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Resumo

As proteinas do plasma seminal participam da regulagdo de diversos processos
associados a fisiologia reprodutiva. Neste sentido, o presente estudo tem por objetivo
avaliar as variacOes do perfil protéico e determinar se ocorrem mudangas na atividade das
enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) no plasma seminal
de caprinos Saanen criados em clima tropical, em diferentes periodos do ano. Amostras de
sémen de oito caprinos Saanen foram coletadas ao longo de 12 meses e o plasma seminal
foi obtido através de centrifugacéo e submetido a eletroforese bidimensional. Os géis foram
corados com Coomassie coloidal, digitalizados e analisados por meio do aplicativo PDQuest.
A atividade antioxidante da CAT e da SOD também foi determinada no plasma seminal.
Avaliou-se as variagcbes ao longo do ano no perfil protéico e atividade enzimética
antioxidante através de delineamento em blocos casualizados. Diferencas significativas
foram observadas com relagdo as intensidades de 34 “spots” dos mapas protéicos entre o0s
periodos do ano. Dentre desses “spots”, verificou-se maior nimero de “spots” que
diferiram entre os periodos seco e chuvoso, num total de 19 “spots”. A expressdo de
“spots” protéicos com valores de kDa e pl equivalente ao das proteinas “heat-shock
protein” 70 kDa, glutamato carboxipeptidase e arilsulfatase A foi maior no periodo seco
em comparacgdo ao chuvoso, enquanto que a clusterina apresentou maior intensidade no
periodo chuvoso. A atividade enziméatica da SOD foi maior no plasma seminal (p < 0,05)
no periodo de transi¢cdo chuvoso-seco em comparagédo com o periodo chuvoso. Verificou-
se também menor atividade da CAT no periodo chuvoso quando comparado ao periodo
seco. Considerando o conjunto de resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que as
caracteristicas seminais, perfil protéico e atividade de enzimas antioxidantes do plasma

seminal de caprinos Saanen criados em clima tropical variam ao longo do ano, sendo
15



registrada a maior intensidade das proteinas do plasma seminal e atividade da catalase no
periodo de maior temperatura ambiente (transi¢cdo seco-chuvoso e seco), coincidente com

reducdes na qualidade seminal.
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ABSTRACT

Seminal plasma proteins are involved in the regulation of different mechanisms
associated with reproductive physiology. Thus, the present study was designed to
investigate the protein profile and determine variations on catalase (CAT) and superoxide
dismutase (SOD) antioxidant activity on seminal plasma from Saanen goats raised under
tropical conditions, in different periods of the year. Semen from eight goats was collected
along 12 months (during dry and wet seasons and transition periods), seminal plasma was
obtained through by centrifugation and submitted to 2-D electrophoresis, as well as
analyses of catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) antioxidant activity. Gels
were stained with colloidal Coomassie blue, scanned and analyzed using tools of the
PDQuest software. Data were analyzed using randomized block designs to evaluate
possible variations in the protein profile and antioxidant activity. Intensity of 34 spots of
protein maps was significantly different among periods of the year. From these 34 spots,
19 spots were different between the dry and rainy periods. The expression of protein spots
with values of kDa and pl similar to heat-shock protein (70 kDa), glutamate
carboxypeptidase and arylsulfatase A proteins was higher during the dry period in
comparison to rainy season, while the clusterin showed more intensity in the rainy period.
The SOD antioxidant activity was higher in the seminal plasma (p<0.05) during the
rainy/dry transition in comparison to rainy period. Also, CAT activity was lower in the
rainy when compared to dry period. Considering the results obtained in the present study,
we conclude that protein profile and antioxidant activity in the seminal plasma from
Saanen goat breed raised under tropical conditions varies throughout the year, given that

we observed more intensity of seminal plasma proteins and CAT activity in the period with
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higher environmental temperatures (dry/rainy transition and dry), coincident with decrease

in the semen quality.
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1- INTRODUCAO
Na regido do Nordeste do Brasil, o clima é caracterizado por apresentar substanciais
variagOes temporais e espaciais da precipitacdo pluviométrica, e elevadas temperaturas ao
longo do ano (AZEVEDO et al., 1998). Nesta regido, trabalhos tém atribuido alteragdes no
desempenho reprodutivo de caprinos as mudangas climéticas, uma vez que, nos tropicos, o
fotoperiodo ndo é fator limitante para a reproducdo (LEBOEUF et al., 2000; NUNES,

1988).

A exposicdo a elevadas temperaturas altera o mecanismo de termorregulacdo
testicular devido ao aumento da temperatura na superficie do escroto (KASTELIC et al.,
1999), causando danos nas células germinativas, resultando em falhas na espermatogénese
devido a degeneracdo do epitélio germinativo gonadal (SETCHELL et al., 1971;
KASTELIC et al. 1997) e redugdes nos parametros quantitativos e qualitativos do sémen
(MOREIRA et al., 2001). Além disso, em condicéo de estresse térmico escrotal promove
também um quadro de hipdxia testicular e estresse oxidativo, resultante de uma reducdo na
tenséo de oxigénio abaixo da requerida para a fungéo normal celular nesse tecido (PAUL et
al., 2009). Isso pode ser dar em resposta ao fluxo sanguineo inadequado no tecido ou
reducdo na capacidade de transporte de oxigénio (HOCKEL & VAUPEL, 2001). Sob
condicbes de estresse térmico, o estresse oxidativo pode desempenhar um papel
fundamental na inducéo de apoptose das celulas germinativas testiculares (IKEDA et al.,

1999).

Dentre os fatores que podem influenciar a fertilidade, o plasma seminal dos
mamiferos € uma complexa secre¢do, composta pelos fluidos das glandulas sexuais
acessorias, epididimos e testiculos, que serve como veiculo durante a ejaculacdo e

sobrevivéncia dos espermatozdides no trato genital feminino (MOURA et al., 2007).
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Além disso, o plasma seminal contém uma variedade de constituintes moleculares, alguns
dos quais sdo relativamente especificos para o mecanismo de regulacdo da funcdo do
espermatozoide (STREZEZEK et al., 1992). As proteinas seminais participam de diversos
processos associados a fertilidade do macho, que incluem motilidade (ELZANATY et al.,
2002), integridade do DNA (CHEN et al., 2002), protecdo das células contra choque
térmico, reacbes oxidativas e imunolégicas (MUINO-BLANCO et al., 2008), capacitacio
espermatica e reagdo acrossomica (MANJUNATH & THERIEN, 2002), e interagio com o
oviduto e fecundacdo do odcito (RIFFO & PARRAGA, 1997; YUAN et al., 2003;

GWATHMEY et al., 2003).

Portanto, dados estes atributos das proteinas seminais, coloca-se a hipotese de que as
variacbes na qualidade espermatica de bodes Saanen observadas no Nordeste do Brasil
podem estar relacionadas, em parte, com a expressdo de proteinas e atividade enzimética
antioxidante no plasma seminal. Para testar essa hipoOtese, o presente estudo tem por
objetivo avaliar o perfil protéico e atividade enzimética antioxidante da catalase e da
superdxido dismutase no plasma seminal de caprinos Saanen criados em clima tropical,

durante épocas distintas do ano.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1. Raca Saanen

A caprinocultura leiteira vem ganhando impulsos e incentivos nos Gltimos anos pelo
potencial que representa, podendo ser considerada um instrumento eficaz de promogéo de
desenvolvimento da zona semi-arida no Nordeste brasileiro (QUEIROGA et al., 2006). No
entanto, o leite de cabra e seus derivados ainda s pouco consumidos no Brasil,
principalmente pela falta de esclarecimento sobre a qualidade dos produtos e reduzido
mercado (NOGUEIRA FILHO et al., 2010).

