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PERFIL EM SDS-PAGE DAS PROTEINAS DO PLASMA SEMINAL
E SUA RELACAO COM A QUALIDADE DO SEMEN DE
TOUROS DA RACA NELORE (Bos taurus indicus)

Marcelo George Mungai Chacur!, Ana Ines Sanchez Martinez?,
Nelson Barbosa Machado Neto®

RESUMO

A proposta desse estudo foi de investigar a pre-
sencga e incidéncia de bandas proteicas especificas
do plasma seminal em touros Nelore aptos e
parcialmente aptos para a atividade reprodutiva.
Foram utilizados 68 touros Nelore, sendo 20 da
variedade padrao e 48 mochos, com idade média
de 4 anos. Para o perimetro escrotal (35,05+ 0,49
cm e 33,30 £ 0,39cm) e indice de massa corpérea
(302,62 + 5,87 e 284,19 + 5,15 Kg|m?) houve
diferenca (p<0,05) entre as variedades padréo e
mocho, respectivamente. O peso corporeo (627,70
+ 11,37 e 611,58 + 8,66 Kg); altura da cernelha
(1,44 £0,01e 1,47 £ 0,01m); volume do ejaculado
(5,82 + 0,48 e 5,17 £ 0,29 mL), motilidade
espermatica progressiva (73,50 +2,81% e 75,62 +
0,97%), vigor espermatico (4,30 + 0,19 e 4,27 +
0,11) e turbilhdo (4,27 + 0,11 e 3,33 + 0,23) nado
diferiram (p>0,05) entre as duas variedades de
touros. Para a morfologia espermética, ndo houve
diferenca entre as variedades padréo e mocho,
respectivamente com 5,06 + 8,20% e 5,32 + 6,40%
de defeitos maiores; 9,91 + 6,74% e 8,36 + 6,06%
para os defeitos menores; e 14,76 + 13,20% e
13,82 + 12,61% para os defeitos totais. A eletro-
forese do plasma seminal revelou bandas proteicas
com pesos entre 5 a 105KDa. Em 100% dos touros
aptos para a reproducao, a proteina com peso de
13KDa esteve presente, 0 mesmo ocorrendo com
as bandas de 18 e 20KDa. O restante das bandas
proteicas revelaram presenca com diferentes per-
centagens de incidéncia em touros aptos ou par-
cialmente aptos a atividade reprodutiva. As varie-
dades padréo e mocho revelaram adaptagéo repro-

dutiva similares perante as condi¢des de clima,
mostrando muita eficiéncia.

Palavras-Chave: zebu, massa corpérea, qualida-
de seminal, proteinas do plasma
seminal

INTRODUCAO

A selecéo de touros é um fator importante
para o criador que deseja melhorar seu rebanho.
O exame androldgico permite avaliar machos des-
tinados a reproducéo, eliminando do plantel aqueles
inaptos para essa finalidade.

Pela monta natural um touro fértil deixa cer-
cade 120 a 400 descendentes, quando selecionado
por meio da avaliagdo andrologica. Com a utilizag&o
da inseminacdo artificial, esse niumero ultrapassa
0s 100.000 descendentes, onde se revela aimpor-
tancia de utilizar os individuos com caracteristicas
desejaveis segundo a Associacdo Brasileira de
Inseminacéo Artificial — ASBIA (2003).

Um dos parametros morfométricos utiliza-
dos na selecdo de touros é o perimetro escrotal
(PE), facilmente mensuravel e de alta repetibilidade.
Este permite prever o potencial reprodutivo de
machos jovens, por estar associado ao desenvol-
vimento testicular, a producéo diéria de espermato-
zoides e a puberdade (PINEDA et al., 2000; SMITH,
1989 e SILVA, 1993). Fields (1979) observou maior
volume testicular por unidade de peso corporal em
animais precoces, com peso aproximado de 300
Kg e idades entre 8 e 30 meses.

O indice da massa corporea (IMC) asso-
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ciado ao perimetro escrotal e a qualidade do sémen
em touros jovens tem sido de importancia para a
selecdo de animais com maior potencial para as
producdes qualitativa e quantitativa de sémen e con-
sequentemente melhor fertilidade (PINHO, 2000).

