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RESUMO GERAL

Fatores climaticos, como as altas temperaturas ambientais no semiarido do
Nordeste, podem influenciar a atividade reprodutiva do macho caprino. Sabe-se que
nessa espécie, a sazonalidade reprodutiva € uma caracteristica importante na
limitacdo da produtividade. Dentre as racas caprinas, a Moxot6 representa valioso
material genético, pois se caracteriza como animais altamente adaptados ao clima
tropical. O estudo de componentes do plasma seminal representa uma alternativa
para avaliar o desempenho reprodutivo, através do conhecimento de fatores que
interferem diretamente no processo de fertilizacdo, podendo vir a ser considerados
como biomarcadores. Estudos tém demonstrado que as proteinas do plasma seminal
participam da regulacdo de diversos processos associados a fisiologia reprodutiva.
Este trabalho teve como objetivo identificar as variacbes do perfil protéico em
diferentes periodos do ano, e sua relacdo com as caracteristicas esperméaticas em
caprinos da raca Moxot0, criados no semiarido Nordestino, através da eletroforese
bidimensional e espectrometria de massa. Verificou-se que a variacdo sazonal do
clima nesta regido mostrou ndo interferir nos parametros espermaticos dos caprinos,
apresentando prevaléncia de proteinas acidas e de baixo peso molecular em ambos
os periodos. No entanto, o periodo seco apresentou menor diversidade de proteinas
diferencialmente expressas em relacdo ao periodo chuvoso. Foram detectados dois
spots protéicos, exclusivamente no periodo chuvoso, sugerindo pertencerem a familia
das GSPs. Na espectrometria de massa foram identificadas oito proteinas, sendo as
de funcdo conhecida e presentes no periodo seco, a histone H100-like, que protege a
cromatina, e a RNA polymerase, envolvida na transcricdo durante a
espermatogénese. Ja no periodo chuvoso identificou-se a immunoglobulin heavy
chain, que protege os espermatozoides de efeitos danosos do ambiente. Os
resultados obtidos mostram pela primeira vez o fingerprinting do plasma seminal de
caprinos nativos Moxoté ao longo do ano na regido Nordeste. Esta pesquisa podera
subsidiar futuros estudos de caracterizagdo protéica do plasma seminal visando

identificar biomarcadores para a raca Moxoto.

Palavras - chave: clima, eletroforese, espectrometria de massa, sémen



XVII

GENERAL ABSTRACT

Climatic factors such as the high ambient temperatures in the semiarid
Northeast, can influence the reproductive activity of the male goat. It is known that
in this species, the seasonality is an important feature reproductive limiting
productivity. .Among the goat breeds, the Moxotd presents a valuable genetic
material once the animals are knowing as highly adapted to the tropical climate.
The study of seminal plasma components represents an alternative to evaluate the
reproductive performance through knowledge of factors that directly interfere with
the fertilization process and may come to be regarded as biomarkers. Studies have
shown that the seminal plasma proteins are involved in the regulation of various
processes associated with reproductive physiology. This work aimed to identify
changes in protein profiles in different periods of the year, and its relationship with
sperm characteristics in Moxoté goats, by two-dimensional electrophoresis and
mass spectrometry. It was found that the seasonal variation in this region showed
not interfere with sperm parameters goats, showing prevalence of acidic proteins
and low molecular weight in both periods. However, the dry period showed lower
diversity of proteins differentially expressed in relation to rainy season. Two protein
spots were detected exclusively in the rainy season, suggesting they belong to the
GSP family. In mass spectrometry have been identified eight proteins, from which
two of them, the histone-like H100 and the RNA polymerase are present in the dry
season and protects the chromatin and it is involved in the transcription during the
spermatogenesis, respectively. The other one, the immunoglobulin heavy chain,
present in the rainy season, protects the spermatozoids to deleterious
environment. This results showed for the first time the fingerprinting of Moxot6 goat
seminal plasma throughout the year in the Northeast. This research can facilitate
future studies of seminal plasma protein characterization in order to identify

biomarkers for Moxot6.

Keywords: climate, electrophoresis, mass spectrometry, semen



CONSIDERACOES GERAIS

A espécie caprina, primeira a ser domesticada com fins produtivos, tem-se
difundido amplamente no mundo. Estd entre os ruminantes domeésticos que
desempenham relevante papel no suprimento de alimento de origem animal
destinado ao consumo humano, despertando assim, interesse dos produtores e
dos 6rgaos governamentais para incremento da atividade pecuéria sustentavel do
pais.

Os rebanhos de caprinos do Nordeste brasileiro sdo constituidos por pequenas
populacbées de racas e tipos nativos, sem padrdo racial definido. Os gendtipos
nativos correspondem a populacdes descendentes das racas trazidas durante a
colonizacdo do Brasil. Dentre 0os grupos genéticos nativos destaca-se a raca
caprina Moxotd, considerada a mais antiga das racas nativas da regido,
caracterizada por apresentar pequeno porte e aptiddo mista para carne, leite e
pele.

Nas ultimas décadas, porém, esta ocorrendo uma introducéo de racas exoticas
para composi¢cao do rebanho caprino no Nordeste, causando a extingao de tipos
étnicos e perda dos genes adaptados ao longo do tempo as condi¢cdes
edafocliméticas, pondo em risco os rebanhos existentes que séo importantes no
cenario da sustentabilidade local.

O clima, na regido do Nordeste do Brasil, é caracterizado por apresentar
variacbes temporais e espaciais da precipitacdo pluviométrica, e elevadas
temperaturas ao longo do ano. Nesta regido, ocorrem também alteracbes no
desempenho reprodutivo de caprinos as mudancas climaticas, apesar do
fotoperiodo néo ser fator limitante.

A eficiéncia reprodutiva € o principal fator para o aumento do rebanho, sendo a
taxa de fertiidade, em grande parte, influenciada pelo macho. Desse modo, é
importante que dentre os parametros utilizados para sua selecdo, estejam as

caracteristicas reprodutivas.
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A avaliacdo clinico-androldgica € a técnica mais utilizada para predizer a
fertilidade em caprinos. Contudo, apesar das caracteristicas fisica, quimicas e
microscopicas do sémen definirem critérios minimos para a selecao e utilizagdo de
reprodutores, as mesma apresentam capacidade limitante, devido a baixa
correlagcdo com o potencial de fertilidade dos animais. Isso leva aos pesquisadores
a desenvolverem metodologias adequadas e confiaveis para a previsdao da
fertilidade do sémen caprino, visto que a eficiéncia reprodutiva é a caracteristica
mais importante em qualquer sistema de criagdo, 0 que sugere que outros
fatores, possivelmente bioquimicos, estejam envolvidos no processo de interacao
do espermatozoide com o ovacito.

Portanto, teve inicio, o estudo das moléculas de protéinas presentes no
plasma seminal sobre as funcBes espermaticas e, consequentemente, sobre a
fertilidade dos reprodutores. O uso das biotecnologias avancadas como a técnica
de eletroforese bidimensional de proteinas em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) e
espectrometria de massa, tém proporcionado a identificacdo e caracterizacao das
proteinas, com resultados interessantes e promissores para a reproducao.

A relacdo entre estas protéinas e outras caracteristicas ligadas a eficiéncia
reprodutiva, podem levar ao desenvolvimento de métodos que propiciem uma
melhor predicdo da capacidade fertilizantes de animais mantidos a campo ou
confinados, evitando a utilizacdo de caprinos de baixa fertilidade, diminuindo
assim, os prejuizos decorrentes desses fatores sobre a producdo. Entretanto, os
mecanismos moleculares de acdo destes polipeptidios em caprinos ainda nao
foram elucidados, uma vez que poucas proteinas foram identificadas e
caracterizadas.

No presente trabalho, procurou-se identificar, caracterizar e comparar o perfil
de proteinas do plasma seminal de caprinos da raca Moxoté nos periodos seco e
chuvoso, bem como correlacionar as proteinas com as caracteristicas

espermaticas e a fertilidade.



CAPITULO 1

REFERENCIAL TEORICO



INTRODUCAO

A caprinocultura é uma atividade econdmica explorada em todos o0s
continentes, estando presente em areas sob as mais diversas caracteristicas
climaticas, edaficas e botanicas (Correia, 2007).

Segundo a FAO (2009), o Brasil possui 0 9° maior rebanho mundial de caprino,
sendo que o Nordeste centraliza a maior parcela do efetivo caprino, com 93,0%
dos animais, e ocupa uma area de 166,3 milhdes de hectares, dos quais 95,2
milhdes (57%) estdo inseridos na zona semiarida (ANUALPEC, 2005; CONAB,
2006). A Bahia, Pernambuco, Piaui e o Ceara sdo os estados brasileiros com
maior participacéo na caprinocultura. O Ceara (Figura 1) possui 11,1% do efetivo
total de caprino no Brasil, com cerca de 1,024 milhdes de cabecas, sendo Taua, o
municipio de destaque no estado (IBGE, 2010).

A avaliagéo da fertilidade de caprinos esta associada a uma série de variaveis,
gue vao desde os aspectos comportamentais, passando pelos exames clinicos,
fisicos e morfolégicos do sémen e das medidas testiculares. Entretanto, constata-
se que ha variacado na fertilidade desses animais aprovados por meio dos exames
androlégicos, o que sugere que outros fatores, possivelmente bioquimicos
presentes no plasma seminal, estdo envolvidos na expressdao do potencial
reprodutivo do macho (Jobim et al., 2005; Topfer-Petersen et al., 2005; Villemure
et al., 2003).

O plasma seminal € um fluido com funcdo essencial para as atividades
espermaticas in vivo, desde a ejaculacdo até a fecundacao (Kraus et al., 2005).
Durante o transporte, através do epididimo, e na ejaculacdo, os espermatozoides
adquirem varias proteinas oriundas do fluido epididiméario e das secre¢bes das
glandulas acessorias.

As proteinas do plasma seminal estdo envolvidas em varios processos,
visando preservar a viabilidade do esperma, as intera¢cdes do trato reprodutor
feminino com o processo de fertilizagao (TOpfer-Petersen et al., 2005) e séo bons

candidatos para os marcadores de fertilidade.
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Figura 1. Efetivo do rebanho caprino em 2009 no estado do Ceara. Destaque
de vermelho na cidade de Taua (IPECE, 2009).
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ASPECTOS GERAIS DA RACA MOXOTO

O primeiro registro de que se tem noticia acerca da presencga dos caprinos no
Nordeste data de 1535, inicio do periodo colonial do Brasil. Oliveira et al. (2004) e
Ribeiro et al. (2004), reportam que na época da colonizacéo do Brasil, os caprinos,
juntamente com outros animais domésticos, foram trazidos da Peninsula Ibérica, e
introduzidos através dos trés principais polos de coloniza¢édo do pais: Sao Vicente
(1534); Recife (1535) e Salvador (1550). A partir dessas areas, os caprinos foram
difundidos para outras regides do Brasil.

No Nordeste, as racas nativas representam valioso material genético, pois se
caracterizam como animais altamente adaptados devido ao processo de selecdo
natural a que foram submetidos ao longo dos cinco séculos. Contudo, 0 processo
de adaptacdo desses animais as condi¢cdes adversas da regido, implicou em
reducdo do seu desempenho produtivo e reprodutivo, passando estes a
apresentar niveis de producédo proporcional ao ambiente que lhes foi oferecido.
Por esse motivo, ja existia ha algumas décadas a preocupacdo com a melhoria da
gualidade dos animais nativos (Silva et al., 2001; Rocha et al.,2007).

Dentre as ragas nativas, a Moxot6 (Figura 2), também chamada por “Lombo
Preto”, possui a maior populagcdo comparada com as outras ragas (Rocha et al.,
2007). Desde 1955, Domingues recomendou que a cabra Moxot6 fosse explorada
para a producéo de pele, considerando, também, a possibilidade da producédo de
carne, e que, a selecdo deveria respeitar um minimo de 34 kg de peso vivo ao
abate, a fim de melhorar o porte e torna-la mais produtiva. Moxoto6 foi a primeira
raca caprina nativa brasileira a ser reconhecida e homologada em 1993, segundo
a Associacao Brasileira de Criadores de Caprinos (ABCC, 2000).

A origem do nome Moxot0 provém do vale do Rio Moxotd, em Ibimirim — Inaia,
no estado de Pernambuco, onde se formou a raca. Na atualidade € criada,
principalmente, na Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco e Piaui (Machado et al.,
2000). Os animais pertencentes a essas racas sao de pequeno porte, medindo em
torno de 62 cm de altura, alcancando peso a maturidade de 50 Kg e séo



classificados como raca de aptiddo multipla para pele, leite e carne (Rocha et al.,
2007). Tais animais apresentam pelagem branca ou baia, com uma lista negra
que se estende de bordo superior do pesco¢o a base da cauda. Possuem uma
auréola negra em torno dos olhos e duas listras negras que descem até a ponta
do focinho. As orelhas sdo pequenas e as mucosas, as unhas e o Ubere sao
pigmentados. Sao animais destinados a producao de pele, mas que estdo sendo
melhorados para producao de leite e carne (Ribeiro et al., 2004).

