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RESUMO

NEVES, Joao Gabriel da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2011.
Influéncia da sazonalidade sobre a composicdo protéica e qualidade seminal de
garanhBes Mangalarga Marchador. Orientador: José Domingos Guimaraes.
Coorientadores: Giovanni Ribeiro de Carvalho e Lincoln da Silva Amorim.

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia das estacbes
biocliméaticas da Zona da Mata Mineira sobre a composi¢cdo bioquimica do plasma
seminal de garanhdes da raca Mangalarga Marchador. Foram utilizados trés garanhdes
de fertilidade comprovada, dois com 15 anos de idade e outro com sete anos. O sémen
foi coletado a cada 14 dias, durante o periodo de um ano (abril de 2009 a abril de 2010)
totalizando 26 coletas, perfazendo 78 ejaculados. Foi realizada a analise fisica e
morfolégica do sémen. O plasma seminal foi separado para andlise da concentracdo das
proteinas sollveis, de glicose e de colesterol para a determinacao do perfil das proteinas
presentes nos ejaculados ao longo das estacdes do ano. O perfil das proteinas foi
avaliado pelo método de eletroforese bidimensional e as analises foram realizadas no
programa IMAGEMASTER, da GE-HEALTCARE. Quanto as caracteristicas fisicas do
sémen, houve um maior volume de sémen na primavera e no verdo (p<0,05) porém, a
guantidade de espermatozéides foi a mesma para todas as estacdes do ano (p>0,05).
Com relacdo aos aspectos fisicos do sémen, a concentracdo de proteinas no plasma
diferiu entre os métodos utilizados (p<0,05) porém, a correlacaosefdarenuito alta e

positiva (r = 0,73). A concentracdo protéica no plasma seminal teve correlacao positiva
apenas com a quantidade de espermatozoéides por ejaculado, porém baixa (r=0,36). N&ao
houve correlacdo entre as concentracfes de proteinas e a concentracdo de testosterone
sérica. Um grupo variado de proteinas foi encontrado pelo método de eletroforese
bidimensional, sendo que 10 dessas proteinas foram comuns aos trés garanhdes. No
outono, observou-se uma proteina de 18 kBB&/fi; na primavera observou-se duas: de

22 kDalpl= 6,7 e 35 kDal/pl= 7,2; no verdo observou-se trés: 20 kDal/pl= 8,2; 27
kDa/pl= 8,0 e 29 kDa/pl= 7,5; uma proteina foi comum as esta¢des de Outono, Inverno

e Primavera: 9 kDal/pl= 9,0 e trés proteinas foram comuns a todas as estacOes
biocliméticas: 4 kDa/pl=5,8; 7 kDa/pl=7,0 e 11 kDa/pl=7,5. Além dessas proteinas,

vii



uma série de proteinas com peso molecular inferior a 30 kDa foram observadas
individualmente. As concentracdes de glicose e colesterol no plasma seminal n&o
apresentaram variacdo sazonal (p>0,05) ou correlagdo com qualquer caracteristica
estudada (p>0,05). Conclui-se no presente estudo que os parametros bioquimicos do
sémen sofrem maior variacao intrinseca que sazonal, havendo algumas proteinas que

séo comuns aos garanhdes Mangalarga Marchador.
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ABSTRACT

NEVES, Jodo Gabriel da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April, 2011.
Influence of seasonality over the proteic composition and the seminal quality of
Mangalarga Marchador stallion. Adviser: José Domingos Guimaraes. Co-advisers
Giovanni Ribeiro de Carvalho and Lincoln da Silva Amorim.

The aim of this study was to evaluate the biochemistry composition of the seminal
plasma in Mangalarga Marchador stallions as to evaluate the influence of bioclimatic
seasons in the Zona da Mata Mineira over its content. Thus, three stallions with proved
fertility were used. Two of then with 15 years old and the other with seven years old.
The semen was collected every 14 days, during one year (April 2009 to April 2010)
totalizing 26 collects, in a total of 76 samples. The physical and morphological
parameters of the spermatozoa were evaluated. A semen sample was taken and the
seminal plasma was separated to measure the concentration of soluble proteins,
glucoses and cholesterol concentration and to find the protein profile in the ejaculates
grouped in each season. The protein profile was done by two-dimensional
electrophoresis and analyses were done by IMAGEMASTER program (GE
HEALTCARE). About the physical parameters of the semen, there was a bigger volume
of semen during Spring and Summer (p<0.05) but the quantity of spermatozoa was the
same for all seasons (p>0,05). Protein concentration in seminal plasma differed between
methods used (p<0.05) although the correlation between then were high and positive (r
= 0.73). The seminal plasma protein concentration had a positive correlation only with
the quantity of spermatozoa in the ejaculated and, even so, was weak (r = 0.362). There
were no correlation between the protein concentration and the serum testosterone
concentration. A diverse group of proteins were found thorough the two-dimensional
electrophoresis method. Ten of those proteins were common to all three stallions. In
Autumn, was found a 18 kDa/pl 9.1 protein; during Springei@und two proteins: 22
kDa/pl 6.7 and 35 kDa/pl 7.2; in Summer,revéound three: 20 kDa/pl 8.2; 27 kDa/pl

8.0 and 29 kDa/pl 7.5; one protein was common to Autumn, Winter and Spring 9
kDa/pl 9.0 and three proteins were common to all seasons: 4 kDa/pl 5.8 ;7 kDa/pl 7.
and 11 kDa/pl 7.5. Beyond those proteins, a bunch of other polypeptides with molecular
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weight less than 30 kDa were found individually. Concentrations of glucose in seminal
plasma does not show a seasonal variation (p>0.05) or correlation with any other
evaluated parameter. The same occurs to seminal plasma cholesterol concentrations. It
is concluded that biochemistry of seminal parameters have greater intrinsic variation
than seasonal, showing some proteins that are common to Mangalarga Marchador
stallions.



1. INTRODUCAO

O Brasil possui o maior rebanho de equinos na América Latina e o terceiro
mundial. Somados aos muares (mulas) e asininos (asnos) sédo oito milhdes de cabecas,
movimentando R$ 7,3 bilhdes, somente com a producédo de cavalos.

O rebanho envolve mais de 30 segmentos, distribuidos entre insumos, criacéo e
destinacédo final, e compde a base do chamado Complexo do Agronegdécio Cavalo,
responsavel pela geracéo de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos. (MAPA, 2011)

Ao contrario do que acontece nas outras espécies de producdo, os equinos nao
sdo selecionados pelo seu potencial reprodutivo, e sim por outras caracteristicas como
forma de andar e aspecto fisico (HAFEZ & HAFBRR95). Dessa maneira, encontram-
seem nossa rotina garanhdes com qualidade seminal insatisfatrias. Muitas vezes, os
fatores relacionados a mé qualidade do sémen desses animais ndo € identificada, visto
que, as analises atualmente utilizadas para predizer o potencial reprodutivo de um
macho baseiam-se em parametros fisicos e morfolégicos dos espermatozéides. As
andlises de morfologia e motilidade esperméatica sdo apenas indicadores rudimentares de
sua capacidade fertilizante (BLOTTNER, 2001).

Os equinos sdo animais poliestrais sazonais, sendo que a atividade reprodutiva é
primariamente regulada pelo fotoperiodo (DAEL & HUGHES, 1993). O reflexo dessa
sazonalidade sobre os gametas masculinos é demonstrado nas diferencas estruturais e
integridade funcional da membrana plasmatica dos espermatozoides.

As diferencas circanuais afetam a composicéo e o conteido hormonal do plasma
seminal (HOFFMANN & LANDECK, 1999), e alguns fatores presentes no plasma
seminal interagem com a superficie dos espermatozoéides, modificando as caracteristicas
de sua membrana. Um desses componentes sdo as proteinas. Esses polipeptideos dc
plasma seminal sdo originarios principalmente do epididimo e das glandulas acessoérias.
Estdo envolvidos no remodelamento da superficie espermatica que ocorre durante o
transito desses gametas pelos 0rgdos genitais masculinos e continuam apos a ejaculagéao.
As proteinas do plasma seminal tém sido apresentadas como responsaveis por algumas

etapas do processo de fertilizagdo, como o estabelecimento das reservas espermaticas no



oviduto, a modulag&o da capacitacao e a interacao entre gametas (TOPFER-PETERSEN
et al., 2005).

Dessa forma, a deteccéo de fatores protéicos do plasma seminal que possam ser
empregados como marcadores bioquimicos poderiam ser usados como critério para a
predi¢ao da fertilidade em machos (FRASER et al., 2006)

Assim sendo, o presente estudo teve o objetivo de:

1 - caracterizar alguns componentes bioquimicos presentes no plasma seminal
dos equinos e correlaciona-los aos parametros fisicos e morfoldégicos dos
espermatozoides, atualmente utilizados;

2 — verificar a influéncia das variagbes sazonais sobre 0s componentes
bioquimicos do plasma seminal nos garanhfes Mangalarga Marchador na Zona da Mata
Mineira;

3 — verificar a influéncia da sazonalidade sobre os parametros fisicos e
morfologicos dos espermatozoides;

4 — verificar a influéncia das variacbes sazonais da testosterona sobre os
parametros bioquimicos do plasma seminal dos equinos;

5 - verificar se ha diferenca do uso dos métodos colorimétricos de Bradford e do
Acido Bicinconinico para identificacdo das proteinas solGveis no plasma seminal dos
garanhdes;

6 — tracar o perfil protéico do plasma seminal de garanhBes Mangalarga

Marchador .



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ambiente térmico

O bem-estar, o desempenho produtivo e a salude dos animais sao influenciados
pelas condicbes meteoroldgicas. As altas temperaturas do ar, principalmente quando
associadas a altas umidades relativas e radiacdo solar global intensa sao causas de
reducao na producéo (OLIVEIRA, 2008). A temperatura e umidade do ar, a radiacdo e o
vento, sdo os elementos climaticos que mais afetam a temperatura corporal dos animais,
podendo exercer efeitos marcantes sobre o seu bem-estar, com consequéncias no
desempenho produtivo (BAETA & SOUZA, 1997).