A partir da década 90 até os dias de hoje,
estudos relativos a composi¢éo do plasma seminal,
visando determinar marcadores bioquimicos de
fertilidade vem sendo desenvolvidos, para predizer
o potencial reprodutivo de um animal.

O plasma seminal serve como veiculo para
0s espermatozdides ejaculados, consistindo em uma
mistura de secrecdes dos testiculos e glandulas
sexuais acessorias, com funcdo carreadora dos
gametas masculinos até o trato genital feminino;
viabilizando a fertiliza¢&o. De acordo com Manjunath
(1987); Gasset (1997); Mortarino (1998); Einspanier
(1991); Roncoletta; Franceschini (1999) os perfis
eletroforéticos do plasma seminal auxiliam na ava-
liac&o clinica em casos de infertilidade em touros.
Jé as proteinas soluveis e estruturais tém um impor-
tante papel no metabolismo do espermatozéide, com
interferéncia na fertilidade dos touros (KILLIAN,
1999 e RONCOLETTA; FRANCESCHINI, 1999).

O plasma seminal em mamiferos, contém
um grupo de proteinas que se ligam aos esperma-
tozéides, sendo conhecidas como BSP-Al, BSP-
A2, BSP-A3 e BSP-30KDa, que possivelmente in-
duzem altera¢des moleculares na membrana plas-
mética, essenciais para a capacitacéo (THERIEN,
1998 e BERGERON, 2004).

A biologia molecular na &rea da reproducéo
animal traz novas ferramentas para o melhoramento
genético, a utilizagdo de marcadores bioquimicos
em liguidos organicos que demonstrem potencial
genético de um animal cuja selecdo de genétipos
superiores para determinadas caracteristicas repro-
dutivas possam ser incrementadas (RONCOLETTA;
FRANCESCHINI, 1999).

A proposta desse estudo foi de investigar
a presenca e incidéncia de bandas proteicas espe-
cificas do plasma seminal em touros Nelore aptos
e parcialmente aptos para a atividade reprodutiva.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em agosto de
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2003, no municipio de Coxim-MS, latitude de
18°30'24" Sul e longitude de 54°45'36" Oeste,
altitude de 127 metros e temperatura minima de
24°C e maxima de 36°C. Foram utilizados 68 touros
Nelore, sendo 20 da variedade padrédo e 48 da
variedade mocha, com idade média de 48 meses,
pesando entre 400 e 700 Kg; e médias de 627Kg e
611Kg para o Nelore padrdo e mocho, respectiva-
mente, criados extensivamente, em pasto de Bra-
chiaria decumbens, sal mineral e agua “ad libitum”.

As medidas de PE foram tomadas por meio
de fita escrotal graduada em centimetros (cm),
aferida na regido de maior didmetro. A altura da
cernelha (AC) em metros (m) foi mensurada com
régua graduada; o peso obtido com a utilizacdo de
balanca mecénica; IMC calculado por meio da
seguinte expresséo: IMC = peso (Kg) / altura (m).

Foi efetuada uma coleta de sémen de cada
touro, por meio da eletroejaculacdo?, mantendo as
amostras em banho-maria? entre 32 e 35°C, para
as andlises imediatas da motilidade progressiva,
vigor espermatico e turbilhdo. Com posterior dilui-
¢do do sémen em formol salino tamponado (1:100),
para obtencdo da concentracdo espermatica em
camara de Neubauer e da morfologia espermética
frente a avaliag&o de 200 células com microscopia
Optica de contraste de fase.

Os touros foram classificados segundo as
avaliacBes clinicas e esperméticas em aptos,
parcialmente aptos e inaptos para efeito de selecéo
para monta natural, segundo as normas do Colégio
Brasileiro de Reproducéo Animal — CBRA (1998).

