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RESUMO

Na regido Nordeste do Brasil, a auséncia de alimsent periodo de baixo indice
pluviométrico € um dos fatores que mais interferemeproducao dos caprinos, apesar
destes animais estarem bem adaptados a esta r&gigivando avaliar o efeito dos
periodos de alto (AIP) e baixo (BIP) indice pluvignto no perfil de proteinas do
sémen de caprinos da raca Alpina Americana criadddunicipio de Camocim de Sao
Felix (Pernambuco), foram realizadas colheitas @mesn pelo método de vagina
artificial em dois anos consecutivos (2005 e 20@G). amostras de sémen foram
submetidas a analise macroscopica (cor, volumeects e microscopica (motilidade
progressiva, vigor, concentracdo, morfologia, integle de acrossoma e DNA) e, a
seguir, divididas em aliquotas com a finalidadereizar os procedimentos de: 1)
congelacédo (0,5 mL), 2) dosagem de proteinas (1 enB) andlise de integridade de
acrossoma e de DNA (= 0,5mL). As amostras foramasadas em palhetas (0,25 mL),
criopreservadas em maquina TK3000 (- 0,25 °C/ner2%i°C a 5 °C, e a — 20 °C/ min,
de 5 °C a -120 °C) e armazenadas em botijdo cligio (-196 °C). Apos
descongelacéo (3C; 30 segundos), as amostras foram avaliadas gaamtotilidade
progressiva (MP), vigor, integridade de acrossorda BNA. O perfil de proteinas das
membranas espermaticas e do plasma seminal fozaeal através da analise de
eletroforese bidimensional, ap6s dosagem de peot&dtal para padronizacdo da
guantidade de proteinas aplicadas no gel de aletsd#. No sémeim natura, ndo se
observou diferenca significativa (P>0,05) na magitle progressiva (MP) entre animais
e entre os periodos BIP (79,82%) e AIP (81,25%9imagomo no vigor espermatico
nos periodos BIP (4,17) e AIP (4,00). Porém foiepbaado maior (P<0,05) porcentual
de espermatozoéides com acrossomas integros colhidpsriodo AIP (90,25%) do que
no BIP (80,26%). ApGs descongelacdo, constatoufseedca significativa (P<0,05) na
MP das amostras colhidas nos periodos BIP (60,009AIP (71,30%), e néo
significativa (P>0,05) no porcentual de células camrossomas integros no BIP
(67,98%) e AIP (66,83%). Nas amostras de proteexdraidas da membrana de
espermatozoidesn natura e descongelado, foram identificados 56 e $@bts de
proteinas com 25 a 103,0 kDa e 9,0 a 131,0 kDarrepds 3,36 a 9,74 e de 3,37 a 8,80,
respectivamente. Na avaliacdo das proteinas donglagminal foram detectados 96
spotsde proteinas, sendo 4potsno periodo BIP (15 a 97 kDa e pl de 4,48 a 9,88 e
spotsno periodo AIP (4 a 106 kDa e pl de 3,00 a 8,9%. periodos AIP e BIP
apresentaram 2@potsde proteinas comuns, correspondendo a 45,83%dlarsiade
entre osspotsanalisados. Na analise dos géis das amostrasnuenséescongelado,
constatou-se aumento do niamerospetsde proteinas focalizados. Sugere-se que 0s
grupos de proteinas de baixa massa molecular damplaseminal e da membrana
espermatica de caprinos interferem na motilidageresatica; e que um grupo de
proteinas de 14-15 kDa e 45kDa atua na viabilidiasecélulas espermaticas.

PALAVRAS-CHAVE : Congelacao, proteina, indice pluviométrico, aapri



ABSTRACT

In Northeastern Brazil, the food lack on the lowypbmetric index period is one of the
factors that interfere on the goat reproductionspite of these animals be adapted to
this region. The Aim of this study was to evalugtthe effect of high (HPI) and low
(LPI) pluviometric index on the proteins profile gbat semen of the American Alpine
race raised on Camocim de Sao Félix, Pernambueadtrealized semen collection by
artificial vagina method during two years (2005,080 The semen samples were
submitted to macroscopic (color, volume and appeaipand microscopic (progressive
motility, vigor, concentration, morphology, and @aome and DNA integrity) analyses
and then divided into aliquots to realize the pdages: 1) freezing (0.5 mL), 2) protein
dosages (1 mL) and 3) analysis of acrosome and ODMégrity (+ 0.5 mL). The
samples were packed in straws (0.25 mL), freezmgrachine TK3000 (-0.25 °C/min,
25°Cto 5 °C, and - 20 °C/min of 5 °C to -120 4D stored in cryobiologic container
(-196 C). After thawing (37 ° C, 30 seconds), tamples were evaluated to progressive
motility (PM), vigor and acrosome and DNA integrifjhe semen protein profile was
conducted through the analysis of two-dimensiotedteophoresis, after determination
of total protein for standardization of the protamount applied in gel electrophoresis.
On thein naturasemen, there was no significant difference (P>0005the PM among
animals and between LPI (79.82%) and HPI (81.25&)ods, as well as on sperm
vigor on the LPI (4.17) and HPI (4.00) periods. Hwoer, it was observed higher
(P<0.05) percentage of sperm with intact acrosomesemen collected on HPI
(90.25%) than LPI (80.26%). After thawing, it wabserved significant difference
(P<0.05) on the PM of the samples obtained duhiedP1 (60.00%) and HPI (71.30%)
periods, and no significant difference (P>0.05)tloa cells with intact acrosome on the
LPI1 (67.98%) and HPI (66.83%). In the protein saaspxtracted ah natureand thaw
sperm membrane, 56 and 165 spots of proteins wlerdified with 25 to 103.0 kDa
and 9.0 to 131.0 kDa, and with 3.36 to 9.74 and 3138.80 pls, respectively. On the
evaluation of the seminal plasma proteins werectietie96 spots of protein, with 49
spots in the LPI period (15 to 97 kDa, 4.48 to $83and 47 spots in the HPI period (4
to 106 kDa and 3.00 to 8.96 pl). The periods HRI BRI had 22 common spots of
proteins, corresponding to 45.83% of similarity amospots analyzed. In the gel
analysis of the thawed semen samples it was olb@neecase of protein spots humber
thanin naturasemen. It is suggested that groups of proteirlevefmolecular mass of
seminal plasma membrane and the sperm of goatsespensible for sperm motility
and the presence of a group of proteins on 14-1&b & 45kDa are responsible for the
viability of the sperm cells in this experiment.

KEYWORDS: Freezing, protein, pluviometric index, goat.
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura vem sendo explorada em quase @slasgides do Brasil, onde
a variagdo climatica, alimentar e de distribuic@ rénda ainda sdo encal¢cos no
crescimento ordenado dessa exploracdo pecuéria.URKiosos anos, a criacdo de
caprinos vem ganhando grande impulso pelo potegoialrepresenta e é considerada
um instrumento eficaz de desenvolvimento da zoma-86da do Nordeste brasileiro.

Até recentemente, o rebanho da regido Nordestprat@amente formado por
animais de aptidao para carne, por consistir emdamgoucas fontes de proteinas para
a populagdo. Com o aumento da procura por leitegroentes de programas sociais,
novas racas estado sendo introduzidas neste reb&pésar de muitas racas leiteiras nédo
se adaptarem ao clima quente da regido, 0 cruzamemh racas nativas vem
apresentado resultados satisfatorios, aliado as Ippaticas de manejo sanitario,
nutricional e reprodutivo.

A estacionalidade reprodutiva dos animais influenai libido, a qualidade
espermatica, a ovulacdo e a producéo de protetmaatgam na melhoria da qualidade
do sémen (SMITH et al., 1999). Devido aos aspewtgsitivos que surgem na estacao
nao reprodutiva, muitos autores fazem uso da pragccriopreservagédo de sémen no
periodo reprodutivo e da inseminacao artificial)(® periodo ndo reprodutivo, onde
ha reducado da qualidade espermatica.

Alguns estudos tém evidenciado que a composicdqubiica do sémen,
incluindo plasma seminal e componentes espermatieos de acordo com a estagcao
do ano, interferindo, conseqientemente, na criepragdo dos gametas masculinos e
na fertilidade das fémeas inseminadas artificialm@IAXWELL e WATSON, 1996).

Atualmente, sistemas de criacdo das espécies aapenovinas na regiao
Nordeste retomaram seu crescimento, sendo estéhorn@omento de implementar, no
manejo das criaces, biotecnologias que possHilitgior rentabilidade ao criador e
confiabilidade a técnica de I.A. O objetivo destabalho foi relacionar as proteinas de
membrana do espermatozéide do sémeraturae congelado, bem como as do plasma
seminal de reprodutores caprinos, colhido nas é&pata alto e baixo indice

pluviométrico, com a sensibilidade a congelacéao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estacionalidada reprodutiva

A reducdo da fertilidade também esta relacionaéstacdo do ano. Nunes (1982)
relatou que o nimero de saltos e a atividade espegénica de bodes diferem durante
as estacodes, sendo verificada reducdo qualitativpamtitativa na producdo e na
capacidade fecundante do gameta masculino, umgueeas espermatozoéides tém uma
porcentagem minima de motilidade e vigor na primawe no verdo, periodo que
coincide com o anestro das cabras. A amplitudeasidancdes depende da raga e da
latitude, diferindo entre paises, exceto nos leadlbs na regido equatorial
(KARATZAS et al., 1997). Machos caprinos das raghmsna e Saanen sdo sensiveis as
diferencas sazonais ao longo do ano e apresentaiac@@s nas caracteristicas
reprodutivas, como comportamento sexual, perimegorotal e aspectos quanti-
gualitativos do sémen, mais pronunciadamente nosa# adultos (SANTOS et al.,
2006).

Em criacdes localizadas em zonas de clima tempe&lad@misfério norte (acima
de 40°N), observa-se influéncia climatica na atividaderodutiva dos carneiros,
afetando o tamanho testicular (D' OCCHIO et al§4&t MARTEMUCCI et al., 2000),
os padrées endogrino das gonadas (LINCOLN et 8001 MARTEMUCCI et al.,
2000), a producio quanti-qualitativa do sémen (FHLER et al., 1988; PEREZ et al.,
1997; BRANDON et al., 1999) e o comportamento sexual PDON e ROBINSON,
1987; BRANDON et al., 1999; MARTEMUCCI et al., 2QD0devido as variagbes de
fotoperiodo e ambientais (COLA, 1983; COLAS et 4B86; MARTIN et al., 1990;
BRANDON et al., 1999). Em experimento realizadoregido sul da Italia (latitude
41-N), constatou-se que a estacao exerce influéngmnafisativa na congelabilidade do
sémen de ovinos da raga Leccese, com melhor desbmpe periodo de verdo e de
outono, correspondendo a estacao reprodutiva mes zemperadas (ALESSANDRO e
MARTEMUCCI, 2003). Achados semelhantes foram olesdog em caprinos das racas
Alpina, Saanen e Damascus (KARATZAS et al., 199ARAGIANNIDIS et al.,
2000).

No municipio de Vicosa (MG), regido de clima tr@ghjcSantos et al. (2006)

relataram que caprinos das ragas Alpina e Saanesemparam variagdes sazonais ao



longo do ano, sendo observadas alteragbes nas terésticas reprodutivas,
principalmente nos animais adultos. Estes automsstataram que 0 manejo do
fotoperiodo adotado no periodo ndo reprodutivo déficiente em eliminar ou
minimizando estes efeitos, possibilitando a comtintilizacdo destes animais ao longo
do ano e, desta forma, maximizar o potencial gemékestes animais.

No clima Semi-Arido Paraibano, Silva et al. (20@6pstataram que nas épocas
mais quentes do ano ocorreu reducdo na concentreg@dermatica dos caprinos
mesticos de Anglo-Nubiano x SRD, apesar destes aasirge encontrarem bem
adaptados ao ambiente. Segundo Santos (1999), odevidjueda na qualidade
espermética, se torna inviavel a pratica de copgelale sémen nos periodos de
transicdo seca-chuva no Semi-Arido nordestino atmin-se incompativel com o custo
do processamento.

A estacionalidade influencia a composicdo do plasemrainal e os indices de
proteinas encontrados no sémen ovino (SMITH el889) e caprino (La FALCI et al.,
2002). O periodo reprodutivo favorece o processcotgelacdo do sémen de carneiros
quando comparado ao ndo reprodutivo, onde a redogamoncentracdo de proteina
total e a auséncia de proteinas especificas donglaeminal foram associadas a
reducao na motilidade e na congelabilidade do s&B¥tiTH et al., 1999).

A inseminacéo artificial também sofre os efeitossdaonalidade. Na regido da
Europa Ocidental, fémeas leiteiras sdo inseminadasstacdo nao reprodutiva, com
sémen colhido e processado na estacdo reprodaimayirtude de nesta época a
producao de sémen dos caprinos leiteiros ser r@@a(@HEMINEAU et al., 1986).

A melhoria das caracteristicas seminais durargstacdo reprodutiva em paises
localizados na zona temperada se deve ao fato ftopmeriodo observado no verao e
outono haver alteracdo na secrecdo de melatoniagyl@mdula pineal (CHEMINEAU
et al., 1986), estimulando a secre¢ao de LH e indozo crescimento testicular e a
secrecao de testosterona. Nos dias longos, ocameiso (MIYAMOTO et al., 1987).

2.2 Criopreservacao do sémen

A congelabilidade do sémen depende ndo somentedidduo, mas também de
diferentes ejaculados do mesmo individuo (MIES KILH986; WINDSOR, 1997),



além da concentracdo espermética por dose insemi(@ESSANDRO et al., 2001).
A influéncia do fator individual tem sido avaliagar varios autores visando analisar a
capacidade de criopreservacao, onde enfatizamessidade de avaliacdo prévia tanto
do reprodutor quanto de diferentes ejaculados denesmo animal (COCHRAN et al.,
1985).

As crioinjurias observadas nos espermatozoéidesthimprocesso de congelagéo
podem ser fisicas, bioquimicas ou funcionais. @®sldisicos ocorrem nas membranas
plasmatica e acrossomal, na peca intermediaria exoamema. No entanto, estas
membranas sdo mais sensiveis do que o0 nucleo euda cdo espermatozoide
(SALAMON e MAXWELL, 1995). Segundo Purdy (2006), danos fisicos diferem
entre as espécies, em virtude dos espermatozomeEsuipem tamanhos, formas e
composicao lipidica diferentes. Essas particuldedadevem ser consideradas quando
se desenvolve um protocolo de criopreservacéo, andenesmo protocolo pode néo

ser aplicavel a todas as espécies.

2.2.1 Refrigeracéo e diluicdo do sémen

No processo de criopreservacdo, a ocorréncia dossdzelulares tem inicio na
fase de refrigeracdo do espermatozoéide, onde gdedwrusca de temperatura € uma
das causas do estresse letal as células (WATS@4).1Para tanto, aconselha-se o uso
da refrigeracdo lenta, uma vez que neste métodpa iatracelular sai por osmose e,
com isso, impede a formagé&o dos cristais de gefantieio processo de criopreservacao,
minimizando os danos celulares (WATSON, 2000). Ntam®to, o estresse ocasionado
pelo processo de refrigeracdo ndo impede a ocdaréme danos a membrana,
provavelmente devido a mudanca da fase dos lipigea® estado funcional das
membranas (WATSON, 1981), assim como também deoelementos presentes na
membrana, principalmente as protei(ROBERTSON et al., 1988).

No meio diluidor de sémen caprino inclui-se craiptor ndo penetrante (gema
de ovo ou leite), crioprotetor penetrante (glicerdllenoglicol ou dimetil sufoxido),
estabilizante (Tris ou teste), acUcares (gluclastose, rafinose, sacarose ou trealose),
sais (citrato de sédio) acidos (acido citrico) thadticos (penicilina ou estreptomicina)
(EVANS e MAXWELL, 1987). Apos a diluicdo, o sémenefrigerado a temperatura de



0 a 5 °C, sendo considerado o periodo de adapttégue 0s espermatozoéides
reduzem seu metabolismo. Paulenz et al. (20@23valiarem diferentes diluidores e
temperaturas de armazenamento, verificaram quereafgeoides ovinos refrigerados a
5 e 20°C permanecem viaveis até 30h apds uso de diluidoresrciais a base de Tris

+ gema de ovo, quando comparados ao uso de digatddio e leite.

2.2.2 Congelacdo do sémen

Tradicionalmente adiciona-se glicerol antes da el@ggio, momento em que o
mesmo penetra nas células visando estabilizar msentracdes intra e extracelulares.
Todavia, alguns autores tém evidenciado que o rglicdetermina alteracées na
estrutura e na integridade bioquimica dos espemdiaes, acelerando a reacao
acrossomal (SALAMON e MAXWELL, 2000). Apos a desgelacéo, a sobrevivéncia
da célula é influenciada pela maneira com que cegil foi adicionado antes da
congelacéo (FISER e FAIRFULL, 1989).

A temperatura inicial de congelacdo tdmbé capaz de influenciar as
caracteristicas espermaticas pos-descongelacéia foeva, segundo Bag et al. (2002),
a manutencdo dos espermatozoides a temperaturl28e°C, antes de sua imersdo em
nitrogénio liquido, determina efeito significativame positivo na motilidade e na
velocidade dos espermatozoéides criopreservados, bemo na integridade da
membrana plasmatica, quando comparada a tempevatir25 a —75 °C.

Segundo Byrne et al. (2000), algumas espécies ayppa maior sensibilidade
espermética a criopreservacdo. O armazenamenténglensparticularmente em estado
congelado, ocasiona danos ultra-estruturais, qosreduncionais aos espermatozoides,
determinando reducdo na motilidade, na viabilidade fertilidade (LEBOEUF et al.,
2000). O espermatozéide ovino, por exemplo, é meaisivel & congelagdo quando
comparado ao de outros animais de producao, corvinde caprino, principalmente a
temperatura de —10 e —25 °C (BYRNE et al., 2008jes autores, na tentativa de
determinar a interferéncia de diferentes velocidatke congelacdo durante o intervalo
de 5 °C a -25 °C, bem como sua influéncia na feéain vivo ein vitro do sémen,
utilizaram dois protocolos de congelagdo. O métoéipido, com decréscimo de
5 °C/minuto que apresenta melhor taxa de clivagéonneacédo de blastocistos a partir

de ovocitos maturados e fecundadiossitro; e o método lento, com decréscimo de



0,5 °C/minuto, seguido de IA transcervical e intterina por via laparoscépica. Onde
concluiram que os indices de fertilidade foram sopes em fémeas inseminadas com
sémen proveniente do processo de congelacéo rapida.

O processo de criopreservacao resulta na diminudgidertilidade quando
comparada ao sémem natura (WABERTSKI et al., 1994). No entanto, mesmo que
exista uma proporcdo relativamente elevada de mspezrdides que preservam a
motilidade pos-descongelacdo, apenas 20 a 30 %sdesantém-se biologicamente
estaveis, diminuindo a fertilidade e a capacidasléedundacédo do sémen. Desta forma,
a reducéo da fertilizacdo dos gametas feminineslgzida se os mesmos ndo estiverem
localizados em locais vicinais ao de deposicaoé&toes, como no caso de fertilizagao
in vitro, inseminacdo tubarica e intra-uterina (MAELL e WATSON, 1996;
SALAMON e MAXWELL, 2000).

Evidéncias com varias espécies de mamiferos téeridoggue machos de uma
mesma espécie diferem em sua fertilidade relatirabora se possa prever que a
fertiidade de uma populacdo de machos deva vdeainférteis a altamente férteis,
seguindo uma distribuicdo normal, faltam informacé@dequadas para confirmar este
fato na maioria das espécies (KILLIAN et al., 19983sim, com base na viabilidade
das amostras de sémen criopreservadas, Cano (&/@84ijficou os reprodutores com
alta e baixa sensibilidade do sémen ao processmigelacdo. Esta classificagdo é
independente da qualidade do sémen fresco (CORT&EEAl., 1987), apesar de 0s
espermatozoides adquirirem sensibilidade ao chd@ueico quando atravessam 0s
tubos epididimais, acreditando-se que isso ocoe¥dd a mudanca dos lipideos
presente na membrana durante o transito epididin(atATSON, 1981).

Os danos ultra-estruturais espermaticos sao acdragas por mudancas
bioquimicas e perdas de substancias vitais, coamsdminase glutamico oxalacética
(TGO), proteinas e aminoacidos, decréscimo nadatid da fosfatase, aumento na
concentracdo de sodio e diminuicdo de potéssitivat@o de hialuronidase e outras
enzimas, perda de prostaglandinas, reducdo dassidee ATP e ADP, bem como da
atividade proteolitica acrossomal (SALAMON e MAXWEL1995).



2.3 Comportamento das membranas celulares

Sabendo-se que a membrana plasmatica esta envelvidaocas metabdlicas
com o meio, o0 estudo de sua funcionalidade é dedgremportancia, quando associada
a parametros tradicionais de avaliacdo da qualidad&®men (LAGARES et al., 1998).
Por conseguinte, diversos autores tém avaliadaegridade da membrana plasmatica
como forma de conhecer a viabilidade dos espermiaez (HARRISON e VICKERS,
1990). Muer et al. (1988) e Maxwell et al. (199@mbém relataram alteracdes
bioquimicas na membrana dos espermatozoéides conus @aintegridade estrutural e
funcional das células durante os processos deresepvacao.

