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RESUMO GERAL

Este trabalho teve como objetivo identificar o perfil protéico do plasma seminal de
ovinos da raga Morada Nova ao longo do ano, relacionando-o aos parametros
meteoroldgicos, as caracteristicas espermadticas e a fertilidade. No primeiro experimento
foi realizado um estudo preliminar das bandas protéicas visando identificar os pesos
moleculares, sua distribuicdo e frequéncia. Foi coletado s€émen de 14 reprodutores
Morada Nova da regido semidrida do Ceard para andlise dos géis de eletroforese.
Observou-se a presencga de quatro bandas protéicas (14, 20, 22 e 55 kDa) em 100% das
amostras e que as proteinas de massa molecular de 33, 50, 52 e 115 kDa apresentaram
menor frequéncia. No segundo experimento foram utilizados quatro destes reprodutores
onde se relacionou os dados meteorolégicos aos parametros espermdticos € as bandas
protéicas nos periodos seco e chuvoso. As coletas de sémen ocorreram semanalmente de
outubro/2008 a setembro/2009 e as bandas protéicas foram analisadas através de
eletroforese unidimensional SDS-PAGE, em géis de poliacrilamida a 12,5%. A
concentracdo espermdtica foi a varidvel influenciada (P<0,05) pela época do ano, pelo
individuo, pela interagdo época do ano vs reprodutor e pela data da coleta. Verificou-se
correlacdo significativa (P<0,05) entre os parametros seminais e meteorolégicos durante
o dia e o més. Ao se analisar o perfil eletroforético das proteinas do plasma seminal
pode-se observar um total de 44 proteinas diferenciadas, sendo 29 proteinas menores
que 50 kDa e 15 proteinas maiores que 50 kDa, variando seus pesos moleculares de 12 a
135 kDa. Houve uma variacao de 7 a 28 bandas em cada animal ao longo do ano. Foi
observada diferenca significativa (P<0,05) entre os periodos seco e chuvoso quanto a
manifestacdo de determinadas bandas protéicas. Comparando-se os animais, a banda de
massa molecular de 75-80 kDa apresentou maior frequéncia (P<0,05) em um deles. No
terceiro experimento foi avaliada a fertilidade dos quatro reprodutores que foram
submetidos a duas estagdes de monta, totalizando 20 fémeas por animal. Nao foi
observada diferenca (P>0,05) quanto a taxa de fertilidade, apesar dos animais terem
apresentado diferentes bandas protéicas. Concluiu-se que, mesmo tratando-se de uma
raca naturalizada, as caracteristicas espermaticas e a expressao das bandas protéicas da
raca Morada Nova sofreu influéncia dos parametros meteoroldgicos na regido semidrida
do Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: bandas protéicas, fertilidade, parametros espermaticos, s€men



XV

GENERAL ABSTRACT

This study aimed at identifying the protein profile of seminal plasma of Morada Nova
sheep throughout the year, relating to the meteorological parameters, sperm
characteristics and fertility. In the first experiment was a preliminary study of protein
bands to identify the molecular weights, their distribution and frequency. Semen from
14 sires New Address of the semiarid region of Ceara for the analysis of electrophoresis
gels. We observed the presence of four protein bands (14, 20, 22 and 55 kDa) in 100%
of the samples and the proteins of molecular mass of 33, 50, 52 and 115 kDa showed a
lower frequency. The second experiment used four of these players where weather data
related to sperm parameters and the protein bands during the dry and rainy. Semen
collections were weekly for October/2008 September/2009 and the protein bands were
analyzed by one-dimensional SDS-PAGE electrophoresis on polyacrylamide gels or
12.5%. The sperm concentration was the variable influence (P <0.05) by season, by the
individual, the interaction time of the year vs. player and collection date. There was a
significant correlation (P <0.05) between semen parameters and weather during the day
and month. When analyzing the electrophoretic profile of seminal plasma proteins can
be observed a total of 44 different proteins, 29 proteins smaller than 50 kDa and 15 kDa
proteins larger than 50, their molecular weights ranging from 12 to 135 kDa. There was
a variation from 7 to 28 bands in each animal throughout the year. Significant difference
(P <0.05) between dry and rainy seasons as the manifestation of certain protein bands.
Comparing the animals, the band of molecular mass of 75-80 kDa showed a higher
frequency (P <0.05) in one. In the third experiment the fertility of the four players who
underwent two breeding seasons, totaling 20 females per animal. No difference was
observed (P> 0.05) on the fertility rate, although the animals have been presented
different protein bands. It was concluded that, even in the case of a naturalized race, the
sperm characteristics and the expression of protein bands Morada Nova influenced by

meteorological parameters in the semiarid region of northeastern Brazil.

Keywords: protein bands, fertility, sperm parameters, semen



CONSIDERACOES GERAIS

A espécie ovina foi a primeira a ser domesticada estando presente na histdria da
humanidade como uma atividade que proporciona alternativas para subsisténcia
fornecendo 13 e pele para vestudrio e carne e leite para alimentagdo.

A raca Morada Nova, naturalizada brasileira e com origem no Nordeste do Bra-
sil, ¢ uma das principais racas nativas de ovinos deslanados, explorada para producdo de
carne e pele. Adaptada as condicdes climdticas do semidrido, devido sua menor
exigéncia nutricional quando comparadas a outras racas, adequando-se aos sistemas de
producdo baseados em pastagens, tornando-se um componente produtivo nas pequenas
propriedades. Esta raca apresenta elevada prolificidade, aliada ao menor intervalo entre
partos e elevada habilidade materna.

A eficiéncia reprodutiva € o principal fator para o aumento da lucratividade do
rebanho, sendo a taxa de fertilidade, em grande parte, influenciada pelo macho. Desse
modo, € interessante que dentre os parametros utilizados para sua selecdo, estejam as
caracteristicas reprodutivas. Logo, uma técnica utilizada € a avaliacdo seminal desses
animais.

O potencial reprodutivo, em geral, ¢ estimado a partir de parametros de
qualidade de sémen apOs avaliacdes in vitro. Essas avaliacdes incluem métodos
convencionais, como estimativas de motilidade, vigor e morfologia espermaética, ou
aspectos ligados a atividade funcional da célula, tais como a capacitagdo, a reagcdo
acrossOmica e a capacidade de ligac@o e penetracao no odcito.

O plasma seminal tem sido objeto de estudo de vdrias linhas de pesquisa, sob a
justificativa da sua importancia na viabilidade espermatica, principalmente em relacio
as proteinas, por estarem em maior concentra¢cdo do que outros componentes €, por
participarem ativamente do processo de fecundacdo. Alguns autores baseando-se nas
diferencas apresentadas na qualidade seminal, com o uso de bovinos férteis e com
degeneracdo testicular experimental, sugeriram que os conteidos do plasma seminal
influenciavam na fertilidade masculina. Entretanto, os mecanismos moleculares de acao
destes polipeptideos ainda ndo foram elucidados, uma vez que poucas proteinas foram
realmente identificadas e caracterizadas.

O conhecimento sobre a bioquimica espermadtica e os estudos relacionados aos

seus componentes representam uma ferramenta importante para o conhecimento da
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fertilizacdo, podendo variar de acordo com a raga, localizacdo geografica e época do
ano ja que diversos autores identificaram problemas reprodutivos relacionados a época
seca em pequenos ruminantes. Portanto, este estudo molecular procurou caracterizar as
proteinas do plasma seminal dos ovinos da ragca Morada Nova, sua distribuicdo e
frequéncia, sua relagdo com as diferentes €pocas do ano e fertilidade, estando este
experimento de acordo com as normas de bem-estar animal.

Levaram-se em consideracdo as seguintes hipéteses: Existe diferenca na
distribuicdo e frequéncia das bandas protéicas entre as estacoes do ano no plasma
seminal de ovinos Morada Nova no semidrido do Nordeste; Os fatores climaticos
interferem nas caracteristicas espermaticas; A fertilidade € influenciada pela

distribuicdo e frequéncia das bandas protéicas do plasma seminal de ovinos Morada

Nova na regido Nordeste.



CAPITULO 1

REFERENCIAL TEORICO



1. Rebanho ovino

De acordo com o Censo agropecudrio de 2006 (Censo, 2008) a populacdo ovina
do Brasil estd estimada em 13.856.747 animais, havendo maior concentragdo do
rebanho na regido Nordeste (7.752.139) seguido pelas regides Sul (3.998.753), Centro-
Oeste (867.736), Sudeste (763.617) e Norte (474.502), tendo o Estado do Ceara
1.556.574 cabecas de ovinos. No Brasil, o efetivo da regido Sul, onde predominam
racas lanadas, observou-se uma queda de 50% entre 1980 e 2001, enquanto nas regides
onde predominam as racas deslanadas, se verificou aumento do efetivo, havendo no

Nordeste um acréscimo de 13,5% no mesmo periodo (Couto, 2003).

1.1. Raca Morada Nova

Nos anos de 1937 e 1938 no Municipio de Morada Nova, no Ceard, foi
registrado a presenca de animais deslanados, de pelagem vermelha, queixo curto, olhos
pequenos, cascos pretos e o rabo com ponta branca (Domingues, 1941), a qual foi
considerada importante para o homem e para a regidao (Domingues, 1950). Nos anos
subsequentes, esses animais foram também observados também em outros municipios
cearenses e no Piaui.

Segundo Domingues (1954), a raca Morada Nova (Figura 1) descenderia
diretamente dos carneiros Bordaleiros de Portugal, trazidos para o Brasil na época da
colonizagdo e que, desde entdo, teriam passado por um processo de selecao natural que
resultara na auséncia de 1a. J4 Mason (1979), acreditava que estes animais teriam vindo
da Africa, provavelmente na época do trafico de escravos. Figueiredo (1980), baseado
nas duas possibilidades, acreditavam que a raca resultou do cruzamento de ovinos
Bordaleiros, vindos de Portugal, com ovinos deslanados africanos.

Segundo Facé et al. (2008), a origem da raca Morada Nova permanece incerta
até os dias atuais, levando em consideragdo a auséncia de um maior controle sobre a
importacdo de animais e sobre os acasalamentos/cruzamentos nos rebanhos ovinos do
Brasil colonial. Portanto, € provédvel que a raca Morada Nova tenha contribui¢des tanto
de carneiros ibéricos quanto de africanos, tendo seus descendentes passados pelo

processo de selecao natural.
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A raca Morada Nova € uma das principais ragas nativas de ovinos deslanados do
Nordeste do Brasil, dotada de caracteristicas morfofuncionais que lhe conferem um alto
grau de adaptabilidade ao ambiente quente, sendo animais resistentes, de facil manejo e
que podem viver com facilidade em regides do semidrido, alimentando-se da vegetacao
da caatinga e apresentando boa capacidade reprodutiva, tendo a produgdo de carne
como principal caracteristica (Souza et al, 2003). De acordo com Fernandes (1992),
esses animais possuem aptiddo para carne e pele de alta qualidade, apresentando peso
entre 40 kg e 60 kg para machos adultos e de 30 kg a 50 kg para fémeas adultas; tém

boa habilidade materna e alta taxa de fertilidade.

2. Sémen

O sémen é uma suspensdo celular liquida contendo espermatozdides e secrecoes
dos 6rgdos acessorios do trato reprodutivo do macho. A por¢do fluida dessa suspensao,
que € formada na ejaculagcdo, é conhecida como plasma seminal, cuja composi¢ao
consta de substincias oriundas de uma série de fontes, incluindo os testiculos, os
epididimos, as glandulas acessodrias (Hafez e Hafez, 2004) e os ductos deferentes (Evans
e Maxwell, 1990).

Durante a ejaculagdo, os espermatozdides previamente estocados na por¢ao
caudal do epididimo, sdo misturados com secre¢des produzidas nas glandulas sexuais
acessorias (Way et al., 2000). Segundo Hafez e Hafez (2004), o método ideal para
avaliar a fertilidade do reprodutor, além de sua habilidade de produzir a gestacdo, é
através do exame do sémen.

A composi¢cao do s€men € varidvel, ndo somente entre as espécies, mas também
entre individuos da mesma espécie. Estas caracteristicas podem ser avaliadas por
diferentes métodos que se completam, tais como:

¢ Exame macroscopico no qual se observa o volume, a viscosidade e o aspecto;

e Provas bioquimicas do metabolismo espermatico;

¢ Prova de resisténcia as modificacdes de temperatura;

e Provas de diluicao;

® Andlise do pH e da condutividade elétrica;
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e Exame microscopico no qual avalia-se a motilidade individual, o vigor e a
porcentagem de vivos e mortos através de corantes vitais como a eosina-

nigrosina e patologia espermatica.

2.1. Avaliacao seminal

A avaliagdo da qualidade espermadtica estd ligada a necessidade de predizer a
fertilidade dos reprodutores para servirem nos rebanhos ou para serem utilizados em
programas de reproducdo programada (CBRA, 1998). Além do exame sanitdrio, as
caracteristicas fisicas e quimicas e caracteres microscopicos devem ser levados em
consideragdo no julgamento do sémen.

