina, responsavel
pelo odor no sémen humano. Nesta secrecdo, sdo elevadas as quantidades de sodio,
citrato e zinco. Grande parte da secregdo prostética e vesicular € composta de enzimas
frequentemente associadas com a membrana plasmética.

A secrecdo das glandulas bulbo-uretrais € mais acalina que a das outras
glandulas acessorias, neutralizando, assim, o cardter acido das demais (Miller e Ax,
1988)
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2.2.2 Funcao do plasma seminal

A principal funcdo do plasma semina € o transporte dos espermatozoéides
durante o gaculado e sobrevivéncia dos mesmos no sistema genital feminino,
prevenindo a capacitacdo espermatica prematura (Y anagimachi, 1994) e, também,
protegendo as células esperméticas contra danos peroxidativos (Schoneck et a., 1996),
neutralizando o pH acido da vagina, tendo, assim, uma ag&o i mMuNoSsSUpPressora.

O estudo dos componentes bioguimicos do plasma seminal pode ser uma
aternativa para avaliacdo do funcionamento do aparelho reprodutor e da qualidade
seminal de bodes (Mendonza et al., 1989; Pinheiro et al., 1996a; Pinheiro et al., 1996b;
Santos et al., 1998). As fungdes do plasma seminal de caprinos consistem na ativacéo da
motilidade (Howard et a., 1978 e na capacitacdo espermatica (Maxwell & Johnson,
2000).. As concentragdes dessas moléculas protéicas estdo sob controle da estagdo do
ano, paraaqual ocorrem diferencas entre as estacfes reprodutiva e ndo-reprodutiva (La
Falci et al., 2002).

O plasma seminal mostrou-se importante na manutencdo da motilidade do
espermatozéide humano (Lindholmer, 1974), equino (pickett et a., 1975), coelho
(Muller e Kirchner, 1978) e no bovino (Baas et a., 1983). De acordo com Pursel et al.,
(1973) e o plasma semina ndo sb aumentou a resisténcia do espermatozdide suino ao
choque térmico, como também ativa a motilidade epididiméria (Graham, 1994).

O plasma semina também tem importancia na fertilidade. Relatos em varias
espécies sugerem que nele sdo encontradas proteinas que podem influenciar afertilidade
do macho (Ax et a ., 1985; Jauhiainem & Vanha- Perttula, 1987, Miller et al., 1990;
Killian et al., 1993; Bellin et a., 1994., Bellin et a., 1996; Brandon et a., 1999,
Koistinen et al., 2000), também podendo reverter a capacidade espermética.

Os primeiros estudos realizados em coelhos observaram que a adi¢cdo do plasma
seminal a espermatoziides capacitados poderia reverter o processo da capacitacdo,
inibindo a fertilizagdo (Davis, 1974). Tais observacdes revelaram que o plasma semina
contém fatores de decapacitacdo de fertilidade do espermatozdide. Com isso, previne-se
areacao acrossomica prematura.

Entretanto, em algumas pesqguisas foram encontrados também fatores negativos
sobre a motilidade, viabilidade e fertilidade ou congelabilidade do sémen presentes no
plasma seminal. V&rios estudos indicam que o plasma seminal tem pegueno efeito na
motilidade espermatica ou na suscetibilidade ao choque térmico no suino (Salamon,
1973; Moore e Hibbit, 1977), touro, ou carneiro (Waes e White, 1959). Outros
resultados mostraram o efeito prejudicial do plasma semina na viabilidade da célula
espermética em diversas espécies (Hammersted, 1975; Dott et a., 1979; Nunes et al.,
1982; Varner et al., 1987). Também foi verificado o efeito deletério das proteinas de
baixo peso molecular nainibi¢éo da motilidade.

Calvete et a., (1994) e Ollero et d., (1997) demonstraram que aguns
componentes do plasma seminad s8o absorvidos sobre a superficie das células
espermaticas durante a gjaculacdo, pois diversas proteinas estdo presentes no plasmas
seminal, cujas proporcdes podem variar entres os individuos de uma mesma espécie (
Frazer e Bucci, 1996).

2. 3 Proteinas

2. 3. 1 Asproteinas e suas funcdes sobr e os esper matozoides

As proteinas s macromoléculas organicas que estdo presentes em todas as
células vivas, portanto, essencial a vida, que desempenham diversas funcdes, entre elas
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de transporte, defesa, manutencdo, secrecéo e formagdo, sendo, pois indispensavel para
0 crescimento, reproducéo e producdo.

As proteinas do plasma semina exercem vérios efeitos sobre a funcéo
espermética e desempenham um importante papel na capacitaco dos espermatozoides,
traduzido por um complexo processo que habilita a célula espermética a penetrar,
através da zona pellcida, por meio da reacdo acrossbmica (Calvete et a., 1994;
Jonakova et al, 2000; Barrios et al., 2000).

As principais proteinas do plasma sangliineo dos mamiferos sdo albumina e as
globulinas (Kulkarni et al., 1998). As proteinas do plasma semina seminal sdo
parciamente originérias do plasma sangliineo e parcia mente sintetizadas pelo testiculos
(Kato et al., 1985), epididimo (Turner e Reich, 1987) e vesicula seminais (Manjanath et
a., 1994). A abumina sérica bovina, quando adicionada a espermatozdides
epididimérios incubados com o plasma epididimario ou seminal homdlogo, estimulou a
motilidade espermatica (Dott et al., 1979). Outros estudos verificaram gue a albumina
sérica era benéfica a motilidade no sémen de suino, ovino, eqlino e coelho, mas tinha
pouco efeito na motilidade espermatica do sémen bovino (Baas et al., 1983).

As proteinas de ligacdo & heparina (HBPs) também foram encontradas no
plasma seminal. A heparina € um polissacarideo de alto peso molecular, que se liga ao
espermatozdide bovino através de proteinas, e é capaz de induzir a capacitagdo (Lenz et
a., 1983; Miller et a., 1990). Ta efeito € obtido através da modulacdo na atividade da
proteina & qual ela se liga. Polissacarideos semelhantes a heparina sdo secretados,
particularmente na fase folicular, pelo trato reprodutivo da fémea, o0 que estimula a
capacitacdo (Lenz et al., 1982). Além disso, essas proteinas de ligacdo a heparina sdo
produzidas pelas glandulas acessorias (Nass et a., 1990), e cobrem a superficie do
espermatozéide g aculado (Miller et al., 1990). No plasma seminal bovino, as principais
proteinas de ligagdo a heparina sdo as BSP (proteinas do plasma seminal bovino).

Das proteinas relacionadas a fertilidade, merecem destaque a osteopontina e a
prostaglandina D sintetase tipo lipocalina. A osteopontina é uma glicoproteina écida que
foi detectada em vérias espécies (Crivello e Delvin, 1992). A prostaglandina de 26 kDa
foi caracterizada por Gerena et a. (1998) como 75% idéntica e 100% homodloga a
prostaglandina D sintetase tipo lipocalina, esta localizada no sistema nervoso centra
(Urade et al., 1985; Ujihara et d., 1988), na retina (Beuckmann et al., 1996) e nos
Orgéaos genitais de macho e fémeas (Ujihara et a., 1988; Blodorn et al., 1996 e Gerena
et al., 1998). Através de estudo imunocitoquimico, a localizacdo especifica da
prostaglandina foi verificada no tecido intersticial testicular, nas células de sertoli e nas
células principais da cauda do epididimo de ratos. Tal locaizacdo sugere que esta
proteina tem um papel no desenvolvimento e maturacdo espermatica (Gerena et d.,
2000).

A caracterizagdo de proteinas do plasma seminal tem recebido nos Ultimos anos
atencdo especia por parte dos pesquisadores com vista a entender ou determinar
possiveis efeitos ou interacbes quanto & fertilidade do animal. Segundo Brandon et al.
(1999), a habilidade para avaiar a fertilidade de um reprodutor usando-se ensaios para
determinacdo das mudangas quantitativas das proteinas do plasma semina seria
extremamente vantajosa para um programa de melhoramento genético.

Bittmar e Kosiniak (1992) descreveram que a habilidade fertilizante do
espermatozdide seria, em grande parte, determinada pelas proteinas espermaticas
localizadas no acrossoma e peca intermediaria, conhecidas como fonte de enzimas
metabolicas especialmente ativas, cujas liberacbes em grandes quantidades podem
indicar danos na membrana plasmatica do espermatozoide.
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Num trabalho recente, La Falci et al. (2002) investigaram as mudangas sazonais
das proteinas do plasma seminal caprino, a partir da separacdo por cromatografia liquida
e caracterizacdo por SDS-PAGE. Estes autores observaram que o padréo de proteinas
gue tem afinidade por heparina (HAPs) tinha relagdo com a estagdo do ano. Em adicéo,
as HAPs deterioraram a motilidade espermética e o acrossoma e eram 4,4 vezes mais
concentrados durante a estag&o de néo-cobricéo.

Varios autores (Emilson, et al, (1984), Autiero; et a; 1991; Panidis et al. 1991)
tém sugerido que o plasma seminal contém fatores que poderiam influenciar a
fertilidade de machos, baseado em comparagdes da composicdo do plasma seminal entre
machos de diferentes taxas de fertilidade. Contudo Shivagji et a (1990) e Audhyya; et a
(1987) detectaram e isolaram fatores do plasma seminal que interferiam na capacitacéo
espermatica. De modo contrario, outros fatores protéicos identificados promoveriam a
viabilidade espermética e a fertilizacdo. Estes incluiam proteinas ligadoras de heparina
Miller et a; (1990), indutoras da hiperativagdo dos espermatozdides-odcito e
capacitacdo espermatica (Sanz et al 1993)

Na espécie ovina, Gerena et al. (1998) detectaram a prostaglandina D-sintetase e
o respectivo mRNA no epididimo de carneiros, e esta proteina representou até 25% do
total de proteinas quantificadas no sémen. Também fosfolipases A2, com baixo peso
molecular, identificadas no sémen ovino, estdo relacionadas ao processo de maturacéo e
reacdo acrossomica (Upreti et al., 1999).