Roberta Vianna do Valle (01/07/10)

Figura 2. Caprinos da raga Moxot6

SAZONALIDADE REPRODUTIVA DE PEQUENOS RUMINANTES

A sazonalidade reprodutiva € uma propriedade importante na limitacao da
produtividade dos pequenos ruminantes (Arrebola et al., 2010). Os caprinos, do

ponto de vista reprodutivo, sdo conhecidos como animais estacionais de dias



curtos, ou seja, tornam-se sexualmente ativos em resposta a diminuicdo da
duracéo dos dias.

Em regibes de clima temperado, cujas latitudes s&o superiores a 35° o
fotoperiodo é o principal fator ambiental que regula a sazonalidade reprodutiva em
caprinos, ou seja, sao condicionados pelo niumero diario de hora de luz ao longo
do ano (Chemineau et al., 1992; Chemineau et al., 1999). O fotoperiodo modula o
comportamento sexual e a atividade testicular, via alteracbes no padréo de
secrecdo de melatonina pela glandula pineal durante a fase escura do ciclo claro e
escuro (Nagy et al.,, 2000). Todavia, o completo mecanismo de acado deste
horm&nio ainda ndo esté totalmente esclarecido (Azevédo et al., 2008).

Reprodutores caprinos originados das regides temperadas geralmente exibem
variacdo sazonal da atividade reprodutiva. Assim, Delgadillo e Chemineau (1992)
demonstraram que as racas Alpina e Saanen mantidas a 46° latitude N, com a
diminuicdo da duracdo do dia no outono é acompanhado por um aumento na
producdo de Hormoénio Liberador de Gonadotrofina (GnRH) e dos niveis de
testosterona, com a secrecdo maxima e uma diminuicdo dos niveis de prolactina
em setembro. Corroborando com esta afirmacao, Lincoln et al. (1998) relatou que
a prolactina atua diretamente nos testiculos de carneiros junto com o hormonio
luteinizante (LH) e o horménio foliculo estimulante (FSH), possivelmente
regulando o ciclo testicular nesta espécie.

Ja4 em latitudes inferiores a 25° como no clima tropical caracteristico do
Nordeste brasileiro, os caprinos sdo considerados poliéstricos continuos por se
reproduzirem ao longo do ano (Nunes, 1988). Nestas regides, as variacbes da
temperatura, da umidade relativa do ar e a distribuicdo de chuvas provavelmente
exercam mais efeito sobre os aspectos reprodutivos dos caprinos (Pacheco e
Quirino, 2010). Estas variagbes ambientais também afetam a qualidade das
pastagens, interferindo indiretamente nas caracteristicas ligadas a reproducédo e
provavelmente exercam mais efeitos sobre as caracteristicas reprodutivas dos
pequenos ruminantes (Rosa e Bryant, 2003). Nessa regido, 0s caprinos
apresentam uma atividade espermatogénica aceitavel durante todo o ano. No

entanto, os efeitos da época do ano em que o clima se apresenta chuvoso e seco,



sobre a qualidade do sémen de pequenos ruminantes, tem sido tema de diversas
pesquisas conduzidas no Nordeste brasileiro. Freitas e Nunes (1992) observaram
que os carneiros da raca Santa Inés, criados no Ceard, ndo apresentaram
diferencas significativas na motilidade e morfologia espermatica nos periodos seco
e chuvoso, evidenciando a adaptabilidade dessas racas as condicdes climaticas
da regido. Em condi¢cbes de altas temperaturas, a capacidade aumentada do
comportamento sexual de reprodutores caprinos é uma caracteristica que pode
ser selecionada, de forma indireta, para o aperfeicoamento de racas nas regioes
de clima tropical, como no Nordeste brasileiro (Pacheco e Quirino, 2010).

Na espécie caprina no semiarido paraibano, Silva et al. (2005) estudando
reprodutores mesticos (Anglo Nubiano x SRD) verificaram que para 0s parametros
seminais como, vigor, motilidade e percentagem de espermatozoides vivos néo
obtiveram diferenca significativa, devido encontrar-se bem adaptados a essa
regido. As observacgOes de Souza et al. (2009) corroboraram parcialmente com
esses autores, ao relatarem que ndo houve alteragéo na concentracao, motilidade
progressiva e vigor espermatico em caprinos da raca Alpino Americana no agreste
pernambucano.

Contudo, estudos mostraram uma diminuicdo na qualidade das caracteristicas
seminais dessas espécies, tais como volume do ejaculado (Teixeira et al., 2009;
Souza et al., 2009), aspecto (Teixeira et al., 2009), turbilhonamento (Vieira et al.,
2008), motilidade progressiva (Campos et al., 2004; Vieira et al.,, 2008),
concentracéo (Silva et al., 2005; Teixeira et al., 2009), vigor (Vieira et al., 2008) e
morfologia espermatica (Vieira et al., 2008; Maia et al., 2011) durante o periodo
seco, sugerindo que seja decorrente do estresse térmico (Silva et al., 2005;
Aguiar, 2008) e/ou da baixa disponibilidade de forragens de boa qualidade nutritiva
(Campos et al., 2003; Vieira et al., 2008). De acordo com Fatet et al. (2011), o
efeito da estacionalidade pode ser confundido com o estresse nutricional que,
aliado ao estresse térmico, estabelece efeito deletério sobre a reproducao.

O efeito nocivo das altas temperaturas na producdo esperméatica ocorre devido
a um aumento na temperatura testicular, que ocasiona degeneracdes especificas,

com surgimento de alteracfes espermaticas em momentos criticos e precisos do
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ciclo espermatogénico (Nunes, 2001). A temperatura ambiental a qual os
espermatozoides caprinos sédo afetados situa-se em torno de 29 a 30 °C, mas a
sensibilidade dos bodes a temperatura ambiental varia de acordo com a raca e
local de criacdo (Nunes, 2001).

Esses fenbmenos, acima descritos, estdo relacionados com a reducdo da
fertilidade do macho na regiéo tropical, causada pelas alteracbes na expressao
protéica das células de Sertoli (lkeda et al., 1999). No entanto, h4 escassez de
estudos que esclarecam com detalhes sobre as relacbes das variacdes
espermaticas com as condi¢cdes climaticas em animais que habitam na regido

tropical.

SEMEN CAPRINO

O sémen consiste de uma suspenséao celular liguida de espermatozoides no
plasma seminal (Hafez e Hafez, 2004). O sémen do bode possui caracteristicas
fisicas e bioquimicas especificas, que podem variar mesmo dentro da espécie
caprina, dependendo da raca e do individuo, da idade do mesmo, da época do
ano, do método de coleta (vagina artificial ou eletro-ejaculador), da alimentacéo do
animal (Corteel, 1977) e do namero de coletas a que o animal é submetido (Mies
Filho, 1987). Durante a ejaculacdo, os espermatozoides previamente estocados na
porcdo caudal do epididimo, sdo misturados com secrecdes produzidas nas
glandulas sexuais acessorias (Way et al., 2000).

O espermograma, segundo Hafez e Hafez (2004), é o método ideal para avaliar
a fertiidade do reprodutor, além de sua habilidade de produzir a gestacao.
Contudo, a busca por marcadores seminais que possam identificar precocemente
animais de maior fertilidade trara grande ganho aos sistemas de criagcdo, pois

propiciara cada vez mais o avango genético em um menor intervalo de tempo.
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Avaliacédo da qualidade seminal

O volume, a cor, 0 aspecto e o odor compreendem as caracteriscas fisicas do
ejaculado (Mies Filho, 1987). J4 os caracteres microscopicos sdo a motilidade, o
vigor, a concentracdo e a patologia espermética, com o intuito de se obter
informagbes a respeito do estado da espermatogénese e do potencial de
fertilizacdo do espermatozoide. Estes testes sdo, frequentemente insuficientes e
nao podem avaliar a real habilidade de fertilizacdo (Mello et al., 2005).

A avaliagdo macroscopica e microscopica do material seminal permite
determinar a qualidade, a viabilidade, o numero estrutural e funcionalmente
normais relacionado com a capacidade fecundante do sémen (Aisen e Venturino,
2008). Entretanto, ndo se dispde de uma prova Unica para detectar com exatiddo a
fertilidade dos ejaculados, mas a combinacao cuidadosa de varios testes (Hafez e
Hafez, 2004; Aisen e Venturino, 2008).

Deste modo, tém-se buscado identificar animais capazes de produzir
ejaculados com um maior nimero de espermatozoides morfologicamente normais,
dotados de alta motilidade progressiva e aptos a executar a fertilizagdo (Garcia,
2006). As caracteristicas fisicas, quimicas e caracteres microscopicos devem ser
levados em consideracdo, além de exames sanitarios, para a predicdo da

fertilidade do sémen.

ESPERMATOZOIDES

O espermatozoide ou gameta masculino é a célula reprodutiva masculina
produzida pelos testiculos (Franca et al., 2005), torna-se maduro no epididimo
(Dacheux et al., 2005) e é capaz de fertilizar o ovocito, a célula reprodutiva
feminina, e formar o zigoto, dando origem a um novo organismo (Hafez e Hafez,

2004). E composto de estruturas que (Figura 3), se afetadas, comprometem a
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capacidade de fecundacao, em especial, as membranas plasmaticas e acrossomal
que sdo fundamentais durante a capacitacdo espermatica. (Salviano et al., 2011).

Nos caprinos, o volume e a concentracdo de espermatozoides no ejaculado
variam com o tamanho do testiculo; atividade reprodutiva, frequéncia de coletas
(Maia et al., 2011) e periodo do ano (Teixeira et al., 2009).
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Figura 3. O espermatozoide e suas estruturas internas (Fonte: adaptado de
Senger, 2003)
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PLASMA SEMINAL E SUAS CARACTERISTICAS

Composicao

Em caprinos, como em outros mamiferos, o plasma seminal é um fluido
bioguimicamente complexo, formado pelas secre¢des dos testiculos (rede testis),
das glandulas sexuais acessorias (prostata, vesiculas seminais e bulbouretrais),
bem como, dos epididimos, ductos deferentes e ampolas dos ductos deferentes
(Nunes, 2001; Thomas et al., 2003; Hafez e Hafez, 2004; Pesh et al. 2006). De
acordo com Miller et al. (1990), a maior parte do plasma seminal se integra aos
espermatozoides na ejaculacdo, servindo como meio de sobrevivéncia e de
transporte para as células espermaticas. O mesmo contem varios componentes
bioquimicos, alguns com efeito benéfico (Barrios et al., 2005) e outros deletério
(Leboeuf, 2000) de extrema importancia para o funcionamento e sobrevivéncia
dos espermatozoides (Strezezek et al.,1992).

Estudando sémen de caprinos, Roy (1957) relatou que o plasma apresenta um
fator de diferenciacdo relevante sintetizado e secretado pelas glandulas
bulbouretrais que provoca coagulagéo e toxicidade para o esperma com utilizacao
de diluentes com gema de ovo ha criopreservacao.

A composicdo molecular do plasma seminal possui caracteristicas inerentes a
cada espécie. Constituido, em geral, por compostos organicos e inorganicos, entre
estes, ions, como sodio, potassio, cloreto e magnésio (Hafez e Hafez, 2004),
acucares, aminoacidos, lipideos, carboidratos e as proteinas especiais, incluindo
enzimas, hormoénios, fatores de crescimento, inibidores, imunossupressores,
substancias ligadas aos andrdgenos, inibina, imunoglobulinas IGA
(antimicrobianos); sendo 0s constituintes organicos mais abundantes (Frazer e
Bucci, 1996). Possui, além desses, substancias que agem como antioxidantes,
entre eles, a vitamina E, a vitamina C, urato, albumina, taurina e hipotaurina

(Almeida e Ball, 2005). De acordo com Frazer e Bucci (1996), o plasma seminal
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pode estar envolvido com a fertilidade dependendo da presenca ou auséncia

dessas substancias.

Proteinas do plasma seminal ligadas a funcdes espermaticas e fertilidade

Para avaliar aspectos da reproducdo dos machos, o exame andrologico
apresenta limitada relacdo com os indices de fertilidade in vivo (Killian et al.,
1993). Assim, de acordo com Rodrigues (1997), estudos bioquimicos do sémen,
de varias espécies, podem detectar problemas com as glandulas acessorias,
variacfes na atividade plasmatica e no sistema enzimatico dos espermatozoides,
fatores que contribuem na escolha de um reprodutor.

Considerando-se que a funcdo espermética apdés a espermatogénese €
modulada de forma significativa por alteracdes poés-traducionais de proteinas
celulares, a andlise protedmica dos fluidos reprodutivos fornece informacdes
importantes para a compreensao dos mecanismos que determinam a capacidade
fecundante dos gametas masculinos e, consequentemente, dos reprodutores
(Calvete et al., 1994; Leeb et al., 2005; Moura et al., 2011).