As caracteristicas fisicas compreendem o volume, a cor, o aspecto, o odor e a
densidade (Mies Filho, 1987). O volume médio do ejaculado ovino é de 1,0 mL e a
concentracdo espermadtica varia entre dois e seis bilhdes, apresentando um aspecto
cremoso (CBRA, 1998). Ja os caracteres microscopicos sao a motilidade, expressa em
percentagem conforme a proporcdo de espermatozdides que apresentam movimento
(Hafez e Hafez 2004), sendo a média da motilidade de 75% de espermatozéides mdveis
e o vigor, representado pela forca do movimento que acaba por influenciar a velocidade
com que os espermatozdides se movimentam, classificado de 0 a 5; onde 0 € a auséncia
de movimento progressivo € 5 € um movimento vigoroso € veloz dos espermatozdides,
sendo o valor minimo aceitdvel para ovinos 3,0 (CBRA, 1998).

Virios critérios t€ém sido utilizados para buscar indicadores confidveis do
potencial reprodutivo dos animais, desde a avaliacio da motilidade e defeitos
morfoldgicos, a andlise computadoriza do s€émen e aos testes avancados de fungdo
espermatica, como a integridade acrossémica ou da cromatina (Holt et al. 1997; Souza
et al., 2001; Gadea, 2005). Rodriguez-Martinez et al., (1997) e Zhang et al., (1998)
relataram que os parametros avaliados rotineiramente t€ém capacidade limitada na
avaliacdo da fertilidade potencial de reprodutores. Larson e Miller (2000), afirmaram
que reprodutores com caracteristicas seminais semelhantes podem apresentar diferenca
de 20 a 25% nos indices de fertilidade, sendo necessarios estudos em busca de
parametros que tenham maior afinidade com a fertilidade. Em estudos recentes foram
demonstradas uma relac@o entre a expressao de proteinas no fluido do trato reprodutivo

e a fertilidade dos reprodutores (Braundmeier e Miller, 2001; Moura et al., 2006a,
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2007). Neste contexto, a biologia molecular tem sido uma ferramenta muito utilizada na

tentativa de identificar marcadores para esta caracteristica.

2.2. Espermatozoides

Os espermatozdides sdo células hapldides, diferenciadas, produzidas nos
testiculos e maturadas no epididimo possuindo propriedades tnicas entre as células do
organismo, sendo suas reservas energéticas limitadas, nao realizando a sintese protéica,
possuindo pouco citoplasma, uma membrana plasmética bastante polarizada contendo
vdrias proteinas, e um citoesqueleto inteiramente especializado para o deslocamento
(Dacheux e Gatti 1995). Na espécie ovina o espermatozdide tem forma de clava e mede
aproximadamente 9 pum de altura por 5 pm de didmetro em sua maior circunferéncia
(Derivaux, 1980).

Para que os espermatozdides sejam considerados qualitativamente vidveis e
potencialmente férteis € necessdrio que possuam morfologia normal, atividade
metabdlica e membrana plasmatica perfeitamente integram. Esta condi¢do constitui-se
em um pré-requisito para que acontecam os eventos relacionados ao processo de

fertilizacdao (Rodriguez-Martinez, 1997).

2.3. Plasma seminal

2.3.1. Composi¢ao

O plasma seminal é definido como sendo o meio liquido no qual os
espermatozodides se encontram imersos apds a ejaculacdio (Mann e Lutwak-Mann,
1981). € uma complexa mistura de secre¢des dos tibulos seminiferos, epididimo, ducto
deferente, ampola, vesiculas seminais, prdstata e glandulas bulbo-uretrais (Evans e
Maxwell, 1990; Hafez, 2000; Pesch et al., 2006) que tém efeito benéfico (Barrios et al,
2000) e deletério (Leboeuf, 2000) sobre estes.

E constituido por compostos orginicos e inorganicos, entre estes fons, como
sodio, potdssio, cloreto e magnésio (Hafez e Hafez, 2004); aminodcidos; lipideos;

carboidratos; 4cido ascérbico; peptideos; dcidos graxos; enzimas; constituintes
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antimicrobianos, entre eles as imunoglobulinas de classe IgA e proteinas, sendo estas o
constituinte organico em maior abundancia (Frazer e Bucci, 1996; Pilch e Mann, 2006).
Além disso, possui uma variedade de hormonios incluindo os andrégenos, estrégenos,
prostaglandinas, FSH (Hormo6nio Foliculo Estimulante), LH (Hormdnio Luteinizante),
hormoénio do crescimento, insulina, glucagon, prolactina, relaxina, hormonio liberador
da tiredide e encefalinas (Hafez, 2000)

Segundo Guerra et al. (2004) e Almeida e Ball (2005), o plasma seminal contém
antioxidantes importantes para a preservacao dos espermatozdides, entre eles, a
vitamina E, vitamina C, urato, albumina, taurina e hipotaurina. Hafez (2000) também
afirmou que as glandulas vesiculares secretam acticares como a glicose, ribose, sorbitol,
inositol e frutose que atuam no metabolismo energético do espermatozdide.

O volume e a composi¢do bioquimica do plasma seminal variam entre as
espécies (Mann e Lutwalk, 1981) e os periodos do ano (Martins Junior et al., 1995;

Roncoletta et al., 1997; Roncoleta, 1999; e Catunda, 2007).

2.3.2. Func¢do das proteinas

A bioquimica do plasma seminal dos mamiferos vem sendo estudada por
diversos motivos, seja por sua capacidade de influenciar a fertilidade potencial do
espermatozdide ou por serem importantes na avaliacdo da capacidade de secrecao das
glandulas sexuais anexas, que dependem da producdo de andrégenos pelos testiculos
para o desempenho de suas fungdes (Mann, 1974).

Muitas sdo as evidéncias da importancia do plasma seminal no processo
reprodutivo (Marchini et al, 1990; Morgentaler et al, 1990; Autiero et al, 1991; Wolfe et
al,1993; Frazer e Bucci, 1996), sobre os quais varios pesquisadores destacaram o papel
positivo do plasma seminal na capacitacdao (Miller et al., 1990; Therien et al., 1999), na
motilidade espermdtica e na habilidade de alcangar, reconhecer e se ligar ao odcito
(Evans e Maxwell, 1990; Maxwell e Johnson, 2000), servindo de nutriente, estimulando
o metabolismo e transportando-o até o trato genital feminino (Evans e Maxwell, 1990;
Kraus et al., 2005; Troedsson et al., 2005;), influenciando assim na fertilidade
masculina (Autiero et al., 1991; Wolfe et al, 1993).

Dentre os beneficios do plasma seminal na reproducdo podemos citar o

remodelamento da superficie espermdtica, o estabelecimento de reservas de
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espermatozdides no oviduto, a modulacdo da capacitagdo, a interacdo entre gametas
(Topfer-Petersen et al., 2005), a modulacdo da resposta inflamatdria e a protecdo dos
espermatozdéides no utero (Troedson et al., 2002).

Além de influenciar no equilibrio osmético e na inibi¢do imunoldgica, algumas
proteinas presentes, especialmente enzimas cataliticas, estdao envolvidas no metabolismo
espermatico (Shivaji et al., 1990). Também tem acdo bactericida, neutraliza metabdlitos
espermdticos e € responsdavel por aumentar a viabilidade espermdtica em carneiros
(Graham, 1994).

Atualmente o plasma seminal vem sendo mais estudado, principalmente em
relacdo as proteinas, por estarem em maior concentragdo do que outros componentes €,
por participarem ativamente do processo de fecundacdo (Mc Couley et al, 1997; Bellin
et al., 1998).

A biologia molecular na drea da reprodu¢@o animal traz novas ferramentas para
o melhoramento genético, por meio da utilizagdo de marcadores bioquimicos em
liquidos organicos que demonstrem o potencial genético de um animal, cuja sele¢do de
genotipos superiores, para determinadas caracteristicas reprodutivas, possa ser
incrementada (Roncoletta, 1999)

O plasma seminal também € utilizado em diferentes processos biotecnoldégicos,
como na criopreservacdo espermdtica (Graham 1994; Aurich et al, 1996) e na

separacdo de espermatozdides x e y (Maxwell e Johnson, 2000).

2.4. Proteinas do plasma seminal

As proteinas do plasma seminal sdo parcialmente origindrias do plasma
sanguineo e, parte delas sintetizadas e secretadas pelos testiculos, epididimo e glandulas
vesiculares (Topfer-Petersen et al., 2005). A adi¢do e remocdo de uma variedade de
proteinas durante a maturacdo no epididimo e, por ocasido da ejaculagdo, t€ém influéncia
sobre a motilidade espermdtica (Sanchez-Luengo et al., 2004), capacitacio do
espermatozdide, viabilidade e fertilizacdo (Brandon et al., 1999), variando entre as
diferentes espécies (Villemure et al., 2003). Sendo relatado na espécie ovina a expressao
de proteinas que exercem efeito positivo sobre a capacitacio espermadtica e protecao dos
espermatozdides de carneiros adultos de ragas européias (Pérez-P¢ et al., 2001; Barrios

et al., 2005; Fernandez-juan et al., 2006; Cardozo et al., 2007).
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Podemos dividir as proteinas seminais em trés familias principais (Tabela 1):
» Proteinas secretadas ricas em cisteina (CRISP);
» Proteinas que contém o dominio fibronectina tipo II (Fn-II);

» Familia das espermadesinas.

No plasma seminal também foram descritas outras proteinas como a Gp 54
(Complexo glicoprotéico de 54 kDa), precursora da proteina SMIF (peptideo inibidor da
motilidade espermatica), a proteina fosfatase dcida fosfotirosina, envolvida no controle
da proliferacdo e diferenciacdo celular, o fator ativador das plaquetas de acetilhidrolase
(PAF-AH), encarregada de regular os niveis de PAF e a ubiquitina cuja fungdo é

degradar as proteinas danificadas, podendo estar relacionada ao processamento dos

espermatozdides epididimarios anormais (Posadas, 2007).

Tabela 1. Principais componentes protéicos do plasma seminal nas diferentes espécies

Familia de proteinas | Espécie Nome Referéncia
Humanos CRISP1, CRISP2, CRISP3 Udby et al., 2005
Equinos CRISP1, CRISP2, CRISP3 Topfer-Petersen et al., 2005
Jalkanen et al., 2005
Proteinas CRISP Ratos CRISP1, CRISP2, CRISP4 Udby et al., 2005
. Brooks e Tiver 1983 Udby
Javali CRISP1, CRISP2 et al., 2005
Caval Calvete et al., 1995b
avalo | 4sSp-1, HSP-2, EQ-12 Topfer-Petersen et al., 2005
Saalmann et al., 2001
C . RSVP-14, RSVP-20, RSP-15 Barrios et al., 2005 Bergeron
arneiro. | pSp-22, RSP-24 et al., 2005
Proteinas com o T BSP-A1, BSP-A2, PDC-109 Manjunath e Sairam 1987
dominio Fn-II oure | ggp.30kDa Manjunath e Therien 2002
. GSP-14, GSP-15, GSP-20, .
Caprino GSP-22 kDa Villemure et al., 2003
. BISV-16, BISV-17, BISV-18, .
Bubalino BISV-28 kDa Boisvert et al., 2004
Javali pB1 Calvete et al., 1997a
Cavalo HSP-7 Reinert et al., 1996
Carneiro Espermadesina de 15’5 kDa Bergeron et al., 2005
Espermadesinas Wempe et al., 1992
Touro | aSFP,Z13 Tedeschi et al., 2000
Javali AWN, AQN-1, AQN-3, Calvete et al., 1995b
avai PSPI/PSP-II Varela et al., 1997

(Fonte: Tabela adaptada de Posadas, 2007)

Virias proteinas do plasma seminal foram relacionadas com os indices de

fertilidade de reprodutores bovinos (Killian et al., 1993), suinos (Flowers, 1998) e
equinos (Brandon et al., 1999) e com a congelabilidade (Roncoletta et al., 2000) e a

viabilidade do sémen (Al Somai et al.,1994; Barrios et al., 2000), sendo também
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relacionadas a fatores de infertilidade em equinos (Brandon et al., 1999) e suinos
(Jonakova et al., 2007). Também sao importantes para a manuten¢do da motilidade em
touros e carneiros e protegem a membrana espermdtica dos espermatozdides de suinos e
ovinos aos danos causados pelas baixas temperaturas de preservacdo (Barrios et al.,
2000; Perez-Pe et al., 2001).

Algumas proteinas ja foram identificadas por influenciarem na motilidade dos
espermatozoéides, como as BSP A1/A2, A3 (Manjunath e Thérien, 2002; Sanchez-
Luengo et al., 2004), BSP 30 kDa, aSFP e a fosfolipase A2 em bovinos (Manjunath e
Therien, 2002).

A proteina 4cida do fluido seminal (aSFP) também esta relacionada com a
inibicdo do estresse oxidativo do espermatozdide, preveng¢do do ataque imunoldgico
(Moura et al., 2006) e a fosfolipase A2 (PLA2) esta relacionada a reacdo acrossdmica e
a fusdo das membranas dos gametas (Yuan et al., 2003), estimulando as células
imunoldgicas e realizando uma atividade antimicrobiana no plasma seminal (Granata et
al., 2005). Desse modo, as proteinas do plasma seminal exercem multiplos efeitos sobre
a funcdo espermdtica e desempenham um importante papel na capacitagdo dos
espermatozdides (Calvete et al., 1994; Barrios et al, 2000; Jondkova et al., 2007).