De Leeuw et al. (1990) citaram vérios fatores quelep influenciar no
comportamento das membranas celulares frenteragts de temperatura e do meio, e
entre eles a elevada concentracdo de proteinasmdnana que pode aumentar a sua
estabilidade, diminuindo as chances de alterag@ezidas pela refrigeragéo.

A estrutura da membrana espermética varia de acowdo sua localizagéo,
sendo compartimentalizada de diferentes formasrdigndo da regido que ela reveste,
onde cada compartimento exibe propriedades fisicasmicas diferentes (SQUIRES et
al., 1999). Desta forma, a membrana plasmaticaupassentuada organizacdo de
dominio com muitas glicoproteinas antigénicas sggltas nas regides acrossomal, pos-
acrossomal, peca intermediaria e peca principal{(HQ984).

Segundo Wolfe et al. (1998), a coexisténcia de tasa de dominio lipidico
fluidica e gel na membrana espermatica, induzidaspa variada localizacdo, podem
ser exacerbados durante a refrigeracdo espermaética.

Multiplas variacbes de temperatura determinam ajfs na estrutura da
membrana plasmatica, tornando-a um mosaico de dabes fluidicas, tendo sido
sugerido que esteja relacionada a afinidade prefede a certos lipidios de
glicoproteinas transmembranosas, através do efeitmodulacdo do colesterol ou da
presenca de barreiras intramembranosas que impad#fusdo livre (CARDULLO e
WOLFE, 1990).



2.4 Lipoproteinas de baixa densidade (LDL)

Véarios autores tém proposto que as lipoproteinapaiea densidade (LDL)
encontradas na gema de ovo podem ser responséleeiepisténcia ao choque térmico
e pelo aumento da motilidade espermatica pés-dgstagéio (MOUSSA et al., 2002).
A LDL promove a entrada de fosfolipidio e coleskeeo previne a saida destes
compostos da membrana espermatica, formando umlexmnpom as proteinas do
plasma seminal e impedindo que estas proteinasnfigdisponiveis para atuarem na
membrana espermatica. Com isto, evitam o efluxofasfolipidios e colesterol,
conferindo a célula espermatica maior resisténcieh@aque térmico (MANJUNATH et
al., 2002; BERGEROM et al., 2004).

De acordo com o estudo realizado por Moussa ef2802), a concentragcéo
Otima de LDL proveniente da gema de ovo € de 8,d#grementando
significativamente a motilidade dos espermatozoéilesinos, quando comparada
aquela do grupo controle. Os autores ressalta@ayia, que concentracdes acima de
10,0 % prejudicam estas células. Em equinos, M§2@5) afirmou que 8% de LDL
adicionado ao diluidor de criopreservacdo do sépumfe substituir a gema de ovo

integral na composi¢ao do diluente modificado.

2.5 Plasma seminal

As caracteristicas bioquimicas do plasma semimalegiculados variam devido
a diferencas nas proporc¢des de secrecdes provesidatepididimo e das glandulas
acessorias. Esta alteracdo no ambiente bioquinvsoeghculados pode modificar a
resposta celular apos a criopreservacao, tendosimmosta também como fonte de
variacéo da fertilidade (WINDSOR, 1997).

As interacOes prejudiciais entre plasma e gemawefaram documentadas
primeiramente por Roy (1957), e com leite por Gar(@974) e Nunes et al. (1982). Na
espécie caprina, de acordo com Roy (1957), o plasnanal exerce efeito nocivo
sobre a célula espermética em virtude da presem@nzima fosfolipase A secretada
pelas glandulas bulbouretrais, que interage confos®lipideos presentes no leite
(NUNES, 1982) ou na gema de ovo (ROY, 1957), raadlb em lisolecitinas e acidos

graxos toxicos aos espermatozoéides. Por conseguialiguns protocolos de



criopreservacdo recomendam a lavagem do sémemaagpara remocédo do plasma
seminal e reducdo dos efeitos toxicos de tais &obists. Misra et al. (1993) relataram
que o uso de solucbes estabilizantes isotbnicadanagens do sémen melhoram a
qualidade espermética do sémen caprino em diversgeeraturas.

As células sao lavadas uma ou duas vezes duramtd 3 0ninutos, a 550-950 G
(NUNES et al.,, 1982; RITAR e SALAMON, 1982; LEBOEBHFAL, 1998). Este
processo danifica as células caso seja executadormi@ inapropriada, mas quando
realizado corretamente determina beneficios acepsacde criopreservacao da célula e
melhoria nas taxas de motilidade, porcentagem didasévivas e integridade do
acrossoma do sémen caprino pos-descongelacdo (DFO8tNal., 1980; RITAR e
SALAMON, 1982; MEMON et al., 1985; LEBOEUF et a@) ou refrigeracdo a’&
por 72h (ISLAM et al., 2006).

Apesar de muitos autores corroborarem que a remdgddasma seminal em
caprinos é um procedimento favoravel quando sealiisdores a base de gema de ovo,
Azeredo et al. (2001) afirmaram que este diluid@serva a motilidade das células
espermaticas no sémen in natura e no congeladglemma seminal. Todavia, quando
o plasma seminal foi retirado ocorreu aumento dogrdual de membranas danificadas
pés-descongelacdo. Estes achados podem ser epglipatb fato do experimento ser
realizado em ambiemte tropical, na época de awrdmiperiodo de luminosidade do
dia, havendo interferéncia do fotoperiodo, uma ez segundo Corteel et al. (1980),
apesar do efeito favoravel ou ndo que a lavagermpoptimna ao ejaculado, existem
diferencas entre as colheitas de sémen durantstases, 0os quais relataram que as
células suportaram melhor o processo de congeldg&nte a estacdo reprodutiva
quando comparada a nao reprodutiva.

Thakkar et al. (1983) sugeriram que a fosfolipagetén papel importante na
fusdo de membranas durante os eventos da ferfibzanquanto Dick e Buhr (1993)
afirmaram que 0s processos convencionais de cgepacao diminuem a agao desta
enzima (fosfolipase A) em até 50% e, consequentemeliminuem as reacdes na
membrana plasmatica do espermatozoide, reduziredoapacidade fertilizante.

Assim, dentre as enzimas presentes no sémen,aifask A tem despertado o
interesse dos pesquisadores. Esta enzima localitanto nos espermatozoides quanto
no plasma seminal, sendo capaz de converter makad fosfolipideos em acidos

graxos e lisolipideos, principalmente a lisoleaitiiA capacidade da lisolecitina em
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fusionar membranas encontra-se bem estabelecitladdssmorfol6gicos mostram que
o tratamento dos espermatozdides com lisolecitindsiz a fusdo da membrana
acrossomal com a membrana plasmaética e conseqéeagfo acrossomal. E importante
ressaltar que o glicerol, na concentracdo de 20,0inpede a desnaturacdo da
fosfolipase a temperatura de 70 °C. Porém, quadddornado junto a inibidores da
fosfolipase e armazenado a —20 °C, em solucdo rmtmte substrato para enzima,
potencializa a a¢ao do inibidor (UPRETI et al., 909

2.6 Proteinas seminais

A reacdo acrossomal é o processo decorrente daitzegd® espermatica que
consiste na desestabilizacdo da membrana medialda iffuxo de ions calcio
(YANAGIMACHI, 1994) e, consequentemente, reorgag@a da estrutura lipidica
(COLENBRANDER et al., 2002). Proteinas epididimgrisambém incrementam
significativamente a motilidade in vitro de espeioaaides bovinos, quando
comparado ao grupo controle (REYNES-MORENO et28l02), dados que corroboram
com os relatos de Braun et al. (1995), ao trabathaitom sémen de garanhdes.

Estes achados podem ser visualizados nos estuddahieet al. (2002), ao
avaliarem os parametros seminais de garanhdes,dgsgéengelacdo, e suas
caracteristicas de fertilidade apoOs incorporacaoccalesterol ao meio diluente. Os
autores observaram que a motilidade ndo foi alkemubs a adicdo do colesterol,
embora tenha sido constatado aumento significate&vantegridade da membrana. Em
contrapartida, foram evidenciados resultados saativamente inferiores nas fémeas
inseminadas com amostras tratadas. Na sequénoéacao acrossomal foi testada e
constatou-se que a incorporacdo de colesterol dimia porcentual de células com
reacfes acrossomais no momento 0 e 90 minutosaagéscongelacdo, explicando os
baixos indices de fertilidade.

De acordo com Therien et al. (1999), as proteimaglasma seminal de bovino
(BSPs) associam-se a membrana dos espermatozddesomento da ejaculacéo,
induzindo o efluxo de colesterol e fosfolipidios daembrana espermatica,
determinando a desestabilizacdo da mesma, e dmdimsua estabilidade frente aos

processos de criopreservacao de sémen.
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O processo de criopreservacdo induz mudancas genipacdo lipidica da
membrana, com consequente modificagdo nas protediveiticas das enzimas
intramembranosas. Assim, a fusogenecidade e astasgo sinal de transducdo podem
ser afetadas por estas mudancas, contribuindo quasdbilidade de que a longevidade
do sémen descongelado seja reduzida em virtudeedaqe capacitacdo espermatica
(HOLT e NORTH, 1984, 1986; DROBNIS et al., 1993).

Parks e Graham (1992) relataram que a compartiliEg@o da membrana,
com ressalva para a funcdo das proteinas, decersérnibs fatores e que alteracdes
estruturais nestas proteinas podem ser induzidias qoepreservacao, reduzindo a
capacidade fertilizante dos espermatozéides. Tmahdb com animais de diferentes
graus de congelabilidade do sémen, Roncoleta (1888¢nciou que algumas proteinas
podem participar do metabolismo espermatico durardgopreservacdo. Enquanto La
Falci et al. (2002), ao pesquisarem as proteinas afinidade para heparina (HAPS),
indicaram que as proteinas do plasma seminal dpsinoa criados em clima
subtropical umido estdo sob controle sazonal etagivente relacionadas a funcéo
espermatica durante a estacéo produtiva e nacdgpra.

As proteinas sollUveis e estruturais tém papel itapte no metabolismo do
espermatozoide, podendo influenciar a fertilidadetauro (KILLIAN et al., 1993;
COOPER, 1998; GERENA et al., 2000) devido a preseataguelas que podem estar
associadas positivamente com a fertilidade. O pracee congelacdo do sémen causa
alteracbes em algumas moléculas da proteina, entatb no metabolismo e,
conseguentemente, a capacidade fertilizante doreafmzoide.

Durante a maturagdo epididimal, Sundhey et al. §L9ncluiram que a
concentracdo de proteinas presentes na membramzauta do espermatozdide
aumentava durante a maturacao epididimal e posspésws moleculares menores de
25,7 kDa e maiores de 170 kDa. Além das proteiea22® kDa, que possivelmente
estdo associadas a capacitagdo espermatica, naigdac@&spermatozoide no Utero,
ligacdo do espermatozoéide ao ovacito, fertilizagd@livisdo do ovocito.

Brandon et al. (1999), ao correlacionarem proteid@asplasma seminal de
eqlinos com a fertilidade, afirmaram que estasepmat podem ser usadas como
indicadores da capacidade fertilizante, uma vez gua presenca indica a natureza da
subfertilidade ou infertilidade, possibilitando @soude melhores estratégias para a

criopreservacao do sémen desta espécie.
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De acordo com Fonseca et al. (2002), a andlise &@m dg eletroforese de
membranas de espermatozéides de dois equinos, tuitana pds-descongelacéo,
demonstrou 22 bandas protéicas, sendo 14 maisneeglgue oscilaram no intervalo de
massa molecular de 69,02 a 14, 31 kD, para cadalg@o e tipo de processamento.
Estes autores verificaram diferentes comportametdgetas proteinas e concluiram que
a diferenca no perfil protéico deve interferir magelabilidade do sémen de garanhéo.
Ollero et al. (1998) verificaram perda de quatrotg@inas no sémen congelado, quando
comparado ao in natura, e afirmaram que esta ged#gorrente de danos a membrana
plasmatica induzidos pelos processos de congelacdescongelacdo. No entanto,
segundo Roncoletta et al. (1999), o niumero de lsapd#éicas verificadas em géis de
poliacrilamida a 10,0%, no sémen in natura e pésatgyelacao de touros, foi em torno
de 22. Na andlise qualitativa dos ejaculados pésetgelacdo, esses autores
verificaram aproximadamente as mesmas 14 banddgéiga® mais observadas no
sémen fresco. ”

Algumas proteinas do plasma seminal (OPN, PGDSsBERA e aSFP) tém
sido relatadas por varios autores (EINSPANEIR gt1894; GERENA et al., 2000;
MANJUNATH et al., 2002), assim como suas concedegaguantidades ou associacao
a fertilidade do touro (GERENA et al., 2000; NAUQVANJUNATH, 2000; 2002 ).
No entanto, alta fertilidade de touros leiteiros $@nificativamente associada com
menor expressdo de uma proteina de 14 kDa spersiadeeformas Z13 e maior
expressdo das proteinas de 55-kDa osteopontina kD&8fosfolipase A2 (PLA2)
(MOURA et al., 2006).

Fazer et al. (1996) encontraram principalmentegréteinas no plasma seminal
bovino (BSP) e as identificaram como BSP-Al, BSPeABSP-A3, confirmando que o
uso da técnica de eletroforese 2-D é uma ferramétiltgpara investigar problemas
relacionados com taxas baixas de concepcdo baixaalguns grupos de sémen
processados, uma vez que 0 excesso ou a deficiBac@ncentracdo de BSPs sdo
prejudiciais a fertilidade.

Roncolleta et al. (2006) afirmaram que a conegdiy da proteina acida do
plasma seminal (aSFP) foi 8,5 vezes maior no gdgbovinos de melhor fertilidade
guando comparada aquele de menor fertilidade. Emtemes também levaram em
consideracao o parametro “melhor fertilidade” pgumas fungdes que ja haviam sido

avaliadas por Einspanier et al. (1991), como fdeodecapacitacdo, ou por Schoneck et
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al. (1996), como preservagao da integridade da mamabe, com isso, associaram a
concentracdo desta proteina com a fertilidade. aOgtinsideracdo realizada por
Roconletta et al. (2006) é que a aSFP exerce dergabre a peroxidacéo lipidica da
membrana espermatica. E, mesmo em concentragdesidas, esta proteina parece
proteger os espermatozoéides das espécies reativaxigénio (ROS), reduzindo a

atividade respiratéria e minimizando a produca®oxs.

Nos caprinos, as HAPs podem estar envolvidas nocepso de capacitacéo e
fertilizacdo, como as proteinas ligadoras de hepamresentes em outras espécies
(DESNOYERS e MANJUNATH, 1992; SANZ et al., 1993)a Falci et al. (2002), ao
pesquisarem a presenca das HAPs durante 12 mese®mespondem ao periodo das
estacOoes reprodutivas e nao reprodutivas, vemficaque no plasma seminal a
quantidade de proteina total correspondeu a 18% ria estacdo nado reprodutiva e
reprodutiva, respectivamente, e que se ligam pratciente a peca intermediaria dos
espermatozoides caprinos, explicando seu efeitativegna motilidade e na funcéo
mitocondrial. Similarmente, no ejaculado bovinojoaalizacdo da PLA2 (proteina
heparina dos bovideos 2) também é restrita a rggideacrossomal do espermatozoide
(RONKKO, 1992).

As proteinas presentes no plasma seminal variante eas espécie
(VILLEMURE et al.,, 2003), atuando na viabilidade d&lula espermética, na
motilidade espermatica e na fertilizacdo (BRANDOMN a., 1999; SANCHEZ-
LUENGO et al., 2004). A influéncia sazonal inteefesegundo Smith et al. (1999), na
producdo das proteinas presentes nas células egpasn Assim, no periodo nao
reprodutivo, devido a diminuicdo do volume semir@al da concentracdo de
espermatozoides, proteinas que estavam presentesstagdo reprodutiva (massa
molecular 20 — 70 kDa) estavam ausentes na esta@gaeprodutiva.

No estudo das varia¢cdes sazonais das proteinptasima seminal de ovinos,
Cardozo et al. (2006) descreveram que foram del@stem média 252 pontos de
proteinas com pontos isoelétricos (pls) que vanada 4.2 a 7.6 e massa molecular de
12,5 a 83,9 kDa. Além disso, estes autores relataj@e existe variacdo destes pl ao
longo do ano, interferindo na concentragdo, na ida@dé, na estabilidade e na
viabilidade espermética, além de outros parameinasados.

Ao analisar as proteinas presentes no plasma akeghnovinos criados no

Nordeste do Brasil, Camara (2005) afirmou néo iexifierenca na concentracao total
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das proteinas presentes no plasma seminal dos ianacom niveis diferentes de
congelabilidade, apesar do colesterol e do HDL smtarem variagdes no sémen de
baixa congelabilidade. Além disso, estes autorestataram que ha relacdo entre a
proteina 24.3 kDa e a congelabilidade do sémeroovitnquanto Barrios et al. (2005)
comprovaram que duas proteinas de aproximadaméraalé 20 kDa sdo responsaveis
pela protecéo da célula.

2.7 Viabilidade da célula espermatica

Alguns parametros como motilidade, vigor e pat@egespermaticas tém sido
correlacionados com a fertilidade do reprodutoAZQUEZ et al., 1997; SANCHO et
al., 1998). Entretanto, o método mais utilizado apavaliar a viabilidade de
espermatozoides submetidos aos procedimentos dglagio/descongelacdo consiste
em determinar a porcentagem de células vivas cowinmeatos progressivos e dotadas
de vigor (KARATZAS et al., 1997). Todavia, a maaemais eficaz de se avaliar a
preservacdo da capacidade fecundante dos espedidatona dose de sémen é a taxa
de concepcao pos-inseminacao artificial. Entretapiiros testes permitem que essas
avaliagbes sejam realizadas em laboratorios, atrdaécombinacéo de testes de alta
correlacdo com a fertilidade, como por exemplmélise da integridade do acrossoma,
comprovando a viabilidade espermatica pos-refrigadSAACKER e WHITE, 1972).

A instabilidade da membrana plasmatica do espemb@®e submetido a
variacdes térmicas durante o processo de criopagsy aumenta a permeabilidade
desta estrutura, com perda de moléculas e ionscéttdares ou adsor¢cdo de
componentes do meio diluidor (BARBOSA et al., 199%)n et al. (1998)
demonstraram que o teste hiposmotico € signifiaaiente correlacionado com o
porcentual de motilidade do sémen in natura, fate gdo ocorreu nas amostras de
sémen descongeladas.

E possivel que a perda da integridade da membramawta espermatica seja
um fator que contribua para o declinio de sua iatle. No entanto, apos a
criopreservacao, alguns fatores ndo relacionado®embrana plasmética podem ser
responsaveis pela perda da motilidade do espergidégaima vez que o processo de

criopreservacdo também induz a formacado de RO@uerejudiciais a performance



25

dos espermatozéides (ALVAREZ e STOREY, 1992; BELhle 1993; O'FLAHERTY
et al., 1997).

Os marcadores fluorescentes sédo bastante utilizados avaliar a célula
espermatica. Sukardi et al. (1997), ao avaliarenviabilidade acrossomal de
espermatozoides presentes no sémen diluido deircareeincubado a 39 °C por 6h,
afirmaram que, apo6s 4h de incubacédo, 75% dos arnassreagiram na auséncia do
calcio ionoforo, e apdés 30min de incubagcdo na pgeselesta substancia capacitante

aproximadamente 90% dos espermatozoides apresengavassoma reagido.
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4.1 Proteinas do plasma seminal de caprinos callei nos periodos de
baixo e alto indice pluviométrico relacionadas cora

qualidade do sémen

Andreia Fernandes de Souzs’, Maria da Conceicdo Gomes Leit&9 Ana Lucia
Figueiredo Porta"? José Luiz de Lima Filhd, Edgar Silveira?, Mariana Diel
Amorim?, Maria Madalena Pessoa Guerra

'Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia Veterinariaiversidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife-Pe, Brasil;
%L aboratério de Imunopatologia Keizo Asami, Univdesie Federal de Pernambuco, Recife-
Pe, Brasil.

Resumo

Objetivando-se identificar as proteinas presenteglasma seminal de caprinos
colhido nos periodos de baixo (BIP) e alto (AlIRJiée pluviométrico relacionadas com
a qualidade dos parametros espermaticos, foi okédwen de trés reprodutores da raca
Alpina Americana, sexualmente maduros, através @oao de vagina artificial. Apos a
colheita, o sémen foi avaliado quanto aos parametracroscopicos (cor, volume e
aspecto) e microscopicos (motilidade progressiiggrve integridade do acrossoma e
do DNA) e, em seguida, dividido em duas fracdeands realizar os procedimentos de
dosagem das proteinas do plasma seminal (1,0 mlgnadise da integridade do
acrossoma e do DNA (restante do ejaculado). Olmkfproteinas do plasma seminal
foi realizado através da analise de eletroforedieniginsional, ap6s dosagem de proteina
total para padronizacdo da quantidade de protejriasadas no gel de eletroforese. Nao
se observou diferenca significativa (P>0,05) eatrgnais na motilidade espermética
do sémenn natura assim como entre os periodos BIP (79,82%) e BIF26%). Da
mesma forma no vigor BIP (4,17) e AIP (4,00), wocentual de espermatozoides com
acrossomas integros no AIP (90,25%) e BIP (80,2&%) no porcentual de
espermatozoides com DNA integros no AIP e BIP catores préximos ou igual a
100%. Foram detectados 8potsde proteinas, sendo 4potsno periodo BIP com
massa molecular relativa de 15 a 97 kDa, e poontdétrico (pl) de 48 a 983, além de
47 spotsde proteinas com massa molecular relativa quaraani de 4 a 106 kDa e pl de
3,00 a 8,96 no periodo AIP. Os periodos AIP e &lfesentaram 2&potsde proteinas
comuns, correspondendo a 45,83% de similaridadee erg spots analisados. Os
resultados obtidos neste trabalho demonstraramnquperiodo de AIP uma menor
quantidade de proteina do plasma seminal de capentambém foi observado a
presenca de um grupo de proteinas de 14-15 kDaloseacessario uma maior
investigacdo sobre o envolvimento deste grupo deejpras na manutencdo dos
parametros espermaticos.