Ocorrendo em diferentes tipos, desde peptideos relativamente pequenos até
enormes polimeros com alto peso molecular, as proteinas sdo moléculas
organicas formadas pelo encadeamento de aminoacidos, através de ligacdes
peptidicas (Nelson e Cox, 2004).

As proteinas do plasma seminal sdo substancias originadas do plasma
sanguineo, epididimo e, principalmente das glandulas sexuais acessorias (Topfer-
Pertersen et al., 2005; Jobim et al., 2011).

Existe evidéncia direta de que algumas dessas proteinas possam afetar a
morfologia espermatica, a motilidade, a reacdo acrossémica, a capacitacdo
espermatica, e o transporte dos espermatozoides, melhorando a ovulacédo, o
aumento do fluxo sanguineo para o utero e tubas uterinas e, em consequéncia, a

fertilidade (Topfer-Petersen et al., 2005). No entanto, certas proteinas do plasma
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seminal tém sido descritas como fatores da infertilidade (Brandon et al., 1999),
enquanto outras proteinas ligadas a heparina tém sido associadas com a
fertilidade (Miller et al., 1990).

Além disso, algumas destas proteinas ndo apenas sdo importantes para
adquirir a capacidade de fertilizacdo, mas também para manter a viabilidade dos
espermatozoides j4 foram relatadas por Brandon et al. (1999) e, Asadpour e
Tayefi-Nasrabadi (2012).

Ha pesquisas sobre a contribuicdo das proteinas do plasma seminal na
criopreservacdo em machos de varias espécies, incluindo touro (Roncoletta et al.,
2000; Jobim et al., 2004; Manjunath et al., 2007), carneiro (Rebolledo et al., 2007),
bdfalo (Hiron et al., 2006; Asadpour et al., 2007) e suino (Casas et al., 2009).
Estudando o efeito da sazonalidade das proteinas do plasma seminal de carneiro,
Pérez-Pé et al. (2001) verificaram que esse composto na criopreservacdo pode
causar danos a integridade da membrana dos espermatozoides.

Segundo Smith et al. (1999) variagdes sazonais observadas na quantidade e
qualidade das proteinas do plasma seminal sdo provavelmente devido ao efeito
diferencial do plasma seminal na protecdo das células, sendo este efeito protetor
relacionado com a atividade da enzima antioxidante (Marti et al., 2007). O plasma
seminal possui um sistema antioxidante que pode ser relevante para a protecao
dos espermatozoides, como o caso das enzimas oxidativas de defesa que incluem
a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GR) (Asadpour e Tayefi-Nasrabadi, 2012). A proteina &cida
do fluido seminal (aSFP) também esté relacionada com a inibicdo do estresse
oxidativo do espermatozoide, além da prevencéo do ataque imunoldgico (Moura et
al., 2006)

As proteinas do plasma seminal possuem propriedades inerentes a cada
espécie, podendo diferir entre estrutura e funcédo das proteinas espermaticas. As
principais proteinas acidas contidas no plasma seminal dos bovinos representam
uma familia denominada proteinas BSP (Bovine Seminal Plasma). Designadas
BSP-Al, BSP-A2, BSP-A3 (15-17 kDa), BSP-30 (28-30 kDa) e BSP-1, conhecida

também como PDC-109, secretadas pela vesicula seminal (Frazer et al., 1996;
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Muller et al., 1998). Estudos observaram que o sitio de ligacdo dessas cinco
proteinas, na superficie dos espermatozoides, parecem ser lipidios, principalmente
fosfolipidios que contém o grupo fosforicolina (Desnoyers e Manjunath, 1992).
Segundo Miller et al. (1998), as proteinas PDC-109 tém consequéncias para a
propriedade fisica da membrana do espermatozoéide. Além disso, de acordo com
trabalhos recentes, as proteinas BSP diminuem apds a criopreservagédo, o que
pode indicar uma nova funcdo das proteinas (Jobim et al., 2004).

Em estudo realizado com bovinos da raca Holandesa, pesquisadores
encontraram quatro proteinas relacionadas a fertilidade, sendo duas proteinas (26
kDa, pl 6,2; 55kDa, pl 4,5) predominantes em touros de alta fertilidade e, duas
proteinas (16 kDa, pl 6,7; 16 kDa, pl 4.1) em touros de baixa fertilidade (Killian et
al., 1993). Cancel et al. (1997) relataram pela primeira vez a presenca da familia
osteopontina no plasma seminal de bovinos, corroborando com Killian et al.
(1993), relatando que a proteina 55 kDa é uma osteopontina associada a
fertilidade.

As proteinas seminais dos equinos foram caracterizadas nas ultimas décadas.
Calvete et al. (1994) isolaram a maioria das proteinas do plasma seminal dos
equinos, como as HSP-1 a HSP-8, com baixa massa molecular (14-30 kDa). Com
excecao da HSP-4, todas tém ligacdo as fungbdes esperméticas.

As proteinas HSP-1 ou SP1 (22-25 kDa), HSP-2 ou SP2 (25 kDa, pl 6,5-6,9),
HSP-7 (14 kDa) e HSP-12 kDa pertencem a familia das espermadesinas (Topfer-
Petersen et al., 2004; Ekhlasi-Hundrieser et al., 2005). As HSP-1, HSP-2, HSP-5
e HSP-8, segundo Topfer-Petersen et al. (2005), possuem capacidade de ligacéo
a heparina, e foram associadas com a superficie da célula espermatica, indicando
uma funcéo potencial de fertilizacdo. Em recente estudo com plasma seminal de
garanhdes de alta congelabilidade, Jobim et al. (2011) identificaram as proteinas
CRISP-3 (80-85 kDa; pl 7,54) e HSP-2 (18,2 kDa e pl 5,0 -5,2).

Nos pequenos ruminantes, em comparagdo com as outras espécies
domésticas, ha poucos trabalhos com proteinas seminais, ndo se conhecendo
muito sobre os eventos moleculares de capacitacdo dos espermatozoides e dos

fatores do plasma seminal que afetam o armazenamento de esperma de caprinos
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e ovinos. A identificacdo e caracterizacdo de proteinas envolvidas nestes
processos ajudaria uma maior compreensao dos mecanismos reprodutivos
(Villemure et al., 2003).

Ao estudar carneiro (Ovis aries), Barrios et al. (2005) isolaram as proteinas
RSVP14 e RSVP20, com aproximadamente 14 e 20 kDa, respectivamente, e
observaram que a medida que sdo exclusivamente sintetizadas nas vesiculas
seminais (Fernandez-Juan et al., 2006), sdo responsaveis por este efeito protetor
das células espermaticas. Estudando as principais proteinas do plasma seminal
de carneiros da raca Sullfok, Bergeron et al. (2005), identificaram e caracterizaram
a proteina 15,5 kDa como espermadesina. Também a proteina da familia BSP e
denominadas RSP, designadas como RSP-15 kDa, RSP-16 kDa, RSP-22 kDa,
and RSP-24 kDa.

J4, La Falci et al. (2002), investigando as mudancas sazonais em proteinas do
plasma seminal de caprinos Saanen, em condi¢des naturais no sul do Brasil,
observaram diferencas importantes no padrdo de proteinas com afinidade a
heparina (HBPs), tais como uma banda de 178 kDa, Unicas para a estacdo monta,
uma diminuicdo em 119 kDa e um aumento das proteinas variando de 73 a 104
kDa. Essas proteinas, as HBPs, representam as principais proteinas acidas
encontradas no plasma seminal, e sdo secretadas pela vesicula seminal e ligadas
ao espermatozoide depois da ejaculacdo (Desnoyers e Manjunath, 1992).

Relatado por La Falci et al. (2002) a presenca de HAPs no plasma seminal de
caprinos, trabalhos seguintes, como o de Villemure et al. (2003) isolaram quatro
bandas protéicas no plasma seminal de caprinos homologas a familia das
proteinas BSP, denominadas GSP-14 kDa, GSP-15 kDa, GSP-20 kDa e GSP-22
kDa, de acordo com seu peso molecular. A proteina BSFP foi a primeira
espermadesina caracterizada em plasma seminal de caprinos (Texeira et al.,
2002). Depois, também em estudos com caprino, Melo et al. (2008), identificaram
guatro genes descritos por espermadesina, Bdh-1 a Bdh-4, e a BSPF foi
renomeada de Bdh-2.

Em um recente estudo na regido Nordeste do Brasil, Souza et al. (2009)

identificaram no plasma seminal de caprinos da raca Alpina Americana, nos
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periodos de baixo e alto indice pluviométrico, proteinas com massa molecular
relativa de 4 a 106kDa e de 15 a 97kDa e ponto isoelétrico de 3,00 a 8,96 e de
4,48 a 9,83, respectivamente. Entretanto, apenas no periodo de alto indice
pluviométrico, em que o sémen apresentou melhor qualidade, foram observadas
as proteinas de 13 kDa e 45kDa.

Assim, diversos estudos, com proteinas do plasma seminal, estdo sendo
desenvolvidos em busca de possiveis indicadores de fertilidade com objetivo de
elucidar as interacbes entre esses compostos e 0s espermatozoides desde a
ejaculacao até a fertilizacdo. Contudo, poucos estudos tratam do perfil protéico do

plasma seminal de caprinos no decorrer do ano.

METODOS DE ESTUDOS DAS PROTEINAS DO PLASMA SEMINAL

Eletroforese bidimensional

A eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) é um dos
métodos mais utilizados para caracterizacdo do proteoma (Klose, 1975;
O’Farrell, 1975) e que, com o decorrer do tempo tem passado por ajustes
constantes proporcionando resultados cada vez melhores. Tem sido utilizado
para a separacédo e caracterizacao de varias proteinas de plasma seminal de touro
(Jobim et al., 2004; Moura et al., 2006), carneiro (Souza et al., 2004.; Jobim et al.,
2005), caprinos (La Falci et al., 2002; Villemure et al., 2003; Souza et al., 2009),
equino (Heise et al., 2010), suino (Novak et al., 2010) e humano (Kumar et al.,
2009). As proteinas, nessa técnica, sdo separadas com base em duas etapas:
numa primeira dimensédo, de acordo com o seu ponto isoelétrico (pl) e, numa
segunda dimensédo, em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE), de
acordo com sua massa molecular (MM) (O’Farrell, 1975). Contudo, ainda € um

processo caro, trabalhoso e demorado, limitando anéalises em larga escala da
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expressao protéica (Park, 2004). Quando bem sucedida obtém-se um gel de
poliacrilamida contendo numerosos spots, bem separados, cada um
correspondendo a uma proteina (Santos et al., 2004).

As proteinas apresentam grupos carregados de ambas as polaridades e,
portanto, possuem um ponto isoelétrico, que € o pH no qual a proteina € imével
em campo elétrico. Quando o pool de proteinas é submetida a eletroforese por
meio de uma solucdo que possua um gradiente de pH estavel, na qual aos
poucos o pH aumenta, do anodo para o catodo, cada proteina migrara para uma
posicdo de gradiente de pH, que condiz ao seu pl. Se uma molécula protéica
difundir para fora dessa posicdo, sua carga mudara a medida que ela for para
uma regido diferente de pH, e as forcas eletroforéticas resultantes propagaram
as proteina de volta para a sua posicao isoelétrica, que pode ser de até 0,01
unidade de pH. Por isso, essa técnica foi denominada focalizacdo isoelétrica
(Voet e Voet, 2006).

Apoés a etapa de focalizacdo isoelétrica, segui-se a eletroforese de proteinas
gque é geralmente executada em géis de um polimero que exibem ligacdes
cruzadas, a poliacrilamida, e o comumente usado é o detergente de duodecil
sulfato de sédio (SDS). O gel de poliacrilamida funciona como uma malha
molecular, em que as moléculas de menor peso migram verticalmente mais
facilmente pelo gel e as moléculas de maior peso molecular ficando retidas na
porcédo superior do gel (Rocha et al., 2005).

O gel é corado com o Commassie Blue para permitir a visualizacdo dos
spots, cada um representando uma modificacdo distinta do estado da proteina
(Patton et al., 2002). Para analise da imagem utiliza-se software especifico, que
permite a contagem do numero de spots por gel, verifica a intensidade do
volume de cada spot, comparando-as com os spots de diferentes géis, entre

outros recursos.
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Espectrometria de massa

A espectrometria de massa (MS) € uma técnica altamente sensivel e versatil,
criada ha mais de 100 anos, pelo ganhador do prémio Nobel Sir J. J. Thompson,
que identificou ions de pequena massa molecular em um espectrégrafo de
massa. Desde entdo, a MS estd sendo uma importante ferramenta na
protedbmica por tornar possivel identificar rapidamente um grande numero de
proteinas. O objetivo da técnica € identificar as proteinas, codificadas por genes
e determinar suas fung¢des no organismo do hospedeiro (Bergquist et al., 2007).