Em ovinos foi identificada uma proteina que tem propriedade de se ligar ao
ferro, lactoferrina (Aradjo, 2000), sendo um dos principais componentes do fluido
epididimal (Fouchécourt et al., 2000; Dacheux et al., 2006), chegando a compor mais de
40% do total de proteinas em algumas regides, participando como agente
antimicrobiano e regulando a expressdo génica (Furmanski, 1995; Nozaki et al., 2002;
Dacheux et al., 2005), possui a propriedade de liga-se aos espermatozoéides durante o
transito epididiméario (Jin et al., 1997) ou durante a ejaculagao (Thaler et al., 1990) e é
provavel que estes efeitos estejam relacionados a sua capacidade de seqiiestrar ferro
i6nico, prevenindo a formacdo de perdxidos lipidicos, danosos a membrana espermatica
(Wakabayashi et al., 1999). Outra proteina identificada em ovinos foi a clusterina, uma
glicoproteina presente em inumeros tecidos e fluidos fisiol6gicos, como o leite e o
sémen (Watts et al., 1990; Kounnas et al., 1995), tendo sido isolada, pela primeira vez,
do fluido da rete testis de carneiros e tendo como fungdo: interacdes intercelulares (Fritz
et al., 1983), maturacdo espermatica, regulacdo da ativacdo do sistema complemento
(Jenne e Tschopp, 1989), metabolismo de lipideos, secrecao enddcrina (Tenniswood et

al., 1992) e remodelamento da membrana celular (Humphreys et al., 1999)
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A caracterizagdo de proteinas do plasma seminal tem recebido nos ultimos anos,
atencdo especial por parte dos pesquisadores com vista a entender ou determinar
possiveis efeitos ou interagdes destas com a fertilidade do animal. Segundo Brandon et
al. (1999), a habilidade para avaliar a fertilidade de um reprodutor usando-se ensaios
para determinacdo das mudangas quantitativas das proteinas do plasma seminal seria

extremamente vantajosa para um programa de melhoramento genético.

3. Método de estudo das proteinas seminais

A eletroforese bidimensional (2D-PAGE) é o melhor método de separacdo e
estudo das proteinas, separando-as através do peso molecular e do ponto isoelétrico,
mas o método mais utilizado é o da eletroforese unidimensional do tipo SDS-PAGE,
por ser uma alternativa mais barata e utilizada em estudos preliminares.

Além das andlises de eletroforese existem outros métodos de estudo das proteinas
como a purificagdo através dos diferentes tipos de cromatografias (afinidade, gel-
filtracao) e os equipamentos de cromatografia liquida (HPLC — High Performance
Liquid Chromatography). Também pode utilizar a espectrometria de massa que
determina as massas molares e podem mapear as interagdes moleculares (Cunha et al.,

2006).

3.1. Eletroforese

Nas décadas de 1950 e 1960, a técnica de eletroforese comegou a ser utilizada
para mapear e identificar componentes protéicos soliveis no ejaculado (Larson e
Salisbury, 1954). Segundo esses mesmos autores, inicialmente foi utilizada a
eletroforese em solugdes de sacarose a qual foi substituida pelos géis de amido
(Szumowski, 1956), mas os melhores resultados foram obtidos na eletroforese em géis
de poliacrilamida (Killian et al., 1993; Brandon et al.,1999).

A eletroforese tem sido utilizada como método de referéncia para o
fracionamento e quantificacdo das proteinas séricas em bioquimica clinica (Kaneko,
1997), sendo também utilizada para purificar macromoléculas (proteinas e &cidos

nucléicos) de diferentes tamanhos, carga ou conformagdo. Nela podemos observar
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vdrias alteragdes que ocorrem nas fragdes protéicas nos varios estados fisioldgicos e nas
diversas enfermidades (Herz e Hod, 1969; Naoum, 1990).

H4 um grande nimero de varidveis que influenciam o padrao eletroforético das
proteinas, tais como: espécie, sexo, idade, manejo dos animais, condi¢des ambientais,
tipo de meio e técnicas utilizadas na eletroforese.

Os principios da eletroforese estdo baseados nos conhecimentos da composi¢ao
quimica das proteinas e nos fatores como carga elétrica e peso molecular, que
determinam sua migracdo eletroforética (Naoum, 1990), utilizando-se mais o SDS-
PAGE (SDS-POLYACRILAMIDE GEL ELECTROPHORESIS). Esta técnica foi
descrita por Laemmli em 1970, na qual as amostras sdo desnaturadas pelo calor, na
presenca de agentes que fazem essa fun¢@o, como o beta-mercaptoetanol, que rompe as
pontes de dissulfeto.

A eletroforese, em geral, ocorre dentro de uma matriz ou gel que é submerso em
um tampao que possui fons para a corrente passar € manter o pH mais ou menos
constante para que as moléculas migrem para o pélo positivo ou negativo devido ao

campo elétrico, tendo as proteinas carga liquida negativa ou positiva (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquemadtica de eletroforese.
(Embrapa, 2010)

Na avaliacdo das proteinas presentes no plasma seminal pela técnica de
eletroforese unidimensional, as proteinas sdo separadas pelo seu peso molecular,

enquanto que na avaliacdo pela técnica de eletroforese bidimensional, as proteinas sao
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separadas pelo peso molecular e ponto isoelétrico. Portanto, a técnica bidimensional
possui a vantagem de separar proteinas com o mesmo peso molecular e potenciais
isoelétricos diferenciados, facilitando a identificacdo de possiveis marcadores ligados a
fertilidade e congelabilidade de sémen em machos de diferentes espécies, como bovinos
(Wolfe et al., 1993; Jobim et al., 2004), humanos (Autiero et al., 1991), equinos (Frazer
e Bucci, 1996; Brandon et al., 1999).
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ESTUDO PRELIMINAR DA DISTRIBUICAO E DA FREQUENCIA DAS
BANDAS PROTEICAS DO PLASMA SEMINAL DE OVINOS MORADA NOVA
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RESUMO

O uso da biologia molecular na drea da reprodu¢do animal insere novas ferramentas
para o melhoramento genético, por meio da utilizacdo de marcadores bioquimicos em
liquidos organicos que demonstrem o potencial genético de um animal. O estudo do
plasma seminal, através de sua bioquimica, tem recebido considerdvel atencdo por
diversos motivos, seja por influenciar a fertilidade potencial do espermatozdide ou por
participar ativamente de vdrias reacdes destes. A raca de ovinos Morada Nova é uma
raca adaptada as condicdes edafoclimaticas da regido semidrida do Nordeste, mas vem
diminuindo gradativamente o seu rebanho devido a cultura por parte dos produtores a
trabalharem com animais exéticos e de maior porte. Trabalhos relacionados a essa raca
ainda sdo escassos, logo, a caracterizacdo das proteinas seminais destes animais nos
permitiu identificar como estas se apresentam, observando-se os valores maximos e
minimos dos pesos moleculares destas proteinas.Foram utilizados 14 reprodutores
ovinos da raga Morada Nova de diversas localidades da regido semidrida do Ceard, onde
se analisou as bandas protéicas através de eletroforese unidimensional SDS-PAGE, em
géis de poliacrilamida a 12,5%, corados por Comassie Blue. Foram encontradas em
100% das amostras quatro bandas protéicas com os respectivos pesos moleculares 14,
20, 22 e 55 kDa. Sendo as bandas de 14 e 55 kDa j4 identificadas em outras espécies
como as espermadesinas e a osteopontina, respectivamente. Neste estudo 12 dos 14
animais apresentaram a banda de peso molecular 66 kDa, identificada por outros autores
como a albumina. As proteinas de peso molecular 33, 50, 52 e 115 kDa foram as que
apresentaram menor frequéncia, aparecendo cada uma em animais diferenciados. Este
trabalho permitiu a visualizacao e distribuic@o das bandas protéicas e a variagdo do peso
molecular das mesmas em animais da ragca Morada Nova, dando suporte a estudos
posteriores sobre protedmica seminal.

Palavras-chave: eletroforese unidimensional, peso molecular, proteina seminal.
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ABSTRACT

The use of molecular biology in the area of animal reproduction inserted new tools for
genetic improvement through the use of biochemical markers in body fluids to
demonstrate the genetic potential of an animal. The study of seminal plasma, by their
biochemistry, has received considerable attention for various reasons, either to influence
fertility potential of sperm or to participate actively in several of these reactions. The
Morada Nova breed of sheep is a breed adapted to the ecological conditions of the
semiarid region of Northeast, but has gradually diminished due to his flock culture for
producers to work with exotic animals and larger. Work related to that breed are scarce,
so the characterization of seminal proteins identified in these animals as they present
themselves, observing the maximum and minimum values of molecular weights of these
proteins. We used 14 players Morada Nova sheep from several localities in the semiarid
region of Ceard, where the protein bands was analyzed by electrophoresis dimensional
SDS-PAGE on polyacrylamide gels or 12.5%, stained with Comassie Blue. 100% were
found in four samples of protein bands with their molecular weights 14, 20, 22 and 55
kDa. Since the bands of 14 and 55 kDa as identified in other species such as
spermadhesins and osteopontin, respectively. In this study 12 of the 14 animals showed
a band of molecular weight 66 kDa, identified by other authors such as albumin. The
proteins of molecular weight 33, 50, 52 and 115 kDa showed the lowest frequency,
appearing each in different animals. This work allowed the visualization and
distribution of protein bands and molecular weight variation of the same animals in
Morada Nova, supporting further study of seminal proteomics.

Keywords: dimensional electrophoresis, molecular weight, seminal protein.
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INTRODUCAO

A raca Morada Nova é uma raca nativa de ovinos deslanados do Nordeste, sendo
adaptada as condig¢des climéticas do semidrido (Souza et al., 2003) e fonte de proteina
para as populacdes rurais (Fernandes, 2001). Esta raca, embora apresente
particularidades importantes do ponto de vista reprodutivo e produtivo nas condi¢des
onde habita, ndo estd despertando interesse dos criadores, devido a cultura existente por
animais de maior porte, levando a retracdo do rebanho da regido. Em vista disso,
pesquisadores e instituicdes de fomento estdo procurando investir em pesquisas de
caracterizacdo da raca através de estudos da gendmica e da protedmica, visando
identificar marcadores de interesse econdmico para a produgdo.

Em algumas préaticas de manejo reprodutivo € importante que se faca alguma
distin¢@o entre os fatores que afetam as caracteristicas do sémen, sendo a qualidade e a
quantidade do sémen fatores determinantes na reprodu¢ao dos machos (Perez e Mateos,
1996).

Muitas sdo as evidéncias da importincia do plasma seminal no processo de
reproducdo (Frazer e Bucci, 1996; Wolfe et al, 1993; Autiero et al, 1991), sendo
também relacionadas a fatores de infertilidade em equinos (Brandon et al., 1999) e
suinos (Jonakova et al., 2007).

O estudo das proteinas seminais vem se sobressaindo como ferramenta na
avaliacdo de animais para reprodugdo, uma vez que as proteinas oriundas das glandulas
acessorias desempenham importante papel no processo de fertilizacdo, o que tem
despertado o interesse em muitos pesquisadores (Roncoletta, 1999; Kowalski et al.,
2003; Lahnsteiner et al., 2004).

Associacoes entre marcadores protéicos, fertilidade e resisténcia espermadtica a
criopreservacdo vém sendo estudadas em humanos (Autiero et al., 1991), bovinos
(Wolfe et al., 1993; Killian et al., 1993; Bellin et al., 1998; Jobim et al., 2004), caprinos
(Villemure et al., 2003), ovinos (Barrios et al., 2000), equinos (Frazer e Bucci, 1996;
Brandon et al., 1999) e bubalinos (Asadpour et al., 2007). No entanto, sdo poucos 0s
estudos focados entre essas associacdes na espécie ovina, em especial aos ovinos da
raca Morada Nova.

Este trabalho teve como objetivo identificar o perfil das bandas protéicas do

plasma seminal dos ovinos Morada Nova no semidrido do Nordeste.



28
MATERIAL E METODOS

Localizagao dados climatologicos

O experimento foi realizado na fazenda sede da Embrapa Caprinos e Ovinos,
localizada no municipio de Sobral, Cear4, na regido semidrida do Nordeste, a 3°42' de
latitude Sul e 40°21' de longitude Oeste, e uma altitude de 83 metros. Os solos sdo do
tipo Bruno nao-célcico e lotdlico, cobertos por uma vegetacao de caatinga sucessional,
hiperxeroéfila, com drvores de porte pequeno a médio. Segundo a classificacao climatica
de koppen, a regido possui um clima do tipo AW de savana caracterizado por uma
estacdo seca que vai de julho a dezembro e uma chuvosa de janeiro a junho, com uma
precipitacdo média de 758,8 mm, temperatura média anual é de 30°C, com médias,
minima e maxima, de 22°C e 35°C, respectivamente, € umidade relativa do ar de 69%

(Funceme, 2009).