Palavras—chaveProteinas; plasma seminal; criopreservacao; sérapnno
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1 Introducéo

Nas regides tropicais e sub-tropicais os animaigrdducao se reproduzem em
todas as épocas do ano, porém sofrem influéncidatbges ambientais como a
alimentacédo ou temperatura (Chemineau e Xande?; IR8stall, 1991). A variacdo
climatica interfere nos constituintes do plasmaisalmde bodes das racas Alpinas
devido a maior secrecao das glandulas sexuaista@sscorrendo, assim, aumento no
volume seminal nos periodos reprodutivos e consegigiminuicdo na concentracao
espermatica (Leboeuf, 2000).

Em virtude da composi¢cdo molecular do plasma sdmarar entre as espécies,
o tipo e a atuagcdo das proteinas nos espermatezpamem diferir. Em caprinos,
diferentes fatores influenciados pela variacdo salzonterferem na manutencdo da
viabilidade do espermatozéide (La Falci et al.,220@&\lém disso, o plasma seminal
exerce efeito nocivo sobre a célula espermaticaldevpresenca da enzima fosfolipase
A, secretada pelas glandulas bulbouretrais, qesagé com os fosfolipideos presentes
no diluente a base de leite (Nunes, 1982) ou gaemavd (Roy, 1957), resultando em
lisolecitinas e acidos graxos toxicos aos espemdates (Roy, 1957; Nunes, 1982).

O plasma seminal dos Bovideos (BSP) contém a faudlé principais proteinas,
designadas BSP-A1/-A2 e BSP-A3 com massas molesusgarentes variando de 15-
17 kDa; a proteina BSP-30 com massa molecular d8028Da (Manjunath, 1984),
assim como a proteina da motilidade progressivaR(F8¥,5 kDa). Em equinos, as
proteinas HSP-2 (25 kDa, pl 6,5-6,9), HSP-1 (2&R3a), HSP-7 (14 kDa) e HSP-12
kDa pertencem a familia das espermadesinas, sereda gresenca da SP-1 no plasma
seminal possui correlacdo positiva com a fertilelé8randon e Cols, 1999; Bergeron et
al., 2004). Nos vardes duas proteinas com masseculat de 26 e 55 kDa influenciam
elevadas (86,0 %) taxas de partos (Flowers, 2001).

Nos caprinos, La Falci et al. (2002) identificaraatgumas proteinas com
afinidade a heparina (HAPs) no plasma seminal, ppogétes autores afirmaram que
estas proteinas possuiam massa molecular entrelG8 kDa e entre 119 a 178 kDa.
Villemure et al. (2003) encontraram a presencaudgrq bandas protéicas denominadas
de GSP (proteina do plasma seminal de caprinospndeadas de GSP-14 kDa, GSP-
15 kDa, GSP-20 kDa e GSP-22 kDa. Estes autoreseazarem cromatografia de
afinidade a heparina (HPLC) para a separacdo d&s1@%XDa, GSP-15 kDa, GSP-20
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kDa e GSP-22 kDa, isolaramanalisaram as seqiiéncias dos aminoacidos e caoastata
gue essas proteinas sdo homologas as BSPs.

As proteinas também séo responsaveis pela halaglidasl espermatozoides se
movimentarem, ultrapassarem as barreiras do sistepnadutor feminino, alcancarem
o local de fecundagédo e ligarem-se aos ovOcitos feamar o zigoto (Jones, 1998). O
plasma seminal pode n&o conter fatores essenca®s @ fecundacdo, mas suas
secrecOes proporcionam melhores condigbes pararatemgdo da motilidade, da
sobrevivéncia e do transporte espermatico, tantcsistema reprodutor do macho
quanto da fémea (Ewing e Chang, 1986). Estudos qwbteinas do plasma seminal e
da membrana espermatica ainda ndo sdo conclusiiesessitam definir os tipos de
proteinas, 0s mecanismos envolvidos e as acOesfefaen a viabilidade destes gametas
(Asadpour et al., 2007).

Tradicionalmente, a purificacdo e caracterizaca® jpi@dteinas ocupam uma
posicdo central em muitas areas de pesquisa qui@a 0s avangos na clonagem e
expressao do gene, torna-se ainda mais 6bvio asidade de um método que facilite a
analise de proteinas de fontes diferentes comoegpésito para estudos da estrutura e
da funcéo de algumas proteinas essenciais (Chidu, €999).

O estresse provocado pelas elevadas temperatubisnagams, além de interferir
nos parametros fisiolégicos, temperatura retakjiféacia respiratoria e temperatura
superficial (Muller et al., 1994), interfere também desempenho reprodutivo dos
animais, através do eixo hipotalamopituitaria-g@hd&iver e Rivest, 1991). Machos
caprinos séo sensiveis as variacbes sazonais @o ttinano e apresentaram variagdes
nas caracteristicas reprodutivas (comportamentoasegerimetro escrotal e aspectos
quantitativos e qualitativos seminais), mais pramsemente nos adultos. Assim,
objetivou-se com o experimento identificar as grae presentes no plasma seminal de
caprinos da racga Alpina Americana, criados na oefiérdeste do Brasil, colhido nos
periodos de baixo (BIP) e alto (AIP) indice pluvignico, que estdo relacionadas com a

qualidade dos parametros espermaticos.
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2 Material e Métodos

2.1 Local do experimento e Animais

O experimento foi realizado em propriedade pamicldcalizada no Municipio
de Camocim de Séao Felix, pertencente a Regido #eyds Estado de Pernambuco
(Microrregiao do Brejo), com altitude de 650 m, B;35°45’ (Lat.S, Long.W) e clima
Tropical Umido com temperatura minima 10° C e méxie 26° C, e umidade relativa
do ar entre 40 e 70%. Foram utilizados trés repovds caprinos da ragca Alpina
Americana, sexualmente maduros, com idade varided® a 48 meses, submetidos a
regime semi-intensivo, com pastejo em capim SudBigitaria swazilandensis)
Tanzéania Panicum maximuire BraquiariaBrachiaria humidicola Os animais foram
suplementados com 500g de concentrado/dia, cont2@#ode proteina bruta e 82%
NDT (nutrientes digestiveis totais), a base de mitea(mays sspjiturado e farelo de
soja (Glycine hispida Maxin), além de capim Elefant®gnnisetum purpuredmmo

cocho. Agua e sal mineral foram forneci@daslibitum

2.2 Colheita do sémen

As colheitas de sémen foram realizadas em duasgmmcano classificadas de
acordo com o indice pluviométrico (IP), como afo(AIP) correspondendo aos meses
de julho a agosto de 2005 (IP = 210 mm e temperahédia de 18,8 °C) e baixo IP
(BIP), correspondendo ao més Janeiro de 2006 (Oen#8,7 °C), de acordo com o
Laboratério de Meteorologia do Instituto Tecnol@gae Pernambuco (ITEP/LAMPE,
2007). Os animais foram submetidos a duas colhd#asémen consecutivas por dia,
através do método de vagina artificial com ajudame fémea como manequim, onde
as amostras de sémen corresponderapoalde dois ejaculados de um mesmo animal,
sendo quatro amostras obtidas de cada reprodutqrepimdo (AIP e BIP), totalizando

96 colheitas de sémen.
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2.3 Avaliagdo do sémen

Apo6s cada colheita e formacgéo pod de dois ejaculados de cada animal o
sémen foi submetido a avaliacdo macroscoépica yobume e aspecto) e colocado em
banho-maria (37 °C) durante a avaliagdo das caistatas microscépicas (motilidade
progressiva, vigor, concentracdo e morfologia espgca). A motilidade progressiva
(MP; 0,0 - 100,0%) e o vigor espermatico (0-5) moravaliados de forma subijetiva,
através da observacdo em microscopio 6ptico (Olgmpdkio, Japao), e aprovados 0s
ejaculados com MP e vigor minimos de 80,0% e &$8pectivamente, de acordo com
Mies Filho, (1987). A concentracdo espermaticaréalizada através da técnica de
Camara de Neubauer e os resultados expressos kdeditle espermatozoéides por
ejaculado, assim como a analise da morfologia esjiera atraveés da técnica de camara
umida (Mies Filho, 1998).

Em seguida, as amostras de sémen de cada repréahator divididas em duas
aliquotas, uma para avaliagdo do perfil protéicpdsma seminal (1,0 mL) e a outra

(= 0,5 mL) para analise da integridade do acrossea@DNA espermatico.

2.3.1 Integridade de acrossoma

Aliquotas (10 pL) das amostras de sénmenaturaforam diluidos em 1,0 mL de
solucéo Tris [3,605 g de Tris (Sigma, Saint LoM§), USA), 1,488 g de Frutose, 2,024
g de Acido citrico, 100mL de Agua bidestilada; p/8)pe utilizados para confeccéo de
esfregaco, os quais foram armazenadoS@, rotegidos da luz e analisados no prazo
de duas semanas através da técnica de coloracadluadesceina isothiocianato-
conjugada a®eanutaglutinina (FITC-PNA; Sigma, Saint Louis, MO, USAle acordo
com Roth et al. (1998). No momento da andliseaasnas foram coradas com g0
de solucéo de PNA (20L de PNA + 480uL de PBS). Em seguida, as laminas foram
refrigeradas (4 °C) durante 20 minutos, imersa$@mL de solucdo salina tamponada
(PBS) e colocadas dentro de caixa de isopor pa@gyeen em temperatura ambiente.
Apoés secagem, aliquotas deil5 da solugdo UCD [5,0 mg de Azida sédica; 0,5 mL de
PBS, 0,1% w/v de Fenilenediamina (Sigma, Saint $,0MO, USA, 4,5 mL de
Glicerol; pH 8,0], foram colocadas entre lamina aminula e observadas em
microscopio de fluorescéncia (Olympus/Tokio, Japaajilizando o filtro de
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fluoresceina (450-490 nm, espelho dicromatico d® 5%in), e contados 200
espermatozoiddémina e classificados em: a) acrossomas intadds (uando a
regido acrossomal apresentava fluorescéncia vdrpeacrossomas reagidos (AR),
quando apresentavam fluorescéncia verde na regifdcial da cabeca espermatica ou

nao apresentavam fluorescéncia verde em toda cdbezgdula.

2.3.2 Integridade de DNA

Amostras (10 pL) de sémem naturaforam armazenadas em 9Q0 da solugéo
TNE [0,1576 g de TRIS-HCI (0,01M), 0,877 g de Nal15M), 37,2 mg de
EDTA.N&.2H,O (1 mM), g.s.p. 100 mL; pH 7,4] a -196 para posterior avaliagdo da
integridade de DNA espermatico usando o corantanjarde Acridina (Molecular
Probes Inc., Eugene, OR, USA), segundo metodologiizada por Evenson et al.
(2002). Aliguotas (10QL) das amostras foram descongeladas 4G3# transferidas
para tubos de microcentrifuga colocados em gelde daram adicionados 200 da
solucdo &cido detergente [0,1 mL de Triton X-10@r#, Saint Louis, MO, USA),
(0,1% v/v); 0,877 g de NaCl (0,15 M); 8,0 mL de H®M; pH 1,4], e incubados durante
30 segundos. Em seguida, foram adicionadogl6@a solucdo de Laranja de Acridina
[60 pL da solucdo B (1,0 mg de Laranja de Acridina ethrhl. de agua de miliQ)
adicionada em 994(L da solucéo A [37,0nL de &cido citrico 0,1M; 63 mL de fosfato
de sédio 0,2 M; 0,877 g de NaCl (0,15 M) e 37,2dedg=DTA (1mM); pH 6,0]. Apos
homogeneizacdo, 200 células foram avaliadas emostiépio de fluorescéncia,
utilizando o filtro de fluoresceina (450 — 490 respelho dicromatico de 510 nm). As
células coradas de verde fluorescente foram dead#s como portadoras de DNA
integros, enquanto aquelas que emitiram fluoreszérermelha, laranja ou amarela

foram classificadas como portadoras de DNA dardfica

2.4 Dosagens das proteinas totais e eletroforedienieinsional do plasma seminal

Apos colheita, 1,0nL da amostra de sémen foi centrifugada (600 xcarde 10
minutos para separacdo do plasma seminal e dosmegpeoides. Em seguida, o

plasma seminal foi acondicionado em tubos de mérroifuga (2,0 mL) e armazenado
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a temperatura de -AC para posterior andlise. As amostras de plasmaakeforam
submetidas a dosagem de proteina total para padgda da quantidade de proteinas

aplicadas no gel de eletroforese através do méted@radford (1976).

2.4.1 Eletroforese em SDS-PAGE de duas dimenséda (2

A focalizagdo isoelétrica (FI) foi realizada segorfstenstedt et al. (2002) em
fitas Immobiline Drystrip(7 cm; pH de 3,0 - 10,0; GE Healthcare, ChalfontGiles,
Reino Unido), em duplicata para cada amostra auisios periodos de AIP e BIP.
Antes da FI, as fitas foram re-hidratadas durabtédras a 28C em solugdo tampéo
contendo Uréia (9M; Chemical, TK, Japdo), CHAPS [(@&holamidopropil)-
dimetilamonio]-1-propanesulfonato} a 2%, Ditiot@di{DDT) a 1 %, gradientes de pH
imobilizados em géis de poliacrilamidé S (pH 3-10) a 2 % e azul de bromofenol a
0,002 %, contendo 6Qug de plasma seminal. Para maxima reprodutibilidae,
focalizagGes foram conduzidas de acordo com osrgegwparametros: 1 Vh, 200 Vh,
2.800 Vh, 3.500 Vh, 4.200 Vh e 3.500 Vh durantee83D min (voltagem total aplicada
~ 8,5 kVh), utilizando o sistema de eletroforese tiptbr 1l (GE Healthcare, Chalfont
St. Giles, Reino Unido). A segunda dimensédo endggboliacrilamida a 12,5 % (2DE
SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970) foi conduzida em corrertenstante de 15 mA por
gel, utilizando o sistema vertical (BIO-RAD). Osiggdoram corados com prata. As
analises dos geéis 2-D foram realizadas atravésrdgragma Image MasterTM (2-D
Platinum software; Amersham Biociences, UK, Engjarebi gerado um gel master
pelo software a partir do mapa do gel na qual sgpra o melhor padréo de spots para
cada periodo analisado.

2.5 Analise estatistica

O experimento foi analisado com um delineamentceex@ntal inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3 x 2 com 48 ifEdi Para analise dos dados foram
obtidas a média e o desvio padréo e utilizado®stes estatisticos: F (ANOVA) para
dois fatores e para um fator com comparacdes deyJ dste t-Student com variancias
iguais ou desiguais; teste de Mann-Whitney e tdste&Kruskal-Wallis (Técnicas de
estatistica inferencial). A verificacdo da hipotede igualdade de variancias foi
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realizada através do teste F de Levene (Altma,1®1ivel de significancia utilizado
nas decisdes de todos os testes estatisticos f¥odds dados foram processados e
analisados através do programa SPSS (Statistickbga for the Social Sciences) na

versao 13.

3 Resultados

3.1 Andlise dos parametros espermaticos do sérascof

Os volumes médios do sémen colhido dos trés refom caprinos
apresentaram diferenca significativa (P<0,05) ergrémais e entre periodos de
avaliacao (Figura 1-1), onde no periodo AIP (2,021 e 1,80 mL, respectivamente)
observou-se maior volume seminal do que no peridi (1,23; 0,90 e 1,39 mL,
respectivamente). A média da concentragdo espieenrd periodo AIP variou de 1,77
a 2,72 x 1®espermatozoéides/ejaculado, enquanto no BIP varoR,08 a 2,56 x £0
espermatozoides/ejaculadodo se constatando diferenca significativa (P>0dije
reprodutores, periodos e interacao reprodutor gerigigura 1-I1).

Os resultados dos parametros espermaticos encesérara Figura 1, onde se
observa que a motilidade progressiva (Figura 1-HBo evidenciou diferenca
significativa (P>0,05) no sémen natura na interacdo reprodutor e periodo avaliado,
com intervalo de 78,13 a 85,00 % no periodo Al %71 a 81,88 % no periodo BIP.
O vigor esperméatico das amostras de sémen perititloeidenciou diferenca entre os
animais avaliados (P<0,05). Todavia, no periodo B#® foi evidenciada diferenca
significativa (P>0,05) entre reprodutores. Na amatie comparacao entre 0s periodos,
observou-se que as amostras de sémen colhidasrimul@e\IP apresentam maior
(P<0,05) vigor do que aqueles observadas no BIguf&il-1V). O porcentual de
espermatozoides com acrosssomas integros foi eaiade (P<0,05) no periodo AIP
do que no BIP, ndo se observando diferenca sigtifec (P>0,05) entre os animais.
(Figura 1-V). A andlise do porcentual de esperawties com DNA integros nos
periodos AIP e BIP demonstrou que os valores fdagarais ou préximos a 100,0 %,
sem evidenciar diferenca significativa (P>0,05)rentprodutores, periodos ou na

interacdo reprodutor x periodo.
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3.2 Perfil das proteinas presentes no plasma sdmina

A andlise das proteinas do plasma seminal realizadawés de SDS-PAGE
bidimensional nos periodos AIP e BIP encontramas&igura 2. Através das imagens
avaliadas pelo software, foram detectados, apraiamante, 96spots de proteinas
(Tabela 1), sendo 45potscom massa molecular relativa de 4,0 a 106 kDiade 3,00
a 8,96 no periodo AIP, e 4€potsno periodo BIP, apresentando massa molecular
relativa de 15 a 97 kDa, com pl de 4,48 a 9,83.

No periodo AIP, 76,60 % dospots de proteinas apresentaram pontos
isoelétricos na faixa de pH acido (3,00 a 6,788&@ % em pH basico (7,12 a 9,14).
Da mesma forma, no periodo BIP 77,55 % slustsse encontrava na faixa de pH acido
(4,58 a 6,94) e 22,45 % de pH basico (7,58 a)9/&d comparar os periodos AIP e
BIP, verificou-se a presenca de gibtsde proteinas comuns, correspondendo a 45,83%
de similaridade entre as massas moleculares @$ati®s proteinas analisadas, sendo 15
spotsde proteinas entre 40 e 106 kDa, correspondeB8gl8& % dospotsde proteinas
similares e 7&potsde proteinas com massas moleculares relativas #@te 39 kDa,
correspondendo a 31,82 % das proteinas similares.

Os spotsde proteinas focalizados no gel de eletroforesesaptavam proteinas
com massa molecular relativa de < 26 kDa em maiantidade (57,45 %) no periodo
AIP. Ao contrario do periodo BIP, onde o numero anaile proteinas (65,31%)
apresentavam massa molecular realtiva >26 kDa.

No entanto, apenas no periodo AIP foram focalizgutageinas com massa
molecular relativa inferior a 15 kDa, correspondead22spotsde proteinas (46,81 %)

focalizadas no gel de eletroforese.

4 Discussao

As colheitas do sémen ocorreram nos periodos deeBHP, onde se verificou
que no periodo AIP o volume seminal foi mais elevdd que no BIP. Entre periodos,
os demais parametros seminais (MP, vigor e corag) ndo identificadas diferencas
estatisticas entre reprodutores e entre periodsiss Elados corroboram com aqueles
citados por Silva et al. (2005), ao relatarem cpmesar dos caprinos mesticos F1

(Anglo-Nubiano x SRD) encontrarem-se bem adaptagogondicbes climaticas do
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Semi-Arido paraibano, a concentracio espermatieaézida na época mais quente do
ano, enquanto a MP e o vigor nao sofrem alteracdes.

A regido Agreste do Estado de Pernambuco, situaianpo a linha do equador
[8°21’; 35°45'(Lat.S, Long.W)], € caracterizada pperiodos de baixos indices
pluviométricos (BIP). Entretanto, geralmente os sars@o caracterizados por seca
prolongada e eventualmente observa-se ocorréncichuleas intensas, evidenciando
uma instabilidade climética na regido, com consetgligariacdo na composi¢cdo dos
nutrientes das pastagens e na sua capacidade oes(@iulietti et al., 2004). Por
conseguinte, 0s animais criados nesta regidao nggupm estacionalidade reprodutiva,
porém a auséncia de chuvas durante alguns perm@no determina escassez de
alimento, comprometendo a sua fertilidade.