As vantagens da MS incluem sensibilidade, rapidez e aplicagdo de misturas
complexas. Nos ultimos anos, com 0s avancos tecnolégicos, a MS tém sido
destacada ndo apenas para estudos de estruturas primarias de proteinas, mas
também como a tecnologia central para o campo de protedmica (Steen e Mann,
2004)

Medidas por MS sao efetuadas a partir de analitos ionizados e ejetados para
dentro de um espectrometro de massa. Por definicdo, um espectrémetro de
massa € um instrumento analitico que converte componentes sélidos ou liquidos
em ions de fase gasosa e mede a sua massa molecular. Os ions moleculares
sdo separados de acordo com sua relacdo massa-carga (m/z) (Mann et al.,
2001).

No esquema da Figura 4 é apresentado um diagrama da funcionalidade
basica de um espectrbmetro de massas. De acordo com esse esquema a
analise de um composto em um espectrobmetro de massas segue alguns passos:
Introducdo da amostra, ionizacdo das moléculas, passagem por um analisador
de massas que separa os ions formados de acordo com a razdo m/z, detector
que “conta” os ions e transforma o sinal em corrente elétrica, onde a magnitude
do sinal elétrico em funcdo da m/z & convertida por um processador de dados
proporcionando um espectro de massas correspondente (Marvin et al., 2003;
Gross, 2004).
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Figura 4. Diagrama de funcionamento de um espectrometro de massa (Applied
Biosystems, 2005)

Em 2002, John B. Feen e Koichi Tanaka receberam o prémio Nobel em
guimica pelo aprimoramento das técnicas de ionizacao por eletronspray (ESI) e
ionizacdo por remocao a laser assistida por matriz (MALDI), respectivamente.
Essas técnicas sdo consideradas brandas pela sua capacidade de gerar ions a
partir de macromoléculas ndo volateis sem ou com pouca fragmentacdo das
moléculas analisadas e, atualmente utilizadas para ionizacdo de proteinas e sua
subsequente identificacdo (Kopke, 2003). Segundo Aebersold e Goodlet (2001),
0 equipamento MALDI, acoplado a um analisador de massas tipo tempo de v6o
(ToF), é aplicado normalmente para execucdo da impresséao digital de peptideos
de proteinas e outras moléculas.

As analises protedmicas sdo hoje uma ferramenta valiosa na determinacédo da
presenca de biomarcadores ou no mapeamento de perfil dos mesmo dentro de
grupo de amostras diferentes, por exemplo, em individuos deonte e sadios, de alta
e baixa fertilidade ou congelabilidade, assim como o efeito da sazonalidade na
reproducdo. As proteinas sédo provavelmente as moléculas mais afetadas quando
as doencas sao diagnosticadas e, além de refletirem a fisiologia celular (Aebersold
et al., 2005), também podem refletir a fertilidade, variagdo sazonal ao longo do
ano, congelabilidade espermatica. Dessa forma, h4 uma grande expectativa na

descoberta de muitos biomarcadores protéicos.
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RESUMO

O plasma seminal é o mediador essencial para as fun¢cbes esperméticas
desde a ejaculacdo até a fertilizacdo, possuindo proteinas importantes que
participam da regulacdo de diversos processos associados a fisiologia reprodutiva.
Essa pesquisa teve por objetivo identificar proteinas presentes no plasma seminal
de caprinos da raca Moxotd nos periodos seco (setembro, outubro e
novembro/2010) e chuvoso (janeiro, fevereiro e marco/2011) no semiarido do
Nordeste brasileiro, através do uso da eletroforese bidimensional associada a
espectrometria de massa. Foram utilizados os ejaculados de cinco reprodutores,
nos quais foram realizadas avalia¢cdes espermaticas e dos quais o plasma seminal
obtido, por centrifugacdo, foi submetido a 2D-PAGE em gel a 12,5% de
poliacrilamida e corados com Coomassie G-250 (Blue Silver). Em seguida, os géis
foram digitalizados e analisados no software ImageMaster Platinum verséao 7.0. Os
spots foram excisados dos géis, digeridos com tripsina, e submetidos a
identificacdo por espectrometria de massa (MALDI-ToF), dos quais foram
identificados, em média, 123 spots. Destes, 75 spots apresentaram-se
diferencialmente expressos em relacdo a porcentagem de volume relativo (%Vol)
(p<0,05), sendo 65 deles presentes nos animais no periodo chuvoso e oito no
periodo seco. Além disso, dois spots, S5 (MW 15,0 kDa e pl 4,5) e S6 (MW 15,1 e
pl 6,0) foram encontrados, exclusivamente, no periodo chuvoso, sendo
provavelmente pertencentes a familia GSP, homodloga a BSPs, responséavel pela
capacitacdo espermatica. Na espectrometria de massa foram identificadas sete
proteinas através das ferramentas ProFound e uma utilizando MASCOT,
disponiveis online em banco de dados. Contudo, a maioria dessas proteinas ndo
possui funcdo ainda definida na fisiologia reprodutiva do caprino. Com isso, 0
estudo mais aprofundado da protedmica na espécie caprina nos tropicos precisa
ser realizado visando uma melhor compreensdo dos mecanismos de regulagéo do

plasma seminal na funcéo espermatica.

Palavras chave: Capra hircus, caracteristicas espermaticas, prote6mica



35

ABSTRACT

The seminal plasma is the essential mediator for sperm functions from
ejaculation to fertilization, with important proteins that participate of the many
process regulation associated to reproductive physiology. This research aimed to
identify proteins present in the Moxot6 goats seminal plasma in dry (September,
October and November) and rainy (January, February and March) periods, in the
semi arid of the Brazilian Northeast, through the use of two dimension
electrophoresis associated to mass spectrophotometer. It were used sperm from
five animals from which spermatic evaluations were made and seminal plasma
obtained through centrifugation and subjected to 2D-PAGE gel 12.5%
polyacrylamide and stained with Coomassie G-250 (Blue Silver). Then, the gels
were digitized and analyzed on Platinum ImageMaster software version 7.0. The
spots were excised from the gels, digested with trypsin, and submitted for
identification by mass spectrometry (MALDI-ToF), in which were identified on
average 123 spots. Of these, 75 spots showed up differentially expressed in
percentage relative volume (% Vol) (p <0.05), and 65 of them present in the
animals during the rainy season while only eight were present in the dry season. In
addition, two spots, S5 (MW 15.0 kDa and pl 4.5) and S6 (15.1 MW and pl 6.0)
were found exclusively in the rainy season, probably belonging to the family GSP,
the homologous BSPs, responsible for sperm capacitation. In mass spectrometry it
was identified seven proteins through the ProFound and MASCOT tools, available
online in the database. However, most of these proteins has not yet defined
function in reproductive physiology of goats. Thus, further study of proteomics in
goats in the tropics needs to be done to better understand the mechanisms of

regulation of seminal plasma in sperm function.

Keywords: Capra hircus, sperm characteristics, proteomics
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INTRODUCAO

A maioria das racas nativas descende de animais introduzidos no Brasil por
colonizadores portugueses. O rebanho caprino brasileiro esta concentrado na
regido Nordeste, onde ja estdo adaptados ao clima semiarido e a vegetacdo nativa
da caatinga (Ribeiro et al., 2004 ).

A raca Moxotd, bem como outras ragas caprinas nativas brasileiras, esta
perdendo as suas caracteristicas genéticas devido ao deficiente controle
reprodutivo e a miscigenacdo indiscriminada com outras racas exoticas
introduzidas no Brasil (Oliveira et al., 2005). Esses cruzamentos indiscriminados
estdo causando a extincdo de tipos étnicos e até de racas de pequenos
ruminantes que sdo importantes para o cenario de sustentabilidade dos sistemas
produtivos locais (Rocha et al.,, 2007; Alves et al., 2010). Esta raca representa
recurso genético importante que deve ser preservado, por caracterizar uma raca
rustica, prolifica e adaptada ao semiarido nordestino (Oliveira et al., 2005).

As racas nativas tém grande importancia dentro da Biologia Avancada, posto
que o conhecimento de uma espécie ou raca € essencial para os estudos de
conservacao, melhoramento genético e reprodutivo. Este Ultimo, nos pequenos
ruminantes, € alterado pelas mudancas climaticas nas regibes tropicais e
subtropicais e, pelo fotoperiodo nas regifes temperada (Nunes, 1988; Leboeuf et
al., 2000; Martins Junior et al., 2007).

Nas regides tropicais e subtropicais, como exemplo, no Nordeste brasileiro, os
caprinos se reproduzem durante todo o periodo do ano, sendo o desempenho
reprodutivo nessas regides afetado, principalmente, pela nutricdo e pelo sistema
de criacdo (Maia et al., 2011). O estudo de componentes do plasma seminal
representa uma alternativa para avaliar o desempenho reprodutivo através do
estudo da funcdo e qualidade do sémen em caprinos.

O plasma seminal dos mamiferos domésticos € uma complexa mistura de
substancias originaria, principalmente, a partir do epididimo e das glandulas

sexuais acessorias. Diversos estudos tém observado que algumas proteinas
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presentes no plasma seminal exercem varios efeitos benéficos ou nocivos sobre a
funcdo espermatica e no sistema genital feminino (Topfer-Petersen et al., 2005).

Muitos componentes protéicos presentes no plasma seminal foram
relacionados a fertilidade em bovinos (Killian et al.,, 1993; Asadpour e Tayefi-
Nasrabadi et al., 2012), suinos (Novak et al., 2010), equinos (Heise et al., 2010) e
bubalinos (Harshan et al, 2009); com a congelabilidade em touros (Roncoletta et
al., 2000; Jobim et al., 2004; Asadpour et al, 2007), bufalo (Hiron et al., 2006),
suinos (Casas et al., 2009); viabilidade das células espermaticas em touros e
carneiros (Barrios et al., 2000; Yue et al., 2009).

Contudo, segundo Asadpour et al. (2007), pesquisas sobre as proteinas do
plasma seminal e da membrana espermatica ainda precisam ser definidos de
modo a se conhecer os mecanismos de acdo das proteinas que afetam a
viabilidade dos espermatozoides.

Em reprodutores caprinos, pesquisadores investigaram a variagdo sazonal do
plasma seminal (La Falci et al, 2002; Souza et al., 2009), identificado e
caracterizado a espermadesina (Teixeira et al., 2006) e proteinas com afinidade a
heparina (HAPs; La Falci et al, 2002). Também em caprinos, Villemure et al.
(2003) encontraram proteinas denominadas GSP-14kDa, GSP-15kDa, GSP-20
kDa, e GSP-22kDa, homdloga as proteinas seminais de bovinos (BSP).

Esse estudo teve como objetivo identificar proteinas presentes no plasma
seminal de caprinos da raca Moxot6 nos periodos seco e chuvoso e, sua relacéo
com as caracteristicas espermaticas no semiarido do Nordeste brasileiro, através

da eletroforese bidimensional e da espectrometria de massa.
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MATERIAL E METODOS

Localizagdo e dados climatolégicos

O presente estudo foi realizado na fazenda experimental da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria, Embrapa de Caprinos e Ovinos, localizada
no municipio de Sobral, na regido Norte do Ceard, no semiarido, a 3°42’ de
latitude Sul e 40°21’ de longitude Oeste, e uma altitude de 83 metros. De acordo
com a Estacdo Convencional Climatologica de Sobral — EMBRAPA Caprinos e
Ovinos/INMET (Tabela 1), a temperatura do ar, a umidade relativa do ar e a
precipitacdo acumulada apresentaram média anual, aproximadamente, de 28°C,
66% e 763 mm, respectivamente, durante o periodo de abril de 2010 a marco de
2011, no qual foi realizado este experimento.

Com os dados meteorolégicos foram caracterizados dos periodos: seco, cujos
meses apresentaram baixo indice pluviométrico (setembro, outubro e
novembro/2010), e chuvoso (janeiro, fevereiro e marco/2011) com alto indice.
Esses periodos apresentaram média de 28,8°C, 52,9% e 9,9 mm no seco e de
25,8°C, 80,9% e 536,1 mm no chuvoso.
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Tabela 1. Médias da temperatura, umidade e precipitacdo acumulada no municipio
de Sobral, Ceara, no periodo de abril de 2010 a margo de 2011

R Temperatura média do Ar - °C | Umidade Chuva
Mes  do| (Bulbo seco) Relativa do ar|/cumulada -
Ano — — — (%) Média no més
Maxima |Minima |Média (mm)
Abril 32,9 23,4 27,0 75,6 84,4
Maio 34,8 22,8 29,2 65,8 26,9
Junho 34,9 21,6 27,7 57,0 37,5
Julho 36,1 21,8 28,4 63,2 8,8
Agosto 36,8 21,7 28,3 59,5 0,0
Setembro 37,5 21,8 28,7 53,6 0,0
Outubro 37,5 22,7 28,6 55,0 9,9
Novembro 37,7 23,0 29,1 50,0 0,0
Dezembro 35,3 23,0 28,0 70,0 59,2
Janeiro 31,7 22,1 26,0 79,0 197,0
Fevereiro 31,7 22,4 25,9 80,4 135,0
Marco 31,2 20,0 25,6 83,3 204,1

Fonte: Instituto nacional de meteorologia — INMET (2011); Os valores aqui apresentados sao
médias referentes a cada més observado.