Teste de desempenho individual de reprodutores

As provas zootécnicas de desempenho individual de reprodutores estdo descritas
na série de documentos 91 da Embrapa Caprinos e Ovinos, onde consistiu na submissio
de um grupo de animais machos, oriundos de diversos rebanhos, as mesmas condi¢des
ambientais, para identificacdo dos individuos superiores por meio de suas diferencas
genéticas. No inicio da prova os animais foram inspecionados quanto ao aspecto
sanitario, zootécnico, peso e idade, sendo vermifugados e recebendo suplemento
vitaminico injetavel (ADE). O peso corporal, o perimetro escrotal, a altura de cernelha,
a largura de peito, a largura de garupa, o comprimento de garupa, o comprimento
corporal, a profundidade corporal, o perimetro toricico e o escore corporal (ECC),
avaliado com notas subjetivas de 1 a 5, foram tomados no inicio e no final da prova.
Para a classificacao final dos animais, foi utilizado um indice que considerava o ganho
de peso médio didrio durante a prova (GPMD), a area de olho de lombo (AOLp = AOL
/ Peso Final0,75) e o perimetro escrotal final (PEp = PE / Peso Final0,75), ponderados
pelo peso metabdlico, a espessura de gordura (EG) e o somatdrio dos escores visuais

(EV) (Facé et al., 2009).
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Animais e colheita de sémen

Para a andlise preliminar da distribuicdo das bandas protéicas foram utilizados
14 reprodutores de diversas propriedades da regiao semidrida do Nordeste, com idade
variando de 18 a 21 meses e submetidos a regime de criacdo intensivo, recebendo
volumoso no cocho e 200g de concentrado duas vezes ao dia.

Foi realizada uma coleta de s€émen através de vagina artificial, utilizando-se uma

fémea estrogenada (Cipionato de estradiol) como manequim, em dezembro/08.

Avaliacdo seminal

Foram avaliados as seguintes varidveis: aspecto, volume do ejaculado (mL),
motilidade progressiva individual (0,0-100%), vigor (0-5) e concentracdo espermatica

(x10° mm?) do sémen.

Quantificacao de proteinas totais

Para andlise das proteinas totais, o sémen colhido foi centrifugado por 30
minutos a 1.500g em temperatura de 4°C para obtencdo do plasma seminal, sendo o
sobrenadante recentrifugado por 60 minutos a 10.000g a temperatura de 4°C para
retirada de fragmentos de células.

O plasma foi aliquotado, sendo uma parte destinada a mensuracdo da proteina
total, através de espectrofotOmetria, e a outra acondicionada em tubos de eppendorff,
mantidos congelados a -18°C para realizacdo da eletroforese unidimensional (SDS-
PAGE) a 12,5% de separacdo e 12% de compactacgdo.

O plasma destinado a quantificacdo de proteinas totais foi submetido a técnica
descrita por Bradford (1976), que se baseia na ligagdo do corante Comassie Brilliant
Blue G250 as proteinas, com formacao de coloracdo azul. A presenca de proteinas foi
observada através de espectrofotdmetro FP-901 (Chemistry Analyser Labsystems) pelo
método de absorbdncia que representa a quantidade de luz que € absorvida, sendo a

leitura realizada no comprimento de onda de 595 nanémetros (nm) e usando-se como
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padrao a Albumina Sérica Bovina (BSA) em diferentes concentragdes servindo como

base para a curva de concentracio x absorbancia.

Eletroforese unidimensional

Para preparacdo das amostras de plasma utilizou-se 200 pg de proteina total do
plasma seminal que foi diluida ao tampao de amostra, ficando uma concentragdo final
de 2 pg/ul. O gel utilizado tinha dimensao de 10 x 8 cm onde colocou-se 15 pL da
amostra do plasma em cada “poco” da placa de gel, sendo utilizado como padrao o kit
LMW ELECTROPHORESIS CALIBRATION da Pharmacia Biotech., que apresenta as
seguintes bandas de massas moleculares: 94 (Fosforilase B); 67 (Albumina Sérica
Bovina); 43 (Ovalbumina); 30 (Anidrase Carbonica); 20,1 (Inibidor de Tripsina) e 14,4
kDa (Alpha-lactoalbumina). A eletroforese foi conduzida por uma corrente elétrica de
1A, 170 wolts e 10 wats, por aproximadamente 2 horas.

Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 por
aproximadamente duas horas e descorados com etanol (30%) e acido acético (7,5%),
por aproximadamente duas horas, sob agitacdo constante. Para captura da imagem esses
géis foram escaneados e analisados usando-se o software Bio Doc-IT-LS® 6.0 and
VisiDoc-It, Gel Documentation System da UVP, o qual determina a densidade dptica
das bandas protéicas expressa em pixels e quantifica em percentagem relativa ao total
da amostra.

Para a secagem dos géis, os mesmos foram colocados entre duas folhas de papel
celofane, hidratadas com solug¢do de secagem contendo etanol (10%) e glicerol (2,5%)

sobre uma placa de vidro, em temperatura ambiente por 24 horas.

Analise estatistica

Foi realizada uma analise descritiva da presenca das bandas de massa molecular
encontradas nos géis de eletroforese e teste T de Student para comparacdo das médias

das caracteristicas espermaticas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram que as médias dos 14 animais para motilidade
progressiva (82%) e vigor (3,5) foram superiores as médias referenciadas pelo Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998), ji4 o valor médio do volume do
ejaculado (0,8 mL), mostrou-se inferior e o da concentracdo espermatica (5,14 x 10°
spz/mL) dentro dos limites de referéncia, ndo havendo diferenga estatistica (P>0,05)
entre os animais estudados com relagdo a esses aspectos avaliados. O valor médio da
proteina total foi de 15,13 pg/ul variando de 9,55 a 22,37 pg/ul. Souza et al. (2002)
encontraram em carneiros pos-puberes valor médio de 19,95 pg/uL.

Os géis de eletroforese unidimensional SDS-PAGE, mostraram que houve uma
diferenca na distribui¢do das bandas protéicas entre os animais, onde o peso molecular
delas variaram de 14 a 125 kDa. Também foi observado que o niimero de bandas diferiu
entre os animais (11-16 bandas), apesar de serem da mesma raga, com idades

aproximadas e criados em um mesmo sistema (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia das bandas protéicas presentes nos géis de eletroforese dos ovinos da raga
Morada Nova distribuidas de acordo com o seu peso molecular.

kDa Animais

A B C D E F G H 1 J K L M N
21 42,8 42,8 428 428 42,8 428
23 21,4 214 214
24 57,1 57,1 57,1 57,1 57,1 57,1 57,1 57,1 57,1
26 42,8 428 42,8 42,8 42,8 428
38 57,1 57,1 57,1 57,1 57,1 57,1 57,1 57,1
42 714 714 714 714 714 714 714 714 714 71,4
45 28,6 28,6 28,6
48 28,6 28,6 28,6 28,6
60 78,6 78,6 78,6 786 786 78,6 78,6 78,6 78,6 78,6 78,6
66 85,7 85,7 8577 857 857 857 85,7 85,7 85,7 85,7 857 857
72 28,6 28,6 28,6 28,6
77 57,1 57,1 57,1 57,1 57,1 57,1 57,1 57,1
80 42,8 42,8 42,8 42,8 428 42,8 42,8
90 35,7 35,7 35,7 35,7 35,7
96 85,7 85,7 85,7 857 857 857 857 85,7 85,7 85,7 85,7 85,7
118 21,4 214 21,4
122 28,6 28,6 28,6 28,6
125 143 143

Total 13 14 14 13 13 16 15 12 11 12 12 15 15 12

Observou-se a presenca das bandas de peso 14, 20, 22 e 55 kDa presentes em
100% dos animais avaliados. Jobim et al. (2003) relacionou uma proteina de 14 kDa a

manutencdo da motilidade espermdtica em caprinos e Villemure et al. (2003) a
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identificou proteina semelhante, chamada de GSP-4 (Goat Seminal Plasma Proteins), é
responsavel por ligar a membrana espermatica durante o transito epididimario atuando
na capacitacdo espermatica dessa espécie. Estes mesmos autores identificaram mais trés
proteinas no mesmo grupo das GSPs com pesos de 15, 20 e 22 kDa, sendo estas
homdlogas as BSP (Bovine Sminal Plasma Proteins), sugerindo-se uma possivel
atividade biologica comum entre os mamiferos.

Barrios et al. (2000) afirmaram que a banda de 20 kDa encontrada em seu
experimento poderia ser responsdvel pela reconstituicdo das caracteristicas de
permeabilidade da membrana do espermatozdide. A banda de 55 kDa foi identificada
por diversos autores como sendo a osteopontina (Cancel et al. 1997; Killian et al., 1993;
Frazer e Bucci, 1996). Em bifalos uma proteina com esse peso molecular foi
relacionada a viabilidade do sémen fresco (Asadpour et al., 2007) e em touros a alta
fertilidade (Killian et al., 1993). De acordo com Moura (2005), esta proteina participa
também na interacao entre espermatozdides e odcito durante a fertilizagao.

Oberst et al., (2002) identificou uma banda protéica de massa molecular de 66
kDa, como sendo a albumina, envolvida com a extracdo do colesterol da membrana
plasmdtica que ird ocorrer em dareas restritas da membrana, promovendo um
deslocamento dos fosfolipideos causando um re-arranjo de sua arquitetura (Flesch e
Gadella, 2000). Neste experimento 85,7% dos animais apresentaram uma banda de
massa molecular de 66 kDa. Em ovinos e suinos onde o nivel de colesterol € baixo esse
evento ocorre de forma mais acelerada que em humanos e bovinos, onde a membrana
plasmdtica é rica em colesterol. Devido a isso, ocorre uma variacdo no tempo de
capacitacdo espermatica, verificando-se a necessidade de um maior tempo nas espécies
com altos niveis de colesterol na membrana (Flesch e Gadella, 2000).

A proteina de massa molecular de 26 kDa foi encontrada em 42,8% dos animais
avaliados nesse experimento. Uma proteina de mesmo peso molecular (26 kD) foi
relacionada a alta fertilidade de touros por Killian et al. (1993), ja Bianch et al. (2008) a
relacionou a baixa integridade da membrana plasmética em suinos apds a descongelacao
do sémen e Jobim (2003) encontrou essa proteina em bovinos portadores de baixa
congelabilidade. Essa proteina também foi identificada por Roncoletta (1999), a qual
apresentou quantidade significativamente superior no plasma seminal de bovinos com
melhor congelabilidade do s€émen (Roncoletta et al., 2000).

As bandas que apresentaram menor frequéncia foram as de 33, 50, 52 e 115 kDa

(Figura 1), sendo estas identificadas cada uma em animais distintos, devendo ser



33
estudadas futuramente. Uma banda de massa molecular de 52 kDa j4 foi identificada no
plasma seminal humano como sendo a seminogelina 1, principal componente da
coagulacdo do plasma seminal, expressa exclusivamente nas vesiculas seminais, sendo
sugerida por Robert e Gagnon (1999), como um inibidor fisiolégico da motilidade
espermadtica, pois em seus trabalhos ela se mostrou idéntica ao fator de inibicdo da
motilidade.

A banda de 33 kDa foi encontrada no animal que obteve o menor valor de
motilidade (50%), sendo essa abaixo dos valores preconizados pelo Colégio Brasileiro
de Reprodug¢do Animal (CBRA, 1998), que tem como média uma motilidade de 75%.
Provavelmente, essa proteina esteja associada a diminui¢do da motilidade espermatica

devendo ser estudada posteriormente.

20,1 kDa

14,4 kDa

Foto: Nadiana Mendes

Figura 1. Gel de poliacrilamida a 12,5% (SDS-PAGE) do plasma seminal de
ovinos da raca Morada Nova, onde as bandas circuladas sdo as que se
expressaram individualmente nos animais estudados.