Na espécie caprina, Teixeira et a., (2002) caracterizam parciamente uma
proteina homologa a espermadesinag, ndo havendo ainda, estudo sobre a relacdo da
mesma com a qualidade e fertilidade do sémen nesta espécie. As espermadesinas sdo
glicoproteinas cujas subunidades apresentam baixo peso molecular (12-16 KDA), e
estdo presentes no plasma semina ou, perifericamente, associadas a superficie do
espermatozdide de vé&rios animais domésticos, sendo bem identificadas nas espécies
suina, bovina e eqliina (Sanz et al., 1992; Rutherfurd, et al., 1992;. Calvete et a., 1995;
Topfer-Petersen et al., 1998; Nimtz et al., 1999).

2. 3. 2 Métodos de estudos das proteinas

O mapeamento e identificacdo dos componentes protéicos do gaculado, através
da técnica de eletroforese, vém sendo utilizados desde & década de 50 (Larson e
Salisbury, 1954; Szumowski, 1956; Bennet, 1965). Iniciamente, foi utilizada a
eletroforese em solugdes de sacarose (Larson e Salistury, 1954); posteriormente, foi
substituida pelos géis de amido (Vesselinovith, 1959). Através da eletroforese em géis
de poliacrilamida (uni ou bidimensional), a técnica vem sendo utilizada com sucesso até
os dias de hoje.

Utilizando a eletroforese unidimensional, o perfil protéico do plasma seminal
bovino foi correlacionado com padrdes de fertilidade normais (Ax et a., 1985; Nass et
al., 1990) e alterados (Rocha et al.., 1974; Wolfe et al., 1993), com a congel abilidade
(Roncoleta et a., 1997; Roncoleta et a., 2000) e com a viabilidade do sémen (Aurich et
al., 1996).

No entanto, na espécie caprina ainda ndo se conhece referéncias quanto arelagdo
entre a presenca de proteinas e a capacidade de fecundagdo do sémen. O
desenvolvimento desse estudo poderia auxiliar na selecdo de reprodutores e no
estabel ecimento do potencia de fecundagéo.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo 0 mapeamento eletroforético uni-dimensional
do plasma seminal ao longo do ano. O experimento teve duracdo de doze meses
(Abril/2006 a Marco/2007), ocasido em que foram realizadas 230 coletas de sémen de
cinco reprodutores caprinos (Capra hircus) adultos da raga Anglo-nubiana, com idade
variando de 18 a 22 meses, pesando 42,0 + 10,0 kg,. Um pool de amostras do plasma
seminal de todos os animais referente a cada més do ano foi submetido a eletroforese
unidimensiona em SDS-PAGE. Os géis foram analisados através do programa Life
Science Software da UVP, Inc. Analisando os géis ao longo do ano, observou-se a
seguinte distribuicdo: bandas de massa molecular abaixo de 50 kDa foram as mais
frequentes ao longo do ano, vindo em seguida as de massa molecular entre 50 e 100
kDa e por ultimo as de massa acima de 100 kDa. Estas Ultimas (>100kDa) apareceram
em todos os meses do ano, sendo no entanto, bandas pouco citadas na literatura. O
maior nimero de bandas ocorreu nos meses de setembro e outubro. A presenca das
bandas de massa molecular de 13 a 14 kDa; 20 a 30 kDa e 55 kDa foram observadas em
todos 0s meses do ano. As de 16 e 16,5 kDa estavam presentes nos meses de agosto,
setembro, outubro e novembro. As evidéncias encontradas neste estudo mostram que as
bandas proté cas tém distribuicdo variada ao longo do ano, e, levando em consideracdo
gue as proteinas apresentam importantes funcdes no processo de fertilizacdo, sugere-se
uma possivel interferéncia dos fatores ambientais na qualidade do €aculado em
caprinos daraca Anglo-Nubiana naregido do semi-arido do Nordeste do Brasil.

Palavra-chave: sémen, proteinas seminais, eletroforese.
ABSTRACT

In face of the absence of works that investigate the proteins bands from goats
along the year in Northeast of Brazil, this study aimed to map the bands distribution
according to molecular mass along the year. The experiment last one year (April-2006
to March-2007), period in which were realized 230 semen collection from five goats
(capra hircus) adults, with age varying from 18 to 22 months, weighting 42,00 £ 10,0
kg, belongings to Anglo Nubian breed. A pool from plasma seminal samples from all
the animals concerning to each month of the year were submitted to one dimension
electrophoresis SDS-PAGE. The gels were analyzed through Life Science Software
from UVP, Inc. The gels analyze showed the following distribution: mass molecular
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bands below 50 kDa were numerous along the year, followed by mass molecular bands
between 50 and 100 kDa and finally bands up 100 kDa. These ones (>100kDa) were
presents in all the months of the year, however, they are little cited in literature. The
major numbers of bands happened on September and October. The presence of mass
molecular bands of 13 to 14kDa; 20 to 30 kDa and 55 kDa were observed in all months
of the year. The bands of 16 to 16,5 kDa were presents on August, September, October
and November. The evidences found in this work shows varied distribution along the
year and take in consideration that the proteins have important functions on fertilization
process, it is suggested a possible interference on ambient factors on gaculate quality in
goats from Anglo Nubian breed in the semi arid area of Northeast of Brazil.

Key words: semen, plasma proteins, electrophoresis.
INTRODUCAO

Em observacOes realizadas em Centrais de Inseminagdo na regido Nordeste,
evidencia-se que em determinados periodos do ano 0s machos caprinos apresentam
sémen com melhor habilidade de congelagdo e, em outros, essa capacidade esta ausente.
Mesmo sendo a regido Nordeste localizada préximo a Linha do Equador, apresentando,
portanto, clima tropical, onde ndo ha variagdo da duracdo do dia ao longo do ano,
existem fatores como umidade do ar e oferta de alimento que em condig¢des naturais
podem afetar a qualidade do sémen.

O estudo dos componentes do plasma seminal pode ser uma alternativa para
avaiacdo do funcionamento do sistema reprodutor e da qualidade semina de caprinos
(Mendonza et al., 1989; Pinheiro et al., 1996a; Pinheiro et a., 1996b; Santos et a.,
1998).

O plasma semina contém secrecBes de origem testicular, epididiméria e das
glandulas sexuais acessorias (Evans e Maxwell, 1987), das quais 0s espermatozdides
adquirem inumeras proteinas durante o transito epididimario e na gaculagdo, e que
podem influenciar sua capacidade fecundante (Miller et a ., 1990; Y anagimachi, 1994;
Maxwell et al., 1999). As fungdes do plasma seminal de caprinos consistem na ativacéo
da motilidade (Howard et a., 1978), na protecdo contra a peroxidacdo dos lipideos de
membrana plasmética (Shoneck et al., 1996) e na capacitacéo espermética (Maxwell e
Johnson, 1999; LaFalci et a., 2002).

A técnica de eletroforese vem sendo utilizada para identificacdo e mapeamento
dos componentes do plasma semina em bovinos desde a década de 50 (Larson; e
Salisbury, 1954). Os primeiros trabalhos utilizaram eletroforese em papel, gel de agar,
gel de amido e acetato de celulose (Szumowski,1956). Atualmente, tem-se utilizado
eletroforese uni ou bidimensional em gel de poliacrilamida (Manjunath Et Al., 1987;
Killian et al., 1993; Brandon et al.,1999).

As proteinas do plasma semina sdo parcialmente origindrias do plasma
sangliineo e, parcialmente sintetizadas e secretadas pelos testiculos (Kato et al., 1985),
epididimo (Turner e Reich, 1987) e glandulas vesiculares (Manjunath et al., 1994).
V&rios componentes protéicos do plasma seminal foram relacionados com os indices de
fertilidade de reprodutores bovinos (Killian et al., 1993), suinos (Flowers, 1998) e
equinos (Brandon et al., 1999) e com a congelabilidade (Roncol etta, 1999; Roncol etta et
al., 1997, 1999, 2000) e a viabilidade do sémen (Al Somai et a.,1994; Barrios et d.,
2000). As diferencas na composicdo do plasma seminal em diferentes periodos do ano
ja foram observadas em bovinos através da eletroforese unidimensional por varios
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pesqguisadores, entre eles, Rocha et al., (1974); Martins Janior et a., (1995); Roncoletta,
(1999) e Roncoletta et al., (1997; 1999). O presente trabal ho teve como objetivo analisar
a distribuicdo, a0 longo do ano, das proteinas presentes no plasma seminal de
reprodutores caprinos através da eletroforese unidimensional .

MATERIAL E METODO

Foram utilizados cinco caprinos (capra hircus) daraga Anglo-Nubiana, pesando
42,00£10,0 kg, sexualmente maduros com idade entre 18 e 22 meses. O experimento foi
realizado na Embrapa Caprinos, localizada em Sobral - CE, situada geograficamente a 3
©41'32" de latitude Sul, a 40° 20’53’ de longitude Oeste, a 75 metros de altitude
apresentando clima semi-arido, com temperatura média minima de 25°C e maxima de
28°C; umidade média minima de 57% e méxima de 81% e indice pluviométrico médio
653 mm. Os dados climatol 6gicos da regido de Sobral foram cedidos pela FUNCEME -
Fundagdo Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos (Tabela 1). Os animais foram
submetidos a0 sistema de mango semi-extensivo, recebendo capim elefante
(Pennisetum purpureum Schum.) cortado, feno de leucena, (Leucaena leucocephala
(Lam) de Wit.), concentrado composto de 19% de milho (Zea Mays.), 7% de farelo de
soja (Glycine Max.), 0,7% de sal mineral e 0,3% de sal comum. A oferta de alimento
atendeu as recomendacdes estabelecidas pelo NRC (1985), recebendo os animais 300
g/dia de concentrado.