Embora os animais respondam de formas diferentes as condicdes ambientais
desfavoraveis, sempre se comportam como um sistema termodinamico, com trocas
constantes de energia com o ambiente. Nesse processo, o0 ambiente interno dos animais
sofre influéncia de variacdes externas, a ponto de muitas vezes o animal recorrer a
ajustes fisioldgicos, traduzidos em consumo de energia, na maioria das vezes, desviada
das funcdes produtivas e reprodutivas (ENCARNACAO, 1983).

Segundo Muller (1989), para a maioria dos animais domésticos, a temperatura
corporal aumenta acima do nivel normal em resposta a elevacdo de temperatura
ambiente, sendo esta resposta dependente do tempo de exposicdo, da adaptacéo ao calo
e do nivel de producdo do animal. De acordo com Amann (1993b), o testiculo dos
garanhdes deve estar sempre com a temperatura abaixo da temperatura corporal para
que haja uma normal espermatogénese. Baseando-se no estudo com outras espécies, «
autor relatou que se a temperatura intratesticular se igualar a temperatura corpérea por
um longo intervalo ou chegar a 40,5 °C por até 2 horas, alguns células germinativas
degeneram e morrem. Os espermatocitos primarios sao especialmente sensiveis ao
calor, porém as espermatogbnias B e as esperméatides arredondadas tambémrpodem se
afetadas pelo aumento da temperatura. Conseqlientemente, podera ser observado um
declinio transitério na quantidade de espermatozoides no ejaculado, 40 dias apés ter
ocorrido o estresse térmico.

Uma forma de se avaliar o ambiente térmico em que o animal esta inserido é

pelo indice de Temperatura e Umidade (ITU). Originalmente desenvolvido por Thom
3



(1977), como um indice de conforto térmico humano, esse indice tem sido usado para
descrever o conforto térmico dos animais, desde que reportaram significativas quedas na
producdo de leite em vacas, associadas a aumentos no valor de ITU. De acordo com
HAHN (1985), um valor de ITU igual a 70 ou menos indica condicdo normal, nao
estressante; um valor entre 71 e 78 é critico; entre 79 e 83 indica perigo, e a88na de

ja constitui uma emergéncia. Segundo esse autor, tais faixas seriam vélidas para os
animais domésticos em geral, e ndo somente vacas, sendo assim considerado valido
para equinos.

Sob condigbes de clima tropical, o animal pode estar exposto a carga térmica
radiante maior que sua producdo de calor metabdlico, resultando em alto nivel de
desconforto (KELLY & BOND, 1971). Nesse caso, somente o ITU néao reflete o
ambiente térmico e, portanto ndo seria 0 mais adequado para avaliar o desconforto e
subsequentes perdas na producdo sob essas condicbes (AGUIAR, 1999). Foi entédo
proposto por Buffington et al. (1977), para vacas leiteiras, uma modificagdo do ITU,
que recebeu a denominacéo de indicd@aperatura de Globo e Umidade (ITGU), o
qual seria um indicador mais acurado do que o ITU do conforto térmico de vacas
expostas a ambientes tropicais, com temperaturas elevadas e radiacdo solar intensa. Esse
indice quando utilizado em ovinos também demonstrou superioridade em relacdo ao
ITU (HAHN, 1985).

2.2. Avaliacdo da qualidade seminal

A fertilidade dos espermatozoides pode ser demonstrada por diversas analises. A
motilidade espermatica é considerada um teste laboratorial de fundamental importancia
para testar um ejaculado (VARNER et. al, 2008). Varios estudos tém avaliado o sémen
fresco e criopreservado. Variacdes na motilidade espermaética, viabilidade e integridade
de membrana existem tanto entre garanhdes, como no sémen de um mesmo garanh&o
(GEBAUER et al., 1976; BRAUN et al., 1994; VIDAMENT et al., 1997; BATELLIER
et al., 2001; ALGHAMDI et al., 2002; SCHEMBRI et al., 2003; GOOLSBY et al.,
20049).

Apesar disso, estudos demonstram que a motilidade espermatica dos equideos

nao tem sofrido efeito significante ao decorrer das estagcdes bioclimaticas (PICKET et
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al.,, 1972; 1976 E 1983; MORAIS, 1990; WRENCH et al., 2010). Gastal et al. (1997)
observaram que em jumentos ndo houve variagdo sazonal na motilidade e quantidade de
espermatozoides morfologicamente anormais. Porém, relatou que nos meses de janeiro
e fevereiro (no hemisfério sul) houve um menor valor percentual de espermatozéides
méveis no ejaculado.

Entretanto, em estudo realizado por Morte et al. (2008), foi verificada diferenca
entre os parametros quantitativos (concentracdo espermatica, motilidade espermatica
progressiva, vigor espermatico, morfologia espermatica e integridade acrossomal) dos
animais considerados férteis para os subférteis. O mesmo autor relatou em seu
experimento (realizado em Coimbra, Portugal) que houve uma diferenca na qualidade
espermatica avaliada pelos padrdes classicos entre estacfes bioclimaticas diferentes,
para ambos os grupos. JA Wrench et al. (2010) demonstraram, em estudo semelhante,
gue nédo houve diferenca entre 0s mesmos parametros, entre as diferentes estacoes.

Ha uma série de parametros espermaticos que séo utilizados para qualificar os
espermatozoides, como motilidade progressiva, numero total de espermatozoides, vigor
espermatico e morfologia espermatica, de modo que a taxa de espermatozoides
morfologicamente normais correlaciona-se positivamente com a taxa de fertilidade
(MORRELL et al., 2008; JASKO et al., 1990; AMANN, 1989

Como a integridade da membrana plasmética € de fundamental importancia para
gue ocorra o processo de fecundacdo, parametros adicionais sdo necessarios para prevet
a qualidade espermatica. Para tal propdsito, dois testes tém sido utilizados para avaliar a
integridade da membrana: 0s corantes supravitais e o teste hiposmético (HOST) (NEIL
et al., 1997). Um sensivel corante fluorescente constituido de diacetato de 6-
carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propideo (PI), foi desenvolvido por Harrison e
Vickers (1990). Sua acéo € baseada na hidrélise do CFDA com as células espermaticas,
por meio de esterases, produzindo carboxifluoresceina livre, que é retida quando a
membrana celular esté intacta. A acao do Pl ocorre penetrando a membrana espermatica
das células lesadas e se ligando ao DNA. Ja o teste hiposmoético consiste em avaliar se a
membrana plasmatica esta funcional. Quando exposta a uma solucdo hiposmotica, a
célula espermatica integra sofre edemaciamento e, como conseqiéncia, ocorre 0
enrolamento de sua cauda (ALVES et al., 2005; NEILD et al., 1997).



2.3. Sazonalidade

Semelhante aos outros mamiferos, 0s equinos restringem seu potencial
reprodutivo as épocas do ano em que as condi¢cdes sdo mais favoraveis ao sucesso do
desmame de suas crias (GERLACH et al., 2000). A mudanca no comprimento do dia
causada pela mudanca de estacdo bioclimatica é a maior responsavel pelo ritmo
circanual da atividade reprodutiva, apesar de nao ser o Uunico fator atuante
(CHEMINEAU et al.,, 2008). O equino é uma espécie sazonal poliestral, com sua
estacdo de monta natural ocorrendo de abril a setembro, no hemisfério Norte (NAGY et
al., 2000) e de outubro a abril, no hemisfério Sul (GINTHER, 1992). Por essa razéo,
mudancas no comprimento do dia ao longo do ano influenciam sua atividade gonadal
(JANETT et al., 2003).

Nos garanhfes, a gametogénese e a funcdo dos 6rgdos reprodutivos estdo
otimizadas durante a estacdo de monta. No inverno, parece haver um decréscimo na
producao espermatica (JOHNSON et al., 1991), sendo relatadas flutuacdes relacionadas
a sazonalidade para a viabilidade esperméatica e a motilidade (HOFFMANN et al., 1999;
MAGISTRINI et al.,, 1987). De acordo com Guillaume (1996), a fertilidade nos
garanhdes pode estar reduzida quando os animais estédo fora do periodo reprodutivo. Ja
Skalet et al. (1988) relataram que reprodutores que estdo em latitudes entre 30° N e 40°
N ndo exibem as mesmas mudancas dramaticas na atividade reprodutiva com a

mudanca da estacao climatica, como os animais de latitudes maiores.

Porém, estes estudos sdo controversos. Janett et al. (2003a) demonstraram que a
melhor época para se utilizar o sémen de garanhdes é no periodo de dias curtos. Neste
estudo relataram que, apesar de o volume do ejaculado ser maior durante a estacao
reprodutiva, o nimero de espermatozéides morfologicamente viaveis foi maior no

outono.

Gamboa et al. (2010) verificaram que a concentracdo espermatica de garanhdes
de diferentes racas diminui gradativamente, sendo maior no inverno e decrescendo
durante a estacdo de monta. Porém, a qualidade seminal determinada pela motilidade
espermatica, morfologia, potencial mitocondrial de membrana e estabilidade de

membrana, apresentou melhora, seguindo a mesma linha de tempo. Além disso, os
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autores observaram diferencas individuais na qualidade seminal, sendo que essas
diferencas foram menos evidente durante a estacao reprodutiva. Tal variagao individual
entre garanhdes é evidente e ja foi demonstrada em diversas publicacées (TISCHNER,
1979; SAMPER et al., 1991;HARKEMA & BOYLE, 1992; BLOTTNER et al., 2001).