A regido Nordeste do Brasil possui quase a totalidade do plantel de caprinos do pais
(92,6%). Entretanto, responde por menos de 45% da producdo nacional de leite
(NOGUEIRA FILHO et al., 2010). Dentre os fatores que contribuem para a baixa
eficiéncia produtiva e reprodutiva observadas nos caprinos no Nordeste, destacam-se 0s
baixos investimentos e niveis tecnoldgicos utilizados, em termos de alimentagéo, infra-
estrutura, manejo sanitario e reprodutivo. No sistema de producédo de leite, a raca Saanen
destaca-se como uma das ragas mais utilizadas para producéo e melhoramento genético do
rebanho de caprinos leiteiros. A cabra Saanen é originaria da Suica, do Vale de Saanen, sul
do Cantdo de Berna e Appenzell, regido de clima temperado onde as temperaturas medias
anuais ndo ultrapassam 9,5°C. Os animais Saanen apresentam pelame branco, bem
assentado, espesso, comprido e pouco denso (AIURA et al., 2010). Este grupo genético
vem sendo amplamente explorado nos paises europeus e Estados Unidos, entre outros, em
virtude da elevada producdo leiteira e persisténcia da lactacdo, caracteristicas que
contribuem para uma maior abrangéncia desta raca (EMBRAPA, 2011). No entanto, em

condigdes de clima tropical, a raca Saanen ndo possui desempenho similar aos verificado
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nos paises de clima temperado e esta diferenca deve-se principalmente as condi¢Bes

climéticas marcantes entre o ambiente temperado e tropical (OLIVEIRA, 2007).

2.2. Estacionalidade reprodutiva

Em regides de clima temperado (latitudes superiores a 35°), a estacionalidade
reprodutiva em pequenos ruminantes € condicionada pelo fotoperiodo, ou seja, pelo
niamero diario de horas de luz (CHEMINEAU et al., 1991). A auséncia da atividade
reprodutiva em determinadas épocas do ano é o resultado de uma alteracdo da secrecdo de
GnRH induzida por diversos sistemas neuronais inibitorios no hipotdlamo, via alteragdes
no padrdo de secrecdo de melatonina pela glandula pineal durante a fase escura do ciclos
claro e escuro (NAGY et al.,, 2000). Do ponto de vista reprodutivo, 0s caprinos sdo
denominados como espécies de dias curtos, por apresentarem maior eficiéncia reprodutiva em
razdo da diminuicdo da duragdo do dia.

Entretanto, em regides de Nordeste brasileiro, e em clima tropical (latitudes
inferiores a 25°), os caprinos se reproduzem ao longo do ano, sendo considerados como
poliéstricos continuos, uma vez que o fotoperiodo néo sofre grandes variacBes durante o
ano (NUNES, 1988). Contudo, estudos demonstraram decréscimo nos parametros seminais
de caprinos em determinados periodos do ano, e estas variacGes estacionais foram
atribuidas as mudancas nas condicfes climéticas, as quais resultam em alteragBes na
disponibilidade e qualidade do alimento (NUNES, 1988; VIEIRA et al., 2008), e condigdes
de desconforto térmico (SILVA et al., 2001).

Estudos conduzidos em diversas regides do Nordeste brasileiro constataram que nos
periodos mais quentes do ano (periodo seco) ocorreu decréscimo na qualidade seminal dos

caprinos, tais como volume do ejaculado (SILVA & NUNES, 1998; SOUZA et al., 2009;
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VIEIRA et al., 2008), turbilhonamento (VIEIRA et al., 2008; AGUIAR, 2008)
concentragdo espermatica (SILVA et al., 2001; SILVA et al., 2005), percentagem de
espermatozoides vivos (SILVA & NUNES, 1998; VIEIRA et al., 2008), vigor (VIEIRA et
al., 2008) e morfologia (SILVA & NUNES, 1998; AGUIAR, 2008). Além disso, estudos
demonstraram também que os caprinos da raca Boer nascidos na estagcdo chuvosa
atingiram a puberdade mais precocemente em comparagdo aos nascidos no periodo seco
(BEZERRA et al., 2009). Outros resultados também demonstram a ocorréncia de reducdes
nos parametros reprodutivos de machos caprinos, tais como a circunferéncia escrotal
(FREITAS & NUNES, 1992) e peso testicular (CAMPOS et al., 2003), entre o periodo

chuvoso e seco, com maiores valores no periodo seco.

Diversos autores tém atribuido a mudanca nos parametros reprodutivos de machos
caprinos de diferentes grupos genéticos ao longo do ano ao efeito nutricional onde, no
periodo seco predomina a baixa disponibilidade de forragens de boa qualidade (SILVA &
NUNES, 1998; CAMPOS et al.; 2003; VIEIRA et al., 2008). Contudo, quando a
alimentacgdo foi uniforme ao longo do ano, os resultados demonstraram que ainda ocorrem
redugBes nos pardmetros reprodutivos no periodo de maior temperatura ambiente (SILVA
et al., 2005; AGUIAR, 2008), indicando, portanto, que aspectos fundamentais da fisiologia
reprodutiva dos animais sdo influenciados por condicfes de estresse térmico naquela
regido do Brasil. Neste contexto, em animais criados extensivamente, efeitos da
estacionalidade podem ser confundidos com o estresse nutricional, que aliado ao estresse

térmico determina efeitos drésticos sobre a reproducéo (FATET etal., 2011).

Portanto, como consequéncia das alterages na qualidade seminal dos reprodutores, a

fertilidade pode estar comprometida neste periodo. Além disso, a magnitude do efeito das
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condicBes climaticas dos diferentes periodos do ano sobre os pardmetros seminais dos
caprinos sob condigcfes de clima tropical pode sofrer influéncia da raga, conformagéo
escrotal e do manejo alimentar (SILVA & NUNES, 1998; VIEIRA et al., 2008). Vieira et
al. (2008), avaliando a influéncia da conformacao escrotal sobre as caracteristicas seminais
de caprinos Sem Padrdo Racial Definido criados no Estado do Piaui nas épocas chuvosa e
seca, constataram que 0s animais com maior grau de biparticdo escrotal (escroto com
divisdo maior que 50% do comprimento testicular) apresentaram qualidade espermética
superior no periodo seco em comparacdo aos demais grupos analisados (auséncia de
biparticdo e escroto com divisdo menor que 50%). Os autores associaram estas diferencas,
possivelmente, a uma maior ventilagéo testicular, principalmente no periodo seco, quando
se requer maior esfor¢o dos animais para minimizar o estresse causado por temperaturas

elevadas.

Nesse sentido, pesquisas vém sendo desenvolvidas com o intuito de melhorar a
compreensdo dos mecanismos que afetam a qualidade seminal em decorréncia das
alteragdes estacionais, fato que limita a utilizagdo de biotecnologias da reprodugéo, tais
como inseminagdo artificial e congelamento de sémen, além de reduzir a eficiéncia

reprodutiva e produtiva do rebanho.