Animais experimentais e manejo nutricional

Foram selecionados cinco reprodutores caprinos (Capra hircus) da raca
Moxotd, de um rebanho de 15 machos, pesando 38,3 + 6,0 kg, sexualmente
maduros com idade entre dois e trés anos. Os animais, oriundos da fazenda sede
da Embrapa Caprinos e Ovinos, foram acompanhados clinica e andrologicamente
por um periodo de 12 meses, de abril de 2010 a marco de 2011. Antes do inicio da
coleta dos dados os animais passaram por um periodo de adaptacdo que teve
duracdo de um més. Durante o periodo experimental os animais foram mantidos
em confinamento recebendo capim elefante (Pennisetum purpureum Schum), e
suplementados com 300g de concentrado, no cocho, contendo 70% de milho, 28%

de farelo soja e 2% de calcario, além de receberem sal mineral e agua a vontade.
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Procedimento experimental

Coleta e avaliacdo de sémen

Durante o periodo experimental os animais foram submetidos, mensalmente, a
exame clinico e, semanalmente, a avaliacdo androlégica, sendo que sé foram
utilizadas as coletas referentes aos periodos seco e chuvoso. Portanto, as coletas
foram realizadas durante um ano para que pudesse ser feito a identificacdo do
periodo seco e chuvoso.

A avaliagdo andrologica do sémen foi realizada utilizando-se o método de
vagina artificial, auxiliada de uma fémea estrogenada com Cipionato de Estradiol
(ECP), via intramuscular, como manequim. Os dados referentes ao exame
androlégico de cada animal eram registrados e o plasma seminal separado
através da centrifugacgéo.

De acordo com recomendacédo do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal
(CBRA, 1998), foram avaliadas as seguintes variaveis: aspecto (Aquoso; Leitoso;
Leitoso espesso; Cremoso; Cremoso espesso), volume do ejaculado (mL),
motilidade progressiva individual (%), vigor (0-5) e concentracdo espermatica (x
10° mm?®). Todas as avaliacBes espermaticas foram feitas por uma Unica pessoa,

para minimizar erros de analises.

Obtencéo do plasma seminal

Logo apdls a coleta de sémen, a amostra individual foi centrifugada a 15009
durante 30 minutos, a 4°C, para separacdo do plasma seminal dos
espermatozoide. Em seguida, o sobrenadante foi re-centrifugado a 10.000g por 60

minutos, a 4° C, para remocao de restos de espermatozoides e debris celulares,
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havendo separacdo completa do plasma, o qual foi transferido para microtubos
(Eppendorf) e mantido a - 20°C até a realizacdo das analises.

Fluxograma da pesquisa protedmica

O fluxograma para uma analise proteémica (Figura 1) consiste das seguintes
etapas: quantificacdo das proteinas totais do material de interesse; separacdo das
proteinas através da eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-
PAGE); digitalizac@o e analise dos spots presentes nos géis através do software
ImageMaster Plantinum versdo 7.0 (GE-Healthcare, USA) e, posteriormente,
realizacdo da digestdo dos spots selecionados através do uso da tripsina, a qual
separa os peptideos e, utilizacdo do espectrdmetro de massa para identificar as
sequéncias de peptideos. Finalmente, cruza-se os resultados com os banco de
dados disponiveis (Park, 2004; Canovas et al., 2004).
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Figura 1. Fluxograma das etapas da analise protebmica em plasma seminal,
usando a eletroforese bidimesional (2D-PAGE) e espectrometria de massa
MS/MS. Adaptado de Nascimento (2009).
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Determinacgdo da concentragdo de proteinas totais do plasma seminal

A concentrac@o protéica foi determinada pelo método descrito por Bradford
(1976) que se baseia na ligacdo do corante Coomassie Brilliant Blue G250 as
proteinas, com formacdo de coloracdo azul. A presenca de proteinas foi
observada através de espectrofotometro FP-901 (Chemistry Analyser Labsystems)
pelo método de absorvancia, utilizando-se o comprimento de onda de 595
nandémetros (nm), em duplicata, usando a albumina sérica bovina (BSA) para criar
uma curva padrao. Esta curva também chamada de curva analitica de calibracao,
foi construida a partir de solucdo padrdo, com concentracfes conhecidas (0, 5, 10,
15, 20 mg) de BSA. Portanto, a quantificacdo da concentracdo de proteinas totais
do plasma seminal foi obtida com o cruzamento dos dados obtidos nos

espectrofotdbmetro com os da curva.

Eletroforese bidimensional do plasma seminal

A técnica de 2D-PAGE foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular do
Nucleo de Biotecnologia de Sobral (NUBIS) da Universidade Federal do
Ceara/Universidade Vale do Acarau, Campus de Sobral, Ceara.

Para determinacdo dos padrdes eletroforéticos bidimensionais das proteinas
do plasma seminal, foi empregada a técnica descrita por O’Farrell (1975), com
algumas modificacdes. Primeiramente, foi feito um pool, por animal e por periodo,
sendo este caracterizado como seco e chuvoso, totalizando 10 pools. Esses foram
preparados utilizando 250ug de proteina total determinado pela quantificacdo
através do método descrito por Bradford (1976) de cada amostra, de um total de
dez por periodo, os quais foram submetidos a 2D-PAGE, em duplicata.

Para preparacdo dos géis, as proteinas do plasma seminal (250ug) foram

solubilizadas em tampdo de reidratacdo (7M de uréia; 2M de tiuréia;, 2% de
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CHAPS; 2% de IPG Buffer - anfdlitos - na faixa de pH 4 a 7; 25 mM de ditiotreitol
(DTT) e “tragos” de azul de bromofenol). A solucao foi adicionada a canaleta da
bandeja de hidratacdo IPGBox (GE-Healthcare, USA) e incubada com tiras de
gradiente imobilizados (IPG Strip) de 13 cm com duragcdo de 16h,
aproximadamente. A focalizacdo isoelétrica foi realizada no equipamento Ettan™
IPGPhor IlI™ (GE-Healthcare, USA) com a seguinte programacgao: 500 V (2h),
4.000 V (2h e 30 min), 10.000 V (18.000 Vh) e 50 V (4h). Apés a focalizacao, as
tiras foram equilibradas no tampao de equilibrio, em duas etapas: na primeira
acrescentou-se 57,8 mg de DTT (1% p/v) a solucéo de equilibrio. J& na segunda,
com o objetivo de alquilar as proteinas, adicionou-se 69,3 mg de iodeacetamida
(IAA) (3% p/v), homogeneizando cada tira por 15 min em ambas as etapas.

Apbés a etapa de equilibrio, as proteinas foram separadas em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE 12,5%) com base em seu peso molecular (MW) no
equipamento Hoefer SE 600 (GE-Healthcare, USA) com duas programacdes (100
V, 30 mA, 100 W por 15 min e 230 V, 50 mA e 100 W por 6h) para os dois géis.
Foi utilizado marcador de MW entre 14 e 97 kDa.

ApoOs esta separacdo, que teve duracdo de, em média, oito horas, os géis
foram fixados em mistura de etanol, 4cido acético e agua (4:1:5 v/v/v), por 15 min
em agitacao, e corados apds com o Coomassie G-250 (Blue Silver), durante 24h,
e em seguida, armazenados em solucdo de acido acético 5%. Por fim, os géis
foram digitalizados em um equipamento ImagerScanner Il (GE-Healthcare, USA),

e as imagens salvas no formato tif.

Andlise dos mapas de eletroforese bidimensional

As imagens digitalizadas dos géis foram analisadas utilizando o software
ImageMaster Platinum verséo 7.0 (GE-Healthcare, USA), que permite a deteccao,
a gquantificacdo e a congruéncia entre os multiplos géis, segundo as

recomendacdes do manual. O primeiro passo foi a identificacdo automatica dos
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spots com parametros definidos pelo programa. Em seguida, foi realizada uma
analise manual mais detalhada, com o objetivo de refinar a selecdo de spots,
sendo acrescentados spots nao identificados pelo programa. Além disso, spots
duplos identificados automaticamente como Unicos também foram corrigidos.
Foram eliminados os spots nao reprodutiveis, para isso, a ferramenta report 3D foi
utilizada, uma vez que ela identifica o pico de intensidade de cada spot e mostra o
guanto este pico se sobressai do fundo do gel.

Em relacdo ao objetivo de identificar spots diferencialmente expressos nos
periodos chuvoso e seco, foi considerado como parametro de comparagéo o valor
do volume relativo (%Vol) dos spots. Esse é um valor normalizado do volume que
o torna relativamente independente de variacdes entre géis, geralmente causada

por condigdes experimentais, utilizando a seguinte equagao:

Sendo 0 %Vol de um spot expresso como volume do spot multiplicado por 100
e dividido pela soma dos volumes de todos os spots do gel.

As proteinas foram supostamente identificadas com base na comparacédo de
pl e MW no banco de dados UniProt utilizando a ferramenta Tagldent disponivel
online no portal ExPASYy (http://www.expasy.ch/tools/tagident.html).

Esta ferramenta gera uma lista de peptideos e proteinas a partir dos valores
informados nos campos de massa molecular aparente e pl fazendo uma selecao
dentro de uma busca especifica. As palavras chave utilizadas para restringir esta

busca foram: Capra hircus, mammalis e plasma seminal.
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Preparacao das amostras para a espectrometria de massa

Os spots de interesse foram excisados dos géis de 2D-PAGE com o auxilio de
um bisturi e transferidas para microtubos (Eppendorf) nos quais foram digeridos
em tripsina, de acordo com o método de Hellman et al. (1995) com algumas
alteracdes (Nogueira, 2007). Os spots selecionados foram descorados em solucéo
de bicarbonato de aménio 25 mM acetonitrila (1:1) em pelo menos trés lavagens
de 30 min, e desidratados, duas vezes, com 100% de acetonitrila por cinco
minutos. O solvente remanescente foi removido dos pedacos de gel em
concentrador de amostra Speed Vac (LABCONCO). Os géis foram reidratados a
4°C na proporc¢ao de 1:50 (proteinas/tripsina) e a digestédo realizada a 37°C por 16

horas.

Identificacdo das proteinas por espectrometria de massa

As amostras foram armazenadas a temperatura de -20°C e enviadas para o
Laboratério de Espectrometria de Massa de Proteinas (LEMAP), na Universidade
Federal do Ceara (UFC), Campus do PICI, Fortaleza, para serem analisadas pela
técnica de espectrometria de massa, visando a identificacdo de proteinas do
plasma seminal diferencialmente expressas nos géis de 2D-PAGE.

Os peptideos obtidos pela digestéo triptica (1uL) foram aplicados na placa de
MALDI e seco a temperatura ambiente. Em seguida, foi coberto por uma solucao
saturada de &acido a-ciano-4-hidroxicindmico em acetonitrila 50% / &cido
trifluoroacético 0,1% (1 pL). Apds secos a temperatura ambiente, a amostra foi
analisada por espectrémetro de massa hibrido quadrupolo com mobilidade de ion
Tempo de V0o com aceleracdo ortogonal de alta definicho Synapt HDMS
(Waters). O espectrémetro foi operado em modo positivo, com fonte de ionizacao
MALDI. Foi calibrado com ion glucofibrinopeptidio-B (M+H) = 1570,68 Da e

selecionada a funcdo DDA (analise direta de dados) para a sele¢do dos ions que
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foram fragmentados por decomposicéo induzida por colisdo (CID). Os espectros
de MS foram coletados entre 300 m/z a 3000 m/z e os espectros de MS/MS entre
50 m/z a 3000 m/z. A coleta e andlise de dados foram feitas utilizando o software
MassLynx®. A massa molecular dos peptideos foi submetida ao programa NCBI.
Os peptideos foram colocados em Banco de Dados de Sequéncia de Proteina
NCBI e/ou GenPept, disponivel online, para identificacdo das proteinas. As

ferramentas usadas foram ProFound e Mascot (http://www.matrixscience.com).

Anélise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, a fim de verificar o
pressuposto da normalidade e ao teste de Bartlett para verificar a homogeneidade
de variancia. Foi aplicado o teste F, através da Analise de Variancia (ANOVA),
para as variaveis volume, concentracdo, proteinas totais e nimero de spots. J4 as
variaveis motilidade, vigor, ponto isoelétrico (pl) e MW foram avaliadas por meio
do teste ndo-paramétrico de Wilcoxon, levando-se sempre em conta o nivel de 5%
de significancia. A comparacao entre os pares de médias, para 0s casos em que
houve diferenca estatistica, foi realizada pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
significancia. O software estatistico utilizado para as andlises foi o SAS 9.2.
(Statistical Analysis System Institute, 2009).

