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INFLUENCIA DA ESTACAO DO ANO SOBRE AS PROTEINAS
DO PLASMA SEMINAL DE TOUROS LIMOUSIN

Marcelo George Mungai Chacur?, Nelson Barbosa Machado Neto?

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia da
estacao do ano sobre as proteinas do plasma
seminal em touros Limousin. Coletou-se amostras
de sémen de 12 animais com dois anos de idade
por eletroejaculagéo, durante o inverno, com sete
dias de intervalo, em um total de 55 amostras. No
verdo, nove desses touros foram reavaliados pelo
exame andrologico. Amostras do sémen foram
centrifugadas a 1500 g/15 min e acondicionadas
em tubos “eppendorf”’, estocadas a -20°C até o
processamento. As proteinas foram extraidas de
200 pL de cada amostra em 2mL de tampéo de
extracdo composto por 0,625M Tris-HCI; pH 6,8,
2% SDS, 5% B-mercaptoetanol e 20% de glicerol.
As proteinas foram quantificadas e as eletroforeses
realizadas; e os géis fixados e corados na mesma
solugdo com 2% de Coomassie Blue R250. Nos
touros A, C, D, E, H e | a auséncia de proteinas de
alto peso molecular (APM 55KDa, 66KDa e 80KDa)
foi verificada no inverno e uma que se supde ser
de baixa fertilidade (BF 40 KDa) ausente no touro
D, no verdo. Os touros F, G e J mostraram presenca
de proteinas de APM (55KDa) no inverno. Nos
touros H, | e J, proteinas APM (55KDa, 66KDa ou
80KDa) estiveram presentes com uma condi¢&do
satisfatéria de sémen. O touro | mostrou presenca
de proteinas APM (66KDa e 80KDa) no verao.
Sugere-se que as diferentes estacfes do ano
podem influenciar a presenca ou auséncia de
proteinas no plasma seminal.

Palavras-chave: Influéncia da estacéo, defeitos
espermaticos, proteinas do
plasma seminal, eletroforese,
touro, Limousin.

INTRODUCAO

A habilidade para a selecéo de touros com
alta fertilidade resulta na producdo de doses de
sémen com qualidade superior, aumentando a taxa
de concepcdo. Normalmente a analise do sémen
se baseia na motilidade, concentragédo e morfolo-
gia, nem sempre resultando na sele¢do de touros
férteis. Por monta natural um touro fértil deixa cerca
de 120 a 400 descendentes, quando selecionado
por meio da avaliagdo androldgica. Utilizando-se a
inseminacdo artificial, esse nimero pode ultra-
passar os 100.000 descendentes, demonstrando a
importancia de se utilizar individuos com carac-
teristicas desejaveis, conforme normas da Asso-
ciacao Brasileira de Inseminagéo Artificial (ASBIA,
2003).

Um dos parametros morfométricos utili-
zados na selec¢éo de touros é o perimetro escrotal
(PE), facilmente mensuravel e de alta repetibili-
dade. Este permite estimar o potencial reprodutivo
de machos jovens, por estar associado ao desen-
volvimento testicular, a producéo diaria de esper-
matozéides e a puberdade (SMITH, 1989; SILVA,
1993; PINEDA et al., 2000). A presenga de um
maior volume testicular por unidade de peso
corporal foi relatada em animais precoces, com
pesos aproximados de 300 kg e idades entre 8 e
30 meses (FIELDS, 1979).

O indice de massa corpérea (IMC) asso-
ciado ao perimetro escrotal e a qualidade do sémen
em touros jovens tém sido importante para a sele-
¢do de animais com maior potencial para as
producdes qualitativa e quantitativa de sémen e
consequentemente melhor fertilidade (PINHO,
2000).

Killian et al. (1993) relataram a presenga
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de quatro “proteinas associadas com a fertilidade”,
dando inicio as pesquisas com proteinas do plasma
seminal.

O plasma seminal serve como veiculo para
os espermatozoides ejaculados, consistindo em uma
mistura de secrecdes dos testiculos e glandulas
sexuais acessorias, com funcgdo carreadora dos
gametas masculinos até o trato genital feminino;
viabilizando a fertilizagdo. Os perfis eletroforéticos
das proteinas do plasma seminal auxiliam na
avaliacé@o clinica, em casos de infertilidade em
touros (MANJUNATH, 1987; EINSPANIER, 1991;
GASSET, 1997; MORTARINO, 1998; RONCOLETTA;
FRANCESCHINI, 1999).

A biologia molecular na area da repro-
ducdo animal traz novas ferramentas para o me-
lhoramento genético, por meio da utilizacdo de
marcadores bioquimicos em liquidos organicos que
demonstrem o potencial genético de um animal,
cuja selecéo de gendtipos superiores, para deter-
minadas caracteristicas reprodutivas possa ser
incrementada (RONCOLETTA; FRANCESCHINI,
1999).