Os ejaculados foram centrifugados® a
1500g por 15 minutos, separando e estocando 1mL
do plasma seminal em tubos “eppendorf’, arma-
zenados a -20°C até a extra¢do e quantificagédo
das proteinas (LAEMILLI, 1970 e BRADFORD,
1976). Posteriormente, foi realizada a eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) em cuba
vertical* ligada a fonte elétrica® (50V x 50 mA por
30 minutos; e 300 V x 16 mA por 12 horas). A
revelacdo das bandas proteicas foi feita em solucdo
a 2% de Coomassie blue R-250° até a visualizacédo
das mesmas, com posterior utilizacdo de transmi-
nador’ permitindo a captura, visualiza¢éo e o pro-
cessamento de imagens de bandas proteicas reve-
ladas nos géis.
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O modelo matematico utilizado foi:
Xij =m + gi + eijj
onde:

Xij — é o valor observado na parcela que pertence
ao grupo i, na repeticao j.

m — média geral

gi — efeito do grupo i

eij — efeito do acaso

Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado com dois grupos, Nelore mocho e
Nelore padrdo. O grupo Nelore mocho com 48 repe-
ticbes e 20 para o Nelore padrdo. Os dados foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F
(BANZATTO; KRONKA, 1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Frente as mensuracdes do PE e IMC houve
diferenca entre as variedades padrdo e mocho
(p<0,05). No Nelore padrdo, o PE foi de 35,05+
0,49 cm; e de 33,30 £ 0,39cm para o Nelore mocho.
O valor médio do IMC para o Nelore padréo foi
302,62 + 5,87 Kg / m? ; e de 284,19 + 5,15 Kg|m?
para a variedade mocho.

N&o houve diferenca (p>0,05) para os
seguintes paradmetros entre as variedades padréo
e mocho, respectivamente: peso 627,70 + 11,34Kg
e 611,58 + 8,66Kg; AC 1,44 + 0,14m e 1,47 +
0,08m; volume do ejaculado 5,82 +0,48 mL e 5,17
+ 0,29 mL; turbilhonamento 4,27 + 0,11 e 3,33 +
0,23; motilidade espermatica progressiva 73,50 +
2,81% e 75,62 + 0,97%; e vigor espermético 4,30
+0,19e 4,27 £ 0,11.

Com relacéo as médias para a morfologia
espermatica nas variedades padrdo e mocho néo
houve diferenca (p>0,05) sendo de: 5,06 + 8,20%
e 5,32 + 6,40% para os defeitos maiores; 9,91 +
6,74% e 8,36 + 6,06% para os defeitos menores; e
para os defeitos totais 14,76 + 13,20% e 13,82 +
12,61%, respectivamente.

Diferencas individuais entre os perfis em
SDS-PAGE das proteinas do plasma seminal foram
observadas nos géis corados, estando presentes
cadeias polipeptidicas com pesos entre 5 e 105
KDa.

O PE em touros é um parametro obtido com
praticidade e repetibilidade, apresentando relacéo
com o peso e a idade. As médias obtidas para o
PE foram de 33,5 e 37,6 cm para a faixa etaria de
36 a 48 meses, segundo a classificacdo androlégica

de touros Bos taurus indicus, predominantemente
da raca Nelore, baseado no perimetro escrotal
(FONSECA, 1997); sendo superiores & média de
32,2 cm descrita por Pineda et al., (2000). Portanto,
observa-se desenvolvimento corporal satisfatério dos
touros de ambas variedades utilizados no presente
experimento; ratificando as observagfes de Evans
(1996) sugerindo que a maturidade sexual estd mais
intimamente relacionada ao peso do animal do que
aidade, sofrendo a influéncia de fatores como raga,
heterose, balanceamento hormonal e manejo.

O IMC para as variedades padrao e mocho
para a raca Nelore foi similar ao valor intermediario
de 293,9Kg/m2 relatado em touros Limousin, com
idades entre 20 e 28 meses (RABESQUINE et al.,
2003) e na raca Nelore com idades de 48 meses,
com valor médio de 290,0Kg/m? (SANCHEZ et al.,
2004).

Todos os touros do presente trabalho apre-
sentaram qualidade seminal satisfatoria, concor-
dando com Rabesquine et al. (2003) que relataram
gue o IMC em torno de 300Kg/m2 é um importante
fator na producéo de espermatozéides. Para a AC
Fernandes (1996) verificou herdabilidade alta (0,56)
em touros da raca Brahman, entre 8 e 24 meses
de idade, criados no clima tropical. A utilizacdo do
IMC se mostrou util para a escolha de individuos
mais homogéneos do ponto de vista corporal,
evitando a presenca de animais distoantes da média
do rebanho.