Para analisar as diferencas na expressdo da proteina por porcentagem de
volume relativo utilizou o pacote estatistico presente no software ImageMaster
Plantinum verséo 7.0, os dados foram submetidos ao teste estatistico ANOVA,
sendo utilizado antes o teste Kolmogorov-Smirnov para verificar a distribuicao de

normalidade das amostras.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Parametros seminais

VariacOes sazonais de producao de sémen e qualidade dos espermatozoides
de caprinos de diferentes racas ja foram relatadas em clima tropical por Silva et al.
(2005), Souza et al. (2009) e Teixeira et al. (2009). A temperatura ambiente e os
indices pluviométricos sdo fatores ambientais que potencialmente exercem uma
forte influéncia sobre a fisiologia e desempenho reprodutivo desses animais (Fatet
et al., 2011).

No presente estudo, os parametros espermaticos como volume, concentracao,
vigor, motilidade e vitalidade (porcentagem de espermatozoides vivos) dos
caprinos Moxotd no semiarido nordestino ndo apresentaram diferencga significativa
(p>0,05) entre os periodos seco (0,6 mL; 3,1 x 10° espermatozoide/mL; 4,0; 83%,
respectivamente) e chuvoso (0,64 mL; 3,4 x 10° espermatozoide/mL; 3,8; 83%,
respectivamente) (Tabela 2.). Esses resultados podem ser explicados por se tratar
de uma raca nativa adaptada as condi¢des climaticas do semiarido e também pelo
fato dos animais permanecerem confinados recebendo mesma alimentagéo
durante todo o experimento. No entanto, houve diferenca entre os animais quanto
ao volume e concentracdo espermatica dentro de cada periodo (p<0,05). Observa-
se na tabela 2, que o animal A apresentou diferenca significativa dentro do periodo
chuvoso com relagdo as varidveis mencionadas, evidenciando-se a variabilidade
individual presente na raca. No periodo seco, 0s animais apresentaram variacao
entre si quanto ao volume e concentragédo espermatica (p<0,05).

Concordando parcialmente com os achados deste trabalho, Souza et al.
(2009), evidenciaram diferenca significativa (p<0,05) apenas no volume entre os
periodos de alto (1,7mL) e baixo (1,2mL) indice pluviométrico em caprinos da raca
Alpina Americana criadas no Nordeste brasileiro. Em outro estudo na Paraiba,
com caprinos mesticos Anglo Nubiano X SRD, Silva et al., 2005 também né&o
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observaram efeito da sazonalidade nos parametros espermaticos como motilidade
e vigor, sendo que no periodo mais quente, houve diferenca quanto a
concentracdo espermatica (1,80 x 10° espermatozoide/mL). Este Gltimo parametro
mostrou-se inferior ao encontrado nesse estudo com a raca Moxotd que
apresentou concentracdo espermatica de 3,1 x10° espermatozoides/mL no
periodo seco, sugerindo que esta elevacdo seja, possivelmente, justificada pela
alta rusticidade da raca no semiarido nordestino.

Tabela 2. Valores médios e desvios-padrao dos parametros seminais dos caprinos
da raca Moxot6 criados na regido do Nordeste do Brasil, nos periodos seco e
chuvoso

PERIODO SECO

ANIMAL A B C D E
VOL (mL)  0,93+0,11** 0,79+0,14"* 0,36+0,05°* 0,66+0,03"* 0,34+0,08%2

CONC (x10°% 2,23+0,37°* 2,93+0,8"“® 3,8+0,9""* 3,14+0,5"® 3,94+0,6*
MIP (%) 75,3+4,0°* 83,9+7,9"* 90,0+0,0"* 84,5+0,8** 85,7451
VIG (0-5) 3,440,152  4,0+0,7°%®  4,620,2°"*  3,9+0,2°*  4,0+0,2""

VITALID (%) 89,0+3,6"* 86,7+1,9"* 89,5+1,6"* 90,2+1,3** 92,0+3,6™

PERIODO CHUVOSO

ANIMAL A B C D E
VOL (mL) 1,1+0,15%* 0,59+0,18"* 0,47+0,08** 0,58+0,05** 0,34+0,1*
CONC (x10°  1,7+0,9°%  3,65+0,5" 3,540,4"*  3,46+0,3** 3,87+0,3"®

MIP (%) 73,0+15,6"% 82,0+2,9"* 86,7+5,8"* 84,2+3,0”* 90,0+0,0"®
VIG (0-5) 3,7¢0,7°*  4,1+0,4"*  3,9+0,1"*  4,0+0,3"*  4,4+0,2"

VITALID (%) 91,3+2,8*® 91,0#6,1"* 92,9+3,0"* 92,3+0,0°* 93,7+0,6"

ABMédias com letras mailisculas distintas, na mesma coluna, diferem estatisticamente a 5% (p<
0,05) pelo teste de Tukey entre 0s animais para 0 mesmo periodo;

ab Médias com letras mintsculas distintas, na mesma coluna, diferem estatisticamente a 5% (p<
0,05) pelo teste de Tukey entre os periodos para 0 mesmo animal.

VOL: volume do ejaculado; CONC: concentracdo espermatica; MIP: motilidade individual
progressiva; VIG: vigor; VITALID: vitalidade (porcentagem de espermatozoides vivos)

Os dados de motilidade, concentracdo e vigor espermatico estdo dentro dos
padroes de referéncia do CBRA (1998) para a espécie Capra hircus,

demonstrando que esses animais apresentam funcdo reprodutiva normal. O
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exame andrologico € um critério importante na avaliacdo do macho caprino, uma
vez que um reprodutor subfértil ou infértil diminui os indices de fertilidade do
rebanho, trazendo prejuizos na estacdo de monta, além de poder transferir estas
caracteristicas para suas crias. No entanto, Rodriguez-Martinez et al. (1997),
Zhang et al. (1998) e Gadea et al. (2004) relataram que os parametros avaliados
rotineiramente tém capacidade limitada na avaliacdo da fertilidade potencial de
reprodutores. Concordando com esta afirmativa, Larson e Miller (2000) afirmaram
gue reprodutores com caracteristicas seminais semelhantes podem apresentar
diferenca de 20 a 25% nos indices de fertilidade.

Desse modo, analises bioquimicas do plasma seminal, associadas aos
critérios de avaliagdo espermatica, poderiam auxiliar na identificacdo de diferencas
importantes entre a fertilidade potencial dos animais. Neste sentido, diversos
estudos buscando por marcadores bioquimicos da fertilidade de reprodutores, tém
mostrado que héa evidéncia de associacdes significativas entre a expressao de
proteinas seminais e a fertilidade dos machos avaliada in vivo e in vitro. Tais
proteinas sdo candidatas a marcadores moleculares da fertilidade (Killian et al.,
1993; Henault e Killian, 1996).

Proteinas do plasma seminal

A influéncia da sazonalidade sobre a concentracdo de proteina total de
caprinos tem sido descrita por Teixeira et al. (2009), que observaram diferenca
significativa entre os periodos chuvoso e seco. Nesse estudo, a concentracédo
média de proteina total no plasma seminal de caprino Moxotdé foi de,
aproximadamente 40,4 ug/uL variando de 11,42 - 62,95 ug/uL ao longo do ano.
Porém, analisando os periodos isoladamente, somente dois animais, A e B,
apresentaram diferenca significativa (p>0,05) na concentracao desta variavel. Fato

nao observado entre animais dentre de mesmo periodo (Tabela 3), como o animal
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D que apresentou menor valor na concentracdo de proteina total no periodo

chuvoso e maior no periodo seco entre os animais (p<0,05).

Tabela 3. Valores de média e desvios-padrdo de proteina total (ug/ul) obtida dos
cinco animais nos periodos seco e chuvoso

Proteina Total
Periodo Animal (ua/pl)

A  52,21+8,06°2
29,98+8,66 "2
26,57+5,72 P2
19,69+3,64 P2
41,07+15,49 *2
27,74+11,504°
46,95+13,59 BcP2
20,63+15,54 P2
54,32+14,94 °°
32,84+14,76 P2

CHUVOSO

SECO

m o O ® >»Mm OO W

AB Médias com letras maitsculas distintas, na mesma coluna, diferem estatisticamente a 5% (p <
0,05) pelo teste de Tukey entre 0s animais para 0 mesmo periodo;
2P Médias com letras mintsculas distintas, na mesma coluna, diferem estatisticamente a 5% (p <
0,05) pelo teste de Tukey entre os periodos para 0 mesmo animal.

As médias das proteinas totais obtidas ao longo do ano por Pinheiro et al.
(1996), trabalhando com animais da raca Moxot6 e mestica Parda Alpina, variou
entre 34,1 e 42,7 ug/ul. Segundo estudo de Azerédo (2003), a média geral de
proteinas totais encontrada foi de 33,5 pg/pl em caprinos da raca Saanen, Anglo-
nubiana e Bder, na regido semiarida do Nordeste, dados esses inferiores aos
encontrados neste trabalho. Teixeira et al. (2009) também estudando caprino da
raca Anglo-nubiana verificaram diferenca estatistica (p<0,05) na concentracdo das
proteinas totais com média de 23,23 pg/ul, variando de 8,47 a 34,89 ug/ul ao
longo do ano. Souza et al. (2002) relacionaram a melhoria do quadro espermatico
de ovinos Santa Inés ao aumento nos niveis de proteina no plasma seminal,

exercendo multiplos efeitos sobre a fungéo espermatica.
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Visando comparar o perfil protéico do plasma seminal dos caprinos Moxoto
entre os periodos chuvoso e seco e, entre os animais, foram analisados as
imagens dos géis 2D-PAGE de referéncias de cada periodo usando o software
ImageMaster Plantinum versédo 7.0 representados na Figura 2. Nas analises, foi
utilizada para a separacao das proteinas do plasma seminal uma faixa de pl mais
estreita com gradiente de 4-7, para permitir melhor separacdo e maior resolucéo

dos spots protéicos.

LuwiKDA 4 7

Figura 2. Perfil bidimensional de proteinas do plasma seminal de caprinos Moxoto,
cujo grafico A representa o gel de referéncia do periodo chuvoso e o B representa
o gel de referéncia do periodo seco, ambos gerados pelo software ImageMaster
Plantinum verséo 7.0

Mapas similares de proteinas em géis 2D-PAGE foram encontrados a partir de
plasma seminal de caprinos entre os periodos chuvoso e seco, com excelente
reprodutibilidade, como demonstrado através do gréafico de dispersdo ou Scatter
Plots gerado pelo software, considerando a porcentagem do volume relativo dos
spots protéicos entre as replicatas (%Vol). Observou-se que todas as repeticdes
apresentaram coeficiente de correlacdo linear acima de 0,90, sendo, portanto,

consideradas significativas (Figura 3). Assim, demonstra-se a confiabilidade dos
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dados obtidos, pois o valor minimo aceito para a comparacgao de replicatas através
de graficos de disperséao é de 0,85 (Vieira, 1980; Eravci et al., 2007).

PC_Animal C_REP2_03062011 PS_Animal B_tira antiga_12052011
247 20

224

204

0.97 *x + 0.00628 - 48 ° 0.885*x +0.127
Conr: 0.9952 * o Conr: 0.9585
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
PC_Animal C_REP1_03052011 PS_Animal B_tira antiga_REP2_26052011

Figura 3. Dispersao das duplicatas de géis 2D-PAGE considerando o parametro
porcentagem do volume (%Vol) dos spots no periodo chuvoso com um coeficiente
de correlacdo linear de 0,9952 (A); e no periodo seco com coeficiente de
correlacao linear de 0.9585 (B)

As proteinas seminais sdo provenientes, principalmente, do epididimo e das
glandulas sexuais acessérias, as quais interagem com componentes da
membrana espermatica e participam de diversos processos associados a
fertilidade do macho. Tais processos incluem motilidade (Elzanaty et al., 2002),
protecdo das células contra choque térmico, reacdes oxidativas, imunologicas e
danos a integridade do DNA (Muifio-Blanco et al., 2008), capacitacdo espermatica
e reacdo acrossomica (Manjunath e Thérien, 2002), e interacdo com o oviduto e
fecundacao do ovocito (Yuan et al., 2003; Gwathmey et al., 2003).

Na analise dos géis bidimensionais, depois das proteinas editadas e de
extensas comparacdes, foram detectados, em média, 123 spots protéicos no

plasma seminal de caprinos Moxot6. No entanto, os géis de referéncia
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apresentaram 159 * 10,0 e 149 % 14,0 spots no periodo chuvoso e seco,
respectivamente (Figura 2).