As proteinas sollveis e estruturais tém um
importante papel no metabolismo do esperma-
tozoide, com interferéncia na fertilidade dos touros
(KILLIAN, 1999; RONCOLETTA; FRANCESCHINI,
1999). O plasma seminal em mamiferos contém
um grupo de proteinas que ligam-se ao esperma-
tozoide, sendo conhecidas como BSP-Al, BSP-
A2, BSP-A3 e BSP-30KDa, que possivelmente
induzem modificagBes moleculares na membrana
plasmatica, essenciais para a capacitacao (THE-
RIEN, 1998; BERGERON, 2004). O objetivo desse
trabalho foi estudar a influéncia da estacdo do ano
sobre as proteinas do plasma seminal em touros
da raca Limousin.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 touros da raca Li-
mousin, identificados pelas letras: A, B, C, D, E, F,
G, H, I, J, KeL; com 24 meses de idade, criados
naregido de Séo José do Rio Preto, SP. Realizou-
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se cinco colheitas de sémen por animal, nos meses
de agosto e setembro (inverno) pelo método da
eletroejaculagdo®, com intervalos de sete dias,
perfazendo 55 ejaculados. Ocorreram 5 tentativas
frustradas, na obtencdo do sémen. Em janeiro
(verdo), colheu-se um ejaculado de cada um dos
seguintes animais: A, B,C,D,E,F, G Hel.

Avaliou-se os animais no inverno e veréo,
qguanto ao indice de massa corporea (IMC), cal-
culado por meio da seguinte expressdo matematica:
IMC = peso (kg) / altura2 (m), considerando-se a
altura na cernelha e quanto ao perimetro escrotal*
(PE).

O sémen foi analisado macroscopicamen-
te quanto ao volume, cor e aspecto, e microsco-
picamente quanto ao turbilhonamento, motilidade
espermatica progressiva, vigor e morfologia, por
meio de microscépio de contraste de fase®, com
camara de video®, nas dependéncias do Labo-
ratorio de Reproducdo Animal da Universidade do
Oeste Paulista — UNOESTE, Presidente Prudente
— SP. Os touros foram classificados em satisfatdrios
ou ndo satisfatorios, segundo as avalia¢des clinicas
e espermaticas, para efeito de selegéo para monta
natural, segundo normas do Colégio Brasileiro de
Reproducédo Animal (CBRA, 1998).

As eletroforeses do plasma seminal foram
realizadas no Laboratério de Biologia Molecular da
UNOESTE, conforme o seguinte protocolo: cen-
trifugou-se’ o sémen a 1500g por 15 minutos, se-
parando e estocando 1mL do plasma seminal em
tubos “eppendorf’, armazenando-os a -20°C até a
extracdo e quantificacdo das proteinas, segundo a
metodologia utilizada por Laemilli (1970); Bradford
(1976), respectivamente. A eletroforese foi realiza-
da 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
revelacao das bandas protéicas foi feita em solucéo
a 2% de Coomassie blue R-250%, com posterior
utilizacao de transminador* permitindo a captura,
visualizacdo e o processamento das imagens das
bandas protéicas reveladas nos géis.

Eletroejaculador modelo EL Macho, Santa Lydia. Presidente Prudente — SP
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Perante a avaliacdo do aparelho reprodutor,
as médias obtidas para o PE foram de 35,54+2,96
cm no inverno e de 34,61+3,26 cm no verdo, sendo
as mesmas classificadas como boas para a faixa
etaria de 21 a 30 meses, segundo a classificacéo
androlégica de touros Bos taurus taurus (CBRA,
1998). Observou-se desenvolvimento corporal
satisfatorio dos touros no presente experimento,
concordando com as observacdes de Evans (1996)
sugerindo que a maturidade sexual esta mais
intimamente relacionada ao peso do animal do que
aidade, sofrendo influéncia de fatores como raga,
heterose, balanceamento hormonal e manejo.

O indice de massa corporea (IMC) para o
inverno foi de 293,94 kg/m2 e de 264,09 kg/m2 no
verdo, similar ao descrito para a raca Nelore aos
48 meses no inverno, com valor médio de 290 kg/
mz2 (SANCHEZ et al., 2004). Por outro lado, o IMC
dos animais do presente estudo, no verao foi inferior
aos das racas Nelore Padrdo (302,62+5,87 Kg/m?)
e Nelore Mocho com 284,19+5,15 Kg|mz2, na mesma
faixa etaria, conforme os resultados obtidos por
Chacur et al. (2006).