O volume dos ejaculados foi semelhante ao
descrito por Silva (2002) de 4,0 mL e inferior aos
12 mL citado por Martinez et al. (2000). Estando
esse aspecto quantitativo sujeito a variagdes, prin-
cipalmente frente ao método de coleta por meio da
eletroejaculagd@o. A caracteristica motilidade es-
perméatica apresentou média superior as relatadas
por Silva (1993) com 65,3% e Sarreiro (2002) com
62,7%; em touros zebuinos. O valor médio para a
percentagem de espermatozéides com morfologia
normal se mostrou dentro dos limites preconizados
pelo Colégio Brasileiro de Reprodugédo Animal
(CBRA, 1998). A morfologia espermética suposta-
mente é influenciada pelos constituintes do plasma
seminal, sendo o mesmo um dos responsaveis pela
fertilidade observada em touros Limousin (CHA-
CUR et al., 2003) e na ra¢a Nelore (CHACUR et
al., 2004).

As bandas correspondentes as proteinas
entre 9 e 12 KDa mostraram uma uniformidade de
expresséo nos touros Nelore padrdo e mocho com
guadros esperméticos satisfatorios, segundo os
critérios adotados pelo CBRA (1998). A Eletroforese
revelou proteinas de 13 KDa em 100% dos animais
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aptos no exame androlégico. Desnoyers (1994) e
Roméo (2002) descreveram esta proteina como
PDC-109, conferindo alta fertilidade aos touros,
agindo de forma direta no metabolismo dos esper-
matozoides.

A proteina de 18 KDa se apresentou nos
touros mochos, com 100% de aptidao reprodutiva;
e a proteina de 20 KDa estava presente em 100%
nos géis das eletroforeses dos touros da variedade
padrdo. Sendo a de 20 KDa descrita como seminal-
plasmin, e relatada como promotora de alta fertili-
dade, com agdo antimicrobial no sémen (KEMME,
1984) e promotora de protecdo a membrana plas-
mética dos espermatozéides de ovinos submetidos
ao choque térmico (BARRIOS et al., 2000).

Por outro lado, a proteina de 26 KDa se
apresentou em 25% das amostras de plasma semi-
nal dos animais aptos para a reproducdo; e em
75% dos touros parcialmente aptos pertencentes
as duas variedades. Esta proteina tem sido alvo de
estudos por conferir baixa fertilidade aos touros,
gquando presente no plasma seminal (KILLIAN,
1999; RONCOLETTA; FRANCESCHINI, 1999 e
CHACUR et al., 2003). Gerena (2000) descreveu
esta proteina como lipocalin; na mesma ocasido
Thedeschi (2000) relatou que a mesma liga-se na
superficie do espermatozdide no momento da ejacu-
lacéo, descrevendo-a como Z13.

Hipétese de semelhanca entre as proteinas
séricas com as do plasma seminal foi levantada,
uma vez que essas apresentam mobilidades re-
lativas semelhantes (RATTAN, 1972) aventando a
possibilidade da selecdo de animais para monta
natural ou em coletas do sémen, ainda antes da
puberdade por meio do estudo das proteinas
séricas.

No presente estudo, a proteina de 30 KDa
apresentou ocorréncia em 25% dos animais aptos
e em 75% dos parcialmente aptos para a atividade
reprodutiva. A proteina de 30 KDa denominada
BSP-1 est4 presente no plasma seminal de touros,
estimulando a capacitacdo espermética (MAN-
JUNATH, 1987). Seguindo o mesmo raciocinio,
Therien (1998) relata que a mesma atua na capa-
citacdo espermatica com a agao conjunta do coles-
terol. Calvete (1999) associou a acéo dessa proteina
com a PDC-109.

A proteina de 35 KDa esteve presente em
25% dos animais aptos e em 75% dos parcialmente
aptos. Vierula (1983) afirmou que esta proteina ativa
0 espermatozodide e a reacao acrossémica.