Uma vez que ndo ocorrem estacdes climaticas dafimad Regido Nordeste, é
estabelecida a classificacdo como periodo de ckliR) e seca (BIP). Durante o
experimento foi observado menor volume seminal edopo de BIP, como relatado
anteriormente. Estes resultados estdo de acorddNcmes (1998), que, ao pesquisar 0s
fatores que influenciam os aspectos quanti-quiitatdo sémen de caprinos Anglo-
Nubiano, observou que na época das chuvas o sémneseata melhores parametros
quanti-qualitativos do que no periodo de secajeeafator temperatura parece ser o
ponto fundamental dessas variagdes.

Esta diminuicdo do volume indica que algumas séeeeminais também
reduziram e, com isso, ocasionaram auséncia owndigdio de alguns constituintes,
como as proteinas do plasma seminal. Santos €R@00), avaliando o efeito da
insulacdo escrotal sobre os constituintes do plaseminal de bodes (Moxoté e
mesticos Moxoté x Alpino), observaram um aument@ concentracdo de frutose
seminal como conseqiéncia da variacdo térmica ecdieddas enzimas aspartato
aminotrasferase (AST) e alanina aminotransferasd \Aque este ocorrido pode ser
verificado devido a uma reducdo do perimetro esbreeguida de diminuicdo da
consisténcia testicular, com interferéncia na gaake do ejaculado.

A estacionalidade influencia a composicdo do plaserainal e os indices de
proteinas encontrados no sémen ovino (Smith etl@89), caprino (La Falci et al.,
2002) e bovino (Roncolleta et al., 1999). A maiaagtidade de proteinas focalizadas
nos geéis analisados foi encontrada no periodo BIREM, neste periodo, verificou-se

também auséncia de proteinas essenciais a cépdangtica, conhecidas proteinas de
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baixo peso molecular (< 15kDa), envolvidas na mamg#o de sua motilidade (Jobim et
al., 2003).

Véarios componentes do plasma seminal estimulam daboksmo dos
espermatozoides atuando na manutencdo da motilidada protecdo espermatica
através da reducdo de perdxidos, como as protaB®@B (proteinas acidas do fluido
seminal; 13 kDa) e a enzima desidrogenasse l&cd¢&choneck et al., 1996; Silva et
al., 2003). Neste experimento, um grupo de prosedieal3 kDa com pontos isoelétricos
que variaram de 8,96 a 5,73 foi identificado na®stras do periodo AIP, onde os
valores de MP dos espermatozoéides foram superamyesles observados no periodo
BIP, dos mesmos reprodutores.

Nos bovinos, as aSFBR5-16 kDa e pl de 4,7-5,2; 11-12 kDa e pl de 4%8B-43-

14 kDa e pl de 6,0-6,5; 18-20 kDa e pl de 4,8-5&@pm como antioxidante na
prevencdo da peroxidacéo lipidica da membrana ldéaagspermatica, contrapondo ao
efeito deletério da elevada producéo e liberacdpedéxido das membranas de células
mortas, com o objetivo de preservar a viabilidaoe espermatozoides vivos (Shannon,
1978; Jobim et al.,, 2003). Os resultados das &saldas imagens dos géis pelo
programa Image Master apresentaransfftsde proteinas (13-17 kDa e pl de 5,73-
6,08; 13-17 kDa e pl de 6.30-6.44; 12-16 kDa e @I9¢l14-9,07; 11-15 kDa e pl de
7,55-7,58; 10-15 kDa e pl de 7,73-7,59), nos pedodIP e BIP. Nestes periodos,
observou-se 77,21 a 91,44 % de espermatozoidesacayasomas integros, sugerindo
que este grupo de proteinas auxilia na presendagimembranas da célula espermatica
(Marques et al., 2000, citado por Silva et al. @0&ilva et al., 2003

Em bovinos, um grupo de proteina da motilidade igsgjva (FMP) constituido
de quatro a cinco proteinas de baixa massa moite@ideb kDa) agregadas entre si,
atuam na inducdo da motilidade, juntamente com cABIRvaji et al., 1990). Uma
outra familia de proteinas designada de proteimansé bovina (BSP-A1/-A2 e BSP-
A3), com massas moleculares relativas variando 8eall7 kDa e 30 kDa,
respectivamente, e da proteina BSP-30 com masszufex do 28-30 kDa (Manjunath,
1984), também estdo relacionadas com a motilidagermatica. Em caprinos estas
proteinas, sdo denominadas de proteina seminaihaafBSP; 14-15 kDa) e estdo
presentes nas amostras de séimenatura, e, segundo Cardozo et al. (2006) estao
relacionadas com a familia das BSP, ligam-se abrem espermatica durante o

transito epididimario atuando na capacitacao esian (Villemure et al., 2003).
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Neste experimento, este grupo de proteinas (14Ek lkesteve presente no plasma
seminal em ambos os periodos avaliados (AIP e, RIRfamente com outro grupo com
massas moleculares de 38-39 kDa e pl de 5,21-6itle foram observados valores de
MP iguais a 81,25 e 79,82 %, respectivamente, boremdo as afirmacdes anteriores.

Em bufalos, Assapour et al. (2007) afirmaram gsergimento de uma proteina
de 45 kDa no plasma seminal que nao foi identiicddesponsavel pelo maior nimero
de células danificadas apds descongelacdo do sé@emiraditoriamente, neste
experimento, uma proteina foi também identificaden anassa molecular relativa de
45 kDa e pl 5,5, esteve presente nas amostragdaslhnio periodo AIP. No entanto, as
analises evidenciaram, neste periodo, maior parakmte células com acrossomas
integros (90,25 %) em comparacado com o BIP (80,p6o%de nao foi identificada a
presenca desta proteina. A perda da integridadeesabrana espermatica € um fator
que contribui para o declinio da motilidade espécaa(O’Flaherty et al., 1997;
Almeida, 2006), corroborando com isto, neste expenio constatou-se que no periodo
onde foi verificado menor porcentual de células @mmssomas integros (BIP), menor
MP (79,82 %) no sémen in natura. Com isso, sugemgie a presenca desta proteina
(45 kDa e pl de 5,5) no plasma seminal de capgossui a funcéo de proteger a célula
espermatica de danos no acrossoma.

Determinadas proteinas do plasma seminal se adsoens espermatozoides no
transito epididimario ou durante a ejaculacdo, pddeatrasar a capacitacdo e,
consequentemente, a reacdo acrossomica (Frazér @026; Manjunath e Thérien,
2002). Estas proteinas sdo denominadas de deeapesite sdo removidas ou
modificadas pelos fluidos uterinos para que oca@raapacitacdo espermatica e a
fecundacédo (FRAZER et al., 1996). As caltrinas, odeinacdo dada as proteinas
decapacitantes, sdo proteinas do plasma semingbapseiem baixa massa molecular
(5 a 10 kDa) e previnem o aumento da concentragdd s espermatozéides,
evitando a capacitacdo espermatica precoce proaged processo de criopreservacao
(Yanagimachi, 1994; Flesch e Gadella, 2000). Pratesemelhantes foram identificada
no periodo AIP com massas moleculares relativage dn& 10 kDa, sendo considerado
0 periodo ideal para o processo de criopresendgdémen.

Nas amostras do plasma seminal de caprinos colhoaperiodos AIP e BIP,
submetidas a eletroforese bidimensional, tambéranfofocalizadas proteinas com
massas moleculares entre 78 a 106 kDa (AIP) e dae%AkDa (BIP). Estas proteinas
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encontram-se dentro do grupo de proteinas condafiei a heparina (HAPS), descrito
por La Falci et al. (2002), com 73 a 104 kDa e &419/8 kDa, cuja presenca pode ser
responsavel pela deteriorizacdo da motilidade esjiema e da integridade do

acrossoma. Neste experimento, ndo se pode corralmraestes autores em virtude dos
resultados de MP e integridade do acrossoma estatro dos padrdes estabelecidos

para o sémen caprino.

4 Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho demonstratemaq periodo de AIP uma
menor quantidade de proteina do plasma seminamtinos e também foi observado a
presenca de um grupo de proteinas de 14-15 kDaloseacessario uma maior
investigacdo sobre o envolvimento deste grupo deejpras na manutencdo dos

parametros espermaticos.
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Figura 1

Média e desvio padrdo dos parametros espermaticasichenin natura dos reprodutores caprinos da raca
Alpina Americana criados no Municipio de CamocimS#® Felix, pertencente a Regido Agreste do Estado
Pernambuco, nos periodos de baixo (BIP) e alto )(AtBice pluviométrico. 1)Volume seminal (mL); )l
Concentracdo espermatica (X/efaculado); Ill) Motilidade espermatica (%); 1V) Vigor espertitd (0-5); V)
Acrossoma integro (%); VI) Proteina total (ug/mL¢tras mailsculas indicam diferenca significa{iva0,05)
entre periodos AIP e BIP.
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Figura 2

Eletroforese bidimensional de proteinas do plasemireal de caprinos da raga Alpina
Americana criados no Municipio de Camocim de SdoxFeertencente a Regido Agreste do
Estado de Pernambuco, nos periodos de alto (a;eAtRa)xo (b; BIP) indice pluviométrico, em
gel de poliacrilamida (12,5%) corado com prata.oved aproximados da massa molecular
indicado a direita e pH indicados na borda supetim gel Spotsmarcados de verde sao
similares e de vermelho séo diferentes.
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Tabela 1
Massa molecular relativa (Mw) e ponto isoelétript) das proteinas do plasma seminal de
caprinos da raca Alpina Americana, criados no Nipio de Camocin de Sao Felix, colhido

nos periodos de alto ( AIP) e baixo (BiRjice pluviométrico, em gel de poliacrilamida
(12,5%)
AIP BIP

MW pl MW pl

106 6,80 97 6,78; 5,90

101 5,66 96 6,16; 5,99; 5,79,
5,65

102 5,83 86 6,08

88 6,51 85 6,49; 6,27

87 6,03; 5,84 84 6,78

86 6,25 82 6,79

78 4,14 74 4,63

69 4,06 62 5,54

64 4,06 60 6,53; 5,54, 4,88

59 8,88 58 8,73;5,41

57 7,97, 7,67 57 8,73, 7,64, 6,31,
4,89

49 6,70 56 7,96;7,65

48 5,22 54 5,20

46 5,10 52 5,30

45 5,33 51 4,58

39 5,08 41 5,27

38 5,21; 4,95 40 5,27

26 4,77 39 5,42; 5,29

17 4,12 36 5,41

16 6,78 26 9,62

15 4,86;4,12 25 9,64

14 6,75; 5,26; 5,09 21 5,86; 5,73; 5,64

13 8,96; 8,92; 8,86; 19 5,37;5,25

6,30; 5,73

12 9,14; 5,58 18 6,94, 6,81; 5,17

11 7,5 17 6,44,6,11; 6,08

10 7,73 16 9,07

8 7,48;7,12; 6,74; 15 9,83; 7,59; 7;58

5,89;5,34;4,22;3,89
4 3,08; 3,01; 3,00
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4.2 Proteinas de membrana de espermatozoidesnatura e apos
descongelacéo colhidos de caprinos nos periodost@déxo e alto

indice pluviométrico
A.F. Souzd?, M.C.Gomes Leitdd, A.M. Batista!, R. J. Silve, J.L.Lima
Filho?, M.E.C. Chave$, A.L.F. Porto*? , M.M.P. Guerra!

'Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia Veterinariaiversidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife-Pe, Brasil;
%l aboratério de Imunopatologia Keizo Asami, Univdegle Federal de Pernambuco,
Recife-Pe, Brasil.

Resumo

Objetivou-se com este estudo avaliar o perfil pcotédas membranas de
espermatozoidesn natura e apdés descongelacdo, colhidos de caprinos nos
periodos de baixo (BIP) e alto (AIP) indice pluvinto. Foram colhidas 96
amostras de sémen pelo método de vagina artitieiatés reprodutores da raca
Alpina Americana, com idade variando de 24 a 48emefpos a colheita, as
amostras de sémen foram avaliadas quanto aos ges&@meacroscopicos (cor,
volume e aspecto) e microscépicas (motilidade msgiva, vigor, concentragao,
morfologia, integridade de acrossoma e DNA) e auiseglivididas em trés
aliquotas com a finalidade de realizar os procediogede: 1) congelacdo (0,5
mL), 2) perfil de proteinas das membranas especagafil mL) e 3) analise de
integridade de acrossoma e de DNA (restante dalagm). As amostras foram
envasadas em palhetas (0,25 mL), criopreservadasdmuina TK3000 (- 0,25
°C/ min, de 25°C a 5 °C, e a — 20 °C/ min, de & °€20 °C) e armazenadas em
botijdo criobioldgico (-196'C). Ap6s descongelacdo (8C; 30 segundos), as
amostras foram avaliadas quanto a motilidade pssy@ (MP), vigor,
integridade de acrossoma e de DNA.perfil de proteinas das membranas
espermaticas foi realizado através da andliseedmfdrese bidimensional, apés
dosagem de proteina total para padronizacdo datidade de proteinas
aplicadas no gel de eletroforese. Nao se observfaredca significativa
(P>0,05) na motilidade espermatica do sénmenatura entre animais e entre
periodos BIP (79,82%) e AIP (81,25%), assim comigor espermatico nos
periodos BIP (4,17) e AIP (4,00). Porém foi obsdovamaior (P<0,05)
porcentual de espermatozéides com acrossomas dstegr sémernn natura
colhido no periodo AIP (90,25%) do que no BIP (8902. Apés descongelacao
constatou-se diferenca significativa (P<0,05) na d&B amostras colhidas nos
periodos BIP (60,00%) e AIP (71,30%) e né&o sigaiia (P>0,05) no
porcentual de células com acrossomas integros b (BV,98%) e AIP
(66,83%). Foram identificados 56 e 1§%otsde proteinas no sémannaturae
descongelado, cujos pontos isoelétricos (pls) fodan3,36 a 9,74 e de 3,37 a
8,80, enquanto as massas moleculares relativaaamride 25 a 103,0 kDa e de
9,0 a 131,0 kDa, respectivamente. Na andlise dissdgs amostras de sémen
descongelado, constatou-se aumento do numerospids de proteinas
focalizados. Conclui-se que as proteinas de merabraspermaticas de



amostras de sémen caprimo natura colhidas nos periodos de alto e baixo
indice pluviométrico, com massas moleculares reatde 25 a 103 kDa estdo
em menor quantidade do que as presentes nas nmarmbeapermaticas de

amostras de sémen descongelado encontradas nwrpesiodo, neste grupo

foram encontrado proteinas com massas molecukletvas de 9 a 131 kDa

Palavras—chave: Proteinas, membrana, espermatozoéides, natura,
descongelacéo, caprino.

1.Introducéo

As concentracdes de moléculas protéicas no ejacualasl animais estao
sob controle da época do ano em virtude de difasetimaticas observadas
entre as estacoes reprodutivas e nao-reprodtiyagstudos comprovamue
as proteinas presentes no plasma seminal ligam{s®#inas de membrana dos
espermatozoides, provocando alteragbes bioquimma®mo aumento da
permeabilidade da membrana, injarias celulares aguh térmico durante a
congelacdo [2]. No entanto, algumas proteinas @snph seminal também
adsociam a membrana durante o transito espermédtcepididimo até a
ejaculacdo [3]. Segundo Thétien e Manjunath [4],pasteinas do plasma
seminal de bovino (BSPs) associam a membrana dosrnestozoides no
momento da ejaculacdo, sugerindo interagcdo do plasminal e das células
espermaticas, com papel importante no processecdedacao.

As proteinas atuam sobre as funcdes espermaterady sjue a acida do
fluido seminal bovinqaSFP) € uma das principais proteinas isoladdasma
seminal de bovinos (13 kDa), exercer controle s@bperoxidacao lipidica da
membrana do espermatozéide [5]. Mesmo em conc@efsagequenas, estas
proteinas parecem proteger os espermatozoidesp@si€s reativas ao oxigénio
(ROS), reduzindo a atividade respiratéria e minando a reacdo em cadeia de
producdo de ROS e quando encontrada em concerdrafeeriores nos
reprodutores que possuem maior congelabilidadeéduters, determina maior
preservacdo da membrana do espermatozoide dossefeitivos causados pela
peroxidacao [6]. Anteriomente identificada na espdimvina como proteinas
ligadoras de heparina (BSP Al1l/A2; 16,5 kDa e pld@;kDa e pl 4,9 a 5,2,
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respectivamente), sua funcdo é fornecer melhoregdiot & membrana
espermatica durante a congelacao [7].

Nos caprinos, poucos estudos relatam o perfil potda membrana
espermatica do sémen congelado, uma vez que aiandms trabalhos esta
relacionada com as proteinas do plasma seminato$#8] relatou que no
sémen congelado de caprinos ha predominancia enerolde proteinas de
massa molecular reduzida (5,7 a 26,8 kDa), e qguagresenca é responsavel
por valores pequenos de motilidade espermatical@ssongelacao.

Para prevenir a desestabilizacdo precoce da membréatores
estabilizantes e decapacitantes presentes no pleesmiaal sdo adsorvidos na
membrana citoplasmética e causam estabilizacdnodasarevenir a capacitacao
prematura durante o transporte nos sistemas rejpredunasculino ou feminino
[9,10]. E possivel que a auséncia ou a presenget@eminadas proteinas n&o
seja deletéria a motilidade e morfologia espermaticontudo, pode ser
prejudicial a outras caracteristicas do espermateztbmo capacitacdo, reagdo
do acrossoma e interacdo espermatozoide/ovocifo Alidentificacdo destas
proteinas pode ajudar na formulacdo de protocolag @nelhorem a
criopreservacédo do sémgi?]. Por conseguintebjetivou-se com este trabalho
avaliar o perfil protéico das membranas de espeadatesin natura e
descongelados colhido de caprinos nos periododtagAP) e baixo (BIP)

indice pluviométrico.

2. Material e Métodos

2.1 Animais e local do experimento

Foram utilizados 3 reprodutores caprinos da ragainAl Americana,
sexualmente maduros, com idade variando de 24 rae$@s, com bom estado
nutricional e alimentados em regime semi-intenso@m capim Elefante
(Pennisetum purpuredmno cocho e pastejo em capim SudéRigitaria
swazilandens)s Tanzénia Ranicum maximup Braquiaria Brachiaria
humidicola) e concentrado (500g/dia) a base deontilturado Zea mays ss@

farelo de sojdGlycine hispidaMaxin), correspondendo a 26% de proteina bruta
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e 82% de NDT(nutrientes digestiveis totais), além de agua ersaéral ad
libitum.

Os animais pertenciam a uma propriedade localiraddunicipio de
Camocim de Séo Felix, Regido Agreste do Estado denafbucano
(Microrregiao do Brejo), com altitude de 650 m, B;85°45’(Lat. S, Long. W)
e caracterizada por clima Tropical Umido com terapga minima de 10 °C e
méaxima de 26 °C, e umidade relativa do ar entre 40%.

2.2 Colheita de sémen e avaliacao da qualidade espé&aat

As colheitas de sémen foram realizadas em duasagpdo ano
classificadas de acordo com o indice pluviomét(iep Figura 1), como baixo
IP (BIP), correspondendo aos meses Janeiro de @Dd6m e 22,7 °C) e
Novembro de 2006 (0 mm e 22,3 °C), e alto IP (AkEYrrespondendo aos
meses de julho a agosto de 2005 (IP = 210 mm ect&typa média de 18,8 °C)
e Maio a Junho de 2006 (IP= 137 mm e 19 °C), dedaccom o Laboratorio de
Meteorologia de Pernambuco do Instituto Tecnologide Pernambuco
(LAMPE/ ITEP, 2007).
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—— 2005 2006

Figura 1

indice pluviométrico referente aos anos de 2005 0862 no
Municipio de Camocin de Sao Felix, pertencenteegi® Agreste
do Estado de Pernambuco (Fonte: LAMPE/ITEP, 2007).

Os animais foram submetidos a duas colheitas cotigas de sémen por
dia, pelo método da vagina artificial com ajudaudea fémea como manequim.

As amostras de sémen corresponderamoabde dois ejaculados de um mesmo
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animal, sendo quatro amostras obtidas de cadadwpropor periodo (AIP e
BIP), em dois anos de estudo (2005 e 2006), tatadia 96 colheitas de sémen.

Inicialmente, as amostras de sémen foram submetidasaliacao
macroscopica (volume, cor e aspecto) e colocadasa@rmho-maria (37 °C)
durante avaliacdo das caracteristicas microscogicenilidade progressiva,
vigor, concentracdo e morfologia espermatica). Ailidade progressiva (MP;
0,0 - 100,0%) e o vigor espermatico (0-5) foramliadas de forma subjetiva,
através da observacdo em microscopio optico (Olgmgukio, Japéo), e
aprovados os ejaculados com MP e vigor minimos 6€09%8 e 3,0,
respectivamente. A concentracdo espermatica fozaela através da técnica de
Camara de Neubauer e o0s resultados expressos ehbedil de
espermatozoides/ejaculado [13]. Em seguida, asteasderam divididas em 3
aliquotas com a finalidade de realizar os procediosede: 1) criopreservacao
(0,5 mL); 2) avaliagédo do perfil protéico das meantars espermaticas (1,0 mL);
e 3) realizacdo de exames complementares, congriddde do acrossoma e do
DNA espermatico (x0,5mL).