O IMC revelou ser importante para a se-
lecéo de touros, com relacdo a altura da cernelha,
tendo essa caracteristica uma herdabilidade alta
(0,56) na raca Brahman, entre 8 e 24 meses de
idade, criados em clima tropical (FERNANDES,
1996). No presente trabalho, o IMC mostrou-se Uutil
para a escolha de touros mais homogéneos, do
ponto de vista corporal, evitando a presenca de
animais distoantes da média do rebanho.

Na analise do sémen os volumes dos
ejaculados foram de 5,10+0,60 mL (inverno) e
6,22+1,86 mL (verdo), superiores ao descrito por
Silva (2002) de 4,0 mL e inferior aos 12 mL citado
por Martinez et al. (2000). Estando esse aspecto
guantitativo sujeito a variagdes, principalmente
frente ao método de colheita por meio da eletro-
ejaculagdo. A coloracdo dos ejaculados mostrou-
se branco-marmdrea, com aspecto viscoso. O
turbilhonamento apresentou médias e desvios-
padréo de 3,00+0,31 para o inverno e 2,22+1,09
para o verdo. A motilidade espermatica com médias
de 68,27+3,44% (inverno) e 61,11+24,72% (verdo)
foi similar as relatadas por Silva (1993) de 65,3% e
Sarreiro (2002) com 62,7%. Para o vigor esper-
matico, as médias foram de 3,52+0,20 (inverno) e
2,78+0,67 para o verao.

As médias e os desvios-padrdo para a
morfologia espermatica nos periodos de inverno e
verdo, respectivamente foram de 20,96+3,26% e

8,2+5,5% para os defeitos maiores e de
6,18+3,24% e 21,80+12,20% para os defeitos
menores. As médias dos defeitos maiores no inver-
no e dos defeitos menores no veréo estdo acima
dos limites preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA, 1998). Sugere-se que
a baixa temperatura ambiente possa ter sido a causa
da alta incidéncia dos defeitos, maiores no periodo
de inverno, uma vez que nas outras estacfes do
ano a temperatura na regiéo é elevada, estando os
animais aclimatados ao calor, revelando no verao
8,2+5,5% para os defeitos maiores. A morfologia
espermatica supostamente é influenciada pelos
constituintes do plasma seminal, sendo o0 mesmo
um dos responsaveis pela fertilidade observada em
touros Limousin descrito por Chacur et al. (2003 e
2004) e Nelore (CHACUR et al., 2006).

Diferencas individuais entre os perfis em
SDS-PAGE das proteinas do plasma seminal foram
observadas nos géis, estando presentes cadeias
polipeptidicas com pesos entre 6,5 KDa e 205 KDa
no inverno e de 14,9 KDa a 80 KDa no verao.

A osteopontina de 55 KDa foi identificada
como uma das proteinas de fertilidade, presente
no fluido das glandulas sexuais acessoérias e
associada com a fertilidade em touros de origem
leiteira (MOURA et al., 2006). Essa proteina modula
a funcéo celular pelos receptores e modifica as
caracteristicas das membranas plasmaticas dos
espermatozoides, favorecendo a fertilidade, além
de participar da capacitacao espermatica (KILLIAN
et al., 1993; MORANI, 1998; CANCEL, 1999; GE-
RENA, 2000).

No presente estudo a banda de 55 KDa
esteve presente em trés (25%) dos 12 touros (F, G
e J) no inverno e em dois (22,22%) (F e G) dos
nove touros, no verdo (Tabela 1). Com excecéo
dos touros E e F, que apresentaram um IMC su-
perior a 300 kg/m2 e percentagens de 33% e 28%
de defeitos menores, respectivamente, os demais
tinham quadro espermatico satisfatorio, segundo
normas do CBRA (1998). Resultados esses si-
milares aos descritos por Rabesquine et al. (2003)
em touros Limousin, com IMC maior que 300 kg/
m2, associado a presenca de altas percentagens
de patologias, compativel com quadro espermatico
nao satisfatdrio. O resultado do presente estudo,
sugere acao benéfica da proteina de 55 KDa sobre
a qualidade do sémen, concordando com Moura et
al. (2006).

Observou-se no presente experimento uma
proteina de 66 KDa, conhecida como albumina
(MORANI, 1998; KILLIAN, 1999), que conforme re-
latos de Jobim; Mattos (2002) auxilia na gameto-
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Tabelal. Percentagens de ocorréncia de bandas protéicas especificas no plasma seminal de touros Limousin
nas estacdes do inverno e verdo, Sao José do Rio Preto — SP.