O numero de spots protéicos maximos e minimos detectados por periodo
foram 159 (animal C) e 87 (animal A) no periodo chuvoso; e 149 (animal B) e 89
(animal A) no periodo seco. Entretanto, tais diferencas no nimero total de spots
por gel ndo foram estatisticamente significativas (p>0,05) nos periodos estudados.
Vale salientar que o animal A apresentou 0 menor niumeros de spots protéicos em
ambos os periodos (Figura 4), apresentando valores maiores de volume e
menores de concentracdo espermatica entre os animais (p<0,05) no periodo
chuvoso (Tabela 2). Isso demonstra a possibilidade de haver uma relacdo entre o
namero total de spots protéicos e a qualidade do ejaculado, podendo haver, nesse
animal, auséncia de proteinas benéficas importantes na protecdo da célula

espermatica (Figura 5).
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Figura 4. Média e desvio padrdo dos numeros de spots protéicos de plasma
seminal de reprodutores caprinos da raca Moxoto, em géis bidimensionais (pH 4-7
de 13 cm) entre os periodos chuvoso e seco, analisados pelo ImageMaster

Plantinum verséo 7.0
* Andlise estatistica ndo mostrou diferenca significativa entre os periodos analisados (p<0,05).
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Figura 5. Géis de eletroforese bidimensional de poliacrilamida do plasma seminal
de caprinos Moxot6 no periodo chuvoso, representando no contorno verde a
auséncia de spots protéicos no gel do animal A (direita) e gel de referéncia
(esquerda)

Os resultados obtidos nesse trabalho ndo corroboram com os de Souza et al.
(2009) que, ao estudarem as proteinas do plasma seminal de caprinos Alpino
Americano, detectou apenas 96 spots, sendo 47 deles com MW relativo de 4 a
106 kDa e pl de 3,00 a 8,96 no periodo de alto indice pluviométrico e, 49 spots no
periodo de baixo indice pluviométrico, cujo MW relativo variou de 15 a 97 kDa,
com pl de 4,48 a 9,8.

Contudo, dos 123 spots protéicos detectados no mapa bidimensional, somente
dois spots apresentaram pl acima de 7,0 e MW entre 13,5 e 25,9 kDa, no periodo
chuvoso. Esses resultados permitem afirmar que a maioria das proteinas no
plasma seminal de caprinos da raca Moxot6 no semiarido do Nordeste sédo acidas.
Resultados similares tém sido relatados em carneiros da raga Santa Inés, uma
raca também adaptada a regido tropical, em que a maioria dos spots encontrados
no plasma seminal apresentou baixo MW (75 kDa) e pl acidos, com poucos pls
acima de 8 (Souza et al., 2004). Também Cardozo et al. (2006) concluiram que a
maioria das proteinas detectadas em carneiros Rasa Aragonesa da Espanha sdo

acidas.
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Em relacdo a frequéncia relativa dos spots protéicos, verificou-se que no
periodo chuvoso estédo presentes spots com pl na faixa entre 5,0 a 5,9 (37,0%) e
MW entre 20 a 40 kDa (32,0%); seguido da faixa de pl de 6,0 a 6,9 (35,8%) e MW
60 a 80 kDa (23,0%). Ja no periodo seco, a maior frequéncia mostrou pl na faixa
entre 4,0 a 4,9 (36%) e MW entre 20 a 40 kDa (44,5%), seguido da faixa de pl
entre 5,0 e 5,9 (34,9%) e MW menor que 20 kDa (24,8%) (Figura 6). Com esses
dados podemos considerar que existe variacdo quantitativa entre os periodos
estudados, observando-se no periodo chuvoso predominancia de spots protéicos
de alto MW e no seco de baixo MW, sugerindo assim, interferéncia do clima no
perfil protéico do plasma seminal. Corroborando, Matos (2012) estudando as
proteinas dos espermatozoides desses mesmos animais verificou, em relacdo ao
peso molecular, as proteinas de 20 a 40 kDa s&o as mais frequentes ao longo do

ano, destacando maior distribuicdo no periodo chuvoso.
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Figura 6. Porcentagem de frequéncia dos spots por intervalo de pontos isoelétricos
(pl) e peso molecular (MW) em géis bidimensionais analisados pelo ImageMaster
Plantinum versédo 7.0 do plasma seminal de caprinos da raca Moxot6 entre 0s
periodos chuvoso e seco
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Houve variacdo na distribuicdo da expressdo dos spots protéicos entre 0s
animais, apesar de pertencerem a mesma raga, serem criados no mesmo sistema
de manejo e ndo apresentarem diferenca nos parametros seminais, demonstrando
haver uma variacdo protéica individual entre os caprinos, mesmo apresentando
bons parametros androldgicos. Segundo Nunes et al. (1988), o potencial
reprodutivo do rebanho caprino estd4d diretamente relacionado com a carga
genética, meio ambiente e sistema de manejo, sendo que a relacdo entre essas
variaveis interfere nas caracteristicas fenotipicas proporcionando melhor
adaptacao e produtividade. Assim, a fertilidade dos animais pode ser dependente
dessas variaveis que podem interferir e modificar o comportamento produtivo e
reprodutivo.

Analisando cada periodo estudado, verificou-se um total de 75 spots protéicos
nos mapas bidimensionais com diferenca significativa em relacdo a %Vol na
distribuicdo da expressdo protéica (Figura 7). Destes, 65 spots protéicos foram
maior diferentemente expressos entre 0s animais no periodo chuvoso,
apresentando MW entre 13,9 e 115,9 kDa e pl de 4,1 a 6,6. J& nos animais
durante o periodo seco encontrou-se somente oito spots foram mais
diferencialmente expressos com MW de 14,65 a 37,7 kDa e pl de 4,1 a 6,6 entre
os plasma seminal dos caprinos Moxoto.

Observa-se que o periodo seco apresentou menor diversidade de proteinas
diferencialmente expressas obtidas por meio da técnica de 2D-PAGE. Além disso,
também foi observado nesse periodo a presenca de proteinas de baixo peso
molecular (<40 kDa), que supde-se que sejam as mesmas encontradas por Jobim
et al. (2003) cuja funcdo tinha relacdo com a manutencdo da motilidade
espermatica. Assim, sugere-se que nesse experimento, com caprinos Moxoté no
semiarido, as proteinas de baixo MW no periodo seco podem ser as responsaveis
pela ndo observacdo de diferenca significativa entre os parametros espermaticos.
Entretanto, Souza et al. (2009) estudando proteinas no periodo de baixo indice
pluviométrico em plasma seminal de caprinos Alpina Americana, em clima tropical,

verificaram auséncia de proteinas de baixo MW, e com isso observaram também
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diferenca significativa entre a motilidade espermatica entre os periodos de baixo e

alto indices pluviométricos.
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Figura 7. Representando mapas bidimensionais dos 75 spots protéicos
diferencialmente expressos nos periodos chuvoso e seco, analisados pelo
software ImageMaster Plantinum versdo 7.0. (A) Gel referéncia do periodo
chuvoso com seus 65 spots similares no periodo. (B) Gel referéncia do periodo
seco com oito spots similares no periodo

Ao serem comparados todos os géis dos periodos seco e chuvoso pelo
software ImageMaster Platinum versao 7.0, foi detectado de forma consistente a
presenca de 12 spots protéicos (S0, S1, S2, S3, S4, S7, S8, S9, S10, S11, S12,
S13) comum a todos os animais, sendo 10 spots (SO, S1, S2, S3, S4, S7, S8, S9,
S10, S11) com MW menores que 30 kDa, correspondendo a 83,3% dos spots de
proteinas similares e dois spots (S12 e S13) de proteinas com MW em torno de

50,1 e 72,6 kDa, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Gel de referéncia representando os spots similares nos periodos
chuvoso e seco (quadrado verde) e os spots 5 e 6 (quadrado vermelho) presentes
apenas no periodo chuvoso, de acordo com as analises do software ImageMaster
Plantinum verséo 7.0

Os 12 spots protéicos foram identificados no banco de dados Uniprot, Expasy,
pela ferramenta Tagldent através da comparacédo por pl e MW, sendo as proteinas

a seguir discriminadas (Tabela 4):

a) A proteina S1 (12,1 — 14,4 kDa, pl 6,2 — 6,6) pode ser a thioredoxins
(Trxa), que sédo proteinas de baixo MW (12 kDa), essenciais para a vida de
mamiferos, participando em diferentes processos celulares nos quais
funciona como antioxidante, facilitando assim a reducao de outras proteinas
como as espécie reativas de oxigénio (ROS) produzidas pelas células
espermaticas, principalmente, no estresse oxidativo. Este pode ser
ocasionado pelo estresse térmico escrotal que resulta da reducdo de
oxigénio abaixo do requerido para a fungdo normal deste tecido (Paul et al.,
2009). Esse grupo pertencente as proteinas ROS, mais comumente
produzidas pelo espermatozoide, sdo constituidas de anion superoxido,

peroxido de hidrogénio e do radical hidroxila (De Lamirande e Gagnon,
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1999). No entanto, o mecanismo bioquimico responsavel pela producéao de
ROS pelo espermatozoide ainda n&o esta elucidado.

As proteinas Trxa, com sua funcdo antioxidante, exercem influéncia
direta ou indireta nos mecanismos que previnem danos causados pelo
estresse oxidativo e pelo ataque imunolégico aos espermatozoides,
também tendo essas proteinas associagcdo com a protecdo das células
esperméticas. Além da Trxa, as proteinas lactoferrina, albumina e aSFP
(acidic seminal fluid protein) participam da funcdo de protecdo dos
espermatozoides contra os danos oxidativos (Schoneck et al., 1996).
Apesar de serem identificadas em ambos os periodos estudados, as Trxa
podem ser importantes para a regido semiarida do Nordeste, cujas
temperaturas sdo elevadas ao longo do ano. Provavelmente, estas
proteinas desempenhem funcdo de protecdo das células esperméticas

evitando o estresse oxidativo.

b) A proteina S2 (MW 13,0 — 14,0 kDa; pl 6,2 - 6,6) corresponde a
ribonuclease (RNAse), uma proteina de 14,0 kDa que cobre a superficie da
célula espermética na ejaculagdo, classificadas como uma das principais
proteinas no plasma seminal de bovinos (Shivaj et al., 1989). Apesar desse
estudo nao ter realizado criopreservacao do sémen, Roncoletta et al. (2002)
identificaram essa proteina em altas concentracdes no plasma seminal de
touros com baixa qualidade de sémen apds a descongelacdo. Embora nao
se tenha encontrado trabalhos ligados a fertilidade com a presenca dessa
proteina, sugere-se que a mesma nhao interfira significativamente na
gualidade do sémen, uma vez que 0s animais deste experimento
apresentaram quadro espermatico dentro do previsto pelo CBRA (1998).
Outrossim, trabalhos envolvendo esta proteina no processo de

congelacao/descongelacdo do sémen caprino precisam ser realizados.
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C) A proteina S3 (14,0 kDa; pl 5,6) provavelmente corresponde a
fosfolipase A, (FLA,), encontrada nos dois periodos estudados. E uma
importante enzima secretada pelas glandulas bulbouretrais de caprinos, de
baixo MW (13,2 kDa) e pl de 7,7, fazendo parte da familia das fosfolipases
gue catalisam a liberacdo de acidos graxos e de lisofosfolipidios (Lee,
2003). La Falci et al. (2002) verificaram que 0 excesso de atividade da FLA,
pode ser observada no plasma seminal de caprinos durante a estagao nao
sexual, podendo produzir lisolipideos em excesso, 0S quais causam danos
a membrana espermatica. Nunes (1982) observou durante a estacdo nao
reprodutiva, que as glandulas bulbouretrais hipertrofiam e aumentam a sua
atividade sob influéncia das altas concentracdes plasméaticas de prolactina,
produzindo mais FLA,. Embora este estudo tenha sido feito no semiarido do
Nordeste, onde ndo ha estacionalidade reprodutiva, observou-se a
presenca da FLA, em ambos os periodos, indicativo de hipertrofia das
glandulas bulbouretrais, possivelmente, devido as caracteristicas climaticas
da regido. Portanto, mesmo presentes, essas FLA, ndo tém mostrado
interferir de modo significativo nos parametros espermaticos dos animais da

regiao.

d) A proteina S4 (MW 14,7-15,8 kDa;, pl 5,7) corresponde a lisozima C-1
identificada no plasma seminal humano (Edstrom et al., 2008) e bovino
(Schollum et al., 1977; Lahnsteiner e Radner, 2010) como uma proteina que
proporciona prote¢do antimicrobiana para os espermatozoides no sistema
reprodutivo feminino. Lahnsteiner e Radner (2010), estudando a atividade
da lisozima e concentracbes de imunoglobulina no sémen de bovinos,
observaram que animais com motilidade elevada apresentaram maior
atividade da lisozima e menor concentracdo de imunoglobulina em
comparacao aos animais com baixa motilidade. A presenca dessa proteina
nos caprinos Moxotd, em ambos os periodos estudados, permite afirmar

gque o plasma seminal tenha componentes capazes de propiciar uma


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lahnsteiner%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20416943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Radner%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20416943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lahnsteiner%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20416943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Radner%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20416943
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protecdo antimicrobiana a célula espermatica, conferindo uma boa

gualidade ao sémen ao longo do ano.

e) A proteina S7, provavelmente, é a Ubiquitin conjugation factor E4,
com MW variando de 16,1 a 17,5 kDa e pl de 4,8 a 5,0, que representa
importante funcdo na reproducdo. Estudos relatam que essa proteina tem
participacdo na fertilizacdo e gametogénese em mamiferos (Bebington et
al.,, 2001; Sakai et al., 2004). Sutovsky et al. (2001) estudando essa
proteina no epididimo de bovinos verificaram que esta parece estar
envolvida no controle da qualidade do esperma, através da eliminacédo de
células esperméticas patoldgicas por fagocitose. Neste trabalho, como esta
proteina esteve presente nos dois periodos do ano e em todos os animais
estudados, provavelmente seja responsavel pela boa qualidade do sémen

avaliado.

f) A proteina S8 (MW 21,3 e pl 5.9), possivelmente, pode ser
considerada como o mediador do RNA polymerase |l transcription. No
entanto, ndo foi encontrado na literatura informacdes com relacao a funcao
dessa proteina na reproducdo. Porém, estudos relatam tratar-se de um
componente do complexo mediador que pode reprimir ou ativar a
transcricdo. Esses complexos mediadores sdo essenciais para a expressao

basal e regulacao de quase todas as RNA polimerases (Siegal et al., 2005).