2.2.1 Integridade de acrossoma

Dez microlitros do sémein natura e do descongelado foram diluidos em
1,0 mL de solucéo Tris [3,605 g de Tris (Sigmanshouis, MO, USA, 1,488g
de Frutose, 2,024 g de Acido citrico, 100 mL de @didestilada; pH 6,8)] e
utilizados para confeccdo de esfregagos, os qoadsnf armazenados a°g,
protegidos da luz e analisados no prazo de duasneemtilizando-se a técnica
de coloracéo fluoresceina isothiocianato-conjugaeanutaglutinina (FITC-
PNA; Sigma, Saint Louis, MO, USA), de acordo contiRd4]. No momento
da analise, as laminas foram coradas coml3@e solucao de PNA (20L de
PNA + 480uL de PBS), refrigeradas (4 °C) durante 20 minutosrsas em 50,0
mL de solucdo salina tamponada (PBS) e colocadasagxa de isopor para
secagem em temperatura ambiente. Apds secagemptalg(5uL) da solucéo
UCD [5,0 mg de Azida sddica; 0,5 mL de PBS, 0,1% d¢ Fenilenediamina
(Sigma, Saint Louis, MO, USA4,5 mL de Glicerol; pH 8,0] foram colocadas

entre lamina e laminula e observadas em microscd@o fluorescéncia
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(Olympus, Tokio, Japao), utilizando o filtro de dhesceina (450-490 nm,
espelho dicromatico de 510 nm), onde foram contad@80
espermatozoiddémina e classificados em: a) acrossomas intaét)squando
a regido acrossomal apresentava fluorescéncia ;vbjdacrossomas reagidos
(AR), quando os espermatozoides apresentavam $ic@meia verde na regiao
equatorial da cabeca ou ndo apresentavam fluoi@acéerde em toda cabeca

da célula.

2.2.2 Integridade de DNA

Amostras (10 pL) de sémam naturaou descongeladas foram armazenadas
em 990uL de solucédo TNE [0,1576 g de TRIS-HCI (0,01M), T8 de NacCl
(0,15M), 37,2 mg de EDTA.N&H,O (1mM), g.s.p. 100,0 mL; pH 7,4] a -196
°C para posterior avaliacdo da integridade de DNp®Batico usando o corante
Laranja de Acridina (Molecular Probes Inc., Eugef, USA), segundo
metodologia utilizada por Everson [15]. Aliquota®@pL) das amostras foram
descongeladas a 3T e transferidas para tubos de microcentrifugal@ados
em gelo, onde foram adicionados @0 da solucéo acido detergente [0,1 mL
de Triton X-100 (Sigma, Saint Louis, MO, U$A40,1% v/v); 0,877 g de NaCl
(0,15M); 8 mL de 1N HCI (0,08N); pH 1,4], e inculosddurante 30 segundos.
Em seguida, foram adicionados 80 da solucédo de Laranja de Acridina [jgD
da solugdo B (1 mg de Laranja de Acridina em 1 nelL&gua de miliQ)
adicionada em 994(L da solucdo A [37,0 mL de 0,1M acido citrico; 6&0Q
de 0,2M de fosfato de sddio; 0,877 g de NaCl (OL8VB7,2 mg de EDTA
(AmM); pH 6,0]. Ap6s homogeneizacdo, 200 célulagarfo avaliadas em
microscopio de fluorescéncia, utilizando o filtre fluoresceina (450-490 nm,
espelho dicromatico de 510 nm). As células cordéagerde fluorescente foram
classificadas como portadoras de DNA integros, amguaquelas que emitiram
fluorescéncia vermelha, laranja ou amarela foramsificadas como portadoras
de DNA danificado.
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2.3 Criopreservacao do sémen

O processo de criopreservacao foi realizado dedacaym os resultados
obtidos na avaliacdo das aliquotas (0,5 mL) de egataulado, as quais foram
submetidas a duas lavagens em solucado Tris, naongép de 1:9 (v:v;
sémen:solucdo de lavagem) e centrifugadas (2508urghte 10 minutos. Apds
a segunda lavagem, foi acrescentado, ao sedindihtente a base de leite em
po desnatado contendo glicerol (7%), a temperatmtaiente, de forma que cada
dose inseminante contivesse 150 X e espermatozéides, as quais foram
acondicionadas em palhetas (0,25 mL) e congeladam&quina TK 3000 (TK
Tecnologia em congelacado, Brasil), na curva de eaggo rapida (- 0,25 °C/
min, de 25°C a 5 °C, e a — 20 °C/ min, de 5 2028 °C) e, apos atingir -120
°C, as palhetas foram armazenadas em nitrogéniinldid-196 °C)Uma semana
apés a criopreservacao, as amostras foram desedageh temperatura de 37 °C,

durante 30 segundos, e avaliadas quanto a MP, wigegridade de acrossoma e DNA,

assim como concentragdo de proteinas totais
2.4 Dosagem das proteinas de membranasregpieas
2.4.1 Extragdo de proteinas totais

Os espermatozoéides do sénmiematura foram colocados em tubos de
microcentrifuga (2,0 mL), onde o volume foi comptii com solucdo de Tris-
Cloreto (48 mg de Tris, 22 mg de CaCl2, 100 mL geaadestilada; pH 7,4) e
centrifugado a 300 xg por 10 minutos em centrifogfigerada (4 °C) para
remocao completa do plasma seminal.

Quatro palhetas de 0,25 mL de sémen foram destzas a
temperatura de 37 °C por 30 segundos e, em seguiteadas em tubos de
microcentrifuga (2,0 mL), onde o volume foi comatil com solugéo de Tris-
Cloreto e centrifugado a 300 xg, por 10 minutos,cemtrifuga refrigerada (4
°C) para remocao completa do diluidor. Esta etapeepetida quatro vezes.

Apoés lavagem do sémem natura e do sémen descongelado, ao

precipitado formado pelas células esperméaticaadimionado 1,0 mL do tampao
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de extracdo de proteinas de membrana plasmétiogposto de solucdo Tris-
Cloreto + 40 pL de Triton X100 a 2,0%. O precipitddi agitado em vortex
durante 5 minutos e centrifugado a 9300 xg (15 tos)y sendo posteriormente
utilizado para extracdo de proteinas. A este natiri adicionado 1,0 mL de
acido tricloroacético para cada 0,5 mL de sobremagagitado em vortex e
centrifugado a 9300 xg durante 15 minutos. O predp resultante foi lavado
quatro vezes em 500 pL de acetond@}#e centrifugado a 9300 xg durante 5
minutos. ApOs o tratamento, procedeu-se a secageremperatura ambiente
por + 20 minutos, obtendo o extrato de protein&@igados espermatozoides
[16].

2.4.2 Dosagem das proteinas totais

As amostras de proteinas membranas dos esperntiEszabtidos do
sémenin natua e descongelados foram submetidas a dosagenoidénartotal
para padronizacdo da quantidade de proteinas an smpbécadas no gel de

eletroforese, através do método de Bradford [17].

2.4.3 Eletroforese em duas dimensdes (2-D) erdegpbliacrilamida

A focalizacao isoelétrica (Fl) foi realizada segonterrold [18] e o foco
foi realizado em fitasmmobiline Drystrips(7 cm; pH de 3-10; GE Healthcare,
Chalfont St. Giles, Reino Unido), em duplicata pasmla amostra analisada.
Antes da FI, as fitas foram rehidratadas por 1a$ar28C em solucdo tampéo
contendo Uréia (9M), CHAPS {3-[(3cholamidopropiiy¥etiiamonio]-1-
propanesulfonato} a 2%, ditiotreitol DTT 1%, gradies de pH imobilizados em
géis de poliacrilamida- IPG (pH 3-10) (Amershamdgience, California, USA)
a 2% e azul de bromofenol a 0,002% (Cleveland, @&#\), contendo 6@ug de
extrato protéico de membrana plasmatica. Para naaxeprodutibilidade, as
focalizagbes foram conduzidas de acordo com osirgeguparametros: 1 Vh,
200 Vh, 2.800 Vh, e 3500 Vh, 4200 Vh e 3500 Vh ddr e 30 min (voltagem
total aplicada ~ 8,5 kVh), utilizando o sistema eletroforese Multiphorll
(GEHealthcare Chalfont St. Giles, Reino Unido).
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A segunda dimensdo em gel de poliacrilamida a 1Z29% SDS-PAGE)
(LAEMMLI, 1970) foi conduzida em corrente constarde 15mA por gel,
utilizando sistema vertical (BIO-RAD). O padréopkso molecular usado foi de
97 a 14 kDa (97 kDa — fosforilase; 66 kDa — albuanbovina; 45 kDa —
ovalbumina; 36 kDa - gliceraldeido desidrogenas®; kba — anidrase
carbonica; 24 kDa - tripsinogénio; 20 kDa — iniidie tripsina; 14 kDa ea-
lactalbumina). Os géis foram corados por 20 mineaims Comassie Brilhante
Blue (250 g), acido ortofosférico e, em seguidacdeados em solucdo de 250
mL de acido acético e 100 mL de metanol para 100dmliagua destilada. Os

géis corados permaneceram em agua destilada peteaipoanalise.
2.4.4 Andlise das imagens do gel

Cada gel foi copiado ecanneHP e avaliado pelo programa de analise
do software Phoretrix (Non Linear USA Inc., Durham, USA). Apés
identificacdo dos pontos de proteina, a area Jmeno volume (mrh x
intensidade dos pixels) de cada ponto foi obtida pgassa molecular (MW) e
ponto isoelétrico (pl) e normalizado pelo experitoecriado nosoftwarepara
andlise dos dados. O gel referente foi seleciomgdacordo com o melhor gel
entre as duplicatas analisadas e usado para cangsm@ontos protéicos nos
diferentes géis. As analises dos géis 2-D forarfizestas através do programa
Image Master™ (2-D Platinum software da Amersham Biociences, UK,
England). Foi gerado um gel master pelo softwaparér do mapa do gel na

qual representa o melhor padrao de spots pargpesitalo analisado.
2.5 Analise estatistica

O experimento foi analisado com um delineamentoeenxental
inteiramente casualizado em esquema fatorial 308 d8 repeticdes. Para
analise dos dados foram obtidas a média e o dpadi@o e utilizados os testes
estatisticos: F (ANOVA) para dois fatores e parafatar com comparacdes de
Tukey; teste t-Student com variancias iguais ougdess; teste de Mann-
Whitney e teste de Kruskal-Wallis (Técnicas detédtea inferencial).
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Ressalta-se&ue para vigor e modelos em que a interacdo animal e
periodo (indice pluviométrico) se mostraram sigaifite nas outras variaveis, a
analise de um fator foi realizada fixando-se osisivdo outro fator. Para as
variaveis em que a interacdo nao foi significanigdstado o modelo com dois
fatores sem interacéo e adotado este uUltimo mauelcaso em que diferengas
significantes foram encontradas entre animais otreeperiodos (IP). A
verificagcdo da hipétese de igualdade de variarfoiagalizada através do teste
F de Levene [19]. O nivel de significancia utilipadas decisdes de todos os
testes estatisticos foi de 5%. Os dados foramadig# e analisados através do

programa SPSS (Statistical Package for Social Segma verséao 13.

3. Resultados

3.1 Andlise espermética

As analises das amostras de sémeratura(Figura 2) evidenciaram que
o volume (mL) no periodo BIP n&o diferiu signifizaimente (P>0,05) entre
animais, ano e interacdo animal x ano. A conceitr&;0 vigor espermatico
ndo demonstraram diferenca significativa (P>0,0Bjree animais, anos e
interacdo animal x ano, no periodos BIP e AIP, dois anos de avaliacao
(Figura 2-11 e 1V). A motilidade progressiva dogesnatozoides obtidos nos
periodos BIP e AIP ndo apresentaram diferenca fwigtiva (P>0,05) entre
animais. Todavia, foram constatadas diferencasfisigtivas (P<0,05) entre os
anos avaliados (2005 e 2006) nos dois periodos €BANP). O porcentual de
espermatozoides com acrossomas integros diferid,@Bxapenas entre o ano
avaliado (2005 e 2006) no periodo BIP, enquantop@dodo AIP ndo se
observou diferenca significativa (P>0,05) entrenais, anos e interacao
animal x ano (Figura 2-V).

A motilidade progressiva dos espermatozoides, p8sahgelacio
(Figura 3-1), de amostras de sémen congeladas modpeBIP ndo evidenciou
diferenca significativa (P>0,05) entre animais, b@mo na interagdo animal x
ano. Todavia, foi observada diferenca significati®<0,05) entre os anos

estudados, com menor porcentual de células comligadi progressiva nas
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amostras descongeladas no ano de 2006 (2) quangmacadas ao ano de 2005
(1). O vigor espermético das amostras de sémemmgsiadas ndo demonstrou
diferenca significativa (P>0,05) entre animais &eanos, nos periodos BIP e
AIP (Figura 3-11).

O porcentual de espermatozdides com acrossomagradste pos-
descongelacéo, apresentou diferenca significaB¥®,05) entre animais e ano
de avaliacao no periodo BIP. Todavia, no period® #do se observou diferenca
significativa (P>0,05) entre animais, anos de agalb e interacdo animal x ano
de avaliacdo (Figura 3-1ll). Ao se avaliar a média porcentual de
espermatozoides com acrossomas integros no sématura (Figura 2-V) com
aquela encontrada nas doses descongeladas (Fidllyae¥idencia-se maior
perda no porcentual de células com acrossomagadstegs amostras de sémen
descongeladas colhidas no periodo AIP do que nodmeBIP, nos dois anos
avaliados (2005 e 2006).

3.2 Andlise das proteinas de membrana espermaticaétnen in natura e

descongelado

A concentracdo de proteinas totaig/(nL) das membranas espermaticas
in natura (Figura 2-VI) evidenciou diferenca significativ&®<0,05) apenas
entre periodos com médias de AIP igual a 147,@8nL e de BIP igual a
103,84ug/mL, tendo sido realizadpool das amostras de sémen colhidas nos
anos de 2005 e 2006. Nas amostras de membranasnatpas do sémen
descongelado (Figura 3-IV) a concentracdo de prasefotais |{g/0,25mL)
evidenciou diferenca significativa (P<0,05) apeaase periodos AIP (74,89
png/0,25mL) e BIP (46,93ug/0,25mL), tendo sido realizado pool das
amostras de sémen colhidas nos anos de 2005 e 2006.

O estudo das proteinas de membrana dos esperntE®ziitidos do sémen
in naturarealizado a partir da eletroforese bidimensio@al a@mostras realizado
em duplicata de cada periodo AIP1, BIP1, AlIP2 e2B®¥¥idenciou valores de
similaridade entre as massas moleculares relatieas proteinas de 78,5%,
76,0%, 73,0% e 100,0%, respectivamente.
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A avaliacdo pelo software da andlise das imagessgdis 2D detectou 56
spots de proteinas distribuidos nas amostras colhidasmdenbranas de
espermatozoidda naturanos periodos AIP1 =16 BIP1 =28, AIP2 = 10 e BIP2
= 2. Os pontos isoelétricos (pls) das proteinamsaan de 3,36 a 9,74, enquanto
as massas moleculares relativas variaram de 23@B#& kDa (Tabela 1). A
andlise comparativa dospots de proteinas similares demonstra a seguinte
relacdo entre as amostras colhidas nos diferemtésdos: AIP1 X AIP2 = 7,
BIP1 x BIP2 =2, AIP1 X BIP1 =13 e AIP2 X BIR2 (Figura 4).

No gel obtido das proteinas de membrana espeanae sémen
descongelado foram obtidos 168pots de proteinas de membrana de
espermatozoides descongelados, com valores deasdade de 81,16%,
81,69%, 83,56% e 83,33%, respectivamente, parammsteas dos periodos
AIP1, BIP1, AIP2 e BIP2. A quantidade dpotsde proteinas avaliados pela
analise das imagens dos géis (2D) para as amdsisgseriodos foram de: BIP1
=75, BIP2 = 19, AIP1 =37 e AIP2 = 39. Os pls dastginas variaram de 3,37 a
8,80, enquanto as massas moleculares relativaarararide 9,0 a 131,0 kDa
(Tabela 2). A andlise comparativa dgigots comuns demonstrou a seguinte
relacdo AIP1 X AIP2 = 24, BIP1 x BIP2 = 13, AIP1B{P1 = 26 e AIP2 X
BIP2 = 14 (Figura 4).

Na analise dos géis das proteinas de membrana negmear neste
experimento evidenciou aumento gfmtsde proteinas focalizados nas amostras
do sémen descongelado, correspondendo a 74,66%raok@$nas isoladas de
membrana de espermatozoides do sémeatura e descongelado.

Ao se comparar as amostras de proteinas de meantbeagspermatozoides
do sémenn natura(N) com as amostras do sémen descongelado (D)esbee
no AIP1D x AIPIN = 41,67%, BIP1D x BIPN = 30,70%|P2D x AIPN =
32%, BIPD2 x BIPN = 19,08% de similaridade entreaasostras analisadas
(Figura 5).

O numero despots de proteinas detectado amostras de membranas
espermaticas do sémeim natura e descongelado foram 56 e 165,
respectivamente, e apresentavam na maioria dira &cida. Nas proteinas de
membrana espermatica de sémennatura foram encontrados 4&pots de
proteinas (73,21%) e no sémen descongeladsidts(85,45%).



4. Discussao

Os valores dos parametros espermaticos de amalgraémenn natura
encontrados neste experimento foram similares aguedlatados por outros
autores [20,21,22], onde relatam valores entre 8883%,0% de MP, e 4,5 de
vigor. Em relagcdo a concentracdo espermatica, S¢B2R ao avaliarem
caprinos de diferentes racas criados na regidoota Aa Mata do Estado de

Pernambuco, verificaram maior concentragdo de esierdides no ejaculado
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(médias de 4,74 x f@spermatozéides/ejaculado), do que os encontraglos n

periodo AIP (2,30 x 1®spermatozéides/ejaculado) e BIP (2,31 X 10
espermatozoides/ ejaculado) deste experiméattogue pode ser explicado pela
variagao entre ragas e regioes de colheita de s@menvez que estes autores
realizaram o estudo em uma regido com maior distdo de chuvas durante o
ano.

Em relacdo & MP do sémen descongelado, os dadesitemos neste
experimento variaram de 45 a 83,33%, sendo supsraws relatados por Souza
[23], onde os resultados variaram de 45,0 a 47,869M@. Os valores mais
elevados de MP obtidos neste experimento poderjusificados pelo uso de
méaquina de congelacédo (TK300), que controla medsazurvas de refrigeracao
e congelacdo, enquanto os autores utilizaram oométodo de congelagédo
(geladeira e caixa isotérmica), com menor conto@etemperatura durante a
criopreservacao das células espermaticas.

As diferengas encontradas no MIP e vigor das a@®siE sémeim naturae
descongeladas sdo explicadas pelo fato de que oseddmentos de
criopreservacdo causam extensivos danos as ceédgjasrmaticas devido a
alteracbes na transicdo da fase lipidica ou aumeat@eroxidacdo, com a
consequente reducao na velocidade e no perceuglulas méveis [24,25].

A analise dos géis das proteinas de membrana esjieamdeste
experimento evidenciou aumento no numercspetsde proteinas focalizados
nas amostras do sémen descongelado. Este aumentmndantracdo de
proteinas de sémen focalizadas nas amostras derarantie espermatozoides
descongelados pode ser explicado pelo fato de algupnoteinas, quando

submetidas a pH baixo ou na presenca de citratopem assuas estruturas
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determinando o aparecimento de varios peptidedset&nto, para provar esta
hiptese, seria necessario isolar e seqlenciaronypastos protéicos para
esclarecer se as estruturas séo distintas ou s@lotps da desagregacédo das
proteinas [26]. Outra hipotese para o aumento doeensl despotsde proteinas
extraidas foi relatada por Olero [12], ao afirmargoe a quantidade mais
elevada de proteinas extraidas no sémen descoogetida que o processo de
criopreservacdo torna a membrana da célula espeamdtais sensivel ao
detergente de extracdo devido a danos celularesogados durante a
criopreservacao.

Ao sairem do epididimo, os espermatozoides asses#ads secrecdes das
glandulas sexuais acessoérias, constituidas de aoidtus, ions e proteinas, que
habilitam os espermatozoides para capacitacagaliga zona pellucida e reacao
acrossomica [27]. Algumas proteinas presentes aen@ seminal se ligam as
proteinas de membrana dos espermatozoides [28},oqando alteragcbes
bioquimicas, aumenta o da permeabilidade da mempoaorréncia de injurias
celulares e choque térmico durante a congelac&ahastras de membrana de
espermatozoides utilizadas neste experimento fofaoalizadas algumas
proteinas de origem do plasma seminal, como aipetde massa molecular
relativa de 20 kDa, classificada como proteinadaadop plasma seminal, e que
esteve presente em 100% das amostras analisadaéntkn descongelado,
engquanto outra proteina de 45-46 kDa foi encontreaamostras de sémian
natura nos quatro periodos analisados.

A analise dos 56 e 165pots de proteinas detectados nas amostras de
membranas espermaticas do sénmmenatura e descongelado, respectivamente,
evidenciou que a maioria possuia pl acido, send@3,21%)spotsno sémeiin
naturae 141 (85,45%)spotsno sémen descongelado. Estes dados séo similares
agueles relatados por Cardozo [29], ao relatareendgs 25Zpotsde proteinas
detectados no plasma seminal de carneiros atravétetioforese 2D, somente
35 possuiam pls acima de 7,0.