Tabela 1. Dados meteorol 6gicos do municipio de Sobral, regi&o Norte do Estado do Ceara, no
ano de 2006 a 2007.

Médias do Médiada Médiada
Més indice pluviométrico Temperatura (°C) Umidade (%)
(mm)
Janeiro/07 00 29 59,1
Fevereiro/07 260 26 78
Marco/07 40 25,6 80,1
Abril/06 360 25,3 83,9
Maio/06 51 25 83,3
Junho/06 00 24,9 77,4
Julho/06 00 26,4 63,9
Agosto/06 00 27,5 57,1
Setembro/06 00 28,4 55,1
Outubro/06 00 28,7 54,3
Novembro/06 00 28,7 55,5
Dezemb/06 00 28,6 58,8

em vista afonte do saite.

Dosagem de proteinastotais

Para andlise das proteinas totais 0 sémen foi centrifugado a 1000g durante 30
minutos a temperatura de 4° C. Em seguida, foi retirado o sobrenadante e o plasma foi
transferido para tubos eppendorff e mantido a— 4°C.

A concentragdo de proteinas totais foi determinada pelo méodo descrito por
Bradford (1976) que baseia-se na ligagdo do corante Comassie Brilliant Blue G250 as
proteinas, com formacdo de coloragdo azul. A presenca de proteinas foi observada
através de espectrofotébmetro FP-901 (Chemistry Analyser Labsystems) pelo método de
absorvancia que representa a quantidade de luz que é absorvida, sendo a leitura
realizada no comprimento de onda de 595 nanémetros (nm) e tendo como padréo a
Albumina SéricaBovina (BSA).
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Eletr ofor ese unidimensional

Foi feito um pool das amostras do plasma semina de todos os animais referente
a cada més, correspondente ao periodo de um ano e o mesmo foi submetido a
eletroforese unidimensional (SDSPAGE) em géis de 10 x 8 cm, com concentragdes de
12 % de poliacrilamida, de acordo com o0 método descrito por Hames (1981).

Depois de feito o gel a 12% de poliacrilamida, colocou-se 10ul da amostra do
plasma com concentracdo de 20ug de proteina por “poco” na placa de gel, e utilizou-se
como padrdo o kit LMW ELECTROPHORESIS CALIBRATION da Pharmacia
Biotech., que apresenta as bandas de massas moleculares, a seguir: 94; 67; 43; 30; 20,1
e 14,4 kDa. A separacdo foi obtida em corrida eletroforética, com corrente el étrica de 40
miliampere, tensdo elétrica de 170volts e poténcia de 7 watts por aproximadamente 2
horas. Na coloragéo do gel foi utilizado o corante Comassie Brilliant Blue G-250 por
aproximadamente 2 horas, e em seguida, a descoloragéo, em solugdo de metanol a 30%
e acido acético a 7% em agua bidestilada por 3 horas, para visualizagdo das bandas. A
seguir, os géis foram escaneados através de fotodocumentador (Bio Doc-IT and
Visidoc-IT Gel Documentation systems, U. V. P.) e, entdo anaisados pelo software
(Doc-IT-LS 6.0).

Para secagem do gel utilizou-se (metanol 50% e glicerol 1% em é&gua bi-
destilada) por 10 minutos e colocados entre duas folhas de celofane.

Andlise estatistica

Redlizou-se a comparagdo entre os meses do ano das concentragdes das
proteinas totais. O nivel de significancia considerado nas decisdes estatisticas foi de 5,0
% dentro do procedimento do G.L.M, utilizando-se 0 SAS (Statistical Analysis System)
naversdo 8.

RESULTADOSE DISCUSSOES

A concentracdo média de proteinas totais foi de 23,23 + pg/ul, variando de 8,47
a 34,89 pg/ul ao longo do ano (Gréfico 1), apresentando diferenca estatistica (P<0,05)
entre 0S meses.
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Gréficos 1. Média das concentragdes de proteinas totais do plasma seminal de caprinos da raga
Anglo-nubiana ao longo do ano no Nordeste do Brasil
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As médias das proteinas totais obtidas ao longo do ano por Pinheiro et a.
(1996b), trabalhando com animais da ragca Moxot6 e mestica Parda Alpina, variou entre
34,1 e 42,7 pg/ul. Segundo estudo de Azerédo (2003), a média geral de proteinas totais
encontrada foi de 33,5 mg/ml em caprinos da raga Saanen, Anglo-nubiana e Boer, na
regido semi-&rida do Nordeste, dados esses superiores aos encontrados neste trabal ho.

Jobim et al.(2003), em trabalho realizado com bovinos, verificaram que a
concentracdo de proteinas totais do plasma seminal ndo € um indicativo da
congel abilidade.

Analisando os géis ao longo do ano (Figuras 1 e 2) foi observada a seguinte
distribuicdo: as massas moleculares das bandas protéicas variaram de 12 kDa a 145
kDa. As bandas de massa molecular abaixo de 50 kDa sdo as mais freqlientes ao longo
do ano, vindo em seguida as bandas com valores entre 50 e 100 kDa e por ultimo as de
massa acima de 100 kDa. (Gréfico 2).

M ai Jul Set Pad Nov Jan Mar

Figura 1. Gel de acrilamida 12% SDS-PAGE do plasma semina de caprinos da raca Anglo-
nubiana nos meses de maio, julho, setembro, novembro, janeiro e marco. Os marcadores de peso
molecular foram 14,4 (Alpha-lactoalbumina); 20,1(Inibidor de Tripsina); 30,0 (Carbonic Anhydrase);
43,0 (Ovabumina); 67,0 (Albumina Sérica Bovina) e 94,0 (Fosforilase B) do LMW Electrophoresis
Calibration kit, Pharmacia Biothech.

* Cada coluna representa um Pool do plasma semina de caprinos com 20ug de

proteinas em 10 da amostra. — .
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Figura 2. Gel de acrilamida 12% SDS-PAGE do plasma seminal de caprinos da ragca Anglo-
nubiana nos meses de abril, junho, agosto, outubro, dezembro e fevereiro. Os marcadores de peso
molecular foram 14,4 (Alpha-lactoalbumina); 20,1(Inibidor de Tripsina); 30,0 (Carbonic Anhydrase);
43,0 (Ovabumina); 67,0 (Albumina Sérica Bovina) e 94,0 (Fosforilase B) do LMW Electrophoresis
Cdlibration kit, Pharmacia Biothech.

* Cada coluna representa um Pool do plasma semina de caprinos com 20ug de

proteinas em 10Ul da amostra.
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Gréfico 2. Distribui¢do das bandas protéicas do plasma semina de caprinos da raca Anglo-
Nubiana no Nordeste do Brasil de acordo com a massa molecular ao longo do ano no.

O maior numero de bandas ocorreu nos meses de setembro e novembro. Foram
encontradas de 13 a 16 bandas protéicas nas amostras analisadas nos géis SDS-PAGE,
sendo que todos os géis referentes a cada més do ano nédo apresentaram menos de 13
bandas protéicas (Gréfico 3).
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Gréfico 3-. Distribuicéo do n° de bandas protéicas em gel de SDS-PAGE do plasma seminal de
caprinos da raga Anglo-nubiana ao longo do ano no Nordeste do Brasil.

Em trabalho realizado com bovinos (Bos taurus e Bos indicus) com proteinas de
baixa massa molecular, Jobim et al., (2003) encontraram 12 bandas protéicas variando
de 15 a 26 kDa. No presente estudo, as bandas de baixas massas moleculares presentes

36



em todos os g aculados foram quatro, a saber: 13 a 14 kDa; 22 a 23 kDa; 25 a 26 kDa e
29 a 30 kDa. No entanto, no geral, incluindo as bandas de baixa e ata massa molecular,
observou-se variagdo entre 13 e 150 kDa.

No sul do Brasil, La Falci et a. (2002) encontraram variagdo de bandas de
diferentes massas moleculares em caprinos da raca Saanen nas diferentes épocas do ano.

A frequéncia das bandas de diferentes massas moleculares encontradas no gel
estana Tabela 1, naqual se observa que as de massas moleculares de 16 a 16,5 kDa; 35
kDa e 60 kDa apresentam variacdo ao longo do ano, sendo portanto, as bandas que
talvez sejam responsdveis por possiveis ateracbes na qualidade do gaculado e na
capacidade de congelacéo do sémen.

Pode-se supor que este nimero de bandas observadas seja resultado da andlise
realizada pelo software utilizado, o qual pode ter detectado bandas isoformas, ou sgja,
de massa molecular aproximada, formas essas comuns na protedmica, e que necessita de
estudos mais avangados para se chegar a uma identificacao.

Tabela 2. Freqliéncia das bandas protéi cas agrupadas de acordo com a massa molecular, em gel
SDS-PAGE a 12% ao longo dos meses do ano no plasma seminal de caprinos da raga Anglo-Nubiana no
Nordeste do Brasil

Bandas protéicas Peso Molecular (kDa) Frequéncia (%)

1 13a14,0 100
2 16a16,5 33,3
3 22a26 100
4 29a30 100
5 35-37 83,3
6 55 100
7 60 50

8 66 100
9 100a150 100

Para o0 processo de fecundacdo é necessaria uma composicao apropriada do
plasma seminal para viabilizar os processos metabdlicos do espermatozdide, tanto em
situacdo de monta natural como no processo de congelagdo do sémen.