Touros Bandas de proteinas Inverno (n=12) Verdo (n=9)
FGJ 55 KDa 3/12 (25%) 2/9 (22,22%)
A C EH 55 KDa ausente 4/9 (44,44%)
A C,D,I 66 KDa ausente 4/9 (44,44%)
A C,E,I 80 KDa ausente 4/9 (44,44%)
D 40 KDa 1/12 (8,33%) ausente
A,B,C,D,E,FFGH,IJK,L 20 KDa 12/12 (100%) 9/9 (100%)
B,C,D,E,F,GH,K,L 26 KDa 6/12 (50%) 6/9 (66,66%)

génese e no metabolismo das células de Sertoli. A
mesma foi identificada em quatro (44,44%) dos
nove touros (A, C, D e l) no verdo. Nove (75%) dos
12 touros apresentaram quadro espermatico sa-
tisfatorio. Dos trés animais restantes, cujos quadros
seminais foram insatisfatorios verificou-se IMC
superior a 300 kg/m? (touros D, E e F).

A eletroforese do presente estudo revelou
a existéncia de uma proteina de 80KDa, prova-
velmente a lactoferrina encontrada comumente no
plasma seminal de garanhdes (INAGAKI, 2002). A
lactoferrina atua como antioxidante, protegendo a
membrana plasmética dos espermatozoéides
(FOUCHECOURT etal., 2002). Essa proteina este-
ve presente em quatro (44,44%) touros (A, C,E e
I) no verdo, de um total de nove, sendo trés (A, C e
I) com quadro seminal satisfatorio e um (touro E)
insatisfatério com IMC inferior a 300 kg/m2. Dois
touros (A e C) com quadro seminal satisfatorio apre-
sentaram simultaneamente as seguintes proteinas
55 KDa e 80 KDa no ver&o. Por outro lado, o touro
E apresentou as bandas de 55 KDa e 80 KDa,
com quadro seminal insatisfatério, com IMC > 300
kg/m?, no verao.

Uma proteina de 40 KDa foi identificada
no animal D no inverno, o qual apresentou quadro
seminal insatisfatorio. Essa proteina é responsavel
pela alteragéo lipidica da membrana espermaética,
inibindo a reacdo acrossémica (BRANDON, 1999).

A banda protéica de 20 KDa do plasma
seminal pode ser responsavel pela recuperagédo da
permeabilidade da membrana espermatica, depois
de ser submetida ao choque térmico pelo frio, no
gual se rompe a membrana (BARRIOS et al., 2000).
Essa banda foi identificada em 100% dos touros,
nas duas épocas do ano, inverno e verao.

A eletroforese revelou a presencga de outra
proteina marcadora de fertilidade no veréo,
supostamente a prostaglandina D, classe lipocalina
de 26 KDa, nos touros B, C, D, E, F, G, H, K e L,

com 50% de ocorréncia no inverno — primavera e
66,66% no verdo. De acordo com Sorrentino et al.
(1998) essa proteina possui funcao de transportar
0 acido retindico, necessario para manter a
espermatogénese.

CONCLUSOES

Em touros da raca Limousin, as estacdes
de inverno e verdo influenciram diretamente na
presenca ou auséncia de bandas especificas de
proteinas no plasma seminal; as proteinas de 20
KDa, 55 KDa, 66 KDa e 80 KDa contribuiram
positivamente com a qualidade do sémen; a pro-
teina de 20 KDa colaborou com a qualidade do
sémen no inverno e verdo e nos touros com IMC
superior a 300 kg/m?, o quadro seminal foi insa-
tisfatério mesmo na presenca das proteinas de 55
KDa e 66 KDa.

Season year influence upon seminal plasma
proteins in Limousin bulls

ABSTRACT

The objective of this work was evaluating the season
year influence upon seminal plasma proteins in
Limousin bulls. Semen samples of twelve animals
with 2-years-old were collected with electroeja-
culation, during winter, at 7 days intervals in a total
of 55 samples. In summer, nine of these bulls were
re-evaluated through the andrology tests. Samples
of semen were centrifuged at 1500 g / 15 min and
conditioned in eppendorf tubes and stored at -20°C
until further processing. The Proteins were extracted
from 200 uL of each sample in 2 mL of extraction
buffer composed by 0.625 M Tris-HCI; pH 6.8, 2%
SDS, 5% B-mercaptoethanol and 20% of glycerol.
The protein was quantified and the electrophoresis
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was performed; the gels were fixed, and stained in
the same solution with 2% of Coomassie Blue R250.
InBulls A, C, D, E and | the absence high molecular
weight (HMW 55 KDa, 66 KDa and 80 KDa) proteins
was verified in the winter and the one which suppose
to be of low fertility (LF 40 KDa) absent in bull D, in
summer. The bulls F, G e J showed presence of
HMW (55KDa) in the winter. In bulls H, | and J
HMW (55 KDa, 66 KDa or 80 KDa) proteins were
present with a satisfactory semen condition. The
bull I showed presence of HMW proteins (66 KDa
and 80 KDa) in summer. It suggests that different
seasons of the year may influence the presence or
absence of proteins in seminal plasma.

Keywords: Season influence, spermatic defects,
seminal plasma proteins, electro-
phoresis, bull, Limousin.
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