2.3. Homeotermia e termorregulacgéo

A evolugdo dos animais homeotérmicos permitiu o controle da temperatura corporal
em ambientes frios, independentemente do ambiente térmico externo, mas exigiu o
desenvolvimento de estratégicas de perda de calor em ambientes quentes
(ROBERTSHAW, 2006). Para manutengdo da homeotermia, a integragdo dos elementos

envolvidos na sua regulacéo torna-se essencial, tais como, 0s sensores térmicos (receptores
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cutdneos térmicos e unidades termossensiveis no sistema nervoso central - SNC) que
mediam a percepcdo da temperatura, o centro integrador e de comando (hipotdlamo) e os
sistemas eferentes (SILANIKOVE, 2000; TSIGOS & CHROUSQS, 2002).

Muitas condigOes sdo capazes de causar variagdes normais na temperatura corporal
profunda de animais homeotérmicos, tais como a idade, 0 sexo, as esta¢des do ano, hora e
temperatura do dia, exercicio, alimentacdo, digestdo e ingestdo de agua (DUKES &
SWENSON, 1996). Nesse sentido, os animais homeotérmicos, quando expostos a
temperatura ambiente acima da zona de termoneutralidade ou zona de conforto térmico,
acionam os mecanismos termorregulatérios na tentativa de compensar o ganho de calor por
um equivalente de perda e manter sua temperatura corporal (FUQUAY, 1981).

O conceito de zona de termoneutralidade é um meio conveniente para descrever a
interrelacdo entre o animal e seu ambiente (SILANIKOVE, 2000). A zona de
termoneutralidade corresponde aos limites de temperatura em que o animal ndo necessita
mobilizar os recursos termorreguladores para se ajustar as condi¢cdes ambientais, uma vez
que o custo fisioldgico é minimo e o balango térmico é nulo (PEREIRA, 2005), sendo
especifico para cada espécie, raca ou categoria de animais (NARDONE et al., 2006). De
modo geral, a carga térmica presente no organismo de animais vertebrados, principalmente
nos homeotérmicos, é oriunda dos processos de termogénese que incluem os processos
metabdlicos basal, o comportamento do individuo, “status” fisiolégico e produtivo,
acrescido da absorcéo da radiagdo de ondas curtas e longas provenientes do meio ambiente,
bem como a energia que fica estocada (SILVA, 2000a). No que se refere o fluxo de calor
dissipado para o ambiente (termolise), este ocorre através de dois mecanismos
termorregulatérios, tais como o sensivel (radiagdo, conducéo e convecgdo) e o insensivel

(mecanismos evaporativos).
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A radiacéo € o processo de transferéncia de energia de um corpo a outro, através de
ondas eletromagnéticas. J& a conducdo € a transferéncia de calor através da energia cinética
das moléculas, ou seja, é a passagem de calor desde o nicleo central do organismo até a
periferia do animal pelo contato entre as particulas dos tecidos, sendo necessario um
contato direto entre as moléculas dos corpos envolvidos, enquanto que a convecgdo ocorre
quando uma corrente de fluido liquido ou gasoso, absorve energia térmica em um dado
local e que entdo se desloca para outro local, onde se mistura com o fluido e para elas
transfere a energia térmica (FERREIRA, 2005; SILVA, 2000b).

A magnitude da perda de calor sensivel via condugdo e conveccdo depende da éarea
superficial por unidade de peso corporal, da conduténcia de calor do nicleo do corpo para
a pele e da pele para o ar circundante, e principalmente da existéncia de gradiente de
temperatura entre o animal e o ar (HANSEN, 2004; FERREIRA, 2005 - Figura 1).
Portanto, em ambiente de clima tropical, onde a temperatura do ar tende a ser proxima ou
superior a temperatura corporal dos ruminantes, a eficiéncia de dissipacdo de calor para o
ambiente é reduzida, podendo até ocorrer ganho de calor, pois depende do gradiente
térmico (SILVA, 2000a). Para temperaturas elevadas, Hofmeyer et al. (1969) citados por
Starling et al. (2002), verificaram que o calor dissipado através dos mecanismos
evaporativos é mais eficaz, uma vez que nestas condi¢des ambientais, a evaporagéo
respiratoria era responsavel por cerca de 70% da evaporacdo total, sendo assim, 30%
ocorria por evaporacgdo cutanea. Desta forma, a perda de calor por evaporacdo da agua é
uma importante estratégica fisiolégica, disponivel pelo animal no controle da manutengéo
da temperatura corporal, em detrimento das cargas térmicas variaveis, seja pelo trato

respiratorio ou pela ativacdo das glandulas sudoriparas (CENA & MONTEITH, 1975).
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Nas regiGes temperadas, a temperatura do ar é quase sempre bem mais baixa que a
corporal e a temperatura média radiante raramente ultrapassa a temperatura do ar, além do
fato da radiacdo solar de ondas curtas ser muito menor que aquela em latitudes mais baixas

(SILVA, 2000a).

R ""'»‘=«r.:,;,:_n“ S_.{;”M’r(»ﬁg;
___ Convecgiio

e [Radiagao

- Conducdo

Latente:

% de ocorréncia

.
L
sEMnuRepBeENmEAREREEERD

10°C.  15°C  20°C 23°C  30°C 35°C  40°C

Fonte: FERREIRA (2005).
Figura 1. Eficiéncia dos processos de dissipagéo de calor

Em reprodutores com os testiculos localizados fora da cavidade abdominal,
mecanismos termorregulatérios sdo acionados quando ocorre elevagcdo na temperatura
ambiente, na tentativa de manter a temperatura intratesticular entre 2 e 6°C abaixo da
temperatura corporal profunda, para que haja o funcionamento normal da espermatogénese
e da esteroidogénese (KASTELIC et al., 1996). Diversos mecanismos termorregulatorios
locais contribuem para a termorregulacdo escroto-testicular, que incluem o musculo
cremaster externo, tinica muscular de dartos, cone vascular (plexo pampiniforme e artéria
testicular) e glandulas sudoriparas (HAFEZ, 2004).

O calor produzido no testiculo é perdido para o ambiente através da pele escrotal por

meio dos mecanismos evaporativos, principalmente via glandulas sudoriparas (HAFEZ,
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2004), Além disso, os testiculos sdo resfriados principalmente por troca contracorrente
(sangue arterial “quente” entra em direcdo ao testiculo e o sangue “frio” é drenado dos
testiculos para cavidade abdominal) de calor entre o sangue venoso e arterial do corddo
espermético (WAITES & MOULE, 1961; HANSEN, 2009), ou seja, a medida que a artéria
testicular penetra no parénquima testicular ocorre perda de temperatura por diminuigdo da
pressdo sanguinea e por convecgdo, devido a diferenga de temperatura entre os fluidos
sanguineos (KASTELIC et al., 1997). Isso ocorre porque as veias testiculares circundam as
ramificacOes arteriais, as quais irdo auxiliar na queda da temperatura (FERNANDES &
SOUZA, 2009).

O grau de arrefecimento esta sob controle de dois musculos: a tGnica dartos no
escroto, que regula a area superficial escrotal, e o musculo cremaster, que permite a
movimentagdo dos testiculos em relacdo ao corpo (HANSEN, 2009). Em ruminantes, o
musculo creméster esta envolvido no movimento do escroto de acordo com a temperatura

ambiente.

