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Marcadores de Congelabilidade no Plasma Seminal de

Caprinos - Estudos Preliminares

Introducao

Na espécie caprina é comum, em determinadas épocas
do ano, os reprodutores apresentarem baixas taxas de
congelabilidade do sémen, fato esse observado por
Centrais de Inseminacdes e também por Martinez e
Eloy (2005). Estes autores, trabalhando com animais da
raca Anglo-nubiana, relataram diferenca significativa
entre os indices de aprovacao de doses entre os
periodos seco e chuvoso, sendo maiores na época
seca. Também tem-se observado variagao individual da
capacidade de congelacado do sémen. Levando em
consideracdo estes fatores, aliado a necessidade de se
selecionar animais para utilizacdo em programas de
melhoramento genético, iniciou-se trabalhos visando
identificar, neste primeiro momento, o perfil
eletroforético (SDS-PAGE) de animais que apresentam
histérico de capacidade de congelacdo em relacdo aos
que nao apresentam esta qualidade.

Material e métodos

Este trabalho foi realizado no Laboratério de
Andrologia, Tecnologia de Sémen e Inseminacao

Angela Maria Xavier Eloy’
Jodo Ricardo Furtado?

Artificial da Embrapa Caprinos e Ovinos, localizada no
municipio de Sobral, Cear4, situado a 3° 42’ de
latitude Sul e 40° 21’ de longitude Oeste. O clima da
regido é do tipo AW de Savana seguindo a classifica-
cao climéatica de Képpen. A temperatura média anual é
de 28°C e a umidade relativa do ar é de 60%.

Foram utilizados dois animais adultos da ragca Anglo-
nubiana, um apresentando histérico de congelabilidade
do sémen (Animal X), enquanto o outro nunca conge-
lou (Animal Y). Os animais eram submetidos ao regime
semi-extensivo, recebendo concentrado a base de
milho e farelo de soja pela manha (300g) e feno de
leucena. Sal mineral e 4gua limpa e de boa qualidade
eram oferecidos “ad libitum”. Coletas de sémen foram
realizadas durante duas semanas, de dois em dois
dias, com o auxilio da vagina artificial, sendo o plasma
seminal obtido por centrifugacdo a 10000 x g durante
30 minutos a 4°C. Utilizou-se um poo/ de todas as
coletas para determinacao das concentracdes de
proteinas totais através do método Bradford (1976) e,
em seguida, as amostras foram submetidas a
eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) em géis de
10 x 8 cm (Fig. 1), com concentracdes de 12% de

"Méd. Vet., D. Sc. Pesquisadora da Embrapa Caprinos e Ovinos, Fazenda Trés Lagoas, Estrada Sobral/Groairas, Km 04, CEP - 62010-970, C. Postal 145,

Sobral/CE. E-mail: angela@cnpc.embrapa.br

2 Licenciatura em Fisica. Assistente de Pesquisa da Embrapa Caprinos e Ovinos. E-mail: ricardo@cnpc.embrapa.br

Em@a

ISSN 1676-7675

Dezembro, 2008


mailto:angela@cnpc.embrapa.br
mailto:ricardo@cnpc.embrapa.br

Marcadores de Congelabilidade no Plasma Seminal de Caprinos

poliacrilamida, de acordo com o método descrito por
Hames (1981). Depois de feito o gel, colocou-se 10ul
da amostra do plasma com concentracédo de 20ug/ul de
proteina por “poco” na placa de gel, e utilizou-se como
padrdo o kit LMW ELECTROPHORESIS CALIBRATION
da Pharmacia Biotech., que apresenta as bandas de
massas moleculares a seguir: 94; 67; 43; 30; 20,1 e
14,4 kDa. A separacao foi obtida em corrida
eletroforética, com corrente elétrica de 40 miliampere,
tensao elétrica de 170volts e poténcia de 7 watts por
aproximadamente 2 horas. Na coloracéo do gel foi
utilizado o corante Comassie Brilliant Blue G-250 por
aproximadamente 2 horas, e em seguida, a descolora-
céo, em solucdo de metanol a 30% e acido acético a
7% em &gua bidestilada por 3 horas, para visualizacdo
das bandas. Os géis foram escaneados por um
fotodocumentador Bio Doc-IT and Visidoc-IT Gel
Documentation systems, UVP e as bandas protéicas
foram entéo analisados quanto a distribuicdo e concen-
tracdo pelo software da Life Science Doc-It®LS 6.0.

-
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Fig. 1. Cuba vertical utilizada em eletroforese unidimensional.
Fonte: Cuba..., (2008)

Para secagem do gel utilizou-se metanol a 50% e
glicerol a 1% em &gua bi-destilada por 10 minutos,
sendo entdo os géis colocados entre duas folhas de
celofane.

As bandas protéicas dos géis foram comparadas entre
os animais observando-se a distribuicdo e freqiiéncia
das mesmas, como também sua intensidade.