Muitos sdo os trabalhos com eletroforese paraisolar e identificar as proteinas do
sémen, sgja do espermatozoide ou do plasma seminal, mas poucos sdo o0s dados sobre o
mapeamento das proteinas ao longo do ano.

Provavelmente a banda de massa molecular de 13-14 kDa, encontrada neste
estudo, seja a espermadesina, uma glicoproteina presente no sémen ou perifericamente
associada a superficie do espermatozéide de varios animais domésticos, como suinos,
bovino, eqtiino e caprino (Tedesthi et a, 2000; Freitas e Davide, 2001).

As bandas relacionadas as BSPs A1 /A2, proteinas do plasma seminal bovino,
de massa molecular de 16 e 16,5 kDa, so foram encontradas neste trabalho em 33% dos
meses, mostrando que sofrem possivel efeito de fatores ambientais. As BSPs
contribuem com a remocao do colesterol e dos fosfolipidios da membrana espermética.
(Manjunalh e Thérieon, 2002) e estdo envolvidas na interagdo dos espermatozoides com
0 epitélio do oviduto, facilitando a manutencdo da motilidade e viabilidade espermatica
durante o armazenamento temporario naquele 6rgao (Gwathmey et al. 2006). As dos
tipos A1l e A2 estimulam ou mantém a motilidade espermaética e a atividade de ATPases
ligadas @ membrana espermatica.

As bandas de massas moleculares de 30 kDa, encontradas em nosso estudo ao
longo do ano, poder&o estar relacionadas com as BSPs de 30 kDa citadas na literatura
(Mouraet a., 2007b; Killian, 1993).
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Com relagdo as bandas de 22 a 26 kDa, provavelmente correspondendo a
prostaglandina D sintetase tipo lipocalina, uma proteina de 26 kDa, pl 6,2 relacionada a
alta fertilidade de reprodutores bovinos (Killian et a, 1993). Também Poyser, (1981)
cita que as prostaglandinas do plasma seminal regulam a motilidade espermética e o
transporte de espermatozéides para al cangarem o oviduto, onde se dara a fecundacao.

As glicoproteinas de massa molecular de 55 kDa, pl 4,5 ja identificadas e
isoladas da matriz 6ssea bovina, cartilagens, pele fetal, cérebro, rins, ovérios, Utero, bem
como da urina, bile e leite bovino (Kerr et al., 1991 Sorensen e Petersen, 1993), e
também secretadas pelo plasma seminal (Fanzen e Heinegard, 1985; Jobim et al., 2002)
S50 as chamadas osteopontinas. E uma molécula multifuncional, tipicamente envolvida
nos processos de adesdo celular e remodel amento de tecidos, estando identificada como
uma proteina de fertilidade em touros, e considerada também como um dos marcadores
de alta fertilidade existente no plasma seminal de bovino, dados esses obtidos através de
eetroforese bidimensional (Killian et a 1993). Segundo Cancel et a., (1997) a
osteopontina liga-se a receptores na superficie do epitélio celular, podendo apresentar
uma fungdo protetora em infecgbes bacterianas. De acordo com Moura (2005), esta
proteina participa também na interacdo entre espermatozéides e oocito durante a
fertilidade. Neste trabalho, observou-se a presenca de uma banda de massa molecular de
55 kDa em todos os meses do ano, mostrando que possivelmente esta proteina ndo sofra
influéncia dos fatores ambientais na regido semi-&rida do Nordeste, cuja temperatura e
umidade média variam de 24,9 a 29,0 °C e de 54,3 a 83,9 °C, respectivamente.

Pellicer-Rubio et al, (1997) estudando as proteinas do plasma semina de
caprinos encontraram uma glicoproteina de 60 kDa, e relatam que esta proteina
promove uma diminui¢do na porcentagem da motilidade espermética.

A banda de massa molecular de 67 kDa observada neste estudo, provavelmente
esteja relacionada a albumina, proteina que esta envolvida com a extracdo do colesterol
da membrana plasmética que ir& ocorrer em areas restritas da membrana, promovendo
um deslocamento dos fosfolipideos causando um re-arranjo de sua arquitetura (
Y anagimachi, 1994, Flesch e Gadella, 2000). Nas espécies humana e bovina, onde a
membrana plasmética é rica em colesterol, tais eventos ndo sdo evidenciados na mesma
velocidade como nas espécies com um baixo nivel, no caso a suina e ovina. Devido a
esse fato, 0 tempo para capacitacdo espermaética varia, sendo verificada a necessidade de
um maior tempo naguelas espécies com altos niveis de colesterol na membrana (Flesch
e Gadella, 2000).

Varios autores, como Szumowski (1956), Szumowski e Pernod (1958) e Rocha
et a, (1974) trabalhando com bovinos, relacionaram a elevacdo da concentracéo de
albumina no plasma seminal com a presenca de problemas na espermiogénese. Também
Davis et al., (1979), Visconti et a., (1998), Osheroff et al., 1999 e Wu et al., (2001)
afirmam que a abumina, presente no trato genital da fémea, promove o efluxo do
colesterol e outros fosfolipidios de membrana que ocorrem na capacitacdo. Jobim et al.,
(2002) trabalhando com bovinos relatam que a maior quantidade de albumina em
reprodutores de ata congelabilidade, pode estar relacionada com a capacidade do
mesmo em participar das modificagdes de permeabilidade da membrana espermética.
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CONCLUSAO

Bandas protéicas presentes no plasma seminal, possivelmente relacionada com
as proteinas ligadas a fertilidade, mostraram melhor distribuicdo, sugerindo que os
animais da raga Anglo-nubiana na regido semi-&rida do Nordeste ndo apresentam
variacdo na capacidade fecundante do sémen ao longo do ano.

Bandas protéicas relacionadas com as proteinas identificadas como ligadas a
congelabilidade, mostraram menor uniformidade de distribuicdo ao longo do ano,
sugerindo que os caprinos da raga Anglo-nubiana apresentam periodos de maior e
menor capacidade de congelacdo do sémen na regido semi-arida do Nordeste.

De acordo com a frequéncia das bandas ao longo do ano, as de 16 a 16,5 kDg;
35 a 37 kDa e de 60 kDa séo bandas que podem vir a ser consideradas como marcadores
moleculares de fertilidade ou congelabilidade;
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a correlacéo entre os parametros seminais
com os periodos chuvoso e seco e observar o comportamento do perfil das bandas
protéicas nestes periodos em caprinos da raca Anglo-Nubiana na regido semi-arida do
Nordeste do Brasil. O experimento foi realizado no periodo chuvoso (abril e maio) e no
periodo seco (outubro e novembro), ocasido onde foram realizadas coletas de sémen de
05 reprodutores caprinos (capra hircus) da ragca Anglo-Nubiana. Em todas as coletas
foram realizados espermiogramas, determinacdes de proteinas totais do plasma seminal,
além de e etroforese unidimensional em pool de amostras de todos os animais em cada
més avaliado. Observou-se que 0 volume, aspecto e concentracdo espermatica
apresentaram diferenca estatistica significativa (P<0,05) entre o periodo chuvoso e o
seco, enquanto que a motilidade e o vigor ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa (P>0,05). A temperatura do ar apresentou correlacdo positiva moderada (r
= 0,48) com 0 aspecto e com a concentracdo de proteinas no plasma seminal (r = 0,52).
A umidade apresentou correlacéo positiva moderada (r = 0,45) com o volume e com as
proteinas totais (r=0,50) e correlagdo negativa moderada (r=-0,58) com o aspecto e com
a concentracéo espermética (r= -0,67). O volume apresentou correlacdo negativa
moderada (r=-0,57) com o aspecto e com a concentracdo (r=-0,56) e correlagdo positiva
moderada (0,68) com as proteinas totais. Quanto a0 comportamento das bandas
protéicas, identificou-se na época seca uma banda com massa molecular de 16 kDa, a
gual ndo foi encontrada na época chuvosa, por outro lado, foram encontradas bandas de
massas moleculares provavelmente ligadas a fertilidade em ambos os periodos. As
bandas protéicas presentes no periodo seco apresentaram uniformidade entre os meses
estudados (outubro e novembro), o0 mesmo ndo acontecendo com as bandas no periodo
chuvoso. Embora os parametros esperméticos (aspecto, volume e concentracdo) sofram
influéncia da estagdo do ano no semi-arido, a motilidade e o vigor s&0 isentos destas
variacOes, ndo afetando, portanto, a qualidade do sémen. As proteinas seminais dos caprinos
sofrem influéncia das estagbes chuvosa e seca, como também a distribui¢do das bandas
protéicas.

Palavra-chave: sémen, proteinas plasméticas, época do ano, eletroforese.
ABSTRACT
The aim of this work was to study the relation between the seminal parameters

and the rainy and dry periods and to observe the profile proteins bands behavior in these
periods in Anglo Nubian goats in semi arid region from Northeast of Brazil. The
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experiment was realized in the rainy period (April and May) and dry period (October
and November), occasion in what the collections were realized from five Anglo Nubian
goats reproducers (capra hircus).