2.4. Estresse térmico e seu efeito sobre a reproducéo de machos

Existem diversas defini¢des na literatura sobre o termo estresse. Em geral, estresse €
definido como a soma de respostas fisicas e mentais causadas por determinados estimulos
externos (estressores) e que permitem ao individuo superar determinadas exigéncias do
meio-ambiente e o desgaste fisico e mental causado por esse processo. (DOBSON &
SMITH, 2000) quando o mesmo percebe uma ameaca a sua homeostase (MOBERG,
2000). Portanto, o estresse térmico € definido como o ambiente térmico que atua
desencadeando o aumento na temperatura corporal profunda acima da temperatura de

termoneutralidade (HANSEN, 2009). Desta forma, o estresse térmico é resultado de um
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balanco negativo entre a quantidade de carga térmica produzida dentro do corpo do animal,
proveniente do metabolismo e do ganho de calor através da radiacdo de ondas curtas
(SILVA, 2000a) e da quantidade liquida de energia dissipada do animal para o seu
ambiente (AENGWANICH et al., 2010), através dos mecanismos termorregulatorios.

Sob condigéo de estresse térmico, diversas alteragdes comportamentais e fisiolégicas
podem ser verificadas nos animais homeotérmicos, tais como, diminuicdo na ingestdo de
alimentos, aumento no consumo de agua, distirbios nos metabolismos de proteinas, de
energia, da agua e no balanco mineral, mudancas na secrecdo hormonal e metabélitos
sanguineos, bem como reducédo na capacidade de produgdo e reprodugéo (FUQUAY, 1981;
MARAI et al., 2007). Inimeros estudos demonstraram que, sob condigdo de estresse
térmico existem alteragcbes em pardmetros fisioldgicos, tais como frequéncia respiratoria e
cardiaca, temperatura retal e superficial da pele e taxa de sudac&o, na tentativa de manter a
temperatura corporal profunda constante (SRIKANDAKUMAR et al., 2003; MARAI et
al., 2007; PEREIRA et al., 2008).

Contudo, o impacto da carga térmica sobre o desempenho produtivo, reprodutivo e
bem-estar animal depende da combinagdo de elementos climaticos (temperatura, umidade
do ar e radiacdo solar), caracteristicas do animal (genética, cor e presenca de pigmentacdo
do pelame, tamanho, “status” fisiologico) e mecanismos termorreguladores (condugéo,
conveccdo, radiacdo e evaporacdo). Além disso, o efeito do estresse térmico é agravado
quando o ambiente apresenta uma elevada temperatura associada & alta umidade do ar, uma
vez que a perda de calor insensivel (dissipacdo evaporativa) é regulada pela umidade,
tornando-se 0 mecanismo comprometido sob tais condigdes (PEREIRA, 2005;

SURIYASOMBOON et al., 2006).
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No tocante aos mecanismos regulatorios da percep¢do do aumento da temperatura,
sabe-se que o sistema nervoso central é sensivel a mudangas na temperatura ambiente,
constituindo-se em uma estrutura importante na regulacdo dos ritmos circadianos e
estacional de muitas fungdes fisiologicas, particularmente a fungéo reprodutiva e produtiva
(MARAI et al., 2007). Segundo Hansen (2009) e Setchell (2006), o estresse térmico pode
levar a alteracBes nos processos reprodutivos através do efeito sistémico e do efeito direto
no testiculo. No que refere ao efeito sistémico, mudangcas homeocinéticas para regular a
temperatura corporal podem comprometer a funcdo reprodutiva, como por exemplo, a
redistribuicdo do fluxo sanguineo do nicleo do corpo para a periferia, na tentativa de
aumentar a perda de calor sensivel, e a reducéo do consumo de alimento durante o estresse
térmico, a fim de reduzir a producdo de calor metabélico, consequentemente levando a
mudancas no equilibrio de energia e disponibilidade de nutrientes que podem ter grandes
efeitos sobre a ciclicidade, gestacdo, desenvolvimento fetal e espermatogénse.

A exposicdo a elevadas temperaturas altera o mecanismo de termorregulacdo
testicular, em consequéncia do aumento da temperatura da superficie do escroto
(KASTELIC et al., 1999), causando danos nas celulas germinativas, o qual resulta em
falhas na espermatogénese, degeneragdo do epitélio germinativo gonadal (SETCHELL et
al., 1971; KASTELIC et al., 1997) e reducdes na qualidade espermética (MOREIRA et al.,
2001). Além disso, a condigdo de estresse térmico promove também um quadro de hipdxia
testicular, uma vez que a hipdxia ocorre quando a tensdo de oxigénio é reduzida abaixo da
requerida para a funcdo normal celular em um tecido especifico. Esse efeito é
possivelmente uma resposta ao fluxo sanguineo inadequado no tecido ou reducdo na

capacidade de transporte de oxigénio (HOCKEL & VAUPEL, 2001).
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Neste contexto de resposta hormonal em conseqiiéncia do estresse térmico, o
hipotdlamo estimula a liberagdo do fator liberador da corticotropina que age sobre a
hipofise anterior para liberar hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH). O ACTH estimula o
cortex adrenal a produzir glicocorticoides, principalmente cortisol (SILANIKOVE, 2000).
A secrecdo de cortisol estimula ajustes fisioldgicos, incluindo de uma acéo hiperglicémica,
que permitem a um animal maior tolerancia ao estresse causado por um ambiente quente
(CHRISTISON & JOHNSON, 1972). Além disso, na fase aguda do estresse térmico ocorre
reducdo na concentragdo dos hormdnios tireoidianos livres (triiodotironina-T3 e tiroxina -
T4) na tentativa de redugdo da producdo de calor metabdlico (YOUSELF et al., 1967,
SALEM et al., 1991). No que se refere ao perfil de testosterona em animais em condigdes
de estresse térmico, os relatos na literatura sdo controversos, com estudos que referem
efeitos negativos da elevada temperatura sobre a secregdo de testosterona (GOMES et al.,
1971; SIDIBE et al., 1992), enquanto outros estudos demonstraram que o nivel plasmatico
de testosterona pode estar aumentado apenas na fase inicial do estresse agudo (RIVIER &
RIVEST, 1991; WINGFIELD & SAPOLSKY, 2003). Segundo Rasooli et al. (2010), as
diferencas verificadas na literatura sobre alteracfes no perfil de testosterona apds a
exposicdo ao calor podem estar relacionadas ao tipo de exposi¢do ao calor podendo ser

cronica ou aguda.

2.5. Proteinas do plasma seminal e sua rela¢do com a fungéo espermatica

O plasma seminal (PS) dos ruminantes € uma complexa secrecdo composta pelos
fluidos dos distintos componentes do trato reprodutor masculino, como testiculos e
epididimos, bem como, as glandulas sexuais acessorias (ampolas, glandulas vesiculares,

prostata e bulbo-uretrais) (EVANS & MAXWELL, 1990; MOURA et al., 2007). Este fluido
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funciona como um meio nutritivo e tamponante para os espermatozoides (MANN, 1946;
MAXWELL & JOHNSON, 1999). Além disso, o PS contém uma variedade de
constituintes moleculares que incluem aminoécidos livres, agucares, acido citrico,
minerais, prostaglandinas, nucleotideos e proteinas (SHIVAJI et al., 1990) alguns dos
quais sdo relativamente especificos dentro do mecanismo de regulacdo da fungédo

espermética (STREZEZEK et al., 1992).

As proteinas do plasma seminal sdo provenientes majoritariamente do epididimo e
das glandulas sexuais acessorias, as quais interagem com componentes da membrana
espermética e participam de diversos mecanismos regulatérios associados a funcédo
espermatica e outros aspectos da fertilidade do macho (OLLERO et al., 1997; MOURA et
al., 2007). Tais mecanismos incluem protecdo das células esperméticas, motilidade,
capacitacdo espermaética, reacdo acrossdmica, interacdo entre gametas, fecundagdo e
desenvolvimento embrionario (MOURA et al., 2010a), além de prevenir e reverter danos
na membrana espermatica induzidas pelo choque térmico (BARRIOS et al., 2000; PEREZ-

PE et al., 2001).