A andlise da fertilidade de um garanhdo s6 é possivel quando este alcanca a
maturidade sexual. Seria muito benéfico para a industria eqlestre se o potencial
reprodutivo de um garanhdo pudesse ser predito ainda na puberdade. Como os equinos
sdo reprodutores sazonais, € importante saber como aperfeicoar os processos de
criopreservacdo, por exemplo, em qual estacdo bioclimatica o sémen do animal
apresenta melhor resisténcia aos processos de conservacdo. De acordo com Johnson €
Thompson (1987), o garanhdo sofre mudancas morfofisiologicas fora da estacéo
reprodutiva, como diminuigdo do tamanho testicular e diminuicdo nas concentragdes
séricas de testosterona. Alguns autores relatam que o momento ideal para coletar o
sémen para criopreservacao € a primavera, durante a estacao reprodutiva, quando as
concentragdes esperméticas sdo médias e os defeitos morfologicos dos espermatozoides
estdo baixos (MAGISTRINI et al.,1987;BLOTTNER et al., 2001).

Blottner et al. (2001) sugeriram que essa variacdo sazonal ocorra devido a
diferencas circanuais da composi¢do do plasma seminal e dos fatores hormonais. Os
componentes do plasma seminal interagem com a superficie do espermatozdide e
modificam as caracteristicas de sua membrana (HOFFMANN & LANDECK, 1999).

2.4. Testosterona

O fotoperiodo parece afetar as caracteristicas seminais por meio do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal em reprodutores estacionais, assim como 0s equinos
(PICKETT et al., 1989). Em um garanhao higido, o aumento dos niveis plasmaticos de
testosterona coincide com o aumento da producéo espermatica, conforme o animal entra
na estacao reprodutiva (CLAY et al., 1988). Porém, alguns estudos mostraram que a
variacdo na quantidade de testosterona sanguinea ndo apresenta diferenca entre animais
férteis e subférteis, para um mesmo periodo do ano (ROSER & HUGES, 1992)



Sabe-se que a producdo espermatica de um garanh&o, assim como sua producdo
de testosterona, apresenta flutuacado sazonal (JOHNSON, 1991). Tal fato pode tornar as
condicBes sub-6timas para que ocorra a espermatogénese durante o periodo de dias
curtos, resultando em mudancas na qualidade seminal. Varios autores jA demonstraram
que, em regibes onde a sazonalidade é claramente demarcada, as concentracfes dos
hormonios sexuais no plasma sanguineo demonstram um padrdo sazonal definido, tendo
um aumento no comeco de fevereiro (hemisfério Norte) com picos em abril eemaio,
voltando a cair para valores basais de outubro a janeiro (HARRIS et al., 1982; COX et
al., 1988; INOUE et al., 1993

Apesar da sazonalidade comprovada dos equinos, os garanhdes ndo sofrem tanto
dos efeitos da mudanca climatica como as éguas. Seus testiculos ndo param
completamente de funcionar. Acontece apenas uma diminuicdo de suas funcoes,
causada por uma menor producédo de testosterona fora da estacao reprodutiva (ROSER
et al., 1991; ROSER et al. 1992 e ROSER et al.,1994). Tal diminuicdo parece afetar
mais a funcdo enddcrina que a funcdo germinativa testicular (HOFFMANN &
LANDECK, 1999) Em um estudo feito em 1997, Stewart e Roser relataram um
aumento nas concentracdes de testosterona intratesticulares no periodo de setembro a
fevereiro (hemisfério norte), embora tenham observado uma tendéncia a diminui¢cdo dos

niveis de testosterona plasmatica em animais considerados inférteis.

2.5. Proteinas do plasma Seminal

A determinacdo de componentes do plasma seminal como parte da avaliacdo da
qualidade do sémen de garanhdes considerados subférteis ou inférteis pode ser muito
atil para o conhecimento e diagnéstico clinico dessas enfermidades. Uma vez que o
plasma seminal interfere na longevidade dos espermatozéides, a qualidade seminal
poderia ser melhorada por meio de modificagbes na manipulacdo do mesmo,
principalmente em garanhdes que produzem espermatozoides com baixa tolerancia aos
processos de armazenamento (KARESKOSKI E KATILA, 2008).

O plasma seminal dos mamiferos contém varios componentes distintos que séo
importantes para a funcéo e sobrevivéncia dos espermatozéides. Dentre varias fungdes

como diluir, fornecer substratos e servir de meio para os espermatozoides ejaculados, o
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plasma seminal também fornece proteinas que interagem com os espermatozoides.
Porém, a funcéo dos varios componentes protéicos presentes no plasma ainda sao pouco
elucidados (BRANDON et al., 1999).

Durante a passagem dos espermatozoides pelo epididimo, uma série de
componentes € adicionada aos espermatozoéides, como algumas proteinas presentes nc
plasma seminal. Essas proteinas modificam a fluidez da membrana plasmética e,
consequentemente influenciam na viabilidade espermatica. A presenca da testosterona
no epitélio epididimario é essencial para que ocorra a secre¢ao de certas proteinas. No
entanto, algumas sao secretadas na auséncia do estimulo androgénico (AMANN, 1993).
McDowell et al. (1996) observaram diferencas na composi¢cdo protéica do plasma
seminal entre cavalos castrados, cavalos ndo castrados e cavalos castrados
suplementados com testosterona. Os autores observaram cinco grupos de proteinas,
sendo considerados androgeno-dependentes dois destes grupos: 0 K@a23 kDa
- pl 4 a 5. As demais, ndo foram relacionadas a producédo de testosterona: 25 a 30 kDa -
pl55a6;23kDa-pl7a8el15a20kad6a7,5.

Alguns estudos sugerem que proteinas de baixo peso molecular produzidas pelo
epididimo ligam-se a superficie do espermatozoide e estdo envolvidas no processo de
maturacdo espermatica. Aparentemente, estas proteinas sdo andrégeno-dependentes
(RETAMAL et al., 2000).

A avaliacdo dos constituintes protéicos do plasma seminal, identificando
proteinas e quantificando-as, € uma forma vantajosa para que os estudiosos pudessem
avaliar e correlacionar estes constituintes a qualidade seminal e, conseqiientemente a
sua congelabilidade.

A eletroforese das proteinas do plasma seminal tém auxiliado no mapeamento e
na identificacdo das proteinas do plasma seminal de diversas espécies de mamiferos
(AUTIERO et al., 1991), sendo a técnica da eletroforese bidimensional utilizada por
diversos pesquisadores para tal intuito (BRANDON, 1999; TREIN et al., 2008;NOVAK
et al., 2009; NOVAK et al., 2010).

Em um estudo realizado por Jobim et al. (2003), empregando eletroforese
bidimensional em gel de poliacrilamida a 12%, foram observadas 17 bandas de
proteinas de peso molecular variando entre 10 e 80 kDa e ponto isoelétrico entre 3,2 e



8,2, sendo que duas destas proteinas ndo estavam presentes em garanhdes de baix
qualidade seminal e uma foi observada em animais de alta qualidade de sémen.

De acordo com Amann (1987) a variacdo que existe no resultado do processo de
criopreservacdo do sémen equino pode ser relacionada a diferenca na composicédo do
plasma seminal entre os individuos. Em um estudo realizado pelo mesmo, foram
verificadas 27 proteinas no plasma seminal, variando de 13 a 122 kDa, sendo que duas
dessas proteinas apresentaram correlacdo com a motilidade dos espermatozoéides apos C
descongelamento.

Algumas proteinas presentes no plasma seminal tém sido identificadas e
relacionadas a qualidade espermatica. Exemplos séo as proteinas secretoras de cisteina
(CRISPs), as proteinas da familia das espermadesinas e uma familia de proteinas com
um numero variavel de dominios de fibronectina tipo Il (REINERT et al.,, 1996;
SCHAMBONY et al., 1998a; EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2005). Dentre as
proteinas da familia CRISP, trés membros foram relacionados ao potencial reprodutivo
dos garanhdes, sendo que suas funcbes especificas ainda permanecem hipotéticas
(SCHAMBONY et al., 1998b; MAEDA et al., 1999; COHEN et al., 2000). Giese et al.,
(2002a,b), demonstraram que o0s garanhdes apresentam variacdo consideravel na
expressao genética dessas proteinas.

O perfil protéico das proteinas presentes no plasma seminal de garanhdes foi
descrito utilizando-se géis de SDS-PAGE. Foram descritas 14 bandas diferentes sendo
gue sete destas bandas apareceram em todos os ejaculados. Porém, a quantidade qu
cada uma destas proteinas apareceu, apresentou variacdo entre os individuos estudado:s
(FRAZER & BUCCI, 1996).

As proteinas osteopontina e prostaglandina D2 sintetase foram observadas no
sémen de touros com alto potencial reprodutivo (CANCEL et al., 1997; GERENA et al.,
1998). Brandon et al. (1999) observaram 14 bandas de proteinas no sémen de
garanhdes, sendo que quatro destas proteinas foram correlacionadas as taxas
reprodutivas. Analises posteriores de uma destas proteinas relacionadas ao alto
potencial reprodutivo revelaram homologia antigénica com a proteina bovina
osteopontina verificada por Cancel e sua equipe (1997). Além disso, levantou-se a

hipotese de que, por meio de suas massas moleculares, duas proteinas relacionadas
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a baixa fertilidade seriam similares as duas proteinas encontradas em maior

abundéancia em estudo realizado por Calvete et al. (1994) e Frazer e Bucci (1996b).

2.6. Glicose no plasma seminal

Diferente das outras espécies, 0 sémen equino possui maior concentracdo de
glicose que frutose (0,82 e 0,02 mg/mL, respectivamente) (AMANN & GRAHAM,
1993). O sémen de garanhfes chega a apresentar o dobro da concentracdo de glicose
que a de frutose, sendo o primeiro, o principal responsavel pelo fornecimento de
substrato para sobrevivéncia da célula espermética (BARONOS, 1971).