34
CONCLUSOES

Os ovinos da raca Morada Nova apresentam uma variacdo na distribuicio e
frequéncia das bandas protéicas entre os animais. Essas bandas provavelmente sofrem

interferéncia do fator animal em sua expressao.
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CAPITULO 3

RELACAO ENTRE PARAMETROS ESPERMATICOS E BANDAS
PROTEICAS DO PLASMA SEMINAL DE OVINOS MORADA NOVA COM AS
VARIAVEIS METEOROLOGICAS
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RESUMO

As mudancgas de estacdo do ano afetam tanto a qualidade quanto a quantidade de s€émen,
como também a presenca das proteinas seminais, em especial nas regides temperadas,
tendo em vista a influéncia da variagdo do dia/luz que afeta os hormonios da
reprodu¢do. No entanto, ndo existem relatos sobre a influéncia das varidveis
meteoroldgicas como temperatura ambiente, umidade do ar e precipitacdo sobre a
expressdo das proteinas seminais na espécie naturalizada Morada Nova na regido
semidrida do Brasil. Portanto, investigar a interacdo destes parametros com as
caracteristicas espermaticas e a expressao das proteinas do plasma seminal ao longo do
ano foi objeto deste trabalho. O sémen foi coletado, semanalmente, de quatro machos
adultos da raca Morada Nova, no periodo de outubro/2008 a setembro/2009, perfazendo
um total de 192 amostras, as quais foram submetidas a avaliacdo espermdtica. A
concentracdo espermadtica foi a varidvel influenciada (P<0,05) pela época do ano, pelo
individuo, pela interacdo estacdo vs reprodutor e pela data da coleta. Verificou-se
correlagdo significativa (P<0,05) entre os parametros seminais e meteoroldgicos durante
o dia e o més. Ao se analisar o perfil eletroforético das proteinas do plasma seminal
pode-se observar um total de 44 proteinas diferenciadas, sendo 29 proteinas menores
que 50 kDa e 15 proteinas maiores que 50 kDa, variando seus pesos moleculares de 12 a
135 kDa. Houve uma variacdo de 7 a 28 bandas em cada animal ao longo do ano. Foi
observada diferenca significativa (P<0,05) entre os periodos seco e chuvoso quanto a
manifestacdo de determinadas bandas protéicas. Comparando-se os animais, a banda de
massa molecular de 75-80 kDa apresentou maior frequéncia (P<0,05) em um deles.
Concluiu-se que, mesmo tratando-se de uma raga naturalizada, as caracteristicas
espermadticas e a expressdo das bandas protéicas da raca Morada Nova sofreram
influéncia dos parametros meteorolgicos na regido semidrida do Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: caracteristicas seminais, eletroforese unidimensional, peso molecular,
proteina seminal
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ABSTRACT

The changes of season affect both the quality and quantity of semen, as well as the
presence of seminal proteins, especially in temperate regions, in view of the influence of
variation of day-light that affects the reproductive hormones. However, there are no
reports on the influence of meteorological variables as temperature, humidity and
rainfall on the expression of proteins in the seminal New Address naturalized species in
the semiarid region of Brazil. Therefore, to investigate the interaction of these
parameters and sperm characteristics and expression of seminal plasma proteins over
the years has been the subject of this work. Semen was collected weekly, four adult
males Morada Nova, from October/2008 to September/2009 a total of 192 samples,
which were evaluated for sperm. The sperm concentration was the variable influence (P
<0.05) by season, by individual, by season vs player interaction and the collection date.
There was a significant correlation (P <0.05) between semen parameters and weather
during the day and month. When analyzing the electrophoretic profile of seminal
plasma proteins can be observed a total of 44 different proteins, 29 proteins smaller than
50 kDa and 15 kDa proteins larger than 50, their molecular weights ranging from 12 to
135 kDa. There was a variation from 7 to 28 bands in each animal throughout the year.
Significant difference (P <0.05) between dry and rainy seasons as the manifestation of
certain protein bands. Comparing the animals, the band of molecular mass of 75-80 kDa
showed a higher frequency (P <0.05) in one. It was concluded that, even in the case of a
naturalized race, the sperm characteristics and the expression of protein bands Morada
Nova influenced meteorological parameters in the semiarid region of northeastern
Brazil.

Keywords: seminal characteristics, one-dimensional electrophoresis, molecular weight,
seminal protein
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INTRODUCAO

Ao se trabalhar com animais na regido semidrida é importante escolher racgas
adaptadas as caracteristicas da regido, devendo ser fundamental levar em consideracdo o
fator climético, pela sua vulnerabilidade as alteracdes do clima, com periodos
irregulares de chuva e secas prolongadas, que s@o intensificados pelas elevadas
temperaturas do ar, altos niveis de insolacdo e evaporacdo e, durante o periodo seco,
pela baixa umidade relativa do ar (Santos et al., 2005). Nesse contexto, a raca Morada
Nova € uma das principais racas nativas de ovinos deslanados do Nordeste do Brasil,
dotada de alto grau de adaptabilidade ao ambiente quente, sendo animais resistentes, de
facil manejo e que podem viver com facilidade em regides do semidrido (Cunha et al,
2008).

A qualidade do sémen determina a eficiéncia reprodutiva masculina durante o
ano, podendo variar de acordo com a raga, localizacdo geogrifica e época do ano
(Karagiannidis et al., 2000). Este dltimo fator ja foi relatado por Barkawi et al. (2006)
por exercer forte influéncia na qualidade do sémen de caprinos, aumentando a
concentracdo dos compostos bioquimicos do plasma seminal entre as épocas seca e
chuvosa (Pinheiro et al., 1996)

Virios autores identificaram alguns problemas reprodutivos relacionados a
época seca em pequenos ruminantes como Texel, Suffolk, Ile de France (Mandiki et al.,
1998), e Zaraibi (Barkawi et al., 2006). Pesquisas t€ém demonstrado que elevadas
temperaturas ambientais podem interferir negativamente na qualidade espermatica de
ruminantes, sendo a motilidade individual progressiva e o percentual de células
morfologicamente anormais as caracteristicas seminais mais afetadas (Kraemer, 2000;
Valle et al., 2005).

Aliado as caracteristicas espermadticas, o estudo das proteinas seminais vem
sendo objeto de estudo, tendo em vista sua maior concentracdo no plasma seminal em
relacdo aos outros componentes e, por participarem ativamente do processo de
fecundacao (Bellin et al., 1998). Estudos tém mostrado que em clima temperado essas
proteinas sofrem influéncia em sua expressao ao longo do ano, podendo interferir assim
nos processos de fertilizacao (Souza, 2007).

O aumento da temperatura ambiente acima daquela considerada critica maxima

para o animal pode desencadear reacdes ou respostas fisioldgicas, tais como: aumento
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da temperatura retal, temperatura da superficie da pele e frequéncia respiratdria,
ocorrendo diminuicao do nivel de producao e ingestdo de alimentos (Lu 1989).

O estresse caldrico € um importante fator que limita o desenvolvimento dos
ovinos na expressdo do potencial genético de produg@o. As limitacdes a producdo em
areas tropicais podem ser ocasionadas pelos quatro principais elementos ambientais
estressantes: temperatura do ar, umidade do ar, radiacdo do sol e velocidade do vento
(Barbosa e Silva, 1995). Portanto, a interagdo entre animal e ambiente deve ser levada
em consideracdo quando se busca maior eficiéncia na exploragdo pecudria, pois o
conhecimento das varidveis climdticas, sua a¢do sobre as respostas comportamentais e
fisiolégicas dos animais, sdo essenciais na adequag¢do do sistema de producdo aos
objetivos da atividade pecudria (Neiva et al., 2004).

Objetivou-se neste trabalho estudar a influéncia dos pardmetros meteorologicos
nas caracteristicas espermaticas e na expressao das bandas protéicas em ovinos Morada

Nova na regido Nordeste do Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Localizagao dados climatologicos

O experimento foi realizado na fazenda sede do Centro Nacional de Pesquisa de
Caprinos e Ovinos, localizada no municipio de Sobral, Ceard, na regido semidrida do
Nordeste, a 3°42' de latitude Sul e 40°21' de longitude Oeste, e uma altitude de 83
metros, caracterizado por uma estacao seca que vai de julho a dezembro e uma chuvosa
de janeiro a junho, com uma precipitacdo média de 758,8 mm, temperatura média anual
€ de 30°C com médias minima e mixima de 22°C e 35°C, respectivamente, e umidade
relativa do ar de 69% (Funceme, 2009).

Os periodos do ano foram divididos entre seco e chuvoso de acordo com os

dados climatolégicos médios de temperatura, umidade e precipitacdo, obtidos pelo
INMET (2010) (Tabela 1).

Tabela 1. Dados referentes a temperatura (°C), Umidade (%) e Precipitacdo
pluviométrica (mm) de outubro de 2008 a setembro de 2009 na regido semidrida do

Nordeste.
Periodo Més Temperatura (°C) Umidade (%) Precipitacio (mm)
out/08 29,09 55,7 0
nov/08 30,89 49,9 1,8
dez/08 31,27 494 0,2
Seco jan/09 29,37 61,6 1.4
set/09 28,1 62,0 0,2
Ago/09 26,5 69,7 15,2
Fev/09 26,4, 79,9 137
mar/09 25,3 87,6 237
Chuvoso abr/09 25,5 87,5 273,2
mai/09 25,4 87,8 227
jun/09 25,2 85,2 54,2
Jul/09 25,2 80,2 34,2
Média 27,4 71,4 981,4
INMET, 2010

Animais, colheita de s€men, avaliacao clinica e seminal
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Foram selecionados quatro reprodutores da raca Morada Nova com idade
variando de 18 a 21 meses, dentre os animais aprovados pelo teste de desempenho,
provenientes de diversas propriedades da regido. Estes animais encontravam-se nas
mesmas condi¢des ambientais visando identificar individuos superiores através das
diferencas genéticas. No inicio da prova os animais foram inspecionados quanto ao
aspecto sanitdrio, zootécnico, peso e idade, sendo vermifugados e recebendo
suplemento vitaminico injetavel (ADE). O peso corporal, o perimetro escrotal, a altura
de cernelha, a largura de peito, a largura de garupa, o comprimento de garupa, o
comprimento corporal, a profundidade corporal, o perimetro tordcico e o escore
corporal (ECC), avaliado com notas subjetivas de 1 a 5, foram tomados no inicio e no
final da prova. Para a classificagdo final dos animais, foi utilizado um indice que
considerava o ganho de peso médio didrio durante a prova (GPMD), a area de olho de
lombo (AOLp = AOL / Peso Final0,75) e o perimetro escrotal final (PEp = PE / Peso
Final0,75), ponderados pelo peso metabdlico, a espessura de gordura (EG) e o
somatorio dos escores visuais (EV) (Faco et al., 2009).

A idade dos animais selecionados variou de 18 a 21 meses, os quais foram
submetidos a regime de criagdo intensivo, recebendo volumoso (Pennisetum purpureum
Schum) cortado, 200g de concentrado e sal mineral no cocho duas vezes ao dia.

O sémen foi colhido, semanalmente, em vagina artificial, utilizando-se uma
fémea estrogenada (Cipionato de estradiol) como manequim, no periodo de
outubro/2008 a setembro/2009.

Na avaliacdo clinica, verificou-se a frequéncia cardiaca por minuto através de
estetoscopio flexivel diretamente na regido toracica esquerda. A frequéncia respiratéria
foi avaliada por meio de auscultacdo com o auxilio de estetoscépio flexivel ao nivel da
regido laringo - traqueal, contando-se o nimero de movimentos em um minuto. Ja a
temperatura retal foi realizada através da introducdo de termdometro clinico no reto do
animal. Todas as avaliagOes clinicas foram realizadas no periodo da manha (8-9h), nos
meses de outubro/2008 a junho/2009.

Quanto as caracteristicas espermadticas, foram avaliadas as seguintes varidveis:
aspecto, volume do ejaculado (mL), motilidade progressiva individual (MPI) (%), vigor
(V) (0-5), concentracdo espermética (CE) (xlO6 mm3), ao longo do ano, sendo a andlise
morfolégica para deteccio de patologias espermdticas (%) e a contagem de

espermatozdides vivos/mortos (%) realizadas nos periodos seco e chuvoso do ano.
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A patologia espermatica foi avaliada através da coloracdo de Giemsa, contando-
se 200 células, enquanto que a contagem de vivos/mortos foi realizada usando-se o

corante vital eosina-nigrosina (Hafez, 1995), também se avaliando 200 células.

Proteina total

Para andlise das proteinas totais, o sémen colhido foi centrifugado por 30
minutos a 1.500g em temperatura de 4°C para obtencdo do plasma seminal, sendo o
sobrenadante recentrifugado por 60 minutos a 10.000g a temperatura de 4°C para
retirada de fragmentos de células. O plasma foi aliquotado, sendo uma parte destinada a
mensuragdo da proteina total, através de espectrofotdmetro, e a outra acondicionada em
tubos de eppendorff, mantidos congelados a -18°C para realizacdo da eletroforese
unidimensional (SDS-PAGE) a 12,5% de separacdo e 12% de compactacgdo.

A quantificac@o da proteina total seguiu a técnica descrita por Bradford (1976),
que se baseia na ligagdo do corante Comassie Brilliant Blue G250 as proteinas, com
formacdo de coloragdo azul. A presenca de proteinas foi observada através de
espectrofotometro FP-901 (Chemistry Analyser Labsystems) pelo método de
absorbancia que representa a quantidade de luz que é absorvida, sendo a leitura
realizada no comprimento de onda de 595 nand6metros (nm) e usando-se como padrdo a
Albumina Sérica Bovina (BSA) em diferentes concentracdes servindo como base para a

curva de concentragdo x absorbancia.

Eletroforese unidimensional

Para preparacdo das amostras de plasma utilizou-se 200 pg de proteina total do
plasma seminal que foi diluida ao tampao de amostra, ficando uma concentracdo final
de 2 pg/uL. O gel utilizado tinha dimensdo de 10 x 8 cm onde colocou-se 15 pL da
amostra do plasma em cada “poc¢o” da placa de gel, sendo utlizado como padrdo o kit
LMW ELECTROPHORESIS CALIBRATION da Pharmacia Biotech., que apresenta as
seguintes bandas de massas moleculares: 94 (Fosforilase B); 67 (Albumina Sérica

Bovina); 43 (Ovalbumina); 30 (Anidrase Carbdnica); 20,1 (Inibidor de Tripsina) e 14,4
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kDa (Alpha-lactoalbumina). A eletroforese foi conduzida por uma corrente elétrica de
1A, 170 wolts e 10 wats, por aproximadamente 2 horas.

Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 por
aproximadamente duas horas e descorados com etanol (30%) e acido acético (7,5%),
por aproximadamente duas horas, sob agitacdo constante. Para captura da imagem esses
géis foram escaneados e analisados usando-se o software Bio Doc-IT-LS® 6.0 and
VisiDoc-It, Gel Documentation System da UVP, o qual determina a densidade dptica
das bandas protéicas expressa em pixels e quantifica em percentagem relativa ao total
da amostra.

Para a secagem dos géis, os mesmos foram colocados entre duas folhas de papel
celofane, hidratadas com solug¢do de secagem contendo etanol (10%) e glicerol (2,5%)

sobre uma placa de vidro, em temperatura ambiente por 24 horas.

Analise estatistica

Na comparacdo das médias da avaliacdo clinica entre os periodos seco e
chuvoso, utilizou-se o teste t de Tukey. Os dados das caracteristicas espermaticas foram
submetidos a andlise de variancia utilizando o pacote estatistico SAS (1999), sob o
modelo matematico:

Yijkl =u+ E; + Rj + Ei*Rj + Ck(El) + €ijk1

Em que:

Yiju representa a resposta estudada (concentragdo, motilidade, vigor, volume ou
proteina total);

u € uma constante associada a cada observacao;

E; € a i-ésima esta¢do (chuvosa ou seca);

R; representa o j-ésimo reprodutor;

Ei*R; representa a intera¢do entre a i-€sima estagdo com o j-ésimo reprodutor;

Cxk(E)) representa o efeito da k-ésima coleta dentro da i-ésima estag¢do do ano;

eijil representa o erro associado a cada observacio.

Para testar a significancia de cada efeito foi utilizado o teste F e para comparagdo
de médias, quando necessdrio, utilizou-se o teste de Tukey. Antes da andlise de

variancia para cada caracteristica foram realizados teste de normalidade e
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homogeneidade de variancia, quando se observou a necessidade de fazer uma
transformac¢do quadrética para a varidvel vigor e logaritmica para a varidvel proteina
total.

Foram calculadas correlagdes de Pearson entre os parametros meteoroldgicos e
as caracteristicas espermaticas.

A frequéncia de ocorréncia das vdrias bandas protéicas ao longo do ano entre os
periodo seco e chuvoso foi comparada pelo teste qui-quadrado (Snedecor e Cochran,
1967), utilizando-se tabelas 2 x 2, sendo dois periodos (seco e chuvoso) por duas
respostas (presenca ou auséncia). Esta mesma metodologia foi utilizada para testar
diferencas na dispersdo da frequéncia das bandas protéicas entre os quatro reprodutores,
utilizando tabelas 4 x 2, sendo quatro reprodutores por duas respostas (presenga ou

auséncia).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias de concentracdo espermadtica, motilidade progressiva e vigor (Tabela
2), encontram-se dentro dos limites preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Reprodugdo Animal (CBRA, 1998), cujos valores sdo de 2,0 a 6,0 x 10° spz/mL para a
concentracdo espermatica, 75% para a motilidade progressiva individual e 3,0 para o
vigor. O volume médio do ejaculado encontrado (0,9 mL) foi inferior ao do CBRA

(1998) (1,0 mL) e esteve dentro do limite observado por Mies Filho (1987).

Tabela 2. Valores individuais médios para volume do ejaculado (mL), motilidade
progressiva (%), vigor (1-5) e proteina total (ug/uL) dos animais da raga Morada Nova no
semidrido do Nordeste.

Pardmetros Volume Concentracio MPI Vigor PT
Animal (mL) (x1 06pz/mL) (%) (1-5) (ug/ul)
Macho 1 1,04 5,37 88,46 3,89 13,08
Macho 2 0,91 5,57 85,00 3,80 16,49
Macho 3 1,06 6,20 84,35 3,82 14,50
Macho 4 0,83 5,19 83,84 3,61 10,31
Média ano 0,94 5,57 85,27 3,78 13,57

Os dados apresentados na tabela 3 diferiram (P<0,05) para o volume entre os
reprodutores e entre os dias da coleta. J4 a concentracao diferiu em todos os parametros
analisados: época do ano, entre reprodutores, interacdo estacdo vs reprodutor e dia da
coleta dentro de época do ano. Para os valores de motilidade progressiva individual e
proteina total observou-se que ndao houve interacdo (P>0,05) entre a época do ano vs
reprodutor, enquanto que o vigor se mostrou diferente (P<0,05) entre reprodutores e
entre as coletas durante o ano.

Souza et al (2009), trabalhando com caprinos da raca Alpina Americana em
Pernambuco, Teixeira (2008), com caprinos da raca Anglo-Nubiana, e Silva et al.
(2005), com caprinos mesti¢cos F1 (Anglo-Nubiana x SRD), também ndo encontraram
diferenca entre os periodos do ano para motilidade.

Dufour et al. (1984), trabalhando com carneiros no Canadd encontraram uma
motilidade maxima nos meses de outubro e novembro (72%) e minima em abril e maio
(50%), indicando que nos climas temperados, onde as estacbes do ano sdo bem

definidas, ocorre diferenca significativa entre a motilidade e o vigor nestas épocas, 0
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mesmo nao acontecendo no clima tropical, como no caso deste trabalho, que apenas

apresentou diferenca (P<0,05) entre as épocas para a motilidade.

Tabela 3. Andlises de varidncia com os respectivos valores do teste F para as fontes de
variacdo, segundo as caracteristicas estudadas em ovinos Morada Nova na regido semidrida do
Nordeste.

Caracteristica
Fonte de Variagdo Qraus de o . Proteina
liberdade  Volume Concentragdio Motilidade Vigor Total
Estacio 1 0,01™ 45,84 6,63° 126 13,58
Reprodutor 3 10,577 17,64~ 4,58 3,11°  3035"
Esta¢do*Reprodutor 3 0,14™ 3,36" 0,48™  0,38"™ 0,86™
Coleta (estacio) 37 230" 1,69" 2,147 2197 333"

ns: Ndo significativo a 5%
* Nao significativo a 5%

Segundo Corteel (1983), o aumento do volume do ejaculado ocorre devido a um
acréscimo de fluidos do epididimo e as glandulas anexas, ndo indicando,
necessariamente, um aumento na concentracdo de espermatozoides. Freitas e Nunes
(1992), estudando carneiros deslanados, criados na regidao litoranea nordestina nado
observou diferenca significativa (P>0,05) com relacdo ao volume do ejaculado, nas
épocas seca e chuvosa, no entanto, os primeiros autores citados anteriormente
encontraram diferenca significativa (P<0,05) entre as épocas para os parimetros
motilidade e concentracdo espermaética, corroborando com os dados deste experimento.

Nunes (1988) e Teixeira (2008) trabalhando com caprinos na regido Nordeste
encontraram um volume significativamente maior de sémen na época chuvosa do que na
época seca, indicando que a sazonalidade foi responsdvel por esta diferenca.

A média da concentracdo de proteinas totais do plasma seminal foi de 13,58
pg/uL, variando de 5,23 a 28,04 ug/uL, apresentando maior concentracdo no periodo
chuvoso (14,65), diferindo significativamente (P<0,05) do periodo seco (12,23 pug/uL)
(Tabela 5), corroborando com os resultados de outros estudos onde evidenciam a
influéncia da estagdo do ano na composicdo do plasma seminal e na quantidade de
proteinas seminais de ovinos (Smith et al., 1999), caprinos (La Falci et al., 2002) e
bovinos (Roncolleta et al., 1999). De acordo com Souza et al. (2002) o aumento da
proteina total melhorou o quadro espermatico de ovinos no Nordeste

Pinheiro et al. (1996), observaram que a concentragdo dos compostos
bioquimicos do plasma seminal em caprinos aumenta entre as épocas seca € chuvosa,

ocorréncia essa provavelmente relacionada a qualidade e disponibilidade da
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alimentacdo. Huang et al., (2000) observou diferenca significativa na qualidade do
sémen suino em relacdo as estacdes do ano, verificando que nas estagdes quentes a
qualidade do sémen declinou significativamente.

Nas avaliacdes da concentracdo espermatica pode-se observar a interagdo do
periodo do ano com o animal (Tabela 4), ja4 que os resultados das diferencas entre as
estacdes dependem do reprodutor. Foi observado que o reprodutor 1 ndo apresentou
diferenca da concentragdo espermadtica entre os periodos seco e chuvoso, fato este ndao
observado nos demais. Ao se comparar os animais dentro do mesmo periodo, pode-se
observar que no periodo chuvoso houve diferenga (P<0,05) entre os animais 3 e 4 e no

periodo seco o animal 1 e 4 diferiram (P<0,05) dos animais 2 e do 3 (Tabela 5).

Tabela 4. Médias da concentracdo espermdtica, segundo a estagdo do ano e o
reprodutor ovino Morada Nova na regido semidrida do Nordeste.

Caracteristica
Estagdo do ano Amlmal Animal 2 Animal 3 Ani‘mal
Chuvosa 5217 5,39%° 557" 4,82%
Seca 5,44 6,29 6,74**  5,51%
Meédias seguidas de letras mintisculas diferentes na mesma linha diferiram estatisticamente pelo

teste de Tukey (p<0,05).
Meédias seguidas de letras maidsculas diferentes na mesma coluna diferiram estatisticamente
pelo teste de Tukey (p<0,05).

Analisando as correlagdes entre os parametros seminais e as varidveis climéticas,
verificou-se alta correlagdo (P<0,05) para o volume do ejaculado com a temperatura
ambiente (r=-92%), com a umidade (r=0,71%) e com a precipitacao (r=-0,72) durante o
dia. Quanto a motilidade e o vigor, ambos apresentaram correlacio moderada
(P<0,05)(r=0,43 e r=0,56) com a precipitacdo do dia e alta correlagao (P<0,05) (r=-0,71
e r=-0,72) com a precipitacdo mensal, respectivamente. A proteina total mostrou uma
correlagdo moderada (P<0,05) (r=-0,39) com a precipitacdo durante o ano.

Esses resultados podem ser explicados porque a mudanga de estacdo afeta tanto
a qualidade quanto a quantidade de s€émen em toda a extensao do ano, mas em regides
tropicais nao ocorre diferenca estacional na producao espermatica dos machos de racas
nativas (Hibbert el at., 1986). Nessas dreas, as variacdes quanti-qualitativas do
ejaculado parecem estar correlacionadas a outros fatores mais importantes do que o
fotoperiodo, tais como a temperatura ambiente (Nunes et al., 1988; Machado et al.,
2000), umidade do ar, precipitacdo e a disponibilidade de pastagens, que durante o

periodo seco € escasso e de baixa qualidade (Clariget et al., 1998).
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Em ovinos a temperatura ambiente média de 27°C é suficientemente alta para
reduzir a qualidade seminal e ocasionar mudangas metabdlicas e ultra-estruturais nos
espermatozoéides. Quando a temperatura ambiente excede a temperatura critica superior
(25°-27°C), a umidade relativa do ar passa a ter importincia fundamental nos
mecanismos de dissipacdo de calor devido ao ar imido saturado inibir a evaporagdo da
agua através da pele e do trato respiratdrio, tornando o ambiente mais estressante para o
animal (Curtis, 1983). Segundo Santos e Simplicio (2000) essa redu¢do indica uma
menor secrecao das glandulas acessodrias, determinando auséncia ou diminui¢do de
alguns constituintes, como as proteinas do plasma seminal.

Ao se analisar o perfil eletroforético das proteinas do plasma seminal pode-se
observar um total de 44 proteinas diferenciadas, sendo 29 proteinas menores que 50
kDa e 15 proteinas maiores que 50 kDa, variando seus pesos moleculares de 12 a 135
kDa, havendo uma variacao de 7 a 28 bandas em cada animal ao longo do ano.

E provédvel que este nimero de bandas observadas tenha sido resultado das
andlises realizadas pelo programa utilizado, que pode detectar isoformas de bandas que
possuem peso molecular aproximado, fato comum de ocorrer quando se trabalha com
protedmica. Portanto, hd necessidade de mais estudos para que tais proteinas possam
ser identificadas.

A distribui¢do das bandas protéicas teve o seguinte perfil na raca Morada Nova:
as bandas B14 (50-58 kDa) e B15 (58-70 kDa) estavam presentes em todos os meses,
mas ndo em todas as amostras, ao longo do ano; ja no periodo seco as bandas presentes
em todos os meses foram B10 (30-36 kDa) e B19 (90-100 kDa), enquanto que no
periodo chuvoso foi observada a banda B12 (40-45 kDa) mostrando que no periodo
seco hd uma maior expressio de bandas presentes em todos os meses (Tabela 6).
Segundo Chacur e Machado Neto (2007), as diferentes estagcdes do ano podem
influenciar a presencga e auséncia da expressao de proteinas do plasma seminal.

Dentre as bandas protéicas identificadas neste trabalho foi observada diferenca
significativa (P<0,05) na frequéncia para as bandas de massa molecular de 12-14 kDa
(27,16% e 55,56%), de 18-20 kDa (29,63% e 44,44%), de 20-22 kDa (58,02% e
79,17%), de 26-28 kDa (51,85% e 72,22%), de 28-30 kDa (19,75% e 33,33%), de 30-36
kDa (53,09% e 72,22%), de 36-40 kDa (62,96% e 79,17%), de 58-70 kDa (71,60% e
84,72%), de 80-90 kDa (35,8% e 54,17%), entre os periodos seco e chuvoso,

respectivamente.