A composicdo protéica do PS dos ruminantes varia entre espécies e estagdes do ano
(PEREZ-PE et al., 2001; CARDOZO et al., 2006; TEXEIRA et al., 2009). No que se refere
a mudangas das proteinas do PS de ovinos da raga Rasa Aragonesa nas diferentes épocas
do ano em clima temperado, CARDOZO et al. (2006) demonstraram que treze “spots”
protéicos apresentaram variagOes significativas, decrescendo no verdo (época ndo
reprodutiva) em comparacdo ao final do ano (época reprodutiva). Os mesmos autores

verificaram que a intensidade de 2 “spots” (15,9 kDa; pl 5,6 e 16,1 kDa; pl 6,5) foram
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superiores no periodo de maio a dezembro, apresentando correlagdo negativa com a

viabilidade espermatica e concentrag&o.
2.5.1. Proteinas envolvidas com a prote¢do espermatica

No que se refere as proteinas do PS que estdo associadas a protecdo das células
espermaticas, estas influenciam diretamente ou indiretamente 0os mecanismos envolvidos
na prevengdo contra os danos causados pelo estresse oxidativo e ataque imunoldgico aos
espermatozoides (MOURA et al., 2007). O estresse oxidativo ocorre quando ha um
desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio e sua eliminagdo através de
sistemas antioxidantes (DE LAMIRANDE et al., 1997). Estudos demonstraram que
diversas enzimas antioxidantes, tais como glutationa S-transferase, superdxido dismutase,
glutationa peroxidase e catalase séo secretadas em regides especificas no epididimo, com o
intuito de eliminar as ROS (FOUCHECOURT et al., 2000; DACHEUX et al., 2006). As
proteinas lactoferrina, albumina e aSFP (acidic seminal fluid protein) também participam

na protecdo dos espermatozoides contra os danos oxidativos (SCHONECK et al., 1996).

A lactoferrina se liga ao ferro ibnico (WAKABAYASHI et al., 1999), resultando em
reducdo indireta nos niveis de ROS, uma vez que este ion esta envolvido na geragdo de
ROS através da decomposi¢do de perdxidos em radicais peroxilas e alcoolxilas, os quais
desencadeiam a peroxidacgdo lipidica (BIEMOND et al, 1984; OCHSENDORF, 1999),
onde também participa como agente antimicrobiano e na regulacdo da expressdo génica
(FURMANSKI, 1995; NOZAKI et al.,, 2002; DACHEUX et al., 2005). A albumina
também esta envolvida na protecdo a peroxidacdo lipidica através a absorcdo de perdxido
de lipideos, além de contribuir com efeito protetor, tanto na membrana, quanto na

motilidade espermética (ALVAREZ & STOREY, 1995). Outra proteina com funcgdes
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protetoras aos espermatozdides é a aSFP, por meio da capacidade de preservar a
integridade de membrana, agindo como um redutor de peroxidac&o lipidica (SCHONECK
et al., 1996). A clusterina é uma glicoproteina com multiplas func@es. No tocante a fungédo
protetora, a clusterina pode agir como uma chaperona, associando e solubilizando
proteinas parcialmente desestruturadas, reduzindo a citotoxicidade da precipitacdo protéica

induzida por estresses celulares (HUMPHREYS et al., 1999).

As proteinas do plasma seminal sdo adsorvidas na superficie do espermatozoide de
carneiro, e esta adsorcdo é capaz de prevenir e a reverter as alteracdes das membranas
esperméticas que foram induzidas pelo choque térmico e melhorar a viabilidade e
fertilidade de espermatozdides apds a descongelagio (PEREZ-PE et al., 2001). Estudos
conduzidos por Barrios et al. (2005) demonstraram que duas proteinas do PS de
aproximadamente 14 kDa (P14) e 20 kDa (P20) foram as responsaveis por esse efeito

protetor.
2.5.2. Proteinas associadas com a motilidade espermatica

O plasma seminal possui diversos componentes capazes de afetar a motilidade
espermética (BAAS et al., 1983). Em bovinos e ovinos o sistema enzimatico conhecido
como Calicreina-Cininas estimula a motilidade esperméatica (BRATANOQV et al., 1978) por
meio da acéo das cininas, produto final da interacdo da enzima calicreina com cininogénio
presente no PS (FINK et al., 1990). Essa carboxipepetidase promove a formacgdo da
angiotensina 1, que se liga aos receptores presentes na peca intermediéria e principal dos
espermatozoides, intensificando assim a motilidade espermatica (VINSON et al., 1996). A
aSFP possui também efeito reversivel inibitério sobre a motilidade, quando em altas

concentracdes. Entretanto, quando em baixas concentragfes, possui efeito estimulante.

35



Assim, os espermatozdides armazenados na ampola apresentam demanda energética
reduzida aumentando sua viabilidade e, quando o sémen € diluido nas secre¢des do trato
reprodutor da fémea, ocorre o restabelecimento da cinética esperméatica (SCHONECK et

al., 1996).
2.5.3. Proteinas que participam da capacitacdo espermatica

A capacitacdo espermatica € um processo complexo, onde 0s espermatozdides
adquirem o potencial fertilizante ap6s o contato com os fluidos das glandulas sexuais
acessorias (MANJUNATH & THERIEN, 2002), envolvendo alteragdes bioquimicas e
estruturais da membrana, que incluem a perda de componentes adsorvidos, alteragbes em
sua composicdo lipidica e maior permeabilidade a ions (VISCONTI & KOPF, 1998).
Inicialmente, este processo consiste na desestabilizacdo da membrana plasméatica, em
consequéncia da remocdo de fosfolipidios e colesterol, resultando em reducédo na
proporcio colesterol:fosfolipidios (THERIEN et al., 1998; THERIEN et al., 1999), bem
como o aumento da permeabilidade e fluidez, desencadeando o influxo de calcio (CROSS,
1998). Inumeros trabalhos tém demonstrado que a familia das proteinas ligadoras de
fosfolipidios secretadas pelas glandulas vesiculares e ampolas seminais desencadeiam o
inicio da capacitacdo espermatica, através da interacdo com fosfolipidios contendo colina,
denominadas de BSPs (Binder of Sperm Proteins) (MANJUNATH & THERIEN, 2002;
MANJUNATH et al., 2009). Além disso, essas proteinas formam sitios de ligacdo a
heparina e HDL (lipoproteina de alta densidade) na membrana espermatica os quais, de
forma independente, completariam o processo de capacitacio espermatica (THERIEN et
al., 1995;: THERIEN et al., 1997). Posteriormente, ao atingirem o oviduto, essas proteinas

auxiliam na interacdo entre os espermatozoides e o epitélio do oviduto (GWATHMEY et
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al., 2003, 2006), bem como formam sitios de ligagdo para a heparina e HDL na membrana
espermatica (THERIEN et al., 1995, 1997), os quais, de forma independente, completariam

0 processo de capacitagdo espermatica.
2.5.4. Proteinas que participam da reacdo acrossdmica e interacdo entre gametas

Algumas enzimas do plasma seminal estdo envolvidas na reagdo acrossomica, dentre
elas destaca-se as fosfolipases A2 (PLA2), enzimas que variam de 14 a 20 kDa,
encontradas em fluidos corporais (DENNIS, 1994). No trato reprodutivo, a PLA2 regula a
maturacdo espermaética e a reagdo acrossomica, convertendo fosfolipidios em lisolipidios,
como a lisolecitina (UPRETI et al., 1999), levando a vesiculacdo (fusdo multipla da
membrana acrossomal externa com a membrana espermatica adjacente) e liberacdo de uma
variedade de enzimas hidroliticas e proteoliticas, principalmente a acrosina e a
hialuronidase, que potencializa penetragdo do espermatozdide na zona peldcida do odcito,
etapa esta caracterizada como reacdo acrossomica (MANJUNATH et al., 1989;

YANAGIMACHI, 1994).