Apesar de haver uma série de diluidores comerciais que contenham substrato
para a sobrevivéncia dos espermatozoides, Engle et al. (1975) demonstraram que o
sémen de garanhBes com maior concentracdo de glicose enddgena apresentava maior
durabilidade quando submetidas a ambientes anaerébicos, semelhante ao ambiente
uterino. A movimentacdo dos espermatozoides necessita de energia. Como as células
espermaticas possuem as enzimas necessarias para executar as reacdes bioquimicas d
glicdlise, sua concentracdo no sémen torna-se limitante para a durabilidade dos gametas
masculinos (GARNER E HAFEZ, 1995).

2.7. Lipideos e a membrana espermatica

Uma das caracteristicas da membrana plasmatica dos espermatozdéides que
influencia em sua sensibilidade a reducdo da temperatura € a proporcéo
colesterol:fosfolipideo. Geralmente, quanto maior a concentracdo de colesterol no
plasma seminal, menor € a flexibilidade ou fluidez da membrana plasmatica (AMANN
& PICKETT, 1987; AMANN & GRAHAM, 1992). A proporgdo de
colesterol:fosfolipideo na membrana plasmaética dos equinos € 0,36; um valor
intermediario em relacdo a proporcdo encontrada no sémen de varrbes e touros, que séo
animais considerados maus e bons congeladores de sémen, respectivamente (AMANN
& GRAHAM, 1992; PARKS & LYNCH, 1992).

Durante o processo de resfriamento e congelamento do sémen, as células

espermaticas sofrem danos irreversiveis em sua estrutura de membrana (AMANN &
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PICKETT, 1987). Animais que apresentam maior relagdo colesterol:fosfolipideos
conseguem reduzir a temperatura em que a fase de transicdo de membrana ocorre.

Dependendo desta correlacéo, esta transicdo pode até ser eliminada (MORAES, 2009).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Localizacao Geogréfica

O experimento foi realizado no Setor de Equideocultura da Universidade Federal
de Vicosa, na cidade de Vigosa em Minas Gerais, Brasil com altitude de 649 m e tem
como coordenadas geograficas o paralelo de 20° 45" 14”", latitude Sul, e o meridiano de
42° 52" 54”7, longitude Oeste. O clima é do tipo tropical de altitude com chuvas durante
o verdo (WIKIPEDIA)

3.2. Instalagbes e Manejo dos Animais

Foram utilizados trés garanhfes da raca Mangalarga Marchador (anind& 1
anos, 480 Kg; animal 2 15 anos, 410 Kg; animal -3 7 anos, 405 Kg). Durante o
experimento, os animais ficaram alojados em baias individuais de alvenaria de 16 m
com cama de capim gordura trocada diariamente. No periodo da manha (07:00 as 14:00)
foram soltos em piquetes individuais de capim coast cross e t#orofdonspp.) de
225 nf. A suplementacdo foi composta de racdo concentrada constituida de 14% de
proteina total- 1% do peso vivo do animal, elaborada de acordo com as recomendacdes
do National Research Council (2007) e capim elefaRenrfisetum purpureurav
cameroon) com canaSéccharum officinaruinpicada (3,5% + 1% do peso vivo,
respectivamente), sal mineral e aguahlibitum.O controle parasitario foi realizado de
acordo com o manejo do setor. Antes do inicio do experimento, foi realizado o exame
androldgico dos trés animagendo considerados aptos a reproducéo, de acordo com o0s
padrées preconizados pelo COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL
(CBRA, 1998).
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3.3. Parametros Ambientais

Como os animais permaneciam em dois ambientes distintos (baias e piquetes),
foram instaladas duas miniestacbes bioclimatolégicas compostas de termdmetro de
méxima e minima, globo negro e termdémetro de bulbo seco e bulbo umido. Além disso,
foi aferida a intensidade de luz no local com o0 uso de um luximetro. As informacdes
foram colhidas as 7:00, 9:30, 12:00, 14:30 e 17:00h, uma vez por semana. O parametro
ambiental utilizado foi o indice de Globo e Umidade (ITGU) (BUFFINGTON et al.,
1977), pela formula:

ITGU =0,72 (GN + BU) + 40,6
GN — temperatura de globo negfoQ)
BU — temperatura de bulbo Umidd@).

3.4. Coleta do sémen

As coletas de sémen foram realizadas a cada quinze dias, durante o periodo de
um ano (29 de abril de 2009 a 14 de abril de 2010), totalizando 26 coletas por animal.
Quinze dias antes da primeira coleta, foi realizada a esgota das reservas extragonadicas,
sendo feita uma coleta por dia, durante 7 dias consecutivos, de acordo com o
preconizado por Pickett (1993). As coletas foram feitas com o uso de vagina artificial
modelo Botucatt previamente preenchida com agua aquecida®@ 56 revestida com
uma mucosa pléstica descartavel lubrificada com vaselina esterilizada. O ejaculado foi
coletado em saco plastico dentro de um copo coletor, com protecdo da luz e das
variacfes de temperatura. Em todas as coletas, foi utilizada uma égua em estro natural
ou induzido (20 mg de cipionato de estrafidlevidamente contida, para protecdo dos

garanhdes.

! Biotech Ltda, Botucatu, Brasil
2 ECP®- Pfizer Salde Animal, SP, Brasil
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3.5. Andlise seminal

Apés a coleta, o volume total de sémen foi mensurado em proveta graduada
previamente aquecida. Em seguida, o material foi filtrado em filtro de nylon para
retirada do gel e mantido em banho maria &@7 Da amostra obtida, foi realizada a
andlise de motilidade total, vigor, concentracdo espermatica, total de espermatozoides
no ejaculado, morfologia espermatica imtengridade de membrana plasmatica que foi
feito por meio do uso de sondas epifluorescentes (lodeto de propideo e diacetato de
carboxifluoresceina), teste supravital (eosina-negrosina) e teste hipoosmatico.

A motilidade espermética total (0 a 100%) e o vigor espermatico (0 a 5) foram
analisados por meio de uma amostra deuROde sémen colocada entre lamina e
laminula e analisada sob microscopia de contraste de fase, em aumento de 200x, pelo
método “duplo-cego”. Os materiais utilizados (ponteiras, laminas e laminulas) foram
previamente aquecidos em mesa aquecedord@. 37

A concentracdo espermatica foi determinada com auxilio de camara de
Neubauer. Uma amostra de p0 foi diluida em 950uL de uma solugéo de formol
salina tamponado (anexo 1), perfazendo uma diluicdo de 1:20. Ap6és homogeinizagéo,
uma aliquota foi colocada nos dois compartimentos da camara, até seu preenchimento
Apés cinco minutos, foi feita a leitura, em microscépio éptico, de cinco quadrados em
diagonal, cada quadrado contendo 16 quadrados menores. Esse procedimento foi
realizado nos dois compartimentos e sua média aritmética foi multiplicada®quara0
determinar a concentracde espermatozéides por mL (CBRA, 1998). Caso a diferenca
entre o numero de espermatozoides entre os dois lados da camara fosse maior que 10%,
o procedimento foi repetido. O numero total de espermatozoides foi obtido
multiplicando-se o volume do ejaculado sem gel pela concentracdo espermatica
encontrada.

Para a realizacao do exame morfologico dos espermatozdides, uma amostra de
sémen foi adicionada a 1 mL de solucdo de formol salina tamponada, até seu
turvamento. Entdo, foi realizada uma preparacdo Umida analisada sob microscopia
Optica com aumento de 1000x, em Oleo de imersédo, sendo contadas 200 células. A
analise foi realizada baseando-se na quantidade de patologias, de acordo com Blom
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(1973) e preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reprodu¢édo Animal (1998) em defeitos
maiores, defeitos menores e defeitos totais.

A integridade da membrana plasmatica, avaliada por sondas epifluorescentes, foi
realizado conforme descrito por Harrison e Vickers (1990) e adaptado por Zuccari
(1998) (anexo 2). Uma aliquota de |20 de sémen foi retirada e homogeneizada com
80 uL da solucao contendo iodeto de propideo (PI) e diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) previamente aquecida a8 em banho maria. A mistura foi homogeneizada e
incubada por 15 minutos em sala escura. Em seguida, uma gota da mistura foi colocada
entre lamina e laminula e avaliada em microscépio de epifluorescéncia, com filtro de
480, em aumento de 1250x e sob Oleo de imersédo. Foram avaliadas 100 células, sendo
classificadas em trés categorias diferentes: células com membrana plasmatica integra,
aguelas que se apresentavam coradas em verde (pelo iodeto de propideo); células
lesadas, aquelas coradas em vermelho (pela CFDA); e células semi lesadas aquelas que
se apresentavam vermelhas na regido acrossomal e verde na regido do nucleo.

A andlise da integridade estrutural de membrana plasmatica foi realizada pela
coloracdo de eosina e negrosina, a 1 e 5% respectivamente (SWANSON E BEARDEN,
1951), por meio de esfregaco seminal, onde uma gota de sémen foi adicionada a uma
gota do corante. Apds 30 segundos, a lamina foi analisada em microscopia Optica, em
aumento de 1000x sob Oleo de imersdo. Foram contabilizadas 100 células, sendo
considerado como “espermatozodides ndo viaveis” aqueles em que sua cabeca foi
corada de rosa, e como “espermatozdides viaveis” aqueles em que sua cabega
permanecia ndo corada.

A integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada por meio do teste
hiposmotico, de acordo com Alves et. al, (2005). Em um tubo plastico de 1,5 mL
(eppendorff), foi adicionado 80@0L de agua destilada sendo esta aguecida em banho
maria a 37C. Em seguida, foi adicionado 100 da amostra a ser analisada e incubada
a 37° C por quinze minutos. Entdo, foi realizada a fixagdo da amostra com 0,5 mL de
solucdo de formol salina tamponado para preservacdo da amostra. A analise foi
realizada em microscopia de contraste de fase, em aumento de 1000x, sob 6leo de
imersdo. Foram contabilizadas 200 células, sendo condédermtivas ao teste aquelas
gque apresentavam dobra ou enrolamento da cauda espermatica. Da porcentagem final de

células reativas, foi subtraida a porcentagem de espermatozéides com calda dobrada
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encontrados no teste morfoldgico, sendo o resultado, a porcentagem de células com
membrana plasmatica integra (MELO & HENRY, 1999).

3.6. Andlises Bioquimicas

Ao final das avaliagbes fisicas do sémen e a retirada das amostras para 0s
exames complementares, o restante do ejaculado foi centrifugado em centrifuga
refrigerada a 700 g por 20 minutos &CG4para que o plasma seminal fosse separado dos
espermatozoides. O sobrenadante foi retirado e armazenado em tubos de plastico de 1,5
mL (Eppendorff) e estocado em ultrafreezer a°®80

3.6.1. Proteina Total do plasma seminal

As amostras de plasma seminal de cada garanhdo (26 ejaculados) foram
divididas em 13 pools, sendo agrupadas de duas em duas amostras subsequentes,
seguindo a data de suas coletas. Cada pool contendal5@@ plasma de cada
ejaculado. Os pools submetido a centrifugacdo em microcentrifuga resfria@@@gl0
por 10 minutos, a AC, seguido por uma segunda centrifugacdo sob mesma temperatura,

a 20100 g por 30 minutos para a clarificagdo das amostras.

Para a analise da quantidade total de proteinas, foram utilizados dois métodos:
método de Bradford (1976) e o método do acido bicinconinico (BCA) (SMITH et al.,
1985).

Na realizacdo do método de Bradford, primeiramente foi determinada uma curva
padrdo, utilizando albumina sérica bovina (BSA) e o corante Comassie Brillant Blue G
— 250". Quantidades conhecidas da proteina padréo (BSA) foram homogeneizadas com
160uL do reagente de Bradford a 125%. Para que se obtivesse um volume final de 200
uL, o restante foi completado com agua mili-Q. A mistura foi deixada para reagir em
temperatura ambiente por 10 minutos e, em seguida, foi colocada em microplaca para
leitura de sua absorbancia. Além das proteinas de concentracdo previamente conhecida,
uma triplicata foi realizada utilizando apenas agua destilada (branco). Do resultado
obtido, foi feita a média da absorbancia das trés leituras e subtraido a média da leitura

do branco e da leitura da placa vazia. Dos valores apresentados, Setdeggtiacao
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ajustada apresentada na figura 1. Para a obtencdo das concentragdes de proteina dc
plasma seminal, o procedimento foi igual ao da obtencdo da curva, sendo o resultado
baseado na equacdo (Y = 0,163 + 0,040 X).

1,400
1,200 { Y =0,163 + 0,040x 3
R2=0,963
1,000 -
0,800 -
0n
§ 0,600 -
0,400 -
L J
L J
0,200 -
0,000

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Proteina (ug.uL-1)

Figura 1. Curva padrao obtida pelo método de Bradford (1976) para mensuracdo das

concentracdes protéicas do plasma seminal de eqtinos.

Para a quantificacdo pelo método do acido bicinconinico (BCA), foi determinada
uma curva padrdo, utilizando quantidades conhecidas de BSA. Primeiro, foram
pipetadas as amostras de BSA, mantidas em banho de gelo. Em seguida, foi pipetado
1000 uL de solucao trabalho (anexo 3). Para que o volume final fosse 1050i
adicionada agua mili-Q. Em seguida, os tubos de ensaio foram colocados em banho-
maria a 37C, um a um, em um intervalo de 30 segundos, durante 30 minutos. Os tubos
foram retirados da mesma forma e deixados a temperatura ambiefi@) (& vinte
minutos. A leitura foi feita em intervalos de 30 segundos entre cada amostra em
espectofotdbmetro, em absorbancia de 562 nm. Do resultado, se obteve a equacao
demonstrada na figura 2. Para a determinacdo da concentragdo de proteinas nas
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amostras de plasma, foi realizado o mesmo procedimento, sendo o resultado das
absorlincias aplicado na equagio (Y = 0,053 + 0,014 X).

1,6

1,4 1 ¥ =0,053 + 0,014x
R2=0,997

1,2 -

0,8 -

A562

0,2 -

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Proteina (mg.2mL™)

Figura 2: Curva padréo obtida pelo método do &cido bicinconinico (Smith et al, 1985)
para mensuracdo das concentracdes de proteinas do plasma seminal de

equinos.

3.6.2. Colesterol total do plasma seminal

A andlise da concentracdo de colesterol total das amostras de plasma seminal foi
realizada por teste enzimatico colorimétrico, por meio de kit da Bioclin para colesterol

monoreagente.

3.6.3. Glicose do plasma seminal

A andlise da concentracdo de glicose das amostras do plasma seminal também
foi realizada por teste enzimético colorimétrico, por meio de kit comercial da Bioclin

para glicose monoreagente.
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3.6.4. Identificacao das proteinas do Plasma Seminal

Apoés a clarificacdo do plasma seminal em microcentrifuga, foi realizado um
novo pool das amostras, desta vez separadas de acordo com a estacdo biocliméatica em
que foram coletadas, sendo analisadas individualmente para cada garanh&o: primavera
(29 de setembro de 2009 a 8 de dezembro de 2009); verédo (21 de dezembro de 2009 a
16 de marco de 2010); outono (29 de abril de 2009 a 8 de junho de 2009 e 30 de marcgo
a 14 de abril de 2010) e inverno (22 de junho de 2009 a 26 de setembro de 2009). As
amostras foram submetidas ao método de eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida para identificacdo de seu ponto isoelétrico e sua massa molecular,
segundo protocolo de Novak et. al. (2010) modificado.

As proteinas foram separadas quanto seu ponto isoelétrico, por dmeio
focalizacdo isoelétrica, com auxilio do sistema Ettan IPGphem3fitas de 24 cm e
gradiente de pH entre 3 e 10. Em cada fita, foi aplicado 500 pug de proteina. Um volume
final de 450 pL foi estabelecido como padrédo para todas as fitas, sendo esse volume
composto de : amostra de plasma seminal, solugdo de reidratacdo (anexo 4), solucéo
DestreaR e IPG buffef. O volume de amostra foi determinado pela concentracéo obtida
no teste do acido bicinconinico e o IPG buffer foi fixado em 2,5% do volume total,
conforme recomendacdes do fabricante. O volume restante foi composto de 50% de
solucéo de reidratacdo e 50% de Destreak. As fitas foram deixadas na solucdo por 12
horas. Em seguida, foi realizada a focalizacao isoelétrica. Primeiramente, as fitas foram
stbmetidas a 200 v de voltagem, por 10 h, seguido de 500 v por 1 h para que pudesse
ocorrer a separacao paralela das proteinas sem interferéncia dos sais presentes. Em
seguida, foi aplicada uma corrente gradativa de 800v/h até que completasse 1000 volts.
Depois, 16500v/h foram aplicados de forma gradativa até completar 10000v.
Finalmente, 27000v/h foram aplicados de forma brusca, até que se completasse 10000v.
A amperagem foi fixada em 75 pA por fita e a temperatura foi d€.20

Ap6s a focalizagdo isoelétrica, as fitas foram equilibradas em solucdo de
equilibrio (anexo 5), primeiro contendo 1% de ditiotreitol (DTT) e depois com 2,5% de
iodoacetamida. Em seguida, foram fixadas em gel de poliacrilamida a 12,5% (anexo 6)

% GE Healtcare
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preparados no dia anterior, para evitar que a acrilamida n&o polimerizada reagisse com
alguma proteina. Em cada gel, foi colocado um pedaco de papel de 5 X 5 mm contendo
15 pL de um marcador de peso molecular conhecido. As fitas contendo as amostras ja
separadas pelo ponto isoelétrico foram entdo submetidas ao sistema Ettan Dalt Six
para separacdo das proteinas pelo peso molecular. Tal processo foi realizado em duas
etapas : o primeiro em baixa amperagem (10 mA) para que as proteinas fossem for¢cadas
a sairem da fita e entrar no gel ; a segunda, em alta amperagem (40 mA) para que as
proteinas se deslocassem pelo gel. Todo o processo foi realizadCapata evitar
superaquecimento do sistema. Quando o corante chegava no limite inferior das placas, o
sistema foi desligado e os géis foram colocados em uma solucéo fixadora (acido acético
10% e etanol 40%) durante toda a noite.

Apoés fixacdo, as proteinas foram coradas com comassie coloidal, conforme
protocolo de Neuhoff et al (1988) modificado.

Em seguida, os géis foram lavados com agua destilada e estocados em solucao
de &cido acético a 5%, até que fossem escaneados com auxilio do equipamento
ImageScah As imagens obtidas foram analisadas pelo programa ImageMaster 2D
Platinum 6.8,

3.7. Perfil sérico de testosterona e cortisol

A determinacdo das concentracdes de cortisol e testosterona sanguineos foram
realizados pela puncdo da veia jugular de cada garanho. As coletas foram realizadas ao
longo de um periodo de 24 h, em intervalos de 20 minutos entre cada coleta, uma vez a
cada estacao bioclimatica (22 de maio de 2009; 21 de agosto de 2009; 20 de novembro
de 2009; e 19 de fevereiro de 2010), perfazendo 73 amostras por animal em cada
estacao, totalizando 876 amostras.