52

Ao se comparar a presenca das bandas protéicas entre os animais, observou-se
que houve diferenca (P<0,05) para a banda de massa molecular de 75-80 kDa.

A frequéncia da banda 1 (12 - 14 kDa) aumentou do periodo seco (27,16%) para
o chuvoso (55,56%), sendo provavelmente uma espermadesina, ja identificada em
bovinos, suinos, equinos e caprinos, estando associadas a superficie da membrana do
espermatozéide (Freitas e Davide, 2001). Bergson et al. (2005) identificaram essas
proteinas como sendo as espermadesinas encontradas em carneiros adultos de raca
européia. Cardozo et al. (2006) relacionaram essas proteinas a familia das BSPs, ligada
a manuten¢do da motilidade e capacitacdo espermadtica em caprinos (Villemure at al.,
2003; JOBIM et al., 2003). Em caprinos, Souza et al. (2008), identificaram 81,3% de
motilidade progressiva individual relacionada com as proteinas de 14-15 kDa e 79,8%
relacionada as de 38-39 kDa. Schonek et al. (1995), identificaram como sendo
espermadesinas a proteina de 13 kDa, a qual mostrou exercer fung¢do sobre o
metabolismo espermatico, protegendo contra os danos oxidativos, onde altas
quantidades dessa proteina provocam diminui¢do da mortalidade dos espermatozdides.
Isoformas dessa proteina também ja foram encontradas com peso molecular de 28 kDa
(Moura et al., 2006) e variando de 14 a 70 kDa em bovinos (Cancel et al., 1997, 1999;
Erikson et al., 2003), sendo esta possivelmente uma modificacdo pds-traducional
(Patarca et al., 1993; Sorensen et al., 1995; Moura et al., 2005).

Observou-se que a banda 4 (18-20 kDa) apresentaram maior expressao no
periodo chuvoso (44,44 %). Identificada por Mortarino et al. (1998) no plasma seminal e
relacionada a fertilidade (Nellin et al., 1996).

Com relagdo a banda BS (20-22kDa), Fouchécourt et al. (2002) identificaram no
plasma seminal ovino uma proteina de massa molecular de 21,1 kDa como sendo a
enzima prostaglandina-D-sintetase. Em touros, Killian et al. (1993) observaram que
animais com maior abundancia dessa proteina no plasma seminal apresentaram maior
taxa de fertilidade apds inseminacdo artificial (IA) com sémen congelado.

A banda B8 (26-28 kDa) provavelmente possa ser isoforma da prostaglandina D
sintetase, regulando a motilidade espermdtica e o transporte de espermatozdides para
alcancarem o oviduto, onde a isoforma com peso de 26 kDa foi identificada por Killian
et al. (1993), sendo associada a alta fertilidade em bovinos (Genera et al., 2000) e,
identificada posteriormente, como prostaglandina D-sintetase tipo-lopocalina presente
no plasma seminal com peso molecular de 26 kDa (Cancel et al., 1997). Flowers (2001)

relacionou sua presenga em suinos com a associacido as taxas de paricao (86%) e ao
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tamanho da leitegada utilizando s€émen resfriado, sendo esta proteina considerada um
potencial marcador de fertilidade.

Em ovinos essa proteina (26-28 kDa) aparece no testiculo e no epididimo
durante o desenvolvimento fetal, sendo detectada na puberdade uma isoforma com peso
de 30 kDa, a qual € convertida em outra isoforma de 27 kDa com o amadurecimento do
animal (Fouchécourt et al., 1999; 2000; 2003). em ovinos esta proteina ndao foi
relacionada com a sintese de prostaglandinas, sendo sua fertilidade provavelmente
relacionada a capacidade de transportar substancias hidrofébicas, incluindo testosterona
e retindides (Fouchécourt et al., 2002).

A banda B10 (30-36 kDa) teve uma maior frequéncia no periodo chuvoso
(72,22) sendo esta identificada em touros como uma proteina que se liga a heparina (30
kDa), denominada de “fertility-associated antigen” (FAA), encontrada na membrana
espermatica de machos de alto potencial de fertilidade (Bellin et al., 1996, 1998).
Touros com maior fertilidade produzem espermatozdides com alta capacidade de se
ligar a heparina (Bellin et al., 1994). Na espécie humana essa proteina (33-34 kDa) tem
sido relacionada a problemas ligados a fertilidade (Starita-Geribaldi et al., 2001), como
também a marcadores de azoospermia (Yamakawa et al. , 2007).

A banda B14 (50-58 kDa) provavelmente venha a ser a osteopontina, uma
glicoproteina de massa molecular de 55 kDa secretada pelo plasma seminal (Jobim et
al., 2002), além de identificada e isolada da matriz 6ssea bovina, cartilagens, pele fetal,
cérebro, rins, ovarios, utero, bem como da urina, bile e leite bovino (Kerr et al., 1991;
Sorensen e Petersen, 1993). Souza et al, (2004), detectaram através de western blots as
proteinas de 14 e 50 kDa como duas isoformas da osteopontina, ndo sendo essas
relacionadas a parametros seminais ou de fertilidade. Killian et al. (1993) identificaram
essa proteina como um marcador de alta fertilidade em bovinos e Moura (2005),
afirmou que ela também participa na interagdo entre espermatozdide e odcito durante a
fertilidade. Neste trabalho foi observado que essa proteina se expressou em todos os
meses do ano, mas ndo em todas as amostras dos animais avaliados, o que leva a
afirmar que possivelmente ela ndo sofra influéncia dos fatores climatolégicos na regiao
semidrida do Nordeste.

A banda B15 (58-70 kDa) encontrada em todos os meses estudados,
possivelmente esteja relacionada a albumina. Em bovinos de alta congelabilidade essa

N

proteina, quando em grandes quantidades, foi relacionada a capacidade deste em



54
participar das modificacdes de permeabilidade da membrana espermatica (Jobim et al.,
2003).

Na anélise individual dos machos identificou-se a banda B17 (75-80 kDa) sendo
que em garanhdes ela foi relacionada a SP-2 (75 kDa, pl 6,0), uma proteina do plasma

seminal ligada negativamente a fertilidade (28-30 kDa).

Tabela 6. Frequéncia amostral das bandas protéicas durante os 12
meses do ano (outubro/2008 a setembro/2009), nos periodos seco e

chuvoso.

Banda KDa Seco Chuvoso
! =18 516 5556
2 14al6 4568 40,28
3 16218 9599 1389
4 18a20% 2963 4444
> 20a22% g0 79,17
6 22a24 60,49 69,44

7 24226
50 kDa 8 I 58,02 51,39
51,85 72,22
? 28a30" 995 3333
10 30a36% 5300 722
1 36a40% 606 7917
12 40a 44 53,09 6528
13 44250 5432 48,61
14 N0-38 6014 80,56
15 Ball® 9160 sam2
16 70a75 3580 30,56
>50 kDa 17 75a80% g4 5278
18 B0a%0* 3580 5417
19 90a100 oo s
20 >100 2593 3333

*diferem estatisticamente entre os periodos do ano pelo teste t de Student.
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CONCLUSAO

Apesar de ser uma raca naturalizada, adaptada as condi¢des do semidrido, a
Morada Nova mostrou-se sensivel a umidade do ar e a precipitagdo pluviométrica da
regido com relagdo a qualidade do sémen e expressao das bandas protéicas. No entanto,
provavelmente, devido a baixa magnitude da variacdo sazonal observada, ndo exista
estacionalidade reprodutiva em ovinos Morada Nova nos trépicos, apesar de que
estudos mais aprofundados devam ser realizados para melhor conhecer a fung¢do das
proteinas nessa raga e sua relagdo com as épocas do ano no Nordeste;

A banda de massa molecular de 75-80 kDa, provavelmente possa estar
relacionada a fertilidade dos animais, devendo ser estudada posteriormente;

Este trabalho dara suporte a futuros estudos de biologia molecular na raca.
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RESUMO

Os ovinos da raca Morada Nova tém a fertilidade como uma de suas principais
caracteristicas, mesmo assim esses animais vém passando por um processo de
descaracterizacdo devido a cruzamentos indiscriminados o que pode levar a sua
extingdo. Uma das ferramentas utilizadas para o melhoramento genético de
caracteristicas relacionadas a fertilidade do macho é o estudo da biologia molecular na
area da reproducdo animal. A identificacdo de marcadores de fertilidade através das
proteinas do plasma seminal torna-se uma importante ferramenta na selecio de
reprodutores. Com isso, procurou-se identificar relacdo entre as caracteristicas
espermadticas e proteinas do plasma seminal com a fertilidade dos ovinos da raca
Morada Nova. Foram utilizados quatro machos da raca Morada Nova, provenientes de
diversas localidades da regiao semidrida do Ceard, aprovados em teste de desempenho e
submetidos a regime de criac@o intensiva, em duas estagdes de monta. Antes de cada
estacdo de cobertura, realizou-se coleta de sémen para identificacdo das proteinas
presentes e avaliagdo dos pardmetros seminais. Observou-se entre os animais diferenca
estatistica (P<0,05) quanto ao volume do ejaculado, concentracdo espermdtica e
proteina total, ndo havendo, no entanto, diferenca estatistica (P>0,05) quanto a
motilidade progressiva individual e o vigor. Nao se observou diferenca significativa
(P<0,05) para a fertilidade entre os animais avaliados, cuja taxa variou entre 54,54 a
72,72%, mesmo apresentando bandas protéicas diferenciadas. Conclui-se que mesmo
havendo diferenca entre algumas caracteristicas espermaticas, o s€émen destes animais
apresentaram condi¢des compativeis a fertilizacao.

Palavras chave: caracteristicas seminais; eletroforese; estacdo de monta; taxa de
fertilidade
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Abstract

The Morada Nova sheep have fertility as one of its main features, yet these animals are
undergoing a process of distortion due to indiscriminate breeding which can lead to
their extinction. One of the tools used for genetic improvement of traits related to male
fertility is the study of molecular biology in the area of animal reproduction. The
identification of markers of fertility by seminal plasma proteins becomes an important
tool in selecting breeding animals. Therefore, we sought to identify the relationship
between sperm characteristics and seminal plasma proteins with the fertility of the
Morada Nova sheep. We used four males Morada Nova, from various localities in the
semiarid region of Ceard, approved in performance testing and subjected to a regime of
intensive farming on two breeding seasons. Before each breeding season, there was
semen collection for identification of proteins present and evaluation of semen
parameters. It was observed statistical difference between animals (P <0.05) for
ejaculate volume, sperm concentration and total protein, without, however, statistical
difference (P> inmotility and individual force . There was no significant difference (P
<0.05) for fertility among the animals studied, the rate ranged from 54.54 to 72.72%,
even with different protein bands. It is concluded that despite some differences between
sperm characteristics, the semen of these animals had conditions consistent fertilization.

Keywords: Semen characteristics; electrophoresis; breeding season fertility rate
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INTRODUCAO

A raca Morada Nova € uma das principais ragas nativas de ovinos deslanados do
Nordeste do Brasil (Souza et al, 2003), destacando-se como principais caracteristicas
sua rusticidade, prolificidade, pele de excelente qualidade, fertilidade, precocidade
sexual, pequeno porte, habilidade materna e nio estacionalidade reprodutiva (Facé et
al., 2009).

Esses animais estdo passando por um processo de descaracterizagdo, o que pode
ocasionar a extin¢cdo da raca devido a cruzamentos indiscriminados e uma cultura por
parte dos criadores a manterem ovinos de racas exéticas e de maior porte em suas
propriedades. Com isso, hd uma preocupagdo por parte de pesquisadores e institui¢des
de pesquisa em estudar esses animais procurando melhora-los através da identificacao
molecular de suas caracteristicas produtivas e reprodutivas, de forma a incentivar os
produtores na escolha de animais para exploracdo.

Uma das ferramentas utilizadas para o melhoramento genético de caracteristicas
relacionadas a fertilidade do macho € o estudo da biologia molecular na drea da
reproducdo animal, por meio de marcadores bioquimicos em liquidos orgéanicos que
demonstrem o potencial genético de um animal, cuja selecdo de gendtipos superiores,
para determinadas caracteristicas reprodutivas, possam ser incrementadas (Roncoletta et
al, 1999). Através desses estudos o plasma seminal vem sendo avaliado tendo em vista
seu papel essencial nas funcdes espermdticas in vivo, desde a ejaculacdo, até a
fertilizacdo (Kraus et al., 2005), proporcionando boas condi¢des para a manutencdo da
motilidade, da sobrevivéncia e do transporte espermadtico, tanto no sistema reprodutor
do macho, quanto da fémea (Topfer-Petersen et al., 2005).

O plasma seminal deixou de ser visto apenas como um meio de transporte para
os espermatozdides e estd sendo mais estudado em relacdo a seus compostos,
principalmente suas proteinas, j& que estas se encontram em grande quantidade e
influenciam varias fungdes como a capacitacdo espermdtica e a reagdo acrossomica
(Manjunath e Therien, 2002).