A capacidade de ligacdo dos espermatozoides & zona pelicida e fertilizagdo
(AMANN & HAMMERSTEDT, 1993). Esta propriedade desenvolve-se como produto de
aquisicdo de novas proteinas do fluido epididimal (COOPER et al., 1986) ou modificacdo
de proteinas j& existentes (BAKER et al., 2005; DACHEUX et al., 2006), criando sitios de
ligacdo para estruturas oocitérias ou expondo sitios j& existentes (SULLIVAN et al., 2005).
Algumas proteinas do plasma seminal estdo envolvidas na interacdo entre gametas, dentre
elas destaca-se a osteopontina (OPN) que se liga a membrana espermética por meio das
integrinas presentes nessa estrutura, e esse complexo OPN-integrinas interage com

receptores na membrana oocitaria (D’CRUZ, 1996; REDDY et al., 2003;; SOUZA et al.,
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2008). Além disso, a OPN também se liga ao receptor CD44, que estd presente tanto na
membrana espermatica (BAINS et al., 2002) quanto na oocitaria (SCHOENFELDER &

EINSPANIER, 2003), estando envolvido na adeséo celular (CICHY & PURE, 2003).
2.6. Estresse oxidativo

Em condi¢Bes de normalidade do metabolismo celular aerdbico, o oxigénio
molecular (O,) sofre reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na
formacédo de H,O. Durante esse processo, sdo formados intermediarios reativos como: 0s
radicais superdxido (O), hidroperoxila (HO) e hidroxila (OH"), e o ndo radical peréxido
de hidrogénio (H,0,); (NORDBERG & ARNER, 2001). No entanto, quando o nivel de
ROS sobrecarrega o sistema de defesa antioxidante do corpo, ocorre 0 estresse oxidativo
(AGARWAL et al., 2005). Portanto, o estresse oxidativo é definido com um desequilibrio
entre sistemas de defesa antioxidante e a producdo de ROS (DE LAMIRANDE et al.,
1997), neste caso, a funcdo normal espermética pode estar comprometida (AITKEN, 1995;
BAUMBER et al., 2002). Entretanto, niveis basais de ROS, incluindo o anion radical
superdxido, o peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila, podem induzir mudangas
positivas na funcdo espermaética, incluindo hiperativacéo, capacitacdo e reagdo acrossomica
que sdo necessérios para o sucesso da fertilizagdo (GRIVEAU et al., 1994; DE

LAMIRANDE et al., 1998; O’FLAHERTY et al., 2005).

Devido & alta percentagem de 4&cidos graxos poliinsaturados na membrana
plasmética, o espermatozoide é susceptivel aos danos induzidos pelas ROS (AITKEN et
al., 1996). Além disso, os espermatozdides descartam grande parte do citoplasma nos
estigios finais da espermatogénese, e, em consequéncia, ocorre uma diminuicdo das

enzimas antioxidantes, aumentando assim, a susceptibilidade da célula espermaética ao
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ataque das ROS (GUERRA et al., 2004). As ROS desencadeiam reacfes quimicas
denominadas de peroxidacdo lipidica (AGARWAL et al., 2005). A peroxidacdo das
cadeias laterais desses &cidos graxos poliinsaturados pode causar reducéo na fluidez da
membrana espermética e, portanto, comprometer a habilidade fertilizante dos
espermatozoides (JONES & MANN, 1977; BECONI et al., 1991). Contudo, a peroxidacdo
lipidica moderada é necesséaria para maximizar o potencial fertilizante dos espermatozdides
pela hiperativacdo, motilidade, capacitagdo e sua ligacdo com a zona peldcida (GRIVEAU
et al.,, 1994, KODAMA et al., 1996). Além disso, devido a alta reatividade das ROS,
diversos danos sobre as célula espermaticas e moléculas séo relatados, tais como oxidagéo
de proteinas (SHARMA & AGARWAL, 1996), além de comprometer a motilidade

espermatica e espermatozoides morfologicamente normais (CHRISTOVA et al., 2004).

O espermatozoide e o plasma seminal possuem enzimas e antioxidantes de baixo
peso molecular que reduzem as ROS a niveis fisioldgicos, a fim de evitar danos a fungéo
espermética (ALKAN et al., 1997; GRIVEAU et al., 1997). As principais enzimas
antioxidantes presente no plasma seminal que estdo relacionadas a eliminagdo de ROS séo:
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa
redutase (GR). Estudo recente verificou que a atividade das principais enzimas
antioxidantes foi maior na estagcdo ndo reprodutiva, sendo que nesta estagdo os valores
apresentaram valores menores de viabilidade e motilidade espermatica (MARTI et al.,

2007).

A SOD e a CAT séo as principias enzimas antioxidantes presentes no plasma seminal
dos mamiferos, e protegem o espermatozdide contra os danos causados pelo ROS (ROSSI

et al., 2001). Essas enzimas participam da primeira linha de defesa contra o ROS, uma vez
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que a SOD catalisa a dismutacdo do anion superdxido (O2") a H,0, e oxigénio, enquanto a
CAT catalisa a degradagio do H,O; a oxigénio e gua (NORDBERG & ARNER, 2001).
As SODs (SOD; EC 1.15.1.1) sdo metaloenzimas ubiquas de 16 kDa (LIU et al., 2002).
Em mamiferos, trés isoformas da SOD, no citoplasma (Cu/Zn-SOD) e na mitocondria
(Mn-SOD), tém sido descridas com base na sua localizagéo celular, composi¢do metal no
sitio de agdo e sensibilidade a inibidores (PEEKER et al., 1997; MRUK et al., 2002). No
entanto, dois subtipos de SOD contendo zinco e cobre (CuZn-SOD) tem sido distinguidas:
CuwZn-SOD dimera citosolica e CuZn-SOD secretada extracelularmente que estd presente
no plasma seminal (MATES, 2000). A catalase, outra enzima antioxidante, apresenta um
Unico transcrito de mRNA no testiculo, epididimo, vaso deferente e prostata (ZINI &
SCHLEGEL, 1996). Essa enzima de 240 kDa, tem sido identificada em muito tecidos de
mamiferos e geralmente sdo localizadas em organelas subcelulares chamadas de
peroxissomos (DE DUVE & BAUDHUIN, 1996) e fluidos extracelulares, como o plasma

seminal (MARTI et al., 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Estratégia experimental

Amostras de sémen foram coletadas de oito bodes da raga Saanen sexualmente
maduros, puros por cruza, com peso médio de 67,1 + 14,2 kg e idade média de 3,4 + 1,9
anos, a intervalos semanais, durante o ano de 2008, utilizando vagina artificial. Os
reprodutores foram criados sob condigdes de confinamento e alimentados uniformemente
ao longo do periodo experimental, segundo NRC (1981) para caprinos, 0 que permitiu
apresentarem adequada condicéo corporal e fertilidade comprovada por monta natural. A
racdo experimental continha 22% de proteina bruta no concentrado, acrescido de 3% de
bicarbonato de sodio e volumoso composto de forragem verde de capim elefante
(Penisetum purpureum Schum) e 30% de leucena (Leucaena leucocephala). O experimento
foi conduzido a latitude de 3°53°49,9°” Sul, longitude de 38°34°32,5” Oeste e altitude de 69
m acima do nivel do mar. O clima foi caracterizado como seco e mido de acordo com

Koeppen.