A osteopontina, uma proteina de 55 KDa,
esté associada com a fertilidade quando presente
no plasma seminal de bovinos. Esta modula a

funcéo celular pelos receptores e modifica as carac-
teristicas da membrana plasmatica do esperma-
tozéide, favorecendo a fertilidade, além de partici-
par da capacitacdo espermética (KILLIAM, 1993;
MORANI, 1998; CANCEL, 1999 e GERENA, 2000).
No presente estudo essa proteina esteve presente
nos animais de ambas variedades que apresen-
taram quadro espermaético satisfatério.

Observou-se no presente trabalho, a pre-
senca de uma proteina de 66 KDa, conhecida como
albumina (MORANI, 1998 e KILLIAN, 1999). Foi
identificada em 66,6% dos animais aptos a repro-
ducdo e em 33,3% dos parcialmente aptos. De
acordo com Jobim; Mattos (2002) esta auxilia na
gametogénese e no metabolismo das células de
Sertoli.

A eletroforese revelou a existéncia de uma
proteina de 80KDa, provavelmente a Lactoferrina,
presente em 16,6% dos touros aptos; e em 83,3%
dos animais parcialmente aptos para a reproducéo.
Esta proteina atua como antioxidante, protegendo
a membrana plasmética dos espermatozéides
(FOUCHECOUR etal., 2002).

Neste estudo, a proteina identificada com
maior peso molecular foi de 105 KDa, encontrada
em 50 % dos animais aptos e em 50 % nos parcial-
mente aptos a reproducao. Gatti (1999) relatou que
esta proteina esteve presente no plasma seminal
de bovinos e nas células haploides da linhagem
germinativa, colaborando na gametogénese.

CONCLUSOES

A presenca dos peptideos de 13, 18 e 20
KDa esté diretamente relacionada com a qualidade
do sémen;

Peptideos de 12, 30, 55, 66, 80, 90 e 105
KDa, quando presentes no plasma seminal, contri-
buem positivamente com o quadro espermatico;

A presenca dos peptideos de 10, 16 e 26
KDa no plasma seminal, interfere de forma negativa
frente a aptidao reprodutiva;

A acédo conjunta dos peptideos do plasma
seminal auxilia na espermatogénese.

SDS-Page seminal plasma proteins pattern and
its relationship with the quality of nelore bull
(bos taurus indicus) semen

ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the
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presence and incidency of proteic specific bands
of seminal plasma in apt and partially apt Nelore
bulls to reproductive activity. Sixty-eight Nelore bulls
were used, with twenty of standard variety and forty-
eight of mocho variety with average of 4 years old.
For the scrotal perimeter (35.05 £ 0.49 cm and
33.30 £ 0.39 cm) and for corporal mass index
(302.62 = 5.89 and 284.19 + 5.15 Kg/m?) there
was difference (p< 0.05) between the two varieties
standard and mocho, respectively. The corporal
weight (627.70 £ 11.34 and 611.58 + 8.66 Kg), cross
height (1.44 £ 0.01 and 1.47 + 0.01 m); ejaculate
volume (5.82 + 0.48 and 5.17 + 0.29 mL); pro-
gressive spermatic motility (73.50 + 2.81 and 75.62
+ 0.97%); spermatic vigor (4.30 £ 0.19 and 4.27 +
0.11) and turbulence (4.27+ 0.11 and 3.33 £ 0.23)
did not differ between the two varieties of bulls. There
was no difference (p>0.05) for spermatic morpho-
logy between standard and mocho varieties, res-
pectively with 5.06 + 8.20% and 5.32 + 6.40% for
major defects; 9.91 + 6.7% and 8.36 + 6.06% for
minor defects; and 14.76 + 13.20% and 13.82
12.61% for the total defects. The electrophoresis
of the seminal plasma showed protein bands weight
between 5 and 105 KDa. In 100% of bulls apt for
reproduction, the 13 KDa protein weight was pre-
sent, the same happened with the 18 and 20 KDa
bands. The rest of the present protein bands revealed
different percentages of incidence in apt or partially
apt bulls to reproductive activity. Both varieties,
standard and mocho, showed similar and efficient
reproductive adaptation for handling and weather
conditions.

Keywords: zebu, corporal mass, seminal quality,
seminal plasma proteins
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