In all the collections were realized semen analyses, total proteins determination
besides the electrophoresis one dimension in pool of samples from all the animals from
every month studied. It was observed that semen volume, aspect and spermatic
concentration showed significant difference (P<0,05) between the rainy and dry season,
while the motility and vigor didn’t show statistical difference (P>0,05). The temperature
showed moderate correlation (r=0,48) with aspect and with proteins concentration
(r=0,52). The humidity showed moderate correlation (r=0,45) with volume and total
proteins (r=0,50) and negative moderate correlation (r=-0,58) with aspect and spermatic
concentration (r= -0,67). The volume showed negative moderate correlation (r= -0,57)
with aspect and with concentration (r= -0,56) and moderate correlation (r= 0,68) with
total proteins. Concerning to proteins bands behavior it was identified a mass molecular
band of 16 kDa, that was not found in the rainy season, for other hand, it were found
mass molecular bands probability related to fertility in both periods. The proteins bands
found in the rainy season didn’t show uniform distribution between the studied months
(April and May), the same didn’t happening with the bands present at dry season.
Although the spermatic parameters (aspect, volume and concentration) are under
influence of the season in semi arid area, the motility and vigor aren’t under effect of it,
therefore there aren’t ateration on semen quality. The semina proteins from goats are
under effect of rainy and dry season, as well the distribution of proteins bands.

Key words: semen; plasmatic proteins, season of the year; electrophoresis
INTRODUCAO

Alguns estudos demonstraram haver diferenca na qualidade do eaculado de
peguenos ruminantes entre as estagdes do ano em clima temperado (Eaton e Simmons,
1952; Colas, 1980; Nunes, 1982; Roca et a., 1992; Tuli e Holtz, 1995), e muitos destes
atribuiram tais diferencas ao fotoperiodo.

Na regido semi-arida do Nordeste, de acordo com (Silva e Nunes, 1984), os
efeitos climatoldgicos delimitados como época seca e chuvosa interferem na
disponibilidade de alimentos, temperatura e atividade sexual do macho caprino e ovino
deslanado. E bem conhecido que temperaturas ambientais elevadas exercam efeitos
depressivos na qualidade do sémen, podendo produzir algumas alteragGes como,
aumento do pH e da porcentagem de espermatozéides anormais, diminuicdo da
motilidade, da concentracdo espermatica, do volume e da percentagem de
espermatozéides moveis (Corteel, 1981). Entdo nesse sentido, o sistema
termorregulador atua com o objetivo de manter constante a temperatura intracelular e
assim manter a qualidade do sémen (Kastelic et al., 1996).

Dentro das condi¢des climéticas do Nordeste do Brasil, o fator temperatura do ar
parece exercer um papel fundamental nas variacOes qualitativas do sémen caprino, e a
ocorréncia das chuvas ameniza as temperaturas e contribuem ainda para uma maior
disponibilidade de pastagens que influéncia diretamente no aspecto nutricional dos
animais ( Nunes, 1984)

Existem variaveis que podem afetar a qualidade do sémen, tais como: época do
ano (Numes; Freitas, 1989; Machado; Simplicio, 1991), raca (Corteel, 1977; Machado;
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Simplicio,1991), individuo (Machado Et Al, 1991), e manipulacdo do sémen (Everett;
Bean, 1982).

De acordo com Mendonza et al., (1989); Pinheiro et a., (1996a) e Santos et al.,
(1998), investigactes sobre os componentes bioquimicos do plasma semina podem ser
considerados como uma dternativa para avaliacdo do funcionamento do sistema
reprodutor e da qualidade seminal de reprodutores caprinos. Pinheiro et al. (1996a)
observaram que os componentes do plasma seminal, frutose, &cido citrico e proteinas
totais estdo relacionados com a disponibilidade de alimento, apresentando valores
estati sticamente (P<0,05) inferiores no periodo seco no Nordeste do Brasil.

Martinez e Eloy (2004) observaram no Nordeste que o periodo seco foi o que
apresentou maior numero de doses aprovadas pos-congelacdo de sémen caprino, em
levantamento realizado na Central de Inseminagdo da Embrapa Caprinos.

Peréz-Pé et a. (2001) estudaram a variagdo estacional do plasma seminal de
ovinos na Espanha e observaram diferenca quanto as proteinas seminais através da
eletroforese bidimensional (2D). Também La Faci et a. (2002), trabalhando com
caprinos no sul do Brasil, observaram que as concentragdes das moléculas protéicas
estdo sob o controle da estagdo do ano, mostrando diferencas entre as estagOes
reprodutivas e ndo reprodutivas.

Trabalhos com proteinas seminais investigando sua relacdo com as estacfes do
ano sdo aindararos no Brasil, em especial na espécie caprinanaregido Nordeste.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar os parametros seminais nas épocas
chuvosa e seca e investigar o comportamento das bandas protéi cas nestes periodos.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados cinco caprinos (capra hircus) da raca Anglo-nubiana, pesando
42,00+10,0, sexua mente maduros com idade entre 18 e 22 meses. O experimento foi
realizado na Embrapa Caprinos, localizada em Sobral-CE, situada geograficamentea 3 °
41'32" de latitude Sul, a 40° 20'53" de longitude Oeste, a 75 metros de altitude
apresentando clima semi-arido, com indice pluviométrico anua de 653 mm.
temperatura de 27°C e umidade média anual de 67%, variando nas épocas chuvosa e
seca, respectivamente, de 25 °C a 28°C e 81% a 57%. Os dados climatolégicos da
regido de Sobral foram cedidos pela FUNCEME - Fundagdo Cearense de Meteorologia
e Recursos Hidricos. Os animais foram submetidos a0 sistema de mango semi-
extensivo, recebendo capim elefante a vontade ( Pennisetum purpureum Schum.)
cortado, e feno de leucena a vontade, (Leucaena leucocephala (Lam) de Wit.),
concentrado a base de milho (Zea Mays.) e mistura mineral, sendo a alimentagéo
oferecida de acordo com os padrfes estabelecidos pelo NRC (1985).

Tabela 1- Dados meteorol 6gicos referentes ao periodo chuvoso (abril,maio) e seco (outubro,
novembro) em Sobral, regi&o Norte do estado do Cear4, no ano de 2006.

Més Médias do Médiada Médiada
indice pluviométrico Temperatura (°C) Umidade (%)
(mm)
Abril 360 25,3 83,9
Maio 51 25 83,3
Outubro 00 28,7 54,3
Novembro 00 28,7 55,5

FUNCEME: http://www.funceme.br/DEPAM!/index.htn Dados fornecidos em 2008.
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Avaliacéo do sémen

As coletas do sémen foram realizadas semanalmente ao longo dos meses de
abril, maio, outubro e novembro, pelo método da vagina artificial, com auxilio de uma
fémea estrogenada.

Na avaliagdo fisica do sémen, foi considerado o volume do ejaculado, a
motilidade espermatica progressiva retilinea, o aspecto, o0 vigor e a concentragdo
espermatica, seguindo os critérios preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reproducéo
Animal — CBRA (1998).

O volume foi determinado em (mL) pelaleitura do tubo de colheita graduado em
mililitros e mantido em banho-maria a 37° C. O aspecto foi classificado numa escala de
1-6, sendo: (1)aquoso, (2) aquoso espesso, (3) leitoso , (4) leitoso espesso, (5) cremoso,
(6) cremoso espesso.

Para andlise da motilidade (% de espermatozéides moveis), e do vigor, 0 Sémen
foi diluido a uma concentracdo fina de 60 — 200 x 10° espermatozéidesml e as
caracteristicas foram avaliadas depositando-se uma gota de 10ul de sémen diluido entre
[&mina e laminula e examinada ao microscopio 6ptico (200x). A percentagem de
espermatozdides moéveis foi estimada pelo exame visual sucessivo de 5 campos e ao
mesmo tempo, dentre os moveis , avaliou-se o percentual de espermatozoides que
apresentam um movimento retilineo e rgpido. O vigor da motilidade foi avaiado
utilizando uma escala de notas subjetivas de 0 a5, sendo que para esta estimacéo levou-
se em consideracdo a velocidade de deslocamento nos espermatozoides, sobretudo dos
gue apresentam um deslocamento progressivo, trajetoria retilinea e movimentos laterais
e em circulo (Chemineau, et al 1991).

A concentragcdo espermatica por gjaculado foi determinada pela contagem de
espermatozdides no espectrofotdbmetro (Spectronic 20) utilizando uma amostra de
sémen de 10pl diluida em 4ml de uma solugdo-salina-tamponada (1/400).

Dosagem de proteinastotais

Para andlise das proteinas totais 0 sémen era levado para separacdo e obtencéo
do plasma semina através de centrifugacdo a 1000g durante 30 minutos a temperatura
de 4° C. Em seguida era retirado o sobrenadante e o plasma transferido para tubos
eppendorff e mantido a— 18°C.

A concentragdo de proteinas totais foi determinada pelo méodo descrito por
Braford (1976), o qual baseia-se na ligagdo do corante (Comassie Brilliant Blue )G250
as proteinas, através da absorbancia de luz. A presenca de proteinas pode ser observada
por espectrofotdmetro, sendo a leitura realizada no comprimento de onda de 595
nandmetros (nm) e tendo como padréo a albumina sérica bovina (BSA).

Andlise estatistica

Os dados referentes aos parametros seminais nos dois periodos (chuvoso e seco)
foram submetidos a andlise de variancia utilizando GLM (General Linear Models) do
SAS.

Foram feitas correlagdes entre 0s pardmetros seminais, proteinas totais e dados
meteorol6gicos (temperatura, umidade e pluviosidade) utilizando Pearson Correlation
Coefficient pelo (Tukey) (Prob > 0,05) SAS.
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RESUL TADOSE DISCUSSOES

O volume, a concentragdo e o0 aspecto do sémen apresentaram diferenca
estatistica (P<0,05) entre os periodos chuvoso e seco, enquanto o vigor e a motilidade
ndo apresentou diferenca estatistica (P>0,05). Na tabela 2 encontram-se as médias com
os desvios padrbes referentes a0 volume, a concentracdo, a0 aspecto, ao vigor e a
motilidade espermética.