Uma proteina de 45 kDa com pontos isoelétricos4,8é a 7,69 e 4,89 a
7,64 encontrada na membrana de espermatondid@tura e descongelado,
respectivamente, foram extraidas das amostrasdesimos periodos AIP1,

AIP2 e BIP1. Estes resultados diferem dos relatesAdadpour [30], ao



afirmarem que o surgimento de uma proteina de 4b ridplasma seminal de
bafalos foi responsavel pelo maior nimero de cglutanificadas apés
descongelacdo do sémen, neste experimento, versieque o surgimento desta
proteina na membrana dos espermatozoides determmagor porcentual de
espermatozoides com acrossomas integros pos-detaoig, com valores
médios de 66,54% (AIP1), 66,50% (AIP2), 73,46% (Bl 62,57% (BIP2).
Ressalta-se que, ao se observar menor média dalssc&om acrossomas
integros, esta proteina (45 kDa) esteve ausenteo@operda da integridade da
membrana espermatica € um fator que contribui pataclinio da motilidade
espermatica [31], pode-se afirmar que no periodie doi verificado menor
porcentual de células integras (62,57%; BIP2), mlosese menor porcentual de
células moveis (45%) no sémen descongelado, sdgeque a presenca desta
proteina pode ter sido responsavel pela proteciioélalas espermaticas.

Constatou-se também a presenca despot de proteina de 70 kDa nas
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amostras de sémém naturano periodo AIP2 e nas amostras descongeladas do

AIP2 e do BIP2. Durante o segundo ano de estuda6j2@a propriedade onde
se realizou o experimento, o indice pluviométrimiode 392 mm, valor inferior a
725 mm do primeiro ano experimental (2005), o gommrometeu a oferta de
volumoso aos animais. Um menor niumero de protdaram focalizadas tanto
nas amostras de membrana espermatica de sémeturae no descongelado,
como também a auséncia de grupos de proteinas @esemae 14 kDa no periodo
qgue corresponde ao periodo de BIP2 descongeladtudos recentes relatam
gue a proteina do choque térmico (HSP70; 70 kDejessaria para iniciar a
meiose, esta presente durante o estresse térraicojniportante que podera
esclarecer eventuais falhas na formacao de espadidts em animais criados
em climas tropicais [32]. Em humanos, a HSP70 oéerprotecdo contra
apoptose em espermatozoides de homens inférte&?]33
Um grupo de proteinas com massa molecular relafi?al4-15 kDa,

anteriormente identificadas e denominadas de padedo plasma seminal de
caprinos (GSP) por Villemure [35], foi encontradisrmembranas espermaticas
de amostras de sémen descongelado de caprinosdes ds periodos deste
experimento. A presenca desta proteina pode eslacionada ao elevado

porcentual de células com acrossomas integros \@user apos o processo de
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criopreservacao, reduzindo os danos normalmentdiceelos nas organelas e
membranas dos espermatozéides, semelhantes atagfacespermatica e reacdo
acrossoma[36]. As GSPssao proteinas relacionadas com a familia das BSPs
encontradas na espécie bovina, cuja funcdo no oistalo ja foram definidos
como sendo uma proteina espermatica com capadigddagcdo a membrana, e
gue pode servir como receptoras de lipoproteinaslide densidade (HDL),
presentes no sistema reprodutor feminino, como éamimediando a troca de
colesterol e fosfolipidios entre a membrana espicen& o HDL. Da mesma
forma, Desnoyers [37] e Manjunath [38] também Suger que as proteinas
BSPs estabilizam a membrana esperméatica evitandorematura reacao
acrossomal, influenciando na capacidade fecundiogeespermatozoides e no

sucesso no processo de criopreservacao [38,39].

5. Conclusao

Conclui-se que as proteinas de membranas espeamdicamostras de
sémen caprinoin natura colhidas nos periodos de alto e baixo indice
pluviométrico, com massas moleculares relativa®blea 103 kDa estdo em
menor quantidade do que as presentes nas memlespe@Esmaticas de amostras
de sémen descongelado encontradas no mesmo eniegte grupo foram

encontrado proteinas com massas molecularevaslae 9 a 131 kDa.
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Figura 2

Média e desvio padrdo dos parametros espermaticeérderin naturados reprodutores caprinos da
raca Alpina Americana criados no Municipio de Caimode Sao Felix, pertencente a Regido Agreste

do Estado de Pernambuco, nos periodos de baix9 €B3Ro (AIP) indice pluviométrico. 1) Volume
seminal (mL); Il) Concentracdo espermatica x’/gj@culado); Ill) Motilidade espermatica(%) 1V)

Vigor espermético (0-5); V) Acrossoma integro (%)j) Proteina total (ug/mL). Letras maiusculas
indicam diferenca significativa (P<0,05) entre pdds AlIP e BIP.
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Média e desvio padrao dos parametros espermateca€men descongeladie reprodutores
caprinos da raga Alpina Americana criados no Mpimcile Camocim de S&o Felix, pertencente &
Regido Agreste do Estado de Pernambuco, nos perideldaixo (BIP) e alto (AIP) indice
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integro, IV) Proteina total (ng/0,25mL).; Letras igszulas indicam diferenga significativa
(P>0,05) entre periodos.



79

63,15

” 53,85 S
=Y ' 48,59 48,27
50
40 27 66 33,33
30 '
20 12,9
" ]

0

AIP1 X AIP2 BIP1 X BIP2 AIP1 X BIP1 AlP2 X BIP2
W % de similaridade in natura % de similaridade descongelado

50
40
30
20
10

AIP1D x AIPIN BIP1D x BIPIN AlP2D x AIP2ZN BIP2D x BIP2ZN

W % de similaridade in natura e descongelado

Figura 4

Gréficos representando o porcentual de similariddde spots de proteinas de
membrana espermatica do sémien natura e descongelado, entre o0s periodos
experimentais: AIP1 x AIP2, BIP1 x BIP2, AIP1 x BIPAIP2 x BIP2 e AIP1D x
AIP1N, BIP1D x BIP1N, AIP2D x AIP2N, BIP2D x BIP2Ne caprinos da raca Alpina
Americana, criados no Municipio de Camocim de SabixFpertencente a Regido
Agreste do Estado de Pernambuco, nos periodos ide (&P) e alto (AIP) indice
pluviométrico.
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Tabela 1

Identificacdo das proteinas de membrana de espmrdidésin natura de
caprinos da raca Alpina Americana criados na regigieste do Estado de
Pernambuco, de acordo com a massa molecular (kDg)omto isoelétrico
(pls), independente do reprodutor e do periodotheita

Mw. pls Mw. pls

kDa kDa

103 4,99 59 9,53; 7,55
102 511 58 7,43

97 4,42 55 5,74

91 5,53 54 8,90;5,21
88 4,05 53 4,50

87 4,73 51 4,72

85 577 49 4,77

84 4,52; 4,30 48 5,00

81 9,74:9,26:5,36 47 5,88; 5,37
80 6,50; 5,11; 4,74 46 6,90; 5,60
77 6,10;5,61; 5,44; 5,30 45 7,69; 5,69; 4,84
73 8,71 44 7,13

72 7,14 43 7,88;6,88
70 5,25 42 8,65; 5,14
67 6,48 39 7,02;5,53
66 4,94; 4,27 35 6,99

64 5,37 33 8,09

62 3,70 29 3,83

60 8,81 25 3,36




Tabela 2
Identificacdo das proteinas de membrana de esperdides descongelados de caprinos
da raca Alpina Americana criados na regido AgresteEstado de Pernambuco, de
acordo com a massa molecular (kDa) e o ponto ismelé(pls), independente do

reprodutor e do periodo de colheita

81

Mw pls Mw pls Mw pls
kDa kDa kDa
54 3,71 34 8,68; 8,95

90 5,79;5.89;5,99 53 4,70 33 4,16;4,72

87 5,89 51 7,67;6.37 32 5,17

86 6,00 50 46; 6,53 5, 29 7,95

85 7,62 49 gég §88 §g% 28 4,26;7,97; 6,47

82 5,47 48 5,73; 5,69; 6,59 27 5,07,5,85;5,66;4,50; 4,33

81 5,35; 5,21 47 6,36 26 6,38;6,12,6,18; 6,66

80 6,32 46 5,45;5,13; 4,71 25 4,86; 5,24; 3,82

72 5,78;5,18;5,45;5,94; 45 5,13;4,50; 4,92:6,73; 24 7,22

6,02; 4,89; 5,85 7,41

71 5,57 44 4,12 23 3,65; 4,54; 6,31; 4,88

70 5,07;5,61;6,23 43 6,26 22 3,82;5,88; 5;20

69 5.90; 4,82 42 5,71; 5,32 21 4,51; 5,66; 5,39

68 5,30 41 6.04, 5.88, 5.16,20 6,33; 6,66; 5,83; 5,38;

5.66, 5.50 7,95;7,71; 4,76

65 4,02; 3,92; 5,28 40 5,63;6,43; 4,52 19 4,81;7,94; 6,37; 7,06; 6,15;
6,67

62 5,46; 5,36 39 7,65; 7.38 18 6,32; 6,43; 6,80

58 6,65; 4,70; 4,75;3,95 38 8,80 17 6,25

57 5,60;5,79;5,47:6,01;6,1437 7,53; 4,70 16 6,47; 6,04; 6,11; 3,80; 8,1;
4,12

55 6.66 36 6,33 14 4,72;5,33; 4,77; 5,.83;4,66

<14
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Figura 5

Géis de eletroforese bidimensional digitalizadderemtes as proteinas presentes na
membrana espermatica do sémennatura e descongelado de caprinos criados na
regido Agreste do Estado de Pernambuco, de acamoacmassa molecular relativa
(kDa) indicado a direita e o ponto isoelétrico Ypglicados na borda superior do gel, e
comparados de acordo com os periodos de baixo (BIP3lto (AIP) indice
pluviométrico: a,b) AIP1D x AIP1N ; c,d)BIP1DBIP1N; e,f) AIP2D x AIP2N; g, h)
BIP2D x BIP2N. Spots marcados de verde sao sinsilame vermelho sdo diferentes.
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4.3 Perfil de proteinas de membranas espermaticag @¢aprinos
relacionado com a congelacao do sémen

A.F. Souzd?, M.C.Gomes Leitdd, Z.F. Coletd, F. O. Silve,
J.L.Lima Filho?, A.L.F. Porto*?, M.M.P. Guerrat!

'Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia Veterinariaiversidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife-Pe, Brasil;
%l aboratério de Imunopatologia Keizo Asami, Univdegle Federal de Pernambuco, Recife-
Pe, Brasil.

Resumo

Objetivando-se avaliar o perfil das proteinas denbranas de espermatozodides
caprinos colhidos em periodos de baixo (BIP) e &h&P) indice pluviométrico
relacionado com a congelabilidade do sémen, foramlas amostras de sémen de trés
reprodutores da raca Alpina Americana nos ano<@s ¢1) e 2006 (2). Apos colheita,
as amostras de sémen foram avaliadas quanto aémeiess espermaticos e, em
seguida, divididas em trés aliquotas com a findbdae realizar os procedimentos de: 1)
congelacdo (0,5mL), 2) perfil de proteinas das miamds espermaticas (1mL) e 3)
analise de integridade do acrossoma e do DNA (H0)5/ criopreservacdo do sémen
foi realizada em maquina e as amostras foram amadas em botijdo criobiolégico (-
196°C). Ap6s descongelacéo (32, 30 segundos), as amostras foram avaliadas quanto
a motilidade progressiva (MP), vigor, integridadeatrossoma e de DNA perfil de
proteinas das membranas espermaticas foi realai@dees da andlise de eletroforese
bidimensional, apdés dosagem de proteina total padonizacdo da quantidade de
proteinas aplicadas no gel de eletroforese. Naobservou diferenca significativa
(P>0,05) na motilidade espermatica do séimenatura entre 0s animais, assim como
entre as épocas BIP (79,82%) e AIP (81,25%). Ctmstse que a média de
espermatozoides com acrosssomas integros no $ématuracolhido no periodo AIP
(90,25%) foi mais elevada (P<0,05) do que no BI®,28%). Apos a descongelacao
constatou-se diferenca significativa (P<0,05) naddB amostras colhidas Nos periodos
de BIP (60,00%) e AIP (71,30%). Foram identificaddb spotsde proteinas com
diferentes massas moleculares relativas (Mw) dekB® a > 131kDa e com pontos
isoelétricos (pls) de 3,37 a 8,80. Na analise dmard despotsde proteinas comuns
entre 0s grupos experimentais observou-se a segaiaizdo: AIP1 X AlP2= 24, BIP1
x BIP2 = 13, AIP1 X BIP1 = 26 e AIP2 X BIP2= 14, rosspondendo a 63,16%,
27,66%, 48,60% e 48,28% de similaridade entre @s aygalisados, respectivamente.
Apenas doisspotsde proteinas foram encontrados em todos 0s grexqusrimentais
que correspondem a massa molecular de 20 e 14Sugare-se que proteinas de baixa
massa molecular (<14k Da) s&o responsaveis pelkemperdo das caracteristicas
espermaticas em doses de sémen descongeladasemp@reservacdo do sémen deve
ser realizada nos periodos de maior indice pluvioooe

Palavras—chaveProteinas, membranas, criopreservacao, Sémennacapri
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1. Introducéo

A congelacdo de sémen € um método auxiliar no egopite biotécnicas como
inseminacao artificial (IA), transferéncia de erdbrie fertilizacdan vitro. Durante a
criopreservacdo do sémen da maioria das espéciemidmis domeésticos ocorrem
alteracbes bioquimicas e moleculares nos espertidész em decorréncia de
reorganizacgdo lipidica determinada pela desorgefiizvaas associacdes lipoprotéicas,
principalmente durante as etapas de refrigeracdeseongelacédo (Weitze e Petzoldt,
1992). Desta forma, o sucesso da congelacdo dornesjoedide depende da
manutencao de varias funcdes que o possibilitatifiZzer o ovocito, como preservacao
da estrutura da membrana plasmatica, da integridadacrossoma, das funcdes das
mitocondrias e do axonema, assim como da integgidaddNA (Carneiro, 2002).

Proteinas sollveis e estruturais tém papel iraptet no metabolismo do
espermatozoide e influenciam na sua capacidaddizarte (Killian et al., 1993;
Cooper, 1998; Gerena et al., 2000). Alguns estwlmerem que uma proteina de
14,4 kDa pode afetar negativamente a capacidaderidpreservacdo da célula
espermdtica, quando encontrada em maior conceajraciterminar baixa
congelabilidade do sémen (Roncoletta, 1999; Rotteoket al., 2002). Em touros,
constatou-se que as proteinas do plasma seminalcb(®SP), A1/A2 (16,5 kDa, pl
4,7; 16,0 kDa, pl 4,9 a 5,2, respectivamente),rasitaente conhecidas como proteinas
ligadoras de heparina (HBP), fornecem melhor pémteg membrana espermatica
durante a congelacdo (Mattos et al., 2004). Estateipas sdo produzidas pelas
glandulas sexuais acessoérias masculinas, excretamlgdasma seminal e ligadas a
proteinas de membrana espermatica. Nos caprinas, @®teinas sdo denominadas de
GSP (proteinas do plasma seminal caprino) e possu@ssa molecular mais elevada
do que em outras espécies (La Falci et al., 2002).

As proteinas do plasma seminal (BSP) ja foram esiaghas espécies bovina
(Chandonnet et al., 1990), suina e eqlina (Cahadttal., 1997), com baixa massa
molecular (<30 kDa), e estdo relacionadas a lukoié fertilizante do espermatozéide.
Killian et al 1993, correlacionaram o perfil prot® do plasma seminal com a
fertilidade do touro, esses mesmos autores tamiegalvam que a presenca de um
grupo de proteinas de massa molecular de  26pk@g2 e 55 kDa pl 4,5 esteve
predominante em touros de alta fertilidade e duateinas, de massa molecular 16kDa

pl 4,1 e 16 kDa pl 6,7 foi predominante em anintssbaixa fertilidade, sendo esta
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proteina de 16 kDa, recentemente imunoidentificam@o sendo Spermedhezin Z13
(Moura et al., 2006).

Na espécie caprina estas proteinas variam de acoodo as estacdes
reprodutivas e ndo reprodutivas, devido a mudamgdscrinas que afetam as secrecoes
das glandulas sexuais acessorias. Em virtude digga®em principalmente a peca
intermediaria do espermatozoide caprino, a suepgasdetermina efeito negativo na
motilidade como consequéncia de alteracdo na fungémcondrial (La Falci et al.,
2002)

Dessa forma, a analise bioquimica das proteinasrregticas colhidas de
reprodutores em periodos de diferentes indicesiguhétricos podera identificar os
fatores relacionados aos efeitos adversos da esepracao, possibilitando, no futuro, a
adocdo de técnicas que minimizem os efeitos advedsd congelacdo sobre a
viabilidade espermatica e, assim, contribuir pasgs® da técnica de IA por um numero
maior de criadoresObjetivou-se com este trabalho avaliar o perfil tfiam das
membranas de espermatozoides caprinos colhidos enodps de BIP e AIP

relacionado com a congelabilidade do sémen.

2. Material e Métodos
2.1 Animais

Foram utilizados trés reprodutores caprinos da rAfaina Americana,
sexualmente maduros (24 a 48 meses), com bom estadcional e alimentados em
regime semi-intensivo com capim ElefarBziinisetum purpureunmo cocho e pastejo
em capim SuézDigitaria swazilandensjs TanzaniaRPanicum maximuire Braquiaria
(Brachiaria humidicol Os animais foram suplementados com concentia@iag(dia)
a base de milhoZgea mays s3ptriturado e farelo de sojas(ycine hispida Maxin),
correspondendo a 26,0% de proteina bruta e 82,0% AlBm de agua e sal mineeal

libitum.

2.2Colheita de sémen

As colheitas de sémen foram realizadas no periodo julho/2005 a
dezembro/2006, em propriedade localizada no Mupiaile Camocim de Séo Felix,
pertencente a Regido Agreste do Estado de Pernan(blicrorregido do Brejo), com
altitude de 650m, 8°21’, 35°45' (Lat.S, Long.W), raeterizada por Floresta
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subcaduciftlia e caatinga hipoxeroéfila, e clima pical Umido com temperatura
minima de 10 °C e maxima de 26 °C, assim como waidelativa do ar entre 40e
70,0%.

As amostras de sémen foram colhidas em dois peridd@no classificados de
acordo com o indice pluviométrico (IP; Figura linmobaixo IP (BIP), correspondendo
aos meses janeiro de 2006 (0 mm e 22,7 °C) e nawed&2006 (0 mm e 22,3°C), e
alto IP (AIP), correspondendo aos meses de julagosto de 2005 (210 mm e 18,8 °C)
e maio a junho de 2006 (137 mm e 19 °C), de acamm o Laboratério de
Meteorologia do Instituto Tecnoldgico de Pernamb{cAMPE / ITEP, 2007).

Os animais foram submetidos a colheitas de sémavéatdo método da vagina
artificial com ajuda de uma fémea como manequimdaCamostra de sémen
correspondeu apool de dois ejaculados de um mesmo animal, sendo qaatostras
obtidas de cada reprodutor por periodo (BIP e Ati®)dois anos utilizados, totalizando

96 colheitas de sémen.
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Figura 1

indice pluviométrico referente aos anos de 2008G62no Municipio de
Camocin de S&o Felix, pertencente a Regido AgrdsteEstado de
Pernambuco (Fonte: LAMPE /ITEP, 2007).

2.3 Avaliacdo do sémen

Apobs cada colheita, o ejaculado foi colocado intedi@nte em banho-maria
a 37 °C durante a avaliagdo das caracteristicasst@picas (cor, aspecto, volume) e
microscopicas (motilidade progressiva, vigor, coi@gdo e morfologia espermatica).
Sendo que a motilidade progressiva (MP; 0,0-100,6%}) vigor espermatico (0-5)
foram avaliados de forma subjetiva, de acordo coesMilho (1998), e aprovados os
ejaculados com MP e vigor minimos de 80,0% e 38pectivamente. A seguir,

realizou-se a formacdo doool dos ejaculados antes da avaliacdo da concentracéo
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espermatica, obtida através da técnica de Camasauleauer e os resultados expressos
em bilh6es de espermatozéides/mL, e da andlisealtologia espermatica, realizada
atraves da técnica de camara umida (Mies Filha3)199

Em seguida, as amostras de sémen foram divididasésnaliquotas, sendo 0,5
mL para criopreservacdo, 1,0 mL para avaliacaoetbl protéico das membranas dos
espermatozoides e o restante do ejaculado forzaditi para realizacdo dos exames
complementares, como integridade do acrossomabiN#oespermatico.