A caracterizacdo de proteinas do plasma seminal tem recebido, nos ultimos anos,
atencdo especial por parte dos pesquisadores com vista a entender ou determinar
possiveis efeitos ou interagdes destas com a fertilidade do animal. Segundo Brandon et

al. (1999), a habilidade para avaliar a fertilidade de um reprodutor usando-se ensaios
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para determinac¢do das mudangas quantitativas das proteinas do plasma seminal seria
extremamente vantajosa para um programa de melhoramento genético. Por isso, a
caracterizacdo de proteinas presentes no plasma seminal de diferentes espécies, através
da identificacdo de polipeptidios, poderd fornecer elementos para a certificacdo da
fertilidade e da congelabilidade do sémen (Killian et al., 1993; Roncoletta et al 1999;
Jobim et al., 2004; Moura et al., 2007).

Este trabalho teve como objetivo identificar a associacdo da fertilidade com a
identificacdo das bandas protéicas presentes em ovinos Morada Nova criados na regiao

semiarida do Nordeste.
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MATERIAL E METODOS

Localizag@o do experimento

O experimento foi realizado na fazenda sede do Centro Nacional de Pesquisa de
Caprinos e Ovinos, localizada no municipio de Sobral, Ceard, na regido semidrida do
Nordeste, a 3°42' de latitude Sul e 40°21' de longitude Oeste, e uma altitude de 83
metros. Os solos sdo do tipo Bruno ndo-cdlcico e lotdlico, cobertos por uma vegetacao
de caatinga sucessional, hiperxerdfila, com arvores de porte pequeno a médio. Segundo
a classificacdo climdtica de koppen, a regido possui um clima do tipo AW de savana
caracterizado por uma estacdo seca que vai de julho a deszembro e uma chuvosa de
janeiro a junho, com uma precipitacdo média de 758,8 mm, temperatura média anual é
de 30°C, com médias, minima e maxima, de 22°C e 35°C, respectivamente, € umidade

relativa do ar de 69% (Funceme, 2009).

1.1.  Animais, Colheita de s€men, avaliacao clinica e seminal

Foram selecionados quatro reprodutores da raca Morada Nova dentre os animais
aprovados pelo teste de desempenho, provenientes de diversas propriedades da regido.
Estes animais encontravam-se nas mesmas condi¢des ambientais visando identificar
individuos superiores através das diferencas genéticas. No inicio da prova os animais
foram inspecionados quanto ao aspecto sanitdrio, zootécnico, peso e idade, sendo
vermifugados e recebendo suplemento vitaminico injetdvel (ADE). O peso corporal, o
perimetro escrotal, a altura de cernelha, a largura de peito, a largura de garupa, o
comprimento de garupa, o comprimento corporal, a profundidade corporal, o perimetro
tordcico e o escore corporal (ECC), avaliado com notas subjetivas de 1 a 5, foram
tomados no inicio e no final da prova. Para a classificacdo final dos animais, foi
utilizado um 1indice que considerava o ganho de peso médio didrio durante a prova
(GPMD), a area de olho de lombo (AOLp = AOL / Peso Final0,75) e o perimetro
escrotal final (PEp = PE / Peso Final0,75), ponderados pelo peso metabdlico, a
espessura de gordura (EG) e o somatoério dos escores visuais (EV) (FAC() et al., 2009).

A idade dos animais selecionados variou de 18 a 21 meses, onde os reprodutores

foram submetidos a regime de criacdo intensivo, recebendo volumoso (Pennisetum
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purpureum Schum) cortado, 200g de concentrado e sal mineral no cocho duas vezes ao
dia e as 100 fémeas utilizadas nas estacdes de monta receberam suplementagdo antes da
estacdo de monta tendo acesso a pastagem nativa.

O sémen foi colhido, semanalmente, em vagina artificial, utilizando-se uma
fémea estrogenada (Cipionato de estradiol) como manequim, no periodo de
outubro/2008 a setembro/2009.

Quanto a avaliagdo clinica, verificou-se a frequéncia cardiaca por minuto através
de estetoscopio flexivel diretamente na regido tordcica esquerda. A frequéncia
respiratoria foi avaliada por meio de auscultacdo com o auxilio de estetoscdpio flexivel
ao nivel da regido laringo - traqueal, contando-se o nimero de movimentos em um
minuto. J& a temperatura retal foi realizada através da introdugdo de termdmetro clinico
no reto do animal. Todas as avaliacdes clinicas foram realizadas no periodo da manha
(8-9h), nos meses de outubro/2008 a junho/2009.

Quanto as caracteristicas espermadticas, foram avaliadas as seguintes varidveis:
aspecto, volume do ejaculado (mL), motilidade progressiva individual (MPI) (%), vigor
(V) (0-5), concentracdo espermética (CE) (xlO6 mm3), ao longo do ano, sendo a andlise
morfolégica para deteccio de patologias espermdticas (%) e a contagem de

espermatozdides vivos/mortos (%) realizadas nos periodos seco e chuvoso do ano.

Quantificacao de proteinas totais

Para andlise das proteinas totais o sémen colhido foi centrifugado por 30
minutos a 5°C e 1.500 g para obten¢do do plasma seminal e o sobrenadante
recentrifugado por 60 minutos a 4°C e 10.000 g para retirada de fragmentos de células.

Depois de centrifugado o plasma foi aliquotado em tubos ependorff, sendo uma
parte deste destinada a mensuragdo da proteina total, através de espectrofotometro FP-
901 (Chemistry Analyser Labsystems), e a outra mantida sob refrigeracao a -18°C para
realizacdo da eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) a 12,5%.

O plasma destinado a quantificacdo de proteinas totais foi submetido a técnica
descrita por Bradford (1976), que se baseia na ligagdo do corante Comassie Brilliant
Blue G250 as proteinas, com formacao de coloracdo azul. A presenca de proteinas foi
observada através de espectrofotdmetro FP-901 (Chemistry Analyser Labsystems) pelo

método de absorvancia que representa a quantidade de luz que € absorvida, sendo a
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leitura realizada no comprimento de onda de 595 nandmetros (nm) e tendo como padrao

a Albumina Sérica Bovina (BSA).

Eletroforese unidimensional

Para preparacdo das amostras de plasma utilizou-se 200 pg de proteina total do
plasma seminal diluida em tampdo de amostra, ficando uma concentracdo final de 2
pug/ul. O gel utilizado tinha dimensao de 10 x 8 cm onde colocou-se 15 pl. da amostra
do plasma em cada “poco” da placa de gel, sendo utilizado como padriao o kit LMW
ELECTROPHORESIS CALIBRATION da Pharmacia Biotech., que apresenta as
seguintes bandas de massas moleculares: 94 (Fosforilase B); 67 (Albumina Sérica
Bovina); 43 (Ovalbumina); 30 (Anidrase Carbonica); 20,1 (Inibidor de Tripsina) e 14,4
kDa (Alpha-lactoalbumina). A eletroforese foi conduzida por uma corrente elétrica de
1A, 170 wolts e 10 wats, por aproximadamente 2 horas.

Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 por
aproximadamente duas horas e descorados com etanol (30%) e acido acético (7,5%),
por aproximadamente duas horas, sob agitacdo constante. Para captura da imagem esses
géis foram escaneados e analisados usando-se o software Bio Doc-IT-LS® 6.0 and
VisiDoc-It, Gel Documentation System da UVP, o qual determina a densidade dptica
das bandas protéicas expressa em pixels e quantifica em percentagem relativa ao total
da amostra.

Para a secagem dos géis, os mesmos foram colocados entre duas folhas de papel
celofane, hidratadas com solug¢do de secagem contendo etanol (10%) e glicerol (2,5%)

sobre uma placa de vidro, em temperatura ambiente por 24 horas.

Estacdo de monta

Cada estacdo de monta teve duragdo de 45 dias, onde as fémeas eram observadas
em relacdo a manifestacdo do estro e encaminhadas ao macho 12 h depois para que o
mesmo realiza-se a cobertura. Caso essas fémeas manifestassem os sinais de estro
novamente realizava-se outra coberta. A distribui¢ao das fémeas foi feita de modo que

cada macho recebesse uma fémea de forma aleatoéria.
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Decorridos 30 dias da cobertura realizou-se ultra-sonografia do tipo Doppler
para identificacdo das fémeas com prenhez positiva, sendo refeita aos 60 dias para

confirmacao dos resultados.

Analise estatistica

Os dados referentes aos parametros espermadticos e proteina total foram
submetidos a andlise de variancia e a comparacdo entre as médias foi realizada através
do teste t de Student a 5% de significancia, utilizando-se o programa SAS (1999).

A comparacdo da fertilidade entre os animais foi feita através do teste do Qui-

quadrado.



70
RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se analisar os parametros seminais dos animais estudados observou-se
diferenca estatistica (P<0,05) quanto ao volume do ejaculado, concentragdo espermatica
e proteina total, ndo havendo diferenca estatistica (P > 0,05) quanto a motilidade
progressiva individual e o vigor. O valor médio da proteina total foi de 21,05 pg/ul
variando de 18,71 a 28,04 ug/ul. Observou-se que o animal B apresentou valores mais

elevados estatisticamente (P< 0,05) do que os outros estudados (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliagdo individual dos parametros espermdticos dos ovinos da raga Morada

Nova
Pardmetros espermaticos Animal A Animal B Animal C Animal D
Volume do ejaculado 1,4° 0,9° 0,9° 1,4°
Motilidade 70/3* 90/4* 90/4* 90/4*
Concentragdo 3,92° 6,34° 3,8° 5,88%
Protefna total 19,367 28.,04° 18,71° 20,31°

1 etras distintas diferem estatisticamente através do teste t de Student a 5%.

Os géis de eletroforese unidimensional mostraram que houve uma diferenca na
distribuicao das bandas protéicas entre os animais, onde o peso delas variou de 14 a
125 kDa, sendo observada maior frequéncia nas bandas maiores que 50 kDa.
Também foi observado que o nimero de bandas diferiu entre os animais (11-21
bandas), apesar de serem da mesma raga, ter idade aproximada e serem criados em
um mesmo sistema de producdo (Tabela 2), mostrando a variagdo individual
existente entre os animais.

Killian et al. (1993) identificou uma banda de peso semelhante a encontrada no
animal A (25kDa) relacionando-a a uma isoforma da prostaglandina D sintetase,
associada a alta fertilidade de bovinos. Em ovinos a D sintetase aparece nos
testiculos e epididimos durante o desenvolvimento fetal, sendo detectada na
puberdade uma isoforma com peso de 30 kDa, posteriormente convertida para outra
isoforma de 27 kDa com o amadurecimento do animal (Fouchécourt e Dacheux,
1999). Nesta espécie, esta proteina ndo foi relacionada com a sintese de
prostaglandinas, sendo sua influéncia na fertilidade do animal, provavelmente
relacionada a capacidade de transportar substincias hidrofébicas, incluindo

testosterona e retindides (Fouchécourt et al., 2000).
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Tabela 2. Relacdo das bandas protéicas no gel de eletroforese que se diferenciaram entre os
animais da ragca Morada Nova; nimero total de bandas e taxa de fertilidade de cada animal
avaliado (%) na primeira estacdo de monta.

Animal A Animal B Animal C Animal D

- 16 16 -
- 19 19 19
25 - - -
- 29 29 -
- - - 33
Bandas Protéicas ) V7 37 )
- 39 39 -
- - - 41
- 47 - 47
72 72 - -
90 - - -
Total de bandas 11 21 19 14
Fertilidade ao teste de prenhez (%) 72,72 66,6 60 54,54

No animal D foi identificada duas proteinas de 33 e 41 kDa que ndo se
manifestaram nos demais animais, sugerindo-se que as mesmas devam ser
posteriormente estudadas.

Apesar de apresentarem diferenca (P<0,05) para o volume, a concentracdo
espermatica e as bandas protéicas ndo foi observado diferenca (P>0,05) para a taxa
de fertilidade entre os animais estudadas (Tabela 3). Provavelmente, por se tratar de
animais selecionados através de teste de desempenho e por apresentarem boas

caracteristicas espermaticas.

Tabela 3. Taxa de fertilidade de ovinos da ragca Morada Nova no semidrido do
Nordeste Brasileiro.

Reprodutor Fémeas parida/ Fémeas Taxa de fertilidade
cobertas (%)
A 16/22 72,72°
B 16/24 66,67
C 12/20 60,00°
D 12/22 54,54°
* Letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste do Qui-quadrado.
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CONCLUSOES

Nao foi observada relac@o entre as caracteristicas espermaticas e as proteinas do
plasma seminal com a fertilidade dos ovinos Morada Nova no semidrido do Nordeste
brasileiro. Estudos posteriores sdo recomendados para avaliacdo da relacdo das bandas

protéicas seminais e a fertilidade desses animais.
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CONSIDERACOES FINAIS

A raca Morada Nova mesmo considerada naturalizada sofreu influéncia dos
fatores meteoroldgicos, sendo a identificacdo da relacdo desses fatores com as proteinas
do plasma seminal e os pardmetros espermdticos importantes para a identificacdo de
marcadores moleculares tanto de fertilidade como de resisténcia aos climas indspitos.