Previamente a cada coleta, os animais tinham sua veia jugular canulada para
facilitar a puncdo sanguinea, com cateter de calibre 14. Para evitar que dicasSer
obstruido por coagulos sanguineos, os mesmos foram lavados com solucéo de heparina
apos cada coleta, na propor¢céao de 1:1000. Antes de cada puncdo, um volume de 1 mL

de sangue foi descartado para evitar que a heparina interferisse no teste.
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Apés a coleta, as amostras foram centrifugadas a 330 g por 10 minutos para
separacdo do soro sanguineo. O mesmo foi retirado e acondicionado em tubos de
plastico de 1,5 mL (eppendorff) em duplicata, e congelado 2G2para que fosse
analisado posteriormente.

As analises foram realizadas com uso de kit de reagentes comerciais, no
aparelho Acess, pela técnica de quimioluminescéncia, conforme especificacdes do

fabricante.

3.8. Andlise Estatistica

Para avaliacdo dos dados foi empregado o programa estatistico -S8HQ
SAEG- UFV, 2007).

Todas as caracteristicas estudadas (aspectos fisicos e morfoldégicos do sémen,
testes complementares, quantificacdo das proteinas, colesterol, glicose, testosterona e
cortisol) foram analisadas por estatistica descritiva (média e desvio-padrédo). Para
analisar a identificacdo protéica foi empregado somente a descricdo das proteinas
obtidas.

Para todas as caracteristicas quantitativas, os dados foram submetidos aos testes
de Lilliefors e Barttlet e Cochran para verificar a normalidade dos dados e a
homocedacidade das variaveis respectivamente, e, naquelas que se mostraram positivas
acs testes, os dados foram submetidos a ANOVA. Quando se mostraram significativas
pelo teste F, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro. Esta analise foi realizada tanto dentro de cada estagcdo como também entre as
estacdes do ano. Para aqueles dados que ndo atenderam as premissas da ANOVA, 0s
mesmos foram submetidos a analise ndo-paramétrica pelo teste de Kruskall-Wallis. O
mesmo procedimento foi empregado na andlise de quantificacdo de proteina total, pelos
dois métodos empregados, porém as médias foram comparadas pelo teste F
(paramétrico) ou pelo teste de Will Coxon (ndo paramétrico).

O comportamento de todos os dados quantitativos foram estudados dentro e ao
longo das estacdes pela analise de regresséao.

A correlagdo simples de Pearson foi realizada entre todas as caracteristicas

estudadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se analisar os parametros fisicos do sémen dos animais durante as quatro
estacoes (tabela 1), foi mostrado que durante a estacdo de monta (primavera e verao),
houve um maior volume de sémemenor concentracdo espermatica por mL (p<0,05),
especialmente no periodo de verdo, apice da estacdo reprodutiva. Apesar dessa
diferenca no volume, a quantidade de espermatozodides total manteve-se smilar a
demais estacOes. Essa diferenca de volume pode ser atribuida a um maior estimulo
sexual dos garanhdes induzidos pelas éguas em estro, durante o periodo reprodutivo.
Esses resultados corroboram com os achados de Nishikawa (1959) e Picket et al. (1970,
1975 e 1976). Os ultimos autores demonstraram que a sazonalidade afeta mais a
producado do plasma seminal dos garanhdes do que sua producdo espermatica.

Em um estudo realizado na mesma localidade, porém em jumentos (Gastal et.
al., 1996), ndo observaram diferenca no volume de ejaculado sem gel entre as estacdes.
De acordo com os autores, isso provavelmente ocorreu devido a localizacdo geogréfica
gue apresenta pouca variacao climatica e de fotoperiodo. Porém, tem-se que levar em
consideracdo que o tempo de corte na espécie asinina € maior que em garanhdes,
resultando em ejaculados com mesmo volume.

A motilidade diferiu entre as estacdes de inverno e primavera/verao e também
entre a primavera e outono/inverno. Tal achado pode estar correlacionado a variagdo do
ITGU entre a estagao reprodutiva (primavera e verao) e o periodo de dias curtos (outono
e inverno).

Quanto ao vigor e defeitos esperméaticos nao foi observada diferenca nos valores
médios nas estacdes biocliméticas (p>0,05).

No presente estudo, foi observada diferenca (p<0,05) entre os parametros
climatologicos para a estacao reprodutiva (primavera e verdo) e o periodo de repouso
sexual (outono e inverno) (Tabela 2), onde tanto nas baias quanto nos piquetes, o ITGU
apresentou diferenca entre os dois periodos de andlise. Tais diferencas também
ocorreram na intensidade luminosa apresentada pelo luximetro. Apesar de ndo haver
citacdo na literatura, no presente estudo foi verificado correlacdo entre as médias de

intensidade luminosa e a quantidade de gel no ejaculado (r = 0,5008).
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Tabela 1Parametros fisicos do sémen de garanhGes da raca Mangalarga Marchador
ao longo das quatro estacdes do ano.

Caracteristicas OUTONO INVERNO PRIMAVERA VERAO
Seminais

Sémen com 41,17 +22,14a 40,86 +19,01 ac 67,17 + 27,26 110,33 * 43,87
Gel (mL) bd be

Sémen filtrado 35,89 +22,52 C 38,26 + 18,39 BC 54,28 + 25,30 72,00 £ 22,91 A
(mL) B

Concentracdo 316,44 + 201,1€ 358,73 + 180,55 ¢ 178,86 + 97,02 193,48 + 106, 2i
(1sptz/mL)  a b b

NUmero de 96x7,2A 13, 7+9,7A 90£55A 128+£6,5A

sptz no

ejaculado (10)

Motilidade 74,72 +882AB 7452+590A 66,39+8,88C 67,86 £6,99 BC
Vigor 3,28+0,52 A 3,19+0,70 A 3,17+0,38A 3,43+051A
Defeitos 2259+6,44A 2548+9,06 A 2283+9,83A 24,14+9,17A
Maiores

Defeitos 794 +3,49 A 7,05+5,40 A 6,00£6,02A 6,90+483A
Menores

Defeitos Totais 30,53 +7,51 A 3252+11,63A 28,83 + 12,52 31,05+11,40A
A

a...c Médias seguidas por diferentes letras minlsculas na mesma linha diferem(pntr®,85), pelo
Teste de Kruskal-Wallis.

A..C Médias seguidas por diferentes letras mailsculas na mesma lineandifietre si (p < 0,05), pelo
Teste de Tukey

Segundo Hahn e Marder (1997), um ambiente com um indice de 72 a 78 (ITGU)
€ 0 ambiente térmico ideal para bovinos. Para Encarnagédo (1989), um ambiente com
indice de temperatura e umidade (ITU) igual a 70 é o ideal para os diversos tipos de
animais domésticos. De acordo com Ribeiro (2009), o ITGU e o ITU sdo parametros
gue podem ser utilizados para classificar um ambiente térmico, ndo havendo diferenca

entresi. O autor demonstrou que mesmo sob condicbes de ITGU muito elevadas,
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chegando a 87,5 unidades, os animais ndo apresentaram alteracdes em seus batimentos
cardiacos ou frequéncia respiratéria. No presente estudo, avaliou-se as concentracées
de cortisol na corrente sanguinea, como parametro para predizer se 0s animais sofreram
algum tipo de estresse calorico. De acordo com Hoffsis et al. (1970) o valore médio de
cortisol no plasma de eqliinos adultos higidos é pgIP00 mL. Os valores médios de
cortisol registrados para os trés garanh6es demonstram que oS mesmos, nas condi¢des
de ambiente no qual foram manejados, ndo se encontravam em condicdo de estresse
(Tabela 2).

TABELA 2: Média do Iindice de Globo e Umidade (ITGU) em duas miniestacdes
climaticas no setor de Equideocultura da UFV, intensidade luminosa e os
niveis séricos de cortisol de 29/04/2009 a 14/04/2010.

Outono Inverno Primavera Verao
ITGU (baia) 75,37 £3,33B 72,77 +4,14B 7954+396A 82,14+486A
ITGU (piquete) 69,47 +2,88B 66,62+234B 7492+281A 76,94+3,15A
Luximetro* 753,7+3,33B 727,7+4,14B 7954+396A 8214+486A

(piquete)
Luximetro* (baia) 13,20+3,40B 9,98+4,45B 1581+7,86 AB 22,38+8,94 A

cortisol (uL/dL) 248+098a 2,70x0,89a 2,76+1,20a 2,17+0,90 b

A..C Médias seguidas por diferentes letras mailsculas na mesma lietgandéntre si (p < 0,05), pelo
Teste de Tukey

a b Médias seguidas por diferentes letras mintsculas na mesma linha diferem entreCs0%p pelo
Teste de Kruskal Wallis;

* valores em Lux

Quanto ao método de determinacdo das concentracfes de proteinas, ambos se
baseiam na formacdo de compostos coloridos devido as reacdes de certos grupos ou
radicais da molécula de proteina com reagentes quimicos especificos. A sensitividade
entre os métodos varia e este fator pode ser determinante na escolha de qual sera
utilizado. Ao comparar o método de Bradford com o método do Acido Bicinconinico,

verifica-se que, para o primeiro método, as concentracdes de proteinas sollveis néao
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diferiram (p>0,05) entre as estacdes (Tabela 3). De acordo com Zaia et al. (1998), esse
método ndo detecta pequenos peptideos e aminoacidos livres, que estariam presentes
nas amostras de sémen e poderiam ser responsaveis pela protecdo dos espermatozoides
ao se incorpgarem na membrana plasmatica dos mesmos. . Quando se analisou as
concentracdes pelo método do Acido Bicinconinico, verificou-se maior concentragéo
dessas proteinas solUveis no periodo de outono que no verdo (p<0,05), assim como,
maior (p<0,05) numero de espermatozéides com membrana plasmatica integra, pelo
método de epifluorescéncia (Tabela 4). Metz et al. (1990) sugeriram que as proteinas de
baixo peso molecular do plasma seminal s&o importantes para a manutencdo da
viabilidade dos espermatozoéides por serem mais facilmente adsorvidas pela membrana
destas células. Apesar das diferencas, houve uma grande correlacdo entre os dois testes
(r=0,73).