Observou-se nas analises dos géis, através do software ImageMaster, a
presenca de dois spots protéicos S5 e S6, de baixo MW (15,0 e 15,1 kDa) e pl
acido (4,5 e 6,0), respectivamente, que estiveram presentes somente no periodo
chuvoso em todos os animais (Figura 8 e 9). Esses spots protéicos,
provavelmente, sdo da familia BSP, que segundo afirmacdo de Desnoyers et al.
(1994) e Fraser et al. (1996), € a mais abundante no plasma seminal de bovino e,
principal proteina de ligagdo a heparina, apresentando pl entre 4,6 e 7,2 e MW

entre 12 e 17 kDa. Possui importancia na fertilizacdo, especificamente, na
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capacitacdo espermatica, conferido pela sua ligacdo ao grupo de colina de
fosfolipidios presentes na membrana do espermatozoide (Desnoyers e Manjunath,
1992). Em caprinos, essas proteinas foram observadas nas amostras de sémen in
natura e sdo denominadas de proteina seminal caprina (GSP; 14-15 kDa)
(Villemure et al., 2003).

Figura 9. Imagens do software ImageMaster Plantinum versdo 7.0 dos spots
protéicos, em géis bidimensionais, presentes exclusivamente no periodo chuvoso.
(A) spot protéico 5 e (B) spot protéico 6

Nesse estudo, a presenca dessas proteinas pode ser um indicativo ou um
marcador de fertilidade para a espécie caprina. O fato de a mesma estar presente
somente no periodo chuvoso podera sugerir que este seja 0 mais adequado para
realizacdo de estacdes de cobertura, inseminacdes ou também para manipulacdes
do sémen em caprinos na regido semiarida do Nordeste.

Finalmente, o perfil protéico do plasma seminal de caprinos na regido
Nordeste ndo mostrou ser influenciado pelas épocas chuvosa e seca, excecao

feita as BSPs ou GSPs, proteinas que se ligam a heparina e que tém importante
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Estas, provavelmente, poderdo vim a ser consideradas

biomarcadores para fertilidade na espécie caprina.

Tabela 4. Proteinas similares no periodo chuvoso e seco presentes nos caprinos Moxoto
adultos identificadas pela eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida através do
banco de dados UniProt utilizando a ferramenta Tagldent disponivel online no portal EXPASy
com seus respectivos pesos moleculares (MW), ponto isoelétrico (pl) e funcdes

. MW . ~ A
Proteinas Spots (kDa) Pi Funcao Referéncias
Paul et al.
Thioredoxin S1 12,1-14,4 6,2-6,6 Antioxidante esperméatico (2009)
~ Shivaj et al.
Protecdo na (1989)
Ribonuclease S2 13,0-14,0 6,2-6,6 criopreservacao do
sémen Roncoletta et al.
(2002)
| Clnisberciode  Lee ooy
Fosfolipase A; S3 14,0 5,6 : A La Falci et al.
lisofosfolipidios no
) (2002)
espermatozoide
Lahnsteiner e
Lisozima C-1 S4 14,7-15,8 5,7 Protecdo antimicrobiana Radner (2010)
Ubiquitin Protecao através da Sutovsky et al
conjugation S7 16,1-17,5 4,8-5,0 fagocitose/eliminagéo de y '
X 2 (2001)
factor E4 células espermaticas
defeituosas
mediador do Regulagao da transcricdo Siegal et al
RNA polymerase S8 21,3 5,9 guiac ¢ 9 "

[l transcription

celular/Sem funcéo

definido na reproducéo

2005

Proteinas identificadas na espectrometria de massa

Foram analisados atraveés da espectrometria de massa, 75 spots protéicos que

apresentaram %Vol diferencialmente expressos (p<0,05) nos géis 2D-PAGE entre

os periodos chuvoso e seco (Figura 5). Utilizando os valores das massas de

peptideos tripticos, provenientes das analises por MALDI-ToF (Matrix-assisted
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laser desorption/ionization — time of flight), juntamente com os valores de pl e MW,
identificou-se oito proteinas através de cruzamento com os bancos de dados
(Swiss-Prot e NCBI), cuja ferramenta ProFound identificou sete proteinas, através
do MW, e a MASCOT, que utilizou sequéncias de aminoacidos, detectando

apenas uma proteina (Tabela 5).

Tabela 5. Proteinas do plasma seminal de caprinos Moxot6é adultos identificados
por eletroforese bidimensional SDS-PAGE e espectrometria de massa (MALDI-
ToF), nas ferramentas ProFound e MASCOT

Spots Proteina ID
(Periodo)* Proteinas MW/pl (gi) Sequéncia
Tedr. Exper. Coberta
ProFound

27 (PS) Histone H100-like 33,2/11,4 28,4/4,7 332231463 18%
Putative
palmitoyltransferase

29 (PS) ZHHHCA4 40,9/8,6 14,7/6,1 109065941 5%

48 (PC) rCG55718 9,3/5,4 14,9/6,3 149021127 17%
Immunoglobulin heavy

47(PC) chain 12,2/9,3 15,1/5,7 13364887 14%
Hypothetical protein

52 (PC) LOC100720506 14,8/8,9 15,3/4,8 348563064 9%

CAMP response
708 (PC) element binding protein 8,4/3,8 15,7/4,9 4261569 88%
Hypothetical protein

51 (PC) LOC100720506 14,8/8,9 15,3/5,8 348563064 9%
MASCOT
RNA polymerase

25 (PS) subunit k - 27,714,3 272569 -

*PC: Periodo Chuvoso / PS: Periodo Seco

Os motivos que causaram a ndo identificacdo dos outros spots protéicos
podem ser varios, como: nao ionizacdo das proteinas (a espectrometria de massa
s6 analisa moléculas carregas, o qual precisa ser ionizado, por exemplo, pela
acdo do acido formico), baixa quantidade de proteinas (ndo havendo quantidade

suficiente para formacdo do espectro de massa), alta quantidade de proteinas


http://www.uniprot.org/taxonomy/272569
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(excesso de peptideos polui o espectro perdendo a resolucdo) e a falta de banco
de dados, que mesmo que tenha 6timos espectros, impossibilita a identificacao.

Nenhuma proteina demonstrou homologia direta com a espécie Capra hircus,
fato este justificado pelo reduzido niumero de proteinas e genes depositados nos
bancos de dados, sendo, portanto, utilizado bancos de outras espécies como de
ratos, primatas e bovinos. Dessa forma, essas proteinas identificadas e que nao
possuem relatos na literatura em relagéo a fisiologia reprodutiva do macho caprino
precisam ser investigadas.

Dentre as proteinas identificadas no periodo seco, a histone H100-like fazem
parte de um pequeno grupo formado por quatro proteinas presentes em grande
quantidade, sendo ricas em arginina e lisina e associadas ao DNA das células
eucariodticas, formando o nucleossomo que é a unidade da cromatina (Thatcher e
Gorovsky, 1994). A cromatina exerce funcdo de protecdo a eventuais danos aos
espermatozoides, causados pelo ambiente ou pela idade do animal (Sousa et al.,
2010). De acordo com Sun et al. (1997), numa populacdo de individuos com
problema de fertilidade, mais de 40% dos individuos apresentaram problemas na
cromatina. Recentemente, Steilmann et al. (2010) relataram que a histone H100-
like estd envolvida na regulacdo da expressdo génica apds a fertilizagdo em
humanos, sendo encontrada baixa concentracdo desta proteina em individuos
subfertéis. No trabalho em analise, a proteina histone H-100 like, encontrada no
plasma de caprinos MoxotO, apresentou maior concentracdo no periodo seco,
demonstrando que seja uma possivel acdo na protecdo da cromatina das células
espermaticas aos danos ambientais de altas temperaturas e de baixa umidade do
semiarido do Nordeste.

A immunoglobulin heavy chain (IgH) foi diferencialmente expressa no periodo
chuvoso e é caracterizada como uma grande subunidade polipeptidica de um
anticorpo (imunoglobulina), sendo considerada, geralmente, altamente polimorfica,
com variagao entre os animais (Wang et al., 2008). A funcdo da IgH no plasma
seminal de caprinos ainda néo é conhecida. Porém em humanos, Chiu e Chamley
(2003) na Nova Zelandia, relataram a presenca desse anticorpo em 20% dos

pacientes que procuram tratamento de infertilidade e concluiram que esse tem
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funcdo de ligar-se as proteinas do plasma seminal para proteger a célula
espermética de efeitos danosos. Portanto, a identificacdo dessa proteina para os
caprinos Moxoté é relevante, principalmente para selecionar reprodutores de alta
linhagem que se encontram com problemas temporarios de fertilidade.

Somente a proteina RNA polymerase foi identificada pela ferramenta
MASCOT, sendo essa encontrada diferencialmente expressa no periodo seco no
plasma seminal dos caprinos. Estudos verificaram que a presenca de RNA
polymerase nos espermatozoides maduros de epididimos de ratos (Wilkerson e
Sarge, 2009) e bovinos (Fuster et al., 1977) tem funcdo na maturacdo da célula
espermética. Segundo Svarcova et al. (2008), estudando fémeas bovinas que
tiveram seus embrides pré-implantados, observaram que a RNA polymerase tem
participacdo no desenvolvimento do ndcleo durante a transcricdo nas células
embrionéarias. Dessa forma, a identificacdo da RNA polymerase no plasma seminal
de caprinos em maior quantidade no periodo seco, sugere uma importante
cooperacdo dessa proteina no processo da espermatogénese, propiciando
condicbes adequadas para a producdo de células germinativas mesmo em

ambiente hostil.
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CONCLUSOES

A variacdo sazonal do clima tropical na regido semiarida do Nordeste ndo
mostrou interferir na qualidade do sémen dos caprinos da raca Moxotd, mesmo
havendo diferenca entre as varidveis meteorologicas entre os periodos estudados
e uma menor diversidade de proteinas diferencialmente expressas no periodo
seco do que no chuvoso. Esses resultados podem ser explicados, provavelmente,
pela rusticidade e adaptabilidade da raca Moxoto e a presenca de 12 proteinas
similares com funcao de protecéo das células esperméticas nos dois periodos.

No periodo chuvoso foram detectados dois spots da familia das GSPs,
podendo vim a serem potenciais marcadores da fertilidade na raca Moxoto;

E pela primeira vez foram identificas no plasma seminal de caprinos as
proteinas: histone H100-like, putative palmitoyltransferase, immunoglobulin
heavy chain, cAMP response element binding protein (ProFound) e a proteina
RNA polymerase (MASCOT).
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CONSIDERACOES FINAIS

Na espécie caprina, embora os trabalhos em protedmica seminal ainda
estejam se iniciando, alguns achados importantes jA podem ser logrados,
esperando-se que mais estudos sejam realizados com a finalidade de identificar
marcadores para fertilidade, prolificidade, congelabilidade do sémen, diagndstico e
prognoéstico de doencas, entre outros, de importancia fundamental para formacéo
de rebanhos produtivos e também de conservacao de espécies em extingao.

Predizer a fertiidade do reprodutor ndo € o Unico beneficio que o
conhecimento das func¢des do plasma seminal e de seus marcadores moleculares
trard para a producdo animal. Além disso, servira para avaliar metodologias de
processamento de sémen, melhoria do sémen em reprodutores temporariamente
inférteis, e na selecdo de reprodutores de mamiferos, em especial na espécie
caprina.

Sabe-se que ainda ha necessidade de mais estudos, porém o importante &
gue as pesquisas estdo avancando com foco na fisiologia reprodutiva e na funcéo
das proteinas seminais de caprinos nativos e adaptados que habitam a regido
semiarida do Nordeste do Brasil.