Para determinacdo do periodo do ano, tomou-se como base os dados meteoroldgicos
medios de precipitagdo (mm/ano), umidade relativa do ar (%) e temperaturas mensais (°C)
do ano, aferidos por Salles (2010; Figura 2). Os meses do ano foram divididos em: época
de transicdo seca-chuvosa (TS/C) — dezembro e janeiro; época chuvosa — fevereiro, marco,
abril, maio; época de transicdo chuvosa-seca (TC/S) — junho, julho; e época seca — agosto,

setembro, outubro, novembro (Figura 2).
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Figura 2. Valores climatol6gicos médios de precipitagdo (mm/ano), umidade relativa do ar

(%) e temperaturas do ar (°C) ao longo do ano experimental.
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ApoGs a coleta, uma aliquota de 50 pL de sémen foi diluida (1:100) em solugéo
formol-salina para determinacdo da concentracdo espermatica (CONC) através da
contagem em camara de Neubauer (EVANS & MAXWELL, 1987). O sémen foi levado ao
banho-maria (37°C) e avaliado quanto & motilidade individual progressiva (MIP), segundo
Colas (1980), onde adotou-se uma pontuacdo de 0-5, onde zero correspondente a auséncia
de espermatozdides moveis e cinco @ maxima movimentacdo progressiva. A percentagem
de espermatozoides moveis (PEM) foi avaliada segundo método descrito anteriormente
(SOUZA et al., 2010). A percentagem de alteracdes morfologicas totais (AMT) no
ejaculado foi determinada ap6s esfregago corado com a azul de bromofenol (MEDEIROS
et al., 2006), de acordo com a classificacdo de Colas (1980) e constituiram o somatorio de

todas as alteragdes da morfologia encontradas nos espermatozdides.
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3.2. Eletroforese bidimensional do plasma seminal

Para obtencéo do plasma seminal, amostras de sémen foram centrifugadas a 500 x g /
15 min (4°C), e o sobrenadante, centrifugado novamente (10000 x g / 30 min/4°C),
aliquotado em microtubos e conservado a — 20°C para posterior anélise. O plasma obtido
de animais nos meses selecionados para eletroforese bidimensional (Janeiro - TS/C; marco
e abril - Chuvosa; junho - TC/S; setembro e outubro - Seco) foi descongelado a
temperatura ambiente e a concentracdo total de proteinas solGveis foi determinada por
meio de kit comercial, utilizando-se aloumina bovina como padrdo (Bio-Rad, Rockville),
de acordo com o método de Bradford. (1976). Para eletroforese, seguiu-se o protocolo ja
descrito anteriormente (SOUZA et al., 2010; REGO et al., 2011), com modifica¢cdes. Em
resumo, um volume contendo 400 pg de proteinas solUveis de cada amostra de plasma
seminal foi ressuspenso em tampao de reidratagdo (7 M Uréia; 2 M Tiouréia; 1% CHAPS;
1% IPG buffer 4-7; 65 mM DTT,; tracos de azul de bromofenol) em quantidade suficiente
para completar 250 pL, conforme recomendacdes do fabricante (GE Healtchcare, USA), e
e incubado com tiras de pH imobilizado (IPG de 13 cm, com faixa de pH linear de 4 a 7,
GE Healtchcare, USA), nas ranhuras da bandeja de hidratacdo (“Immobile DryStrip
Reswelling Tray”) por um periodo de 14 a 20 h, em temperatura ambiente. A focalizacéo
isoelétrica foi conduzida em equipamento ETTAN™ IPGphor Il (GE Lifesciences, USA)
de acordo com a seguinte programagéo: step 100 V (1:00 h), step 500V (2:00 h), grad 1000
V (1:00 h), step 5000V (2:00 h), grad 10000 V (0:30 h) e step 10000 V (40000 Vh). Apoés a
focalizacdo as tiras foram equilibradas por 15 min em solucéo de equilibrio (50 mM Tris-
HCI pH 8,8, 1,5 M; 87% glicerol; 6 M Uréia; 2% SDS; traco de azul de bromofenol) +
DTT 1%, sob leve agitagdo. Em seguida, foram incubadas na mesma solugdo de equilibrio,

contendo 2,5% IAA, ao invés de DTT, por mais 15 minutos, sob leve agitagdo. Apos a
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etapa de equilibrio, as tiras foram imediatamente submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida em presenga de SDS (15%), seguindo a seguinte programagéo: 20 mA (15

min) e 30 mA (4 h 30 min/ para cada gel).

Apos a separagdo com base na massa molecular aparente, os géis foram corados com
Coomassie coloidal (CANDIANO et al., 2004), com modificagdes (REGO et al., 2011).
Desta forma, os geis foram fixados em solucdo contendo &cido fosforico (2%) e alcool
etilico (30%) por um periodo de 12 a 20 h (“overnight”); seguido de lavagens em trés
tempos de 20 min em &cido fosforico (2%), e em seguida colocados em uma solucdo com
acido fosforico (2 %), alcool etilico (18%) e sulfato de aménia (15%) por um periodo de
30 min. Apos este periodo, foi adicionada a esta solucdo, uma proporcao de 2% de solucdo
contendo Coomassie Coloidal. O corante permaneceu em contato com os géis cerca de 72
h. Apos este periodo, a solucéo contendo o corante foi desprezada, e os géis lavados com
agua destilada até retirar o excesso de corante. Em seguida, os géis foram digitalizados em
uma resolucdo de 300 dpi e as imagens salvas no formato .tiff, em equipamento do tipo

ImageScanner Il (GE Healthcare, USA), para posterior andlise computacional.

3.3. Analise dos mapas eletroforéticos bidimensionais

As imagens digitalizadas dos géis foram analisadas utilizando-se o programa
PDQuest versdo 8.0 (Bio Rad, USA). As andlises dos géis consistiram de duas etapas: a
edicdo de imagens e a deteccéo de “spots”. Inicialmente, o processo de edi¢do de imagens
consistiu na padronizagdo e filtragdo das imagens dos géis. Cada imagem representativa do
gel foi delimitada para 170,6 mm de largura e 165,4 mm de altura através da ferramenta de
corte. Em seguida, realizou-se a filtragem das imagens para eliminar os possiveis artefatos,

segundo recomendagdes de Silva (2011), cujas opg0es de filtros utilizados foram referentes
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as opg¢des “Salt”, utilizado para retirar manchas mais claras que o background, “Pepper” para

retirada de manchas mais escuras que o gel e o filtro de 9x9 pixels.