2.3.1 Integridade de acrossoma

Dez microlitros do sémein naturaou descongelado foram diluidos em 1,0mL de
Tris [3,605 g de Tris (Sigma, Saint Louis, MO, USA,488 g de Frutose, 2,024 g de
Acido citrico, 100 mL de Agua bidestilada; pH 6,8)Jutilizados para confeccéo de
esfregacos, os quais foram armazenado$C3 grotegidos da luz e analisados no prazo
de duas semanas utilizando-se a técnica de cobtortigéresceina isothiocianato-
conjugada a®eanutaglutinina (FITC-PNA; Sigma, Saint Louis, MO, USAle acordo
com Roth et al. (1998). No momento da andliseaasnas foram coradas com g0
de solucédo de PNA (20L de PNA + 480uL de PBS). Em seguida, as laminas foram
refrigeradas (4 °C) durante 20 minutos, imersas %h® mL desolucdo salina
tamponada (PBS) e colocadas dentro de caixa derigapa secagem em temperatura
ambiente. Apds secagem, aliquotas qeSla solugdo UCD [5,0 mg de Azida sddica;
0,5 mL de PBS, 0,1% (w/v) de Fenilenediamina (Sig8eint Louis, MO, USH 4,5
mL de Glicerol; pH 8,0] foram colocadas entre lénm laminula e observadas em
microscopio de fluorescéncia (Olympus, Tokio, Japaatilizando o filtro de
fluoresceina (450-490 nm, espelho dicromatico d& rih), onde foram contados 200
espermatozoiddémina e classificados em: a) acrossomas intackbs (uando a
regido acrossomal apresentava fluorescéncia vdrpegcrossomas reagidos (AR),

quando apresentavam fluorescéncia verde na regifiaial da cabeca espermatica.

2.3.2 Integridade de DNA

Amostras (10 puL) de sémen natura ou descongeladas foram armazenadas em
990 pL de uma solugcdo TNE [0,1576 g de TRIS-HCI (0,01)377 g de NaCl
(0,15M), 37,2 mg de EDTA.N&2H,O (1 mM), g.s.p. 100,0 mL; pH 7,4] a -1%6 para

posterior avaliagcdo da integridade de DNA espenoatsando o corante Laranja de
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Acridina (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USgggundo metodologia utilizada
por Evenson et al. (2002). Aliquotas (400 das amostras foram descongeladas a 37
°C e transferidas para tubos de microcentrifuga cedlos em gelo, onde foram
adicionados 20QuL da solucédo detergente [0,1 mL de Triton X-100g&, Saint
Louis, MO, USA, (0,1% v/v); 0,877 g de NaCl (0,15M); 8 mL de 1ICIHO,08N)], e
incubados durante 30 segundos. Em seguida, foraiomrados 6QuL da solucdo de
Laranja de Acridina [6@lL da solucédo B (1mg de Laranja de Acridina em ldalagua
de miliQ) adicionada em 9944 da solucdo A [37,0 mL de 0,1M acido citrico; 63,0
mL de 0,2M de fosfato de sédio; 0,877 g de Nadg®l) e 37,2 mg de EDTA (1 mM);
pH 6,0]. Apés homogeneizacdo, 200 células foramlisales em microscopio de
fluorescéncia, utilizando o filtro de fluorescei@®0-490 nm, espelho dicromatico de
510 nm). As células coradas de verde fluoresceméa classificadas como portadoras
de DNA integros, enquanto aquelas que emitiranrdkagncia vermelha, laranja ou
amarela foram classificadas como portadoras de DaiAficado.

2.4 Criopreservacao do sémen

Para criopreservacdo, as amostras de sémen (0,%omabh) submetidas a duas
lavagens em solugdo deis [3,605 g de Tris; 1,488 g de Frutose; 2,02degAcido
citrico; 100,0 mL de Agua bidestilada; pH 6,8), paoporcdo de 1:9 (v:v;
sémen:solucdo de lavagem], e centrifugadas a 2§0@uwante 10 minutos. Apds a
segunda lavagem, diluiu-se o sedimento com solachase de leite em p6 desnatado
acrescida de glicerol (7,0%), a temperatura amdjede acordo que cada dose
inseminante contivesse aproximadamente 150 %e&permatozéides por palheta (0,25
mL). A congelacéo foi realizada em maquina TK 300K Tecnologia em congelacéao,
Uberaba ,MG, Brasil), na curva de congelacéo rap@a5 °C/ min, de 25°C a5 °C, e
a -20 °C/ min, de 5°C a -120 °C) e, ap6s atiidlD °C, as palhetas foram imersas e
armazenadas em nitrogénio liquido (-196 °C).

Uma semana apds a criopreservacdo, as amostran fieacongeladas a
temperatura de 37 °C, durante 30 segundos, e daslguanto a MP, vigointegridade
de acrossoma e DNA, assim como concentragdo deipasttotais.
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2.5 Dosagem das proteinas de membranas espermaticas
2.5.1 Extracado de proteinas totais da membranaedpgrmatozoides

Quatro palhetas de 0,25 mL foram descongeladas@ pér 30 segundos e, em
seguida, colocadas em tubos de microcentrifuga (L9, onde o volume foi
completado com solucéo de Tris-Cloreto (48 mg ds, P2 mg de Cagl100 mL de
agua destilada; pH 7,4) e centrifugado a 300 xg, X® minutos, em centrifuga
refrigerada (4 °C) para remocao completa do diluiésta etapa foi repetida quatro
vezes.

Apoés lavagem do sémen, ao precipitado formado pélatas espermaticas foi
adicionou-se 1,0 mL do tampdo de extracdo de madede membrana plasmatica,
composto de solucdo de Tris-Cloreto + 40 pL deomrik100 (2,0%; Sigma, Saint
Louis, MO, USA). O precipitado foi agitado em vorggor 5 minutos e centrifugado a
9300 xg, durante 15 minutos, sendo posteriormeilizaglo para extracdo de proteinas.
A este material foi adicionado 1,0 mL de Acido laioacético (Sigma, Saint Louis,
MO, USA) para cada 0,5 mL de sobrenadante, agieadovortex e centrifugado a
9300 xg durante 15 minutos. O precipitado resudtdoi lavado quatro vezes em 500
uL de acetona gelada (€), e centrifugado a 9300 xg, durante 5 minutosdsAp
tratamento, procedeu-se a secagem na temperatur@enrd® obtendo o extrato de
proteinas totais dos espermatozoides (Berkelmaerestgéd, 1998).

2.5.2 Dosagem das proteinas totais

As amostras de proteinas de membranas dos espedmat obtidos do sémen
in natura e descongelados foram submetidas a dosagem dadeinpr total para
padronizacdo da quantidade de proteinas a serapadgd no gel de eletroforese,
através do método de Bradford (1976).

2.5.3 Eletroforese em duas dimensdes (2-D) endeggioliacrilamida

A focalizacdo isoelétrica (FI) foi realizada segon8tenstedt et al. (2002)
utilizando fitas Immobiline Drystrips (7 cm; pH &10; GE Healthcare, Chalfont St.
Giles, Reino Unido), em duplicata para cada amastiaisada. Antes da Fl, as fitas
foram re-hidratadas por 15 horas a 8 em solucdo tamp&o contendo Uréia (9M;
Chemical, TK, Japao), CHAPS {3-[(3cholamidoproplljetilamonio]-1-
propanesulfonato} a 2%ditiotreitol (DTT a 1%,), gradientes de pH imobddos em
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géis de poliacrilamida (IPG; pH 3-10), 2% e azubdemofenol a 0,002%, contendo 60
Hg de extrato protéico de membrana plasmatica. Pardma reprodutibilidade, as
focalizagGes foram conduzidas de acordo com osrgegwparametros: 1 Vh, 200 Vh,
2800 Vh, e 3500 Vh, 4200 Vh e 3500 V por 3h e 30(moitagem total aplicada 8,5
kVh), utilizando o sistema de eletroforese Multiphio(GE Healthcare, Chalfont St.
Giles, Reino Unido).

A segunda dimensdo em gel de poliacrilamida a 12(8%E SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970) foi conduzida em corrente constatgel5 mA por gel, utilizando o
sistema vertical (BIO-RAD). Os géis foram coradommcComassie Brilhante Blue R-
250 (Sigma, Saint Louis, MO, USA).

2.5.5 Andlise das imagens do gel
As analises dos géis 2-D foram realizadas atrasgsragrama Image MasterTM

(2-D Platinum software; Amersham Biociences, UKgand).

2.6 Analise estatistica

O experimento foi analisado com um delineamentceexental inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3 x 2 com 48 @Esi Para analise dos dados foram
obtidas a média e o desvio padréo e utilizado®ested estatisticos: F (ANOVA) para
dois fatores e para um fator com comparagdes deyJ tdste t-Student com variancias
iguais ou desiguais; teste de Mann-Whitney e tdstekruskal-Wallis (Técnicas de
estatistica inferencial).

Ressalta-sgue para vigor e os modelos em que a interacdo aninpariedo
(indice pluviométrico) se mostraram significantes maitras variaveis, a analise de um
fator foi realizada fixando-se os niveis do outabof. Para as variaveis em que a
interacdo nédo foi significante foi testado o modedon dois fatores sem interagcédo e
adotado este ultimo modelo no caso em que difesesigaificantes foram encontradas
entre animais ou entre periodos (IP). A verificagho hipdtese de igualdade de
variancias foi realizada através do teste F de mev® nivel de significancia utilizado
nas decisdes de todos os testes estatisticos f6PeOs dados foram digitados e
analisados através do programa SPSS (Statistiaddafa for Social Sciences) na

versao 13.
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3. Resultados
As avaliagbes das amostras de séimenatura demonstraram que o volume
seminal (mL) no periodo BIP nédo apresentou difexesignificativa (P>0,05) entre
animais, ano e interacdo animal x ano. A conceétra o vigor espermatico nao
apresentaram diferenca significativa (P>0,05) eatrienais, ano e interagdo animal x
ano, tanto no periodo BIP quanto no AIP, nos doasale avaliagdo (Figura 2 I1,1V)
A motilidade progressiva dos espermatozoides cothidos periodos BIP e AIP
(Figura 2-11l) nédo evidenciaram diferenca sigrafiva (P>0,05) entre animais.
Todavia, foram constatadas diferencas significatif®<0,05) entre os anos avaliados
(2005 e 2006) nos dois periodos (BIP e AIP). O guitcal de espermatozoéides com
acrossomas integros diferiu (P<0,05) apenas entneocavaliado (2005 e 2006) no
periodo BIP, enquanto no periodo AIP ndo se obsemiferenca significativa
(P>0,05) entre animais, ano e interacdo animal ok Anconcentracdo de proteinas
totais (ug/mL) evidenciou diferenca significativa (P<0,0peaas entre periodos (BIP
e AIP), tendo sido realizado upool das amostras de sémen colhidas nos anos de
2005 e 2006. (Figura 2-VI)

A motilidade progressiva dos espermatozoides al@diapos-descongelacéo
(Figura 3-1) de amostras de sémen congeladas maedpeBIP ndo demonstrou diferenca
significativa (P>0,05) entre animais, assim comanmeracdo animal x ano. Todavia,
foi constatada diferenca significativa (P<0,05)rerdnos, com menor porcentual de
células com motilidade progressiva nas amostrasodgsladas no ano de 2006 (2)
quando comparadas ao ano de 2005 (1). A analisegdoespermatico das amostras de
sémen descongeladas nao constatou diferenca sajivifi (P>0,05) entre animais e
entre ano, tanto no periodo BIP quanto no AIP (Rgull)

O porcentual de espermatozoides com acrossomagdsitelas amostras de
sémen descongeladas evidenciou diferenca sigivic@®<0,05) entre animais e ano de
avaliacdo no periodo BIP. Todavia, no periodo ABb rse evidenciou diferenca
significativa (P>0,05) entre animais, anos de a¢alo e na interacdo animal x ano de
avaliacdo (Figura 3-l1l). Ao se analisar a médigpdrcentual de espermatozoides com
acrossomas integros de amostras de sémematura (Figura 2) com aquelas de
amostras de sémen descongeladas (Figura 3) cosstafae houve maior perda no

porcentual de células com acrossomas integrosmasti@as de sémen descongeladas
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colhidas no periodo AIP nos anos de 2005 (1) e ZR6&do que no periodo BIP, nos
dois anos avaliados (2005 e 2006).

A analise estatistica da quantidade de proteinass tf1g/0,25mL) das amostras
de sémen descongeladas (Figura 3-1V) ndo evidertiferenca significativa (P>0,05)
entre animais, ano de avaliacdo e na interacdoaanirano de avaliacdo, tendo sido
realizado unpool das amostras de sémen colhidas nos anos 2005 e x#via, as
concentracbes de proteinas totais tanto no perBoquanto no AIP foram mais
elevadas nas amostras de sémamatura(Figura 2) do que nas amostras descongeladas
(Figura 3) dos trés reprodutores.

Os porcentuais de espermatozoides com DNA integéms evidenciaram
diferenca significativa (P>0,05) entre animais #eeanos de avaliagdo, assim como na
interagdo entre animal x ano de avaliagdo, uma quez nas amostras de sémen
descongeladas as médias variaram de 99,67 a 100,00%

O estudo da eletroforese bidimensional das pratedleamembrana plasmatica
dos espermatozoides (Tabela 1), realizado nas eaead¢ cada periodo (BIP e AIP),
nos dois anos estudados (2005 e 2006), evidencaboregs de similaridade nas
duplicatas de cada amostra avaliada de 83,56% R, B3,33% no BIP2, 81,16% no
AIP1 e 81,69% no AIP2 (Figura 4). A andlise dasgerss, utilizando o software dos
géis de 2D, detectou 1&potsde proteinasom pontos isoelétricos (pls), que variaram
de 3,37 a 8,80, enquanto as massas molecularesamrde 9,0 kDa a 131 kDa. O
estudo comparativo dospots de proteinas comuns entre os periodos analisados
demonstra a seguinte relacdo de similaridade esdrenassas moleculares relativas das
proteinas o0s géis avaliados nos dois periodos: 1B¥ BIP2 = 27,66%,
AIP1 X BIP1 = 48,60%, AIP2 X BIP2 = 48,28% e AIP1A{P2= 63,16%.

4. Discusséao

A analise do sémernn natura colhido de reprodutores caprinos criados no
Municipio de Camocim de S&o Félix, regido Agreste Estado de Pernambuco,
evidenciou que algumas caracteristicas seminaigraaf alteracdo de acordo com o
indice pluviométrico observado no periodo de ctdhéé sémen, onde se constatou que
no periodo BIP o volume seminal, a concentracdo ®igor espermaticos nao
apresentaram alteracdo entre animais, anos deagd@lie interacdo animal x ano.

Todavia, a motilidade espermética e o porcentuaspermatozoides com acrossomas
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integros diferiram entre os anos avaliados (20080@6). As variacbes entre 0s
diferentes parametros espermaticos podem ser adphlcpelo fato de que as colheitas
de sémen realizadas no periodo de BIP (janeiro08& 2 novembro de 2006), meses
em que o IP foi de 0 mm, comprometeu a oferta de &mo também a qualidade da
pastagem e do volumoso fornecido aos animais, derarma possivel caréncia
nutricional. Fato observado principalmente no phkyidIP2, pois nos meses que
antecederam as colheitas de sémen do periodo Bdeam chuvas atipicas de veréo
(35 mm), preservando a qualidade das pastagens@uwnoso fornecido aos animais.

No periodo AIP, correspondendo aos meses de julagoato de 2005 e maio a
junho de 2006, ocorreu distribuicdo de chuvas maiforme, apresentando indices
pluviométricos de 210 e 137mm, respectivament@regalpréximos & média histérica
da regido para estes meses (175 mm e 143 mm, tigapeente). Ao se comparar a
variacdo entre os anos de 2005 e 2006, constat@usehouve variagcdo entre
reprodutores quanto a volume seminal, mas nao Wwderciada diferenca em
concentracdo e vigor espermaticBegundo Delgadillo e Chemineau (1992), reducao
na producdo de plasma seminal e, conseqientenmeater volume do ejaculado, é
ocasionado pelo bloqueio no eixo hipotalamico-hgésfo-gonadal, o qual é sensivel as
mudancas de estacdo do ano e do fotoperiodo, t@rattoereducédo na estimulacdo das
glandulas sexuais acessorias

A adaptacdo dos animais a variacdo climatica éraledg importancia para a sua
eficiéncia reprodutiva, apesar de néo terem sidlizemlas mensuracdes de temperatura
corporal e ambiental para comprovar um possive¢sst térmico nos animais durante
0 experimento. Sabe-se que 0 estresse provocaddeyadas temperaturas interfere no
desempenho reprodutivo dos animais, através do lpatalamo pituitaria-gonadal,
(River e Rivest, 1991) e, consequentemente, naturgprodutiva do macho (Nunes et
al., 1997). Alguns parametros seminais observadosriogn BIP demonstraram que o
aumento da temperatura pode alterar a qualidadmaemprincipalmente o volume do
ejaculado e a concentracdo espermatica, mesmo gerimech estatisticamente. Ao
estudar os parametros fisioldgicos e seminais qeinms criados no semi-arido
paraibano, Silva et al. (2005) discordaram paraali® de Machado e Simplicio (1991),
ao relatarem que, apesar dos caprinos mesticos ARblotNubiano x SRD)

encontrarem-se bem adaptados as condicdes clisatiwaSemi-Arido paraibano, a
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concentracdo espermatica € menor na época maisequerano, enquanto a MP e o
vigor ndo sofrem alteracbes, sem relatarem alterag&olume seminal.

Na avaliacdo da viabilidade das doses de sémen edglas a congelacéo,
constatou-se, quando a colheita e a congelacadérdensforam realizadas no periodo
BIP do ano de 2006 (2), menor porcentual de espembides com motilidade
progressiva apos a descongelagéo, quando compa@ada® de 2005 (1). Aléem de que
o porcentual de células com acrossomas integréasdasmostras de sémen variou entre
animais e anos de colheita de sémen. Estes ressllfgodem ser explicados pela
ocorréncia de pequena quantidade de chuvas (Fibureerificada nos meses de
novembro e dezembro de 2005, meses anteriorehiteotle sémen do periodo BIP1,
0 que nao foi constatado em setembro e outubroO@6,2onde ndo se observou
ocorréncia de chuvas, meses que antecederam &staeltde sémen do periodo BIP2.
Apesar do vigor espermatico ndo ter evidenciadereliica entre estes periodos.

O periodo AIP ndo determinou diferengca na motileadrogressiva dos
espermatozoides, quando se comparou os dois armsligcdo (2005 e 2006), apesar
de haver sido constatada variacdo entre os renasutitiizados. O vigor espermatico
e 0 porcentual de espermatozoéides com acrossobegsois nao diferiram entre animais
e anos de avaliacao, apesar de que no ano de 20@% bcorréncia de chuvas nos
meses que antecederam aqgueles da colheita de sfifeengdo do observado no ano de
2006. Todavia, observou-se maior perda no poraérde espermatozoides com
acrossomas integros nas amostras de sémen cothicasgeladas neste periodo AIP
(23,42%), nos anos de 2005 e 2006, do que no peBde (12,24%), nos dois anos
avaliadosO aumento de acrossomas defeituosos no AIP podexpkcado, em geral,
pela fase das mudancas da composicao de lipideatetnas de membrana observado
no processo de criopreservacao, que sao produdigante o choque térmico e a
congelacéo, processo que desestabilizam as memn{&@d SON, 2000).

O numero de gametas com acrossomas integros otlgemas amostras de sémen
in natura no periodo BIP1 foi inferior aos demais periodoaliaados, diferindo dos
porcentuais observados nas doses descongeladaspsnidenores porcentuais foram
observados no periodo BIP2, fato que pode sefigagto pela lavagem do sémen antes
da criopreservacdo, separando os gametas dangicdalpeles integros (dados néo
publicados). Em carneiros, Alessandro et al. (208Btaram que, no sul da Italia, o

porcentual de espermatozoides com acrossomas adaufi no sémem natura é
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menor no periodo reprodutivo (65,00%) do que no mfwodutivo (77,00%), e 0s
valores de MP e vigor ndo apresentam alteracaontua ano. Além de a variacao
sazonal determinar maior instabilidade na célulpemsatica, o processo de
criopreservacdo também interfere na integridade atoossoma, decorrente da
instabilidade na membrana espermatica semelhantelaagpbservada durante o
processo de capacitagcao (Maxwell e Watson, 199§p HBstabilidade da membrana
plasmatica do espermatozoide aumenta a sua petidaddj determinando perda de
moléculas e ions intracelulares ou adsorcdo de aoempes do meio diluidor (Barbosa
et al., 1999). Lesbes nas membranas plasmaticasionadas pelo processo de
congelagcéo e descongelacdo determinam formacéaoeisdais de gelo no interior da
célula (Mies Filho, 1986). Em decorréncia disto,a@aliacdo da integridade de
membrana ap0ds a descongelacdo é de suma imponp@naiastudar os danos causados
pela criopreservacdo, uma vez que esta pode ssidecgdda um indicador indireto da
viabilidade espermética (Magistrini et al., 1997).

Tulli e Holtz (1995) afirmaram que volume, concagéo, motilidade progressiva e
vigor espermaticos de caprinos Boer criados emactiemperado (Alemanha) sofrem
alteracbes na estacdo ndao-reprodutiva. Os ressltaldservados neste experimento
corroboram com aqueles obtidos pelos autores atagto relacdo as doses de sémen
descongeladas, onde se verificou que a MP das mwagilhidas no periodo de AIP
foram superiores aquelas realizadas no periodo &Rpborando com Machado e
Simplicio (1991), ao afirmarem que o periodo AlB énais indicado para colheita e
criopreservacéo de sémen nesta regiao.