Tabela 2 - Distribuicdo das médias de volume, concentracdo do sémen, aspecto, vigor e
motilidade observadas nos gjaculados nos periodos chuvoso e seco em caprinos da raga Anglo-nubiana no
Nordeste do Brasil

Caracteristicas Chuvosa Seca
Volume 0,85+ 0,08 mL 0,61+ 0,07 mL *
Concentragdes ( x 10 4,1x10°%/mm® 4.6 x 10 ¢ /mm3*
€/mm 3)
Aspecto 4,05+ 0,27 535+ 0,07 *
Vigor 3,65+ 0,21 3,71+0,12
Motilidade 80,2% 79%
(P<0,05)

Vilar Filho et a, (1993), estudando as caracteristicas seminais de caprinos
criados na regido semi-&rida do estado da Paraiba, sendo as seguintes raga, Anglo-
Nubiana, Alpina e Canindé, relataram que os resultados de pardmetros seminais
encontrados apresentaram similaridade entre as trés ragas investigadas, com valores
meédios de volume 0,60 + 0,04 ml, motilidade 56,9 £ 5,10 e concentragéo de 2,98 + 0,43
bilhdes de espermatozéides por ml.

De acordo com Kumi-Diaka et al.(1981) ndo houve variagdo significativa na
concentracdo de espermatozdides, no percentual de células vivas e anormais em bovinos
indigenas (nativos) mas, nas ragas exoticas houve uma significativa flutuagdo com
maior nimero de células anormais, baixa percentagem de células vivas e baixa
concentracdo de células espermaticas durante os periodos quentes em regides de clima
tropical, sugerindo que o estresse térmico nos tropicos tem efeito adverso sobre a
espermatogénese em animais ndo adaptados.

A quantidade de proteinas totais no plasma seminal apresentou diferenca
estatistica significativa (P<0,05) entre os periodos chuvoso e seco, com médias de 32,9
+ 0,79 pg/ul e 14,43 + 4,8 pg/ul, respectivamente. (Gréfico 1).
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Gréfico 1 - Médiadas proteinas totais do plasma seminal de caprinos da raga Anglo-Nubiana no
periodo chuvoso (abril, maio) e seco (outubro, novembro).

Anadisando as correlacbes entre as varidvels estudadas verificou se que a
temperatura do ar apresentou diferenca estatistica significativa (P<0,05) e correlacdo
positiva moderada (r = 0,48) com 0 aspecto e com a concentracdo de proteinas no
plasma semina (r = 0,52). A umidade apresentou diferenca estatistica significativa
(P<0,05) e correlagdo positiva moderada (r = 0,45) com o volume e com as proteinas
totais (r=0,50) e correlagdo negativa moderada (r= -0,58) com o aspecto e com a
concentragdo espermética (r= -0,67). O volume apresentou diferenca estatistica
significativa (P<0,05) e correlacéo negativa moderada (r=-0,57) com o aspecto e com a
concentracdo (r=-0,56) e correlacdo positiva moderada (0,68) com as proteinas totais.

A pluviosidade ndo apresentou correlacdo com 0s parametros seminais, no
entanto, sua interferéncia provavel mente ocorre indiretamente através da umidade do ar
e também por estimular o florescimento das pastagens, proporcionando maior oferta de
alimentos.

Jobim et al. (1988) constataram que a éoca do ano influenciou significativamente
na concentracéo espermatica de gaculados caprinos das racas Saanen e Anglo-nubiana,
concordando com os achados desse estudo no qua foi observada diferenca edtatistica
significativa com relacdo a concentragdo entre os periodos chuvoso e seco.

Pinheiro et al. (1996b) e Martinez e Eloy (2005) estudando o sémen da espécie
caprina no Nordeste do Brasil encontraram valores de proteinas totais superiores no
periodo chuvoso (42,7 + 0,8 pg/pL), corroborando com os achados deste trabalho. No
entanto, Duncar et al. (1983) encontraram em caprinos Angora valores de proteinas de
29,9 £+ 2,8 pg/pl, no periodo chuvoso, portanto, inferiores aos nosso dados encontrados.

Vinha (1974), investigando a influéncia das estagbes sobre 0 sémen de caprinos da
raca Anglo-nubiana observaram que o volume e a motilidade foram maiores no periodo
chuvoso e a concentracéo espermética foi maior no periodo seco, resultados que coincidem
com os obtidos neste trabal ho.

Karagiannidis et a. (2000) observaram uma diferenca em quase todas as
caracteristicas do sémen de caprinos das ragas Alpinas, Saanen e Damascus, na Grécia,
havendo uma variagdo significativa nas caracteristicas quantitativas do sémen (volume,
concentracdo/mL e concentracdo total de espermatozoides por gjaculado) e qualitativas
(percentagem de espermatozdides méveis, percentagem de espermatozéides anormais e
taxa de motilidade progressiva). No entanto, esses autores concluiram que a magnitude
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da variacéo estacional ndo foi suficiente para impedir que os caprinos sgjam utilizados
em estagOes de cobertura ao longo do ano.

Goeritz et d. (2003) trabahando com cervos em um curto periodo (metade de
Julho a metade de Agosto) na Alemanha, observaram que a atividade reprodutiva dos
machos esta associada com a variagdo circadiana anual entre crescimento e involucéo de
ambos testiculos e das glandulas acessorias. Observaram que a maioria do trato
reprodutivo mostrou variagdo com relagdo ao tamanho e textura nos periodos antes,
durante e depois da estacdo de reproducdo. Estas variacOes aconteceram mais
pronunciadamente nos testiculos, nas glandulas vesiculares e na préstata, e houve
correlacéo entre a producdo de espermatozdides méveis e normais com a concentracéo
de proteinas do plasma seminal e com a concentragdo de testosterona no plasma seminal
e no soro sanguineo. Com base nesses achados, 0s autores acima mencionados, sugerem
a importancia da acéo conjunta dos testiculos e das glandulas acessdrias e o relevante
papel da testosterona para a intensificacdo da producédo de espermatozoides normais na
estacdo de reproducéo.

As andlises dos géis mostram a presenca de bandas de massa moleculares de 12
kDa a 153 kDa distribuidas nos periodos chuvoso (abril e maio) e seco (outubro e
novembro) (Figura 1, Tabela 3).

Abr  Abr Out Out Pad Mai Mai Nov Nov

Figura 1. Gel de acrilamida 12% SDS-PAGE do plasma semina de caprinos da
raca Anglo-nubiana nos meses de abril, maio, outubro e novembro. Os marcadores de
peso molecular foram 14,4 (Alphalactoalbuming); 20,1(Inibidor de Tripsina); 30,0
(Carbonic Anhydrase); 43,0 (Ovalbumina); 67,0 (Albumina Sérica Bovina) e 94,0
(Fosforilase B) do LMW Electrophoresis Calibration kit, Pharmacia Biothech.

* Cada coluna representa um Pool do plasma semina de caprinos com 20ug de
proteinas em 10plda amostra

Natabela 3 e nos gréficos 2 e 3 observam-se bandas protéi cas diferentes entre os
periodos estudados, mostrando auséncia e presenca de bandas distintas nos dois
periodos.

As bandas de massas moleculares altas, acima de 100 kDa, séo pouco citadas na
literatura, havendo dificuldade em realizar uma comparacéo e discussdo detalhada com
os dados desse trabal ho.
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Tabela 3. Distribuicdo das bandas protéicas de acordo com a massa molecular nos periodos

chuvoso (abril e maio) e seco (outubro e novembro) em caprinos da raga Anglo-Nubiana no Nordeste do
Brasil.

Distribuicdo das bandas protéicas (massa molecular - kDa)

Periodo chuvoso (Abril —Maio) Periodo seco (Outubro— Novembro)
153 146
130a124 137
109 120
102 292 100
73a64 91
60,5 ab55 70
46 a43 62
40a39 59
34a33 54 a53
30a29 45
24 40
22 34
14al12 3la29
24
22
16
14

@ abril

150
130
110
90
70
50
30
10

B maio 150 @ outubro

= novembro

12
3 4
5 6
7
391011121314

12 3
4
5 6
7 8
91011121314
15 g6

Gréfico 2 e 3. Massa molecular (kDa) das bandas protéicas presentes no plasma semina de

caprinos daraga Anglo-Nubiana no periodo chuvoso (abril e maio) e seco (outubro e novembro) naregido
semi-arida do Nordeste.

Uma banda protéica de 178 kDa foi observada por La Falci et a. (2002)
unicamente na estagdo reprodutiva em caprinos Saanen no sul do Brasil. Também
observaram uma diminuicdo das proteinas de 119 kDa e um aumento das proteinas de
73 kDa a 104 kDa na estagcdo reprodutiva. Com base nestes resultados, os autores
sugerem gue algumas proteinas do plasma seminal de caprinos estdo sob controle da
estacdo do ano e associadas com a fungdo espermética durante a estacdo reprodutiva.
Neste trabalho, observa-se que bandas protéicas de 120 kDa estéo presentes no periodo
seco; bandas de 73 kDa esté@o presentes no periodo chuvoso, enquanto bandas de 100
kDa estéo no periodo seco.