Resultados e Discussao

Os resultados mostraram nove bandas de proteinas
identificadas no gel pertencente ao animal X e cinco
bandas no gel do animal Y (Fig. 2) (Tabela 1). No
animal X foi observada uma banda de alto peso
molecular em torno de 112 kDa e outras de 61, 43,
31 e 29 kDa. O animal Y mostrou uma banda de
aproximadamente 55 kDa. Ambos os animais apresen-

taram em comum bandas de 67, 23, 22 e 20 kDa. O
que chama atencao é a presenca da banda de alto
peso molecular no animal X e da banda de 55 kDa no
animal Y.

No animal X foram encontradas bandas protéicas de
29 e 31 kDa que podem estar relacionadas com as
BSPs (Bovine seminal proteins) de peso molecular
aproximado entre 28 e 30 kDa ligadas a capacitacao
espermatica, estimulando a liberacao de colesterol da
membrana do espermatozdide pouco depois da
ejaculacé@o (DESNOYERS et al., 1994; THERIEN et al.,
1999). De acordo com Nauc e Manjunath (2000), as
BSPs tém a propriedade de ligacao a superficie do
espermatozdéide, diminuindo sua quantidade apés a
criopreservacdo do sémen, sugerindo alguma relacao
com a congelabilidade do mesmo.

Jonsson et al. (2005) caracterizaram a rSgl ,, (43
kDa) em sémen de humanos e demonstraram que esta
proteina tem capacidade de se ligar ao zinco (Zn 2*).
Os estudos sobre esta proteina em animais ainda sao
incipiente.

As glicoproteinas de massa molecular de 55 kDa, pl
4,5 identificadas e isoladas da matriz éssea bovina,
cartilagens, pele fetal, cérebro, rins, ovérios, Utero,
bem como da urina, bile e leite bovino (KERR et al.,
1991; SORENSEN; PETERSEN, 1993), e também
secretadas pelo plasma seminal (FRANZEN;
HEINEGARD, 1985) sdo as chamadas osteopontinas.
E uma molécula multifuncional, tipicamente envolvida
nos processos de adesao celular e remodelamento de
tecidos, estando identificada como uma proteina de
fertilidade em touros, e considerada também como um
dos marcadores de alta fertilidade existente no plasma
seminal de bovino (KILLIAN et al., 1993). Segundo
Cancel et al. (1997), a osteopontina liga-se a recepto-
res na superficie do epitélio celular, podendo apresen-
tar uma funcéao protetora em infecgcdes bacterianas e,
de acordo com Moura (2005), também participa na
interacao entre espermatozéides e odcito durante a
fertilizacdo. Bianchi et al. (2008) observaram em
suinos bandas de 63,85 kDa e 43,62 kDa relacionadas
com a integridade da membrana plasmética > 55%
em sémen descongelado.

No plasma seminal de bufalos a literatura relata
bandas de 55 kDa que sao identificadas com a viabili-
dade do sémen fresco (ASADPUR et al., 2007). Na
espécie caprina esta proteina ainda necessita ser



identificada e caracterizada. Teixeira (2008) encontrou
no plasma seminal de caprinos da raca Anglo-nubiana
bandas de peso moleculares de 53 kDa a 55 kDa que
estdo presentes nos dois periodos do ano no Nordeste
do Brasil e, poderao estar relacionadas as
osteopontinas, cuja funcéo esté ligada a adeséao
celular através de receptores, que parecem ter um
papel na ligacdo espermatozdide-ovécito na
perimplantacdo e na implantacéo (VINATIER, 1995).

A banda de massa molecular de 67 kDa observada em
ambos os animais, provavelmente esteja relacionada a
albumina, proteina que esté envolvida com a extragcao
do colesterol da membrana plasmatica que ird ocorrer
em areas restritas da membrana, havendo, devido a
isto, um deslocamento dos fosfolipideos causando um
re-arranjo de sua arquitetura (YAMANAGIMACHI,
1994, FLESCH; GADELLA, 2000).

Animal x Animal y

Fig. 2. Perfil eletroforético das proteinas seminais em caprinos da raca
Anglo-nubiana com alta (x) e baixa (y) congelabilidade e diferentes
concentracdes de proteinas (15, 10 e 5 ug/fossa).

Fonte: Eloy et al., (2008).

Tabela 1. Peso molecular (kDa) e concentracéo relativa (%)
das bandas protéicas presentes no plasma seminal de dois
caprinos da raca Anglo-nubiana cujos sémen congela (X) e
nao congela (Y).

Peso Molecular (kDa)

Concentracéo Relativa (%)

Bandas Animal X AnimalY Animal X Animal Y
1 112 67 10,4 19,8
2 67 55 12,1 19,6
3 61 24 10,5 20,4
4 43 22 11,2 19,5
5 31 20 11,6 20,7
6 29 11,6
7 24 10,0
8 22 11,5
9 20 11,1
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Conclusao

Conclui-se que possivelmente as bandas protéicas de
aproximadamente 29, 31, 43, 61 e 112 kDa possam
estar envolvidas no processo de congelacdo, podendo
vir a ser consideradas como marcadores para
congelabilidade em caprinos da raca Anglo-nubiana.
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