A concentracdo de proteinas totais diferiu entr@parsodos, sendo maior no AIP
(74,90 ng/0,25mL) do que no BIP (46,93 pg/0,25mlna vez que as proteinas
participam como potencializadoras da motilidade #imaladoras da reacéo
acrossOmica, fatores essenciais a fecundacadavo e in vitro (Bellin et al., 1994).
Segundo Kjaestad et al. (1993) e Januskauskas(208D), existe correlacdo entre MP
e integridade de acrossoma com os indices deidadd, apesar de atualmente serem
utilizadas técnicas de avaliacdo espermatica mafstisadas como analise
computadorizada da MP e uso de sondas fluorescpatasandlise da integridade do
acrossoma. No entanto, reprodutores com caragtassteminais semelhantes podem
apresentar diferenca entre 20 e 25% nos seus $ndictertilidade. Devido a este fato, a

busca de novos marcadores deve ser estimuladacpamarovar a fertilidade de um
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reprodutor (Lunault e Kiliam, 1996; Larson e Mi|ll@000), justificando a realizacao de
estudos que avaliem a natureza protéica das meatbrgglasmaticas dos
espermatozoides submetidos a criopreservacao.

Durante o ano ocorrem alteracdes nas concentrdedgsnadotrofinas que afetam a
funcdo enddcrina e as secrecdes das glandulasikaesg e do epididimo, assim como
0s constituintes do plasma seminal, alterando eertracdo de proteinas (Smith et al.,
1999). Santos (2005), ao estudar o perfil eletaifon (SDS-PAGE 2D) das proteinas
presentes na membrana espermatica do sémen cangdéactaprinos, revelou a
presenca de peptideos com massa molecular de ZhB&Da e proteinas de 31,3 a
65,4 kDa. Esta classificacdo ndo foi a mesma atlhzneste experimento, pois seguindo
a classificagdo descrita por Nelson e Cox (2002ptideos possuem massa molecular
de até 10 kDa.

Os peptideos que apresentam massas moleculares4da 80,3 kDa sé&o
correlacionados com MP de 70,00 a 80,00% no sémeatura (Lima Dias, 2002)
Todavia, Santos et al. (2007), ao identificarenregg®eptideos no sémen congelado,
sugeriram que oS mesmos sao responsaveis pelaécedagMP dos espermatozoides.
Neste estudo, constatou-se a presenca destasnpeotdé baixa massa molecular
relativa (<14 kDa e pls de 3,55 a 8,48) nos pedoditPl, API2 e BIP1 no sémen
descongelado com valores médios de MP pdés-desemége{69,16%; 77,5%; 66,39%),
respectivamente. No periodo de BIP2, a presengendelmero reduzido de proteinas,
principalmente as de baixa massa molecular relgbossa ter interferido na MP deste
periodo com media de 53,61% poOs-descongelacaontdate, uma vez que nao foram
realizados testei® vivo ndo se pode confirmar que estas interfiram ndidade dos
caprinos.

A proteina de massa molecular relativa de 20 kD&6(4 6,66 pl) esteve presente
em 100% das amostras analisadas e a de 24 kDalj7f@ identificada apenas no
periodo BIP1. Segundo Wempe (1991), estas protefimsecretadas pelas glandulas
vesiculares e classificadas como proteinas basiocaplasma seminal, as quais, de
acordo com Katska et al. (1996), ligam-se as prate de membrana dos
espermatozoides e provocam alteragfes bioquimigagrdando a permeabilidade da
membrana, injuria celular e choque térmico durant®ngelacao, reduzindo a energia

dos espermatozéides e a homogeneidade da popelsigéionatica (Bailey et al., 2000).
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A capacitacdo espermatica determina mudancasdiigeals que proporcionam
aos espermatozoides competéncia para a fertilizag#te as proteinas possuem um
papel importante na fusédo do espermatozéide coactiboaYanagimachi, 1994; Frazer
et al., 1996; Flesch e Gadella, 2000). Algumasgdnals estdo presentes no acrossoma e
sao removidas ou sofrem alteragdo durante o pradsscapacitacdo, incluindo as
chamadas proteinas decapacitantes, conhecidas caltnmas, que possuem massa
molecular de 5 a 10 kDa (Yanagimachi, 1994) ou 12 14, 26, 32, 38 e 41 kDa
(Frazer et al., 1996), presentes no sémen congaladdovino. Outras proteinas
produzidas no epididimo atuam na estabilizacdcsaornal e possuem massa molecular
de 125 a 259 kDa (Yanagimachi, 1994). Durante asoges de avaliacdo deste
experimento constatou-se a presenca das seguittiesnas com massas moleculares
relativas: 14 e 41 kDa nos periodos AIP1, BIP1 P2Alassim como de 14 kDa no
periodo BIP2. Aléem de que foram observadas pratesimailares ou menores que 14
kDa em todos os periodos estudados. O periodo &prdsentou uma particularidade,
quando comparado aos demais periodos analisadado depresenca de proteinas com
massa molecular acima de 94 kDa e ponto isoelétadando de 5,94 a 6,61 pl. Apesar
das massas moleculares encontradas serem sugesdivase pode afirmar que algumas
dessas proteinas podem ser uma caltrina ou pretestabilizadoras de acrossoma, uma
vez que nao se realizou a analise da estrutur@ipeotmuito embora as massas
moleculares relativas a elas se enquadrarem no gelgtado.

Vale ressaltar que a auséncia da proteina de maslegular de 66 kDa imuno
identificada como albumina(Oberst et al,2002 ydidativo que os animais utilizados
neste experimento possuiam espermiogénese normalyez que conforme relato de
Rocha (1974), a presenca desta proteina estaomdaa a alteracbes espermaticas

ocasionadas por hipoplasia testicular, banda matée 66 kDa

5. Concluséo

Com base nos resultados de motilidade e integridadacrossoma das células
espermaticas obtidos apO0s o processo de congelacd@la, presenca de proteinas
extraidas de membranas de espermatozdéides captmaegs da analise da eletroforese
bidimensional de membranas de espermatozéidesoapmolhidos em periodos de alto
e baixo indices pluviométricos, conclui-se que girds de baixa massa molecular

(<14k Da) séo responsaveis pela preservacéo dasteasticas espermaticas em doses
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de sémen descongeladas e que a criopreservacaéntm deve ser realizada nos

periodos de maior indice pluviométrico.

6. Referéncias Bibliograficas

Alessandro, A.G.D., Martemucci, G., 2003. Evaluatid seasonal variations of semen
freezability in Leccese ram. Anim. Reprod. Sci. 93;-102.

Barbosa, L.P., Guimarées, J.D., Espeschidt, C.1899. Avaliacdo de diferentes
diluentes e métodos de congelamento de sémen,agrapra de inseminacéo artificial
em cabras alpinas. Rev. Bras. Reprod. Anim. 232¢&3;285.

Bailey, J.L., Bilodeau, J-F., Cormier, N., 2000.mf&® cryopreservation in domestic
animals: a damaging and capacitating phenomenémdiol. 21, 1-7.

Bellin, M.E., Hawkins, H.E., AX. R.L., 1994. Feityt of range beef bulls grouped
according to presence or absence of heparin-bingliotgins in sperm membranes and
seminal fluid.J. Anim. Sci72, 2441-2448.

Berkelma, T., Stensted, T., 19%8andbook. 2-D eletrophoresis: using immobolized pH
gradients, principles & methods. Amersham PharmBigtech, Piscataway, USA.
Jerrold H.Z., 1999. Biostatistical Analysis. Foudition, New Jersey: Prentice Hall.
929 p.

Bradford, M.M., 1976. A rapid and sensitive meth&m the quantification of
microgram quantities of protein utilizing the priples of protein-dye binding. Anal.
Biochem. 72, 248-254.

Calvette, J.J., Raida, M., Gentzel, M., Urbanke,Sanz, L., Topfer-Petersen, E., 1997.
Isolation and characterization of heparin and phosgylcholine-binding proteins of
boar and stallion seminal plasma. Primary structfr@orcine Pbi. FEBS Lett. 407,
201-206.

Carneiro, G. F.,2002. Transporte e Criopreservag@oSemen Equino. Rev. Bras.
Reprod. Anim., 5, 37-41.

Chandonnet, L., Roberts, K.D., Chapdelaine, A., Maath, P., 1990. Identification of
heparin-binding proteins in bovine seminal plasmal. Reprod. Dev. 26, 313-318.
Cooper, T.G., 1998. Interactions between epididysealretions and spermatozoa. J.
Reprod. Fertil. Suppl. 53, 119-136.



99

Delgadillo, J.A., Leboeuf, B., Chemineau, P., 198Bolition of seasonal variations in
semen quality and maintenance of sperm fertilizhgity by photoperiodic cycles in
goat bucks. Small Rum. Res. 9, 47-59

Flesch, F.M., Gadella, B.M., 2000. Dynamics of th@mmalian sperm plasma
membrane in process of fertilization. Biochim. Bigp. Acta. 1469, 197-235.

Frazer, G.S., Bucci, D.M., Brooks, C.L., 1996. Hephoresis do gel de
polyacrylamide de two-dimensional do semen de lemddapls cryopreservation em
meias palhas do mililitro. Theriogenology 46, 11i%.

Gerena, R.L., Irikura, D., Eguchi, N., Urade,Y., llidh, G.J., 2000.
Immunocytochemical localization of lipocalintypeoptaglandin d synthase in the bull
testis and epididymis and on ejaculated sperm. Bieprod. 62, 547-556
Januskauskas, A., Johannisson, A., Sdderquist,Rbdriguez-Martinez, H., 2000.
Assessment of sperm characteristics post-thaw asgonse to calcium ionophore in
relation to fertility in swedish dairy bulls. Thegenology 53, 859-875.

Katska, L., Rynska, B., Smorag, Z., 1996. Effectseminal plasma on the in vitro
fertilizability of bull spermatozoa. Anim. Reprofici. 44, 23-31.

Killian, G.J., Chapman, D.A., Rogowski, L.A., 199%ertility-associated proteins in
Holstein bull seminal plasma. Biol. Reprod. 49, 2-20207.

La Falci, V.S.N., Tortorella, H., Rodrigues, B,AR002. Seasonal variation of goat
seminal plasma proteins Theriogenology 57, 1038104

Lima Dias, A., 2002. Estudos morfofisiologicos demponentes protéicos para
caracterizar diferencas entre espermatozoides atulefo e epididimo, em bovinos.
82p. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medid#ederinaria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

Machado, R., Simplicio, A.A., 1991. Efeito do tipacial e da época do ano sobre o
ejaculadode caprinos criados na regido semi-arida.Congresso Brasileiro de
Reproducgao Animal, p. 433.

Magistrini, M., Palmer, C., 1987. Influence of seasand frequency of ejaculation on
production of stallion semen for freezing. J. Repieertil. Suppl. 35, 127-133.

Mattos, R.C., Jobim, M.I.M., Oberst, E.R., Salber@oG., Wald, V.B., Horn, A.P.,
Mattos, A.L.G., 2004. BSP A1/A2: a seminal plasmarker of high semen freezability.
In:  15th INTERNATIONAL CONGRESS ON ANIMAL REPRODUQODN
Proceedings... , p. 462.



100

Maxwell, W.M.C., Watson, P.F. 1996. Recent progrgsshe preservation of ram
semen. Anim. Reprod. Sci. 42, 55-65.

Mies Filho, A. Reproducédo Animal. 6 ed, Porto AkgBulina, 1987, v.2,750 p.

Mies Filho, A., Jobim, M.I.M., Endler, J.O., War¥,B., Duarte, M.M.B., Souza,
J.A.C., Martins, S.C.R., 1986. Estudo sobre insagén artificial com sémen
congelado em ovinos no Rio Grande do Sul. Rev..Baprod. Anim. 10 (4), 235-245.
Miller, D.J., Winer, M.A., Ax, R.L., 1990. Heparipinding proteins from seminal
plasma bind to bovine spermatozoa and modulatecitapan by heparin. Biol. Reprod.
42, 899-915.

Moura, A.A, Koc, H., Chapman, D.A,, Killian, G.2006. Identification of proteins in
the accessory sex gland fluid associated with litgrtindexes of dairy bulls: A
proteomic approach. J. Androl., 27, 2, 201-211.

Nelson, D.L., Cox, M.M., 2002. Lehninger Principiake bioquimica. 3.edic&o.
Sarvier,Sa0 Paulo

Nunes, J.F., Ciriaco, A.L.T., Suassuna, U., 199@d&:&0 e reproducdo de ovinos e
caprinos2.edicdo ,Gréfica LCR. Fortaleza.

Practical Statistics for Medical Research, Dou@asAltma,Chapman and Hall, Great
Britain, London, 1991, 611 p.

Oberst, E.R., Jobim, M.I.M., Cimarosti, H.l., SougaO., Salbego, C.G., Wald, V.B.,
Mattos, R.C., 2002. Imunoidentification of Albumignd Osteopontin in Seminal
Plasma of Taurine and Zebuine Bulls. Cién. Agra,, 12 21-28.

River, C., Rivest, S., 1991. Effect of stress & #ttivity of the hypothalamic-pituitary
gonadal axis: peripheral and central mechanisned. Beprod45, 523-532.

Rocha, M.C., Garcia, O. S., Ferreira Neto, J.M.,7419Proteina total e seu
fracionamento eletroforético em plasma seminal oléros zebus com alteracdes
reprodutivas. Arq. Esc. Vet. da UFMG 26 (2), 22323

Roncoletta, M., 1999. Perfil em SDS-PAGE das pratei de plasma seminal e
membrana de espermatozoides e sua relacdo congelaiidade do sémen de touros
doadores de sémen. 110f. Dissertacdo (MestradoatotoBia Animal), Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias, UNESP, Jaboticaba

Roncoletta, M., Morani, E.S.C., Franceschini, P.BD02. seminal plasma protein

identification and it relation with bull semen feability. Theriogenology 57 (1), 479.



101

Roth, T.L., Weiss, R.B., Buff, L.M., Wilt, D.E., B, M., 1998. Heterologous in vitro
fertilization and sperm capacitation in an endaedehfrican antelope, the Scimiltar-
Horned Oryx (Oryx dammabh). Biol. Reprod. 58, 472-48

Santos, D.O., Silva, A.E.D.F., Simplicio, A.A., \tancelos, E.A.R., Campos, F.A.P.
Eletroforese bidimensional da membrana plasmaticaspermatozoides caprinos. In:
Congresso Brasileiro de Reproducdo Animal, 17, 2@xitiba, Parana. Anais... 17,
2007. p. 157-157.

Santos, D.O., 2005. Estudo do perfil protéico nasmbranas de espermatozoides
congelados de caprinos. Tese (Doutorado em Medi¢etarinaria) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia -UNESP-Botucatyeap

Silva, G.A., Souza, B.B., Pefia Alfaro, C., Azeve®oA., Azevedo Neto, J., Silva,
E.M.N., Kariston, A., 2005. Efeito das épocas do ande turno sobre os parametros
fisiologicos e seminais de caprinos no semi-arid@ipano. Agropec. Cient. no Semi-
arido 1, 7-14.

Silva, C.L.S.P., 200ZTwo Dimensional Electrophoresis: Principles and lgapions.
Cién. Agr. Saude. FEA, 2, (1), 74 — 78.

Smith, J.F, Parr, J. Murray, G.R.M, Mcdonald, R.Mee, R.S.F., 1999. Seasonal
changes in the protein content and compositiorawf seminal plasma. In: Proceedings
of the New Zealand Society of Animal Production, 323—-225.

Stenstedt, T.B., Bjellgvist, B., Laird, N. 2-D Eteophoresis-Principles and methods
(Manual), 2002.

Tuli, R.K., Holtz, W., 1995. Effect of season ore tlheezability of Boer goat semen, in
the Northern temperatezone. Theriogenology, 43941363.

Watson, P.F., 2000. The causes of reduced fertitih criopreserved semen. Anim.
Reprod.Sci., v.60(1),481- 492.

Wempe, F., Henschen A., Scheit K.H., 1991. Geneaesgion and cDNA cloning
identified a major basic proteinconstituent of bwviseminal plasma as bovine
monocyte-chemoattractant protein-1 (MCP-1). DNAI®G&bl, 10, 671-679.
Yanagimachi, R. Mammalian fertilization. 1994. KNOBIL, E.; NEIL, J.D. (Eds) The
physiology of the reproduction. 2.edicdo. Ravers®rdlew York.



Volume seminal (mL)

% Motilidade espermatica

% Acrossoma integro

AP1 BIP1 AlP2 BIP2

Periodo

102

S 59
g
S 4
= O
g s -
8 § 31 b _
o = o oy
Tor 21 <
© o -
s o E
% < 14
o
S 0
$)
AP1 BIP1 AlP2 BIP2
Periodo
v
5 -
s 4
.% 3
g 2]
o
8 1
)
S 0
AP1 BIP1 AlP2 BIP2
Periodo
VI
190 - A
170 B
T 150
5
s E‘lso 1
3 2110 1
232
& 90 A
70 A
50
AP1 Periodo BIP1

—e— Reprodutor 1 —— Reprodutor 2 —a— Reprodutor 3

100
90
80
70
60
50
AP1 BIP1 AlP2 BIP2
Periodo
\Y
100 1
90 1
80 1
70 1
60 1
50
APP1 BIP1 AlP2 BIP2
Periodo
Figura 2

Média e desvio padréo dos parametros espermaticoséthenin natura dos reprodutores
caprinos da raga Alpina Americana criados no Mpiwcile Camocim de S&o Felix, pertencente a
Regido Agreste do Estado de Pernambuco, nos psrideldbaixo (BIP) e alto (AIP) indice

pluviométrico. 1)Volume seminal (mL);

Il) Conceatdo espermatica x (¥6jaculado):

[Il) Motilidade esperméatica(%); IV) Vigor espernéi (05); V) Acrossoma integro (%)
V1) Proteina total (ug/mL). Letras mailsculas irdic diferenga significativa (P<0,05) entre

periodos AIP e BIP.
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Média e desvio padrdo dos parametros esperméaticossémnen descongeladdos
reprodutores caprinos da raca Alpina Americanalogano Municipio de Camocim de Sao
Felix, pertencente a Regido Agreste do Estado dePuco, nos periodos de baixo (BIP)
e alto (AIP) indice pluviométrico. 1) Motilidade mermatica(%); 1) Vigor espermatico
(0-5); Ill) Acrossoma integro (%); V) Proteinatdab(pg/mL). Letras mailsculas indicam
diferenca significativa (P<0,05) entre periodos AIBIP.
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Tabela 1

Proteinas da membrana plasmética de espermatozdédesngelados de caprinos da raca
Alpina Americana criados no Municipio de Camocim $&o Felix, pertencente a Regido
Agreste do Estado de Pernambuco, nas épocas de(B#X) e alto (AIP) indice pluviométrico
dos anos de 2005 (1) e 2006 (2), de acordo comsaamaolecular (MM) e o ponto isoelétrico
(pls)

Periodos
AlP1 AlP2 BIP1 BIP:
MW pl MW pl MW pl MW pl
kDa kDa kDa kDa
>90 6,61-5,18 90 5,79-5,99 72 4,89-6,02 87 5,89
85 7,62 82 5,47 70 6,23 86 6,00
80 6.32 81 5,21-5,35 62 5,36-5,46 70 5,61-5,07
65 4,02 72 5,18-5,78 58 4,70 69 5,90
53 4,70 71 5,57 57 5,60-6,14 69 4,82
54 3,71 58 6,65 51 6,37 68 5,30
48 5,73 51 7,67 50 5,31-6,53 65 3,92-5,28
46 4,71-5,45 50 3,46 49 7,90 61 5,47
45 4,50-5,13 49 5,08 48 6,59 58 3,95
43 6,26 48 5,69 47 6,36 55 6,66
41 6,04 46 3,74 45 6,73-7,41 49 7,63
42 571 45 4,92 41 5,50-5,66 40 4,52
29 7,95 42 5,32 40 6,43 37 4,70
23 3,65 44 4,12 39 7,65 28 6,47
21 4,51 41 5,16-5,88 38 8,80 20 4,76
20 6,33 40 5,63 37 7,53 14 4,66
18 6,32 33 4,16-4,72 36 6,33
16 6,04-6,47 27 4,50-5,85 34 8,68-8,95
14 4,72-5,33 26 6,12-6,38 32 5,17
14> 3,37-6,98 20 6,66 28 4,26-7,97
19 4,81-7,94 27 4,33
18 6,43 26 6,66
16 3,80 25 3,82-5,24
14 4,75-5,58 24 7,22
23 4.54-6,31
22 3,82-5,88
21 5,66-5,39
20 5,83-7,95
19 6,15-7,06
18 6,80
17 6,25
16 4,12-8,17

14> 3,55-9,79
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Figura 3
Eletroforese bidimensional de proteinas de membdenaspermatozoides descongelados de

caprinos da raga Alpina Americana criados no mpiaade Camocim de Sao Felix, pertencente
a Regido Agreste do estado de Pernambuco, nosdperite a)AIP 1 ; b) AIP2; c)BIP1,;

d) BIP2, em gel de poliacrilamida (12,5%) . Valoagsoximados da massa molecular indicado
a direita e pH indicados na borda superior do $ebts marcados de verde séo similares e de
vermelho séo diferentes.
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