Estudos diversos tém mostrado bandas protéicas de diferentes potenciais
isoelétricos e mesma massa molecular (Freitas et al., 2001; Miyamoto et al., 1987). A

este respeito, cita-se as espermadesinas identificadas por massa molecular de 12 kDa a
14 kDaeasinibinas de 14 a 18 kDa.
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Miyamoto et a. (1987) mensuraram a proteina inibina em ensaio ‘in vitro’ e a
concentracdo do horménio foliculo estimulante (FSH), do horménio luteinizante (LH) e
da testosterona no plasma seminal de caprinos durante nove meses, em clima
temperado. Observaram que a concentragdo de inibina aumentou na transicdo entre
primavera e verdo; reduziu no outono e recuperou-se no inverno. Também o FSH e LH
alcancaram o pico no meio do verdo e retornaram 0s baixos niveis no outono. A
testosterona, por sua vez, também aumentou no meio do verdo e manteve atos niveis
até o inicio do inverno. Correlagdes positivas foram encontradas entre inibina e FSH
(r=0,305), sugerindo que no verdo o aumento na atividade da inibina no plasma semina
tem relagdo com aumento dos niveis de FSH no inicio do verdo em caprinos machos.
Inibinas sdo proteinas constituidas de duas subunidades, uma de 18kDa e outra de 14
kDa, cuja producéo é controlada principalmente pelo FSH, € produzida pelas células da
granulosa dos ovérios e pelas células de Sertoli dos testiculos.

Bandas de peso moleculares de 53 kDa a 55 kDa estdo presentes nos dois
periodos do ano estudados e poderdo estar relacionadas as osteopontinas, cuja fungdo
esta ligada a adesdo celular através de receptores, que parecem ter um papel na ligacéo
espermatozdide-ovacito na perimplantacéo e naimplantagdo (Vinatier, 1995).

Bandas de massa molecular de 16 kDa sdo encontradas unicamente no periodo
seco e as de 30 kDa nos periodos seco e chuvoso. Possivelmente estejam relacionadas
com as bovine serum proteins (BSP's) que possuem massa molecular de 16 kDa (BSP1
e BSP2) e de 30 kDa, as quais estéo ligadas, segundo (Manujunath e Thérien (2002), a
remocdo parcia de colesterol e dos fosfolipideos da membrana espermatica, também
atuando na mediacdo da ligagdo dos espermatozoides ao epitélio do oviduto e
manutencdo da motilidade espermética (Gwathmey et a., 2003, 2006).

CONCLUSOES

Os parametros esperméticos (aspecto, volume e concentragdo) sofrem influéncia da
estacdo do ano no semi-arido, enquanto a motilidade e o vigor estéo isentos de dteracdo
significativas nos periodos citados. Como esta variagdo € pequena, ndo afetando a qualidade
do sémen, os machos caprinos podem ser usados para reproducdo nos periodos seco e
chuvoso no semi-&rido do Nordeste;

As proteinas plasméticas dos caprinos sofrem influéncia das estagbes seca e
chuvosa no Nordeste do Brasil;

A distribuicBo das bandas protéicas observadas através de eetroforese mostrou
variagdo nos periodos chuvoso e seco, em caprinos daraca Anglo-nubiana no Nordeste;

As bandas de massas moleculares relacionadas as proteinas ligadas a fertilidade
encontram-se presentes nos dois periodos, enquanto uma banda possivelmente relacionada
a congelacdo do sémen esta presente unicamente no periodo seco, levando a sugerir que
este possa ser 0 periodo recomendado para criopreservacao do sémen caprino no Nordeste;

Embora 0s meses chuvosos e secos estudados mostrem, entre s, pouca variagéo
quanto a temperatura e umidade, 0 mesmo ndo aconteceu com o indice pluviométrico com
relacdo aos meses chuvosos (Abril e Maio), possivel razéo para observar-se bandas néo
uniformes nesse periodo.

51



REFERENCIAISBIBLIOGRAFICAS

BRADFORD. M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
guantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analitical
Biochemistry, v. 72, p. 248-254, 1976

CHEMINEAU, P.; CAGNIE, Y,, GUERIN, Y ORGEUR, P.; VALLET, J.C. Traning
manual on artificial insemination in sheep and goats.Rome: FAO, 1991.222p.
(FAO Animal Production and Healt Paper, 83).

COLAS, G. Variations saisonnieres de la qualité du sperme chez 1é bélier lle-de-
France.l Etude de la morphologie cellularie et dfe Ica motilité massale. Reproduction
Nutrition and Development.v.20 p 1789-99,1980

COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUC}AO ANIMAL. Manual para exame
andrologico e avaliacdo de sémen animal. 2.ed. Belo Horizonte: CBRA, 1998.
CORTEEL, J M. Production, storage and insemination of goat semen. In:
SYMPOSIUM OF MANAGEMENT OF REPRODUCTION IN SHEEP AND
GOATS, 1977, Madison. Procceding...Madison:University of Wiscosin, 1977. p. 41-
57.

DUNCAR, Y.; TEKIN, N.; ALTINTAS, A. Semen fru tose and frutolusis and some
chemical cons- tituintesin seminal plasma from Angora goats. L alahan Zootekni
Arastirma Enstitisi Dergisi, v. 23, n[] 3-4, p. 100-113-1983.

EATON, O.N.; SSIMMONS, V.L. A semen study of goats. American Journal of
Veterinary Resear ch, Michigan, v. 13, p. 537 — 544, 1952.

EVERETT, R. W., BEAN, B. Environmenta influences on semen output. Journal
Dairy Science, v 65 p. 1303-1310, 1982.

FUNDACAO CEARENSE DE METEREOLOGIA E RECURSOS HIDRICOS,
(FUNCEME) — 2008- Fortadeza — Dados de pluviosidade, temperatura e umidade.

GOERITZ F, QUEST M, WAGENER A, FASSBENDER M, BROICH A,
HILDEBRANDT TB, HOFMANN RR, BLOTTNER S. Seasona timing of sperm
production in roe deer: interrelationship among changes in gaculate parameters,
morphology and function of testis and accessory glands.Theriogenology v. 1 p. 1487-
1502, 2003.

GWATHMEY, T.M. et a. Bovine semina plasma proteins PDC-109, BSP-A3, and
BSP-30KDa share functiona roles in storing sperm in the oviducto. Biology of
Reproduction, v. 75, p501-507, 2006.

HAMES, B. D. 1981. An introduction to polyacrylamide gel eletrophoresis, im
HAmes, B Richwood,D. (Ed) . Ge Electrophoresis. a Practica approach.
WashingtonD.D.; IRL Press. p. 1-86, 1981.

J.L. LARSON; D.JMILLER. Journal of Dairy Sciene. 83, 2000.

JOBIM, M. |I.M., OBERST, R. E,. SALBEGO, G. C., SOUSA, O. D,. WAL, B.V,
MATOOS, C . R, Proteinas de baixo peso molecular do plasma semina bovino
relacionadas com a congelabilidade do sémen através de eletroforese bidimensional
em gel de poliacrilamida. Acta Scientia Veterinariae. V. 1 p. 21-30, 2003.
KARAGIANNIDI A. VARSAKELI S. KARATZOS G. Characteristics and seasonal
variations in the sémen of alpine,, Saanem and Damascus goat buchs born and raised
in Greece. Theriogenology, 2000, v. 53 n. 6 p. 1285-1293. 2000.

52


http://www.funceme.br/DEPAM/index.htm

KUMI-DIANA J. NAGARATUAM V. RWUAON J. S, Seasona and age-related
changes in sémen quality and testicular morphology of bulls in a tropical enviroment.
Vet Rec, v. 108, n.1 p. 13-15. 1981.

LA FALCI V. S. N,, TORTORELLA, H., RODRIGUES, J. L., BRANDELLI, A.
Seasona variation of goat semina plasma proteins. Theriogenology,v. 57, p. 1035-
1048, 2002

MACHADO, R., SIMPLICIO, A.A. Efeito do tipo racial e da época de ano sobre o
gjaculado de caprinos criados em regido semi-&rida. In: CONGRESSO BRASILEIRO
DE REPRODUC,‘AO ANIMAL, 9, 1991. P. 433.

M.A. HENAULT; G.J. KILLIAN. Journal of Reproducédo and Fetility. 1996, 108,
199-204.

M.F SMIT; D.L. MORRIS; M.S. AMOSS; N.R. PARISH; JD. WILLIAMS; JN
WITBANK. Theriogenology. 1981, 16, 379.

MARTINEZ, P.M.; ELOY, A.M.X. Efeito da sazonalidade sobre a congelagcdo de
sémen caprino no Nordeste. IN: CONGRESSO NORTE-NORDESTE DE
REPRODU(;,Z\O ANIMAL, 2, 2005. Teresina, Pl. Anais €eletrbnicos...Teresina UFPI,
2005. Disponivel em CD.

MENDOZA, G.; MHITE, I.G.; CHOW, P. Studies of chemical components of Angora
goat seminal plasma. Theriogenology, Sydney, v. 32 (3), p. 455-66. 1989.

MIES FILHO, A. Reproducéo Animal. 6. ed. Porto Alegre: Sulina, v. 2, 750,1987.

MIYAMOTO, A. M., UMEZE, K., HAMANS, MASAKI, J. Seasona changes in
inhibin activity in semina plasma and serum concentrations of FSH, LH and
testosterone in the male goat . Theriogenology, v. 28, p. 67-76, 1987.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL-NRC. Nutrient requirement of sheeps: 6 ed.
Washington: National Academy Press, P. 99, 1985.

NUNES, J. F. Etude des effets du plasma seminal sur la survie in vitro des
espermatozoides de bouc. Paris. Université Paris VI, 45, 1982. Tese (Ciéncias da
Vida).

NUNES, JF., FREITAS, V. J. F. O macho caprino e suaimportancia para afertilidade
do rebanho NOS TROPICOS. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE REPRODUCAO
ANIMAL, 8, Belo Horizonte. Anais. Belo Horizonte: Colégio Brasileiro de
Reprodugdo Animal, p. 188-191, 1989.

ORTAVANT R.; DUPONT G.; PAUTHE H.; ROUSSEL G. Contribuion a de la
differenciation des epesmatozoides mors et des epesmatozoides vivants dans le sperme
de taureau. A nn Zoothevh. V.2, p 1-8, 1953.