Pa outro lado, alguns autores afirmaram que proteinas de baixo peso molecular
(menores que 14 kDa) causam reducgdo da motilidade espermatica e da congelabilidade
dos gametas em touros, sendo este efeito, dependente da concentracdo dessas proteina

no plasma seminal (Garcia & Graham, 1987; Al-Somai et al., 1994).

TABELA 3: Concentracdo de proteinas no plasma seminal de garanhdes Mangalarga
Marchador ao longo das quatro estacdes biocliméticas por dois

métodos bioquimicos distintos.

Método Outono Inverno Primavera Verao
Bioquimico

BCA* 15,72 +10,68 ¢ 11,73 +9,06 bc 11,48 +5,17 ac 11,43 + 8,05 bc
(mg/mL)

Bradford 14,33+6,77 A 12,25+7,27 A 1592+447 A 12,34+7,01 A
(mg/mL)

a...c Médias seguidas por diferentes letras mindsculas na mesma linha diferem(pntr®,95), pelo
Teste de Kruskal-Wallis.

A..C Médias seguidas por diferentes letras mailsculas na mesma lineandifietre si (p < 0,05), pelo
Teste de Tukey

*Acido Bicinconinico
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TABELA 4: Integridade de membrana plasmatica de espermatozoéides de garanhdes
Mangalarga Marchador ao longo das quatro estacdes do ano, analisado

pelo teste de epifluorescéncia.

Outono Inverno Primavera Verao

Lesados 35,80+21,86 B 36,71 £+20,57 AB 52,22 +20,47 A 55,22 £19,06 A
Semilesados 3,20 £ 6,07 A 2,52+5,18 A 2,06 £536 A 2,65+3,89A

integros 61,00 + 21,59 A 60,76 £+ 19,29 AB 45,72 +20,45B 42,83+18,87B

A..C Médias seguidas por diferentes letras mailsculas na mesma lietteandéntre si (p < 0,05), pelo
Teste de Tukey

A concentracdo total das proteinas solUveis do plasma também apresentou
correlacdo, apesar de baixa (0,362), com a producao total de espermatozoéides em cada
ejaculado. Isso pode ocorrer numa tentativa do epididimo em suprir 0s espermatozoides
produzidos com substrato necessario para que o maximo possivel de espermatozdéides
edeja embebido em tais proteinas, seja para a protecdo de sua membrana plasmética ou
para sua capacitacdo posteriormente, nos oOrgaos femininos. Tais observacdes s&o
respaldadas pelo fato de ndo se ter encontrado correlacdo entre a concentracao total de
proteinas e o volume de sémen produzido. Porém, tais observacfes ndo corroboram com
os estudos de Novak et al. (2009) que verificaram uma correlagdo negativa entre estas
caracteristicas em estudo de plasma seminal de suinos considerados férteis.

Gerlach e Aurich (2000) relataram que a atividade reprodutiva sazonal é
regulada por um ritmo enddgeno e que este ritmo é ditado pelos estimulos ambientais,
sendo o fotoperiodo o mais importante deles. Outras caracteristicas ambientais como
disponibilidade de alimento, indice pluviométrico e temperatura ndo influenciariam de
forma tdo direta. Corroborando, Roncoletta et al. (1997) relataram que a producdo das
proteinas do plasma seminal pode estar relacionada a sazonalidade da espécie. Pickett
et al. (1976) e Amann (1993) observaram que as variacbes nas concentracoes de
testosterona relacionam-se a desordens reprodutivas, visto que esse hormoénio é o
responsavel pela maturagdo dos espermatozoides e estimulacdo na producdo de algumas

proteinas presentes no plasma seminal.
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No gréfico 1, pode-se verificar que ndo houve correlagédo entre a concentracao de
proteinas sollveis no plasma seminal e as concentracfes de testosterona no plasma
sanguineo dos garanhdes no presente estudo (p>0,05).

A motilidade espermatica é utilizada a campo como método para estimar o
potencial fecundante do sémen de um reprodutor. Samper et al. (1991) e Jasko (1992)
verificaram correlag@o positiva entre a motilidade esperméatica do sémen e a fertilidade
de garanhdes. No entanto, no presente estudo, ndo se registrou correlacdo entre a
motilidade espermatica e a concentracao de proteinas soluveis no plasma seminal, sendo
observada uma correlagdo entre o numero de espermatozéides com membrana
plasmatica lesada e a concentracdo de proteinas sollveis, pelo método do &cido

Bicinconinico, embora uma baixa correlacao.

18 0,6
16 A\ A
\ / - 05
’ N
12 ¢ 7y 0,4
10
=@ Proteinas (mg/mL) - 0,3
=—a—Testosterona (ng/mL)
6 0,2
4
- 0,1
2
0 T T T 0
Outono Inverno  Primavera Verao

Figura 3: Relacdo entre a concentracao de proteinas do plasma seminal e a concentracéo
sérica de testosterona em garanhfes Mangalarga Marchador ao longo das
quatro estacdes bioclimaticas.

Quanto ao perfil de proteinas soltveis, foi verificada uma variagcdo grande entre
os trés individuos analisados. Na tabela 5, estdo sumariados a massa molecular (MW) e
0 ponto isoelétrico (pl) das proteinas comuns aos trés garanhdes do presente estudo.

Foram identificadas 10 proteinas consideradas comuns aos animais em estudo, sendo
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que trés apareceram em todas as estagOes (4, 7 e 11 KDa), uma apenas no outono (18
KDa), duas na primavera (22 e 35 KDa), trés no verao (20, 27 e 29 KDa) e uma nos
periodos de outono, inverno e primavera (9 KDa). Tais registros demonstram grande
variacdo quanto a sintese de determinadas proteinas ao longo das estacfes bioclimaticas,

sendo comum a todos os animais do presente estudo.

Provavelmente, a producéo protéica ndo se correlacionou dentre 0os animais pela

variacao individual na expresséo de algumas proteinas.

Tabela 5 Massa molecular e ponto isoelétrico das proteinas do plasma seminal de
garanhdes Mangalarga Marchador ao longo das quatro estagdes do ano,

determinados por eletroforese bidimensional.

Estacdo bioclimética Massa Molecular* Ponto Isoelétrico

(kDa)

Outono 18 9,1
Primavera 22 6,7
35 7,2
Veréo 20 8,2
27 8,0
29 7,5
Outono, Inverno e 9 9,0

Primavera
Todas estacbes 4 5,8

7

11 7,5

*massa molecular com valores aproximados.

De acordo com Blottner (2001) a qualidade do sémen sofre maior variacao
devido as caracteristicas intrinsecas do garanh&@o do que as estac¢des bioclimatica. Tais
observacdes séo corroboradas pelo presente estudo, onde os garanhdes apresentaram ur

perfil bem distinto de proteinas solaveis.
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E importante ressaltar que, mesmo n&do havendo uma correlagéo entre a presenca
de algumas proteinas, a motilidade espermatica, a morfologia espermética e a
integridade de membrana no presente estudo, alguns autores relacionaram a presenca ou
auséncia de alguns polipeptideos a congelabilidade dos espermatozoéides (Pangawkar et
al., 1988; Dhami e Kodagali, 1989; Roncoletta, 1999; Pacheco, 2002).

Na tabela 6 estdo sumariados os dados das proteinas em maior quantidade,

presentes no plasma seminal dos trés garanhdes analisados.

TABELA 6: Massa molecular, ponto isoelétrico e volume proporcional das proteinas

solaveis com maior freqiéncia no plasma seminal de trés garanhfes da

raca Mangalarga Marchador, ao longo das estacfes do ano

ANIMAL 1 ANIMAL 2 ANIMAL 3
ESTACAO MM!| pl® | Vol(®) | MM | pl Vol |[MM | pl Vol
BIOCLIMATICA (%) (%)
4 |576| 1,14 | 11 | 7,49] 1,23 | 13 | 9,96 1,19
E1,E2,E3eE4 [ 29 | 7,05| 154 | 9 | 7,54| 2,76 | 13 | 9,96| 1,20
8 |756| 162 | 11 [7,02] 253 | 18 | 7,57| 1,34
4 |834] 191 | 8 |6,02] 1378 | 47 | 7,1 | 153
30 | 6,97| 2,70 | - - - 7 1 699] 1,84
8 |[700] 328 | - - - 16 | 8,59 | 1,87
3 [912] 814 | - - - 13 | 9,55| 2,12
7 |485] 892 | - - - 17 [ 9,11| 2,25
8 [521] 808 | - - - 21 | 7,57| 2,76
8 |718] 16,46 | - - - 19 | 9,43| 2,97
8 [699] 6,16 | - - - 19 | 9,32| 3,26
11 [ 7,37 751 | - - - 13 | 9,78 | 5,87
- - - - - - 16 | 9,46 | 6,54
- - - - - - 17 | 10 | 7,79
- - - - - - 18 | 7,35| 7,21
- - - - - - 20 | 7,78| 8,22
- - - - - - 7 | 65| 851
- - - - - - 16 | 9,72 9,29
= - - - 7 | 436] 1061 | - - -
E3 - - - - - - 24 19,62 1,17
- - - - - - 21 | 6,09 1,83
E4 - - - 7 | 757 195 | - - -
- - - 6 | 462 13,07 | - - -
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EleE4 15 [ 821| 1,70 - - - - - -
7 6,88 | 2,64

El,E2eE3 | - - - 8 | 923 353 | - | - -
E1, E2 E4 - - - 9 [969] 1320 | - | - i
- - - 9 |896] 2014 | - | - -

E2, E3eE4 14 | 4,73| 4,11 - - - - - -

"Massa Molecular (kDa)’Ponto isoelétrico®E1 Outono; E2 Inverno; E3 Primavera; E4 Verdo

No presente estudo, os garanhfes apresentaram um perfil protéico bem
diferenciado entresi. Algumas proteinas apareceram em maior quantidade que as
demais (tab. 6). E possivel visualizar que a maioria das proteinas solGveis observadas
possuem peso molecular abaixo de 30 kDa. Miller et al. (1990) descreveu um grupo de
proteinas do plasma seminal com massa molecular (MM) variando de 15 a 17 kDa e
ponto isoelétrico (pl) de 4,1 a 6, sendo estas associadas a integridade de membrana
plasmatica. 4,11% das proteinas verificada no animal 1 sdo semelhantes com as
observadas pelos autores, apesar de ndo terem correlacdo com a fertilidade do animal
em questao (14 kDa; pl=4,73).

Conforme ocorrido no presente estudo, Araujo et al. (2005) verificaram uma
grande variacdo individual na expressao de proteinas de trés ejaculados de trés
garanhdes, sendo registrado de 9 a 26 bandas nas amostras de plasma seminal,
aparecendo uma banda bem representativa de 20-23 kDa em todas as amostras..

Em estudo avaliando as proteinas do plasma seminal de garanhfes por
eletroforese bidimensional, foram encontradas 17 bandas protéicaglMowrariando
de 10 a 80 kDa e ponto isoelétrico entre 3,2 e 8,2 sendo que 10 estavam presentes em
todos os animais, duas ndo form detectadas nos animais considerados de baixa
qualidade seminal e apenas uma foi superior nos animais de alta qualidade seminal
(Jobim et al., 2003). Tais achados se assemelham aos encontrados no presente estudo
(Tabela 5 e 6).

Inagaki et al. (2002) isolaram uma proteina no plasma seminal dos equinos
conhecida como lactoferrina. Acredita-se que seja um componente bactericida,
ajudando a manter o ambiente uterino livre de patdgenos pos coitais. Esse tipo de
proteina influenciaria as taxas de prenhez de determinado garanhdo sem gue houvesse
influéncia nos parametros fisicos e morfolégicos dos espermatozoides, atualmente

utilizados para predizer o potencial reprodutivo de um reprodutor. Isso explicaria a
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presenca ou auséncia de determinadas proteinas no plasma seminal de um garanhdo,
sem gue houvesse alteracdo aparente nas caracteristicas fisicas e morfolégicas dos
espermatozoides.

Brandon et al. (1999) observaram algumas proteinas correlacionadas
negativamente a fertilidade (75 kDa, pl 6,0; 18 kDa, pl 4,3 e 16 kDa, pl 6,5) e uma
banda positivamente correlacionada (72 kDa, pl 5,6). No presente estudo, nenhuma das
proteinas encontradas pode ser relacionada aos achados deste pesquisador.

Em um estudo realizado por Zahn (2006) foram observadas 29 bandas protéicas,
com massas moleculares variando de 170,9 a 10,9 kDa. Destas, apenas sete estavam
presentes em todos os animais avaliados (170,9; 75,1; 62,2; 54,5; 24,8; 19,5 e 15 kDa),
semelhante ao estudo de Amann et al. (1987) que observou 27 bandas protéicas e ao
presente estudo (tabela 5 e 6). Da mesma forma que Zahn, a maioria das proteinas
verificadas no presente estudo apresentaram baixa massa molecular (<30 kDa; tab. 6).
Fraser e Bucci (1996) identificaram apenas 14 bandas, utilizando gel de poliacrilamida a
15%. O autor justifica que o uso de poucas quantidades de proteinas na analise por
eletroforese bidimensional possa ter feito com que apenas as proteinas em maior
abundancia fossem detectadas, sendo possivel que o mesmo tenh ocorrido no presente
estudo.

Na tabela 7 estdo sumariados os valores médios das concentracdes de glicose e
colesterol ao longo das estacbes do ano. Houve diferenca nos valores médios da
concentracdo de glicose entre as estagdes biocliméticas (p<0,05). N&o houve correlacéo
entre as concentracdes de glicose e a sazonalidade ou qualquer outra caracteristica
seminal estudada (p>0,05). As concentracbes de glicose no plasma seminal se
mostraram mais baixas aquelas registradas por Amann e Graham (1993).

As concentracdes de colesterol apresentaram uma diferenca nitida entre as
estacbes (p<0,05). Porém, essa caracteristica ndo apresentou correlagdo com nenhuma
outra caracteristica estudada, exceto com as concentragdes de cortisol sanguineo (r = -
0,4981). Zahn (2006) nao verificou diferenca entre as concentracdes de glicose e
colesterol no plasma seminal e a congelabilidade do sémen dos garanhfes. Apesar de
nao haver correlacdo do colesterol com as outras caracteristicas, Camara et al. (2005)
verificaram correlacdo da concentracdo de colesterol no plasma seminal com a

congelabilidade de sémen de carneiros. No entanto, no presente estudo, ndo se pode
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inferir tal relagdo por n&ce ter analisado a congelabilidade dos trés garanhdes
estudados.

TABELA 7: Concentracdo de glicose e de colesterol no plasma seminal de garanhdes

Mangalarga Marchador ao longo das estac¢des biocliméaticas.

Outono Inverno Primavera Verao
Glicose 26,21 + 20,44 15,43 + 14,34 33,37 + 17,91 39,97 + 15,12
(mg/dL) AB B A A
Colesterol 10,17 + 11,208,00+205C 145+1,76 B 21,00+2,05A
(mg/dL) D

A..C Médias seguidas por diferentes letras mailsculas na mesma lieteandéntre si (p < 0,05), pelo
Teste de Tukey

a...c Médias seguidas por diferentes letras mindsculas na mesma linha diferem(prntr®,95), pelo
Teste de Kruskal-Wallis.

5. CONCLUSAO

- a concentracdo de proteinas no plasma seminal correlacionou a integridade de
membrana espermatica

- 0s Unicos componentes bioquimicos estudados que sofreram variacdo sazonal
foram o colesterol e a glicose do plasma seminal e a concentracdo das proteinas
soluveis;

- a sazonalidade teve influéncia sobre o volume de sémen com gel, a
concentracdo e a motilidade espermaética;

- a variagdo sazonal da testosterona ndo teve influéncia sobre os parametros
bioquimicos do sémen;

- houve diferenca entre os dois tipos de métodos colorimétricos para
determinacao das proteinas soluveis do plasma seminal.

- foram encontradas proteinas distintas no plasma seminal dos garanhdes

Mangalarga Marchador, sendo que 10 foram comuns aos trés machos estudados.
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ANEXOS

Anexo |

Composicéo da solucao de formol salino tamponado formulado por Hancock, (1957)

Solucéo estoque de NaCl:

NacCl 9,019

Agua destilada 500mL

Solugéo estoque tampéao:

Solucédo 1
NapHP O, 21,689
Agua destilada q.s.p. 500mL
Solucéo 2
KH.PO, 11,13g
Agua destilada g.s.p. 500mL
Solucéo Final
Solucédo 1 200mL
Solugéo 2 80mL
Solugéo de formol-salina:
Solucéo estoque de Na( 50mL
Solugao estoque tampéo 100mL
Formaldeido 40% 62,5mL
Agua destilada 500mL
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Anexo |l

Descricdo das solucdes estoque e de trabalho empregadas na técnica da fluorescéncia

para avaliacdo da integridade da membrana plasméatica de espermatozoides

Solugdes Constituintes Quantidades
|. Solucdo estoque de FDA FDA 9,2 mg
DMSO™ 20 ml
Il . Solucdo estoque de’lP  IP 10 mg
Solucéo Fisioldgica 20 ml
[l . Solugcdo estoque c Formalina a 40% Diluicdo 1 : 80
formaldeido

Solucéo Fisioldgica

IV. Solucdo estoque c Citrato de sodio 39
citrato de sédio a 3%

Solucdo Fisiolégica 100 ml
Solucéo de trabalho Solucéad 20 pl
Solucaadl 10l
Solugaadll 10 pl
SolucaaV 960 pl
Amostras para avaliacdo Sémen 10l
Solugéo de Trabalho 40 ul

*FDA = diacetato de 6-carboxifluoresceina **IP = iodeto de propfdi®@MSO = dimetilsulfoxido
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Anexo 1

Solucéo trabalho para o reagente do teste do acido bicinconinico (Lowry modificado)

volume composicdo
Reagente A 49 mL Carbonato de sodio,
Bicarbonato de sdédio,
acido

bicincbninico e tartrato d
s6dio em 0.1M de
Hidroxido de Saédio.

Reagente B 1mL Sulfato de Cobre 4%.
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Anexo IV

Solucédo de Reidratacao:

Uréia (PM = 60,06)

Tiouréia (PM = 76,12)
CHAPS

IPG buffer

Azul de bromofenol 1 % (p/v)

H,0 milli-Q

Conc. final Quantidade
M 10,59
2M 3,89
2% 0,5¢

0,5 ou 2% (v/v) 125 ou 500 pL
0,002 % 400 pL

----- ~ 200 mL
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Anexo V

Solucéo de Equilibrio

Uréia (PM = 60,06)

Tris-HCI 1,5 M pH 8,8
Glicerol (87 %) viv

SDS

Azulbde bromofenol 1 % (p/v)

H,0 milli-Q

Conc. final
6M

75 mM
29,3 %
2%
0,002 %

Quantidade
72,19

10,0 mL
69 mL
4,09
400 pL

Para 200 mL
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Anexo VI

Gel de poliacrilamida a 12,5% para eletroforese bidimensional

Gel 2D (1,0 mm) 12,5%
Acrilamida-bisacrilamida (30:0,8 41,67 ml
Tampao Tris-HCl pH 8,8 25 ml
SDS 10 % 1,0 ml
H,O deionizada 31,81 ml
* Persulfato de Amoénia 10 % 500 pL
* TEMED 31,36 pL

* Adicionar por Ultimo, pois sdo os catalisadores da reacao.
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