PEREZ-PE, R.; MUINO-BLANCO, T.; CEBRIAN-PEREZ, A. Sperm washing
method alters the ability of semina plasma proteins to revert the cold-shock damage
on ram sperm membrane. International Journal of Andrology, Zaragoza, v. 24, p.
352-359. 2001

PINHEIRO, R.R.; MACHADO, R.; PINHEIRO, A.A. Parémetros bioquimicos do
plasma seminal de trés tipos raciais de caprinos no Nordeste do Brasil. IN: REUNIAO
ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE ZOOTECNIA, 33, 199%.
FORTALEZA, CE. Anais. Sociedade Brasileira de Zootecnia p.416-418, 1996.

ROCA, J.; MARTINEZ, E.; VASQUEZ, J. M.; COY, P. Characteristics and seasonal
variations in the semen of Murciana-Granadina goats in the Mediterranean. Animal
Reproduction Science, Amsterdan, v. 29, p. 255-263, 1992.

53



SALGUEIRO, C. C. M. de; NUNES, J. F. Estudo de caracteristicas testiculares e
esperméticas de caprinos e ovinos. Revista Brasileira de Reproducdo Animal, v. 23,
n. 3, p. 231-232, 1999.

SANTOS, D. O., AZEVEDO, H. C.; SALLES, H. O . Efeito da insulagdo escrotal
sobre os constituintes do plasma seminal de bodes. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, v. 50, p. 283-286, 1998.

SAS, User's guide: statistics — version 6. ed. Cary, Statistical Analysis System
Institute, 2008.

SILVA, A. E. D. F.; NUNES, J. F. Estacionalidade na atividade sexud e quaidade do
sémen nos ovinos deslanados das racas Santa Inés e Somalis. Revista Brasileira de
Reproducdo Animal, Belo Horizonte, v. 8, p. 207 — 214, 1984.

SILVA, M. A. V. Efeito de diferentes diluentes de congelamento e duas
temperaturas de descongelamento sobre a integridade acrossdmica, vigor e
motilidade espermética do sémen caprino. 1993. 89 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Veterinaria) — Universidade Federal Rura de Pernambuco, Recife, 1993.
SMYTH P.; GORDON, |. SEASON. A. L and breed variatios in the semen
characteristics of ram. Irish Veterinary Journal. v. 21: p. 223-233.1967.

TULI, RK.; HOLTS, W. Effects of season on the freezability of boer goat semen in
the northern temperate zone. Theriogenology, New York, v. 43, p. 1359 — 1363, 1995.
VILAR FILHO, A.C., BIRGEL, E.H.,, BARNABE, V.H. & al. Caracteristicas
testiculares e seminais de caprinos criados na regido semi-&rida do Estado da Paraiba
(Nordeste do Brasil). |. Caracteristicas testiculares. Rev. Bras. Reprod. Anim. V.17,
1993 (no Prelo)

VINATER, D. Integrins and reproduction. Eur. J. Obstet. Gynecol. Rep. Bial., v. 59,
p. 71-81, 1995.

VINHA. N. A, Variagéo estacional na producéo e qualidade do sémen de capra Hircus
Faculdade de Veterinaria—UFC. Niter6i-RJv.27,p. 23-28, 1974.

YING, S. Y. Inhibins, activins and follistatins . Journal of steroi biochemist try. V.
33. p.705-713, 1989.



CONCLUSOES

As proteinas seminais e 0s parametros esperméti cos sofrem influéncia da estagcéo
chuvosa e seca em caprinos no Nordeste do Brasil. Como os estudos relatam que as
proteinas seminais estédo envolvidas no processo de fertilizagdo, provavelmente haja
efeito do periodo do ano sobre alguns aspectos da qualidade do sémen.

Por outro lado, os pardmetros espermaticos (aspecto, volume e concentracdo)
sofrem variagdo da estagdo, embora esta ndo seja suficiente para aterar a qualidade do
sémen. Contudo, o vigor e a motilidade ndo se apresenta alterados pelos periodos
estudados, sugerindo que os reprodutores podem ser utilizados durante todo o ano no
Nordeste do Brasil;

O mapeamento das bandas protéicas de caprinos da raca Anglo-nubiana no
semi-arido do Nordeste, mostra que existe uma variacdo ao longo do ano, com presenca
de bandas em todos os meses que podem estar relacionadas a fertilidade, e outras que
apresenta-se somente em determinados periodo, sendo que mais estudos s&0 precisos
para saber como funciona a sua atuacdo sobre a fecundagéo

Estudos sobre proteinas seminais em caprinos no semi-arido do Nordeste ainda

s80 escassos, havendo necessidade de identificar e estudar moléculas que tenham acéo
sobre os processos de fertilizagdo e interferéncia no processo de congelagdo do sémen.
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Anexo 1.
PROTOCOLOS

Fundacéo Ezequiel Dias- FUNED

Laboratdrio de proteoma

Protocolo n. 02/00 ultima alteracdo 25/08/99

Técnica. MINI-ELETROFORRESE (BIORAD)

Fonte. Catalogo da BIORAD Referencias bibliograficas. Laemmli, U.K. Nature,
p. 680,1970

Equipamentos:

Cuba paramini-gel protean®l1 — bio-rad

Fonte de energia— Electrophoresis power supply- Esp 600
Placa de vidro. Glass plates for Hoefer® veertical slab gels
Paack of 10 plates

Code n° 806136-81 pharmacia bbiotech

Reagentes

PSA- ammonium persulfate
TEMED- (N,N,N°'N" - Tetramethylenediamine)
Acrilamida

Bis-acrilamida

Tris

Acido cloridrico
Sodiumduodecylsulfato-SDS
Glicerol

Azul de bromofenol

Glicina

Beta - mercaptoetanol
Protocol o de preparacéo das solucdes
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Anexo 2

PAGE-SDS
Solucéo A
ACTTTBMITAL ... e 29.2 gr
BisaCrilamidaL........ccooeriririiie s 09¢g
Yo [0z == (1 o= N Ko o N OO OO 100 mi

Armazenar em frasco escuro a4 °C

Solucéo B ( gel de separacéo)

LIS RS PSR R 18.15¢9
o [ PR pH 8.8
[ 12 @ N0 = o OSSPSR 100 mi

Armazenar a4 °C

Solucéo C (gel de concentragéo)

L2 649

o [ RSN pH 6.8
L 2@ o =Y o TSR PRSPPI 100 ml

Armazenar a4 °C

SDS a10%

-Sodium duodecylSulfato(SDS) .....cccccvevreieereiecie e 10

[ 12 @ X0 L= o SR STUSROSRRRN 100 mi

Armazenar atemperatura ambiente
Tampéo de amostra

0] 11 7= o J S 1.0ml
(€] 1T o= (o] IR 0.8ml
D S 0 R 1.6ml
Betarmercaptoetanol-...........ccerveieieieeeeee s 0.4 ml
AzUl de bromofenol 0.200 .......cooeeevieeieeeee e e s 0.2ml

Armazenar no congelador

Tampéo de corrida concentrado 5x

ISR 4.50g

(€1 o] = TSRS 21.69

S D 1 ST UPSTROPN 1.50g

L 2@ o =Y o TSP 300 ml

Armazenar a4 °C

Tampéo de uso

Tampa0 5X CONCENLIAOO0. ........ccerueriirierierie e 240 mi

H20O .ot 960 ml

Armazenar a4 °C e utilizar 5 vezes

Catalisador

Persulfato de amOniar..........coceveeieiiereee e 0.02g
H20 e e 200 pl



Anexo 3
TECNICA. COLORACAO DE PROTEINA - AZUL
DE COMASSIE (PROTEINAYS)

Coloracéo de gel Fundagdo Ezequiel Dias- FUNED

Laboratdrio de proteoma

Protocolo ultima alteracdo 25/08/99

Técnicaa. COLORACAO DE PROTEINA -AZUL DE COMASSIE
(PROTEINAS)

Fonte. Referencias bibliograficas.

Material e reagentes

Solugdes Corante

Coomasie briliant blue R-250..........c.ccoeeiiiieie e 0,59
BLANOI -t 250 ml
0 (1 = RSSO 250ml
Filtrar com papel defitro

Solucéo Descorante

= 1 S 300ml
[ 12 SRRSO 625 ml
ACIHO ACELICO ...ttt re e nre s 75 mi
Técnica

Corar sob agitacéo por 30 minutos em media

OBS. O tempo pode variar. Verificar se necessita mais tempo.

Lavar o gel com H20 destilada pararetirar o excesso de corante

Colocar o gel na solugdo descorante e deixar sob agitagdo. trocando a solugéo
descorante ate a visualizag&o das bandas .

Solucéo para secar gel

7= T 10%
L€ T eL= (o] TR 2,5%
Completar para 100 ml com H20 destilada

Secar com papel celofone.

Protocolo de Eletroforese - Unidimensional
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Anexo 4

PROTOCOLO DE ELETROFORESE

Gel-

Data-

Gel de concentracdo-
Gel de separacéo

Programacao
Inicio

Voltagem- Amperagem-

Final

Voltagem- Amperagem-

Padréao-

Watts-

Watts-

Amostra 1-

Amostra 6-

Amostra 2-

Amostra 7-

Amostra 3-

Amostra 8-

Amostra 4-

Amostra 9-

Amostra 5-

Amostra 10-

Gel de separagéo-
Solugéo A-
Solugdo B-

Agua dest.-

SDS 10%-

PSA 10%
TEMED-

Gel de concentragdo-
Solucéo A-

Solugdo C-
Aguadest.-

SDS 10%-

PSA 10%-

TEMED-
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