Para os grupos de mapas protéicos referentes as amostras dos meses considerados no
ano, um unico gel que melhor representa o perfil protéico entre todos os geis foi escolhido,
e denominado de gel de referéncia (Figura 4A). Com base neste gel, utilizou-se o
aplicativo do PDQuest de criagdo automatica de um Unico gel padrdo sintético,
denominando de master gel (Figura 4B). O master gel foi utilizado como molde para
realizacdo do Match automético e, em seguida, foram adicionados “spots”
consistentemente presentes nas imagens dos géis ao gel sintético, de modo que pudessem
ser comparados em todos os géis. “Spots” presentes nas principais regides do gel foram
usados como marco e o ajuste final dos “spots” foi obtido apds extensivas comparagdes
entre 0s mesmos em cada gel individual (MOURA et al., 2006). A quantificagdo dos
“spots” nos géis foi realizada através total da densidade Optica integrada dos “spots” em

todos 0s géis e expressa em partes por milhdo (ppm), fornecida pelo aplicativo do PDQuest.
3.4. Determinacéo da atividade enzimética da catalase e superoxido dismutase

A atividade da catalase foi mensurada pelo método proposto por Havir & McHale
(1987) e modificado por Peixoto et al. (1999). A atividade enzimatica da CAT foi
determinada pelo decréscimo da absorbancia a 240 nm, durante 3 min, devido & reducéo do
H,O, em H,O e O, em presenca da catalase; 2H,0, — 2H,O + O,. A solucdo de
reacdo consistiu de 75 mM de tampéo de fosfato (pH 7,0), 112,5 mM de H,O, e 10 pL de
plasma seminal. A atividade foi estimada pelo coeficiente de absorptividade molar de 36
M™ (ANDERSON et al., 1995) e expressa em pmol de H,0, consumido por mg proteina

total soluveis da amostra (BRADFORD, 1976).
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A atividade da SOD foi determinada pelo método proposto por Van Rossum et al.
(1997), adaptado para ser realizado em microplacas, contendo 96 pogos. Para cada poco da
microplaca foi incubada inicialmente em uma mistura reacional que consistiu de tampéo
fosfato de potéssio 1 M (pH 7,8), EDTA 1 mM, Triton X-100 0,25%, L-Metionina 130
mM e 40 pL de plasma seminal, todos devidamente protegidos da luminosidade e, em
seguida, foram adicionados os reagentes, Nitro Azul de Tetrazélio (NBT) 0,75 mM e
riboflavina 1 mM. Apds a adi¢do, a atividade da SOD foi determinada pelo decréscimo da
absorbéancia a 630 nm, em leitora de ELISA (Bio-Tek, USA), ap6s 5 min de repouso. Apés
a etapa no escuro, a microplaca foi transferida para uma cdmara com luz fluorescente de 40
W, a intervalos de 1 min de exposicdo, onde, em cada intervalo realizou-se leitura da
absorbancia. A atividade da SOD foi determinada de acordo com a capacidade da enzima
em inibir a producdo da formazana azul. Uma unidade de atividade (1 UA) foi definida
como a quantidade da amostra necesséria para inibir 50% da fotorreducdo (em relagdo ao
controle positivo) do NBT & formazana azul. Sendo expresso em unidade de atividade por

mg de proteina total soltveis da amostra (BRADFORD, 1976).

3.5. Analise estatistica

A intensidade de todos os “spots” foi submetida aos testes de normalidade de
Shapiro-Wilk, de Assimetria e de Curtose por meio do procedimento UNIVARIATE com
as opcBes NORMAL e PLOT do pacote estatistico SAS (2002). Os valores de intensidade
dos “spots” que apresentaram distribuicdo normal foram considerados variaveis
paramétricas e os valores que ndo apresentaram tal distribuicdo foram submetidos a
transformagdo logaritmica (log (x + 1)). Destas variaveis transformadas, as que

apresentaram uma aproximacdo da distribuicdo normal também foram consideradas
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paramétricas. As variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal, mesmo apds a
transformagcao, foram consideradas ndo paramétricas. A influéncia do periodo do ano sobre
as proteinas do plasma seminal foi avaliada em um delineamento em blocos casualizados.
As varidveis paramétricas foram avaliadas pela anélise de variancia por meio do
procedimento GLM do SAS e tiveram as médias comparadas pelos testes t de Student e
SNK, segundo seu coeficiente de variacdo (SAMPAIO, 2002). As varidveis ndo
paramétricas foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis (SAMPAIO, 2002), por meio

do procedimento NPARIWAY do SAS.

Avaliou-se a influéncia dos periodos do ano sobre a atividade enzimatica
antioxidante do plasma seminal através de um delineamento em blocos casualizados,
através do modelo GLM do Programa estatistico SAS (2002). Os dados foram comparados
pelo teste de Tukey, utilizando uma matriz de probabilidade de comparacéo dois a dois,

com probabilidade de 5% de erro.
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4. Resultados

4.1. Parametros seminais

Diferencas significativas entre os periodos do ano (p < 0,05) foram observadas para
0s pardmetros de porcentagem de espermatozoides moveis, concentracdo espermaética e
alteracbes morfoldgicas totais. Enquanto que o turbilhonamento e a motilidade individual
progressivo ndo diferiu entre os periodos do ano (Tabela 1). A porcentagem de
espermatozoides moveis foi superior nos periodo chuvoso e de transicdo chuvoso-seco
(54,0 £ 4,2; 50,0 £ 5,8; respectivamente) em comparagdo aos periodos seco e de transicao

seco-chuvoso (30,0 £ 4,5; 33,0 + 3,3; respectivamente).

O volume do ejaculado no periodo seco (1,5 £ 0,1 mL) diferiu significativamente dos
periodos de transi¢do, sendo superior ao volume do periodo de transigdo chuvoso-seco (1,3
+ 0,1 mL) e inferior ao do periodo de transi¢do seco-chuvoso (1,9 £ 0,1 mL). Entre os
periodos de transi¢do contatou-se diferenca entre si, sendo maior transi¢do seco- chuvoso
(1,9 £ 0,1) em comparacdo ao chuvoso-seco (1,3 + 0,1 mL). Contudo, o volume do ejaculo
no periodo chuvoso néo diferiu dos demais periodos do ano. No periodo chuvoso (2,3 £ 0,1
x10%/mL) observaram-se maior concentracdo espermatica em comparacdo aos demais
periodos do ano (p < 0,05). Contudo, verificou-se menor incidéncia de alteragdes
morfol6gicas nos periodos, chuvoso e de transi¢des (seco-chuvoso e chuvoso-seco) quando

comparado ao periodo seco.

Tabela 1. Parametros seminais em caprinos da raca Saanen criados na regido do Nordeste

do Brasil, em diferentes periodos do ano.
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Transicéo Seco- Transicdo Chuvoso-

Parametros Chuvoso Chuvoso Seco Seco
VE (mL) 1,9+0,1° 1,6 +0,1® 1,3+0,1" 1,5+ 0,1

TURB (0-5) 22+0,2 2,7+0,2 28+04 31+1,1

MIP (0-5) 3,7+0,9 37+09 39+1,0 33111
PEM (%) 33,0+3,3° 54,0 + 4,2 50,0 +5,8" 30,0 + 4,5°

CONC (10° 1,6+0,1° 2,3+0,1° 1,8+0,2° 1,9+0,1°
AMT (%) 33,0£2,2° 31,0£3,8° 36,0 £4,2° 45,0+ 3,6

Letras diferentes mostram diferencas significativas entre os periodos do ano (p < 0,05). VE: volume do ejaculado; TURB:
turbilhonamento; MIP: motilidade individual progressiva; PEM: porcentagem de espermatozéides moveis; CONC: concentracdo

espermatica; AMT: alteragfes morfoldgicas totais.

4.2. Proteinas do plasma seminal

O perfil protéico representativo das proteinas seminais do plasma seminal de
caprinos Saanen é demonstrado na figura 3. Verificou-se que a maior freqliéncia relativa
do nimero de spots estdo presente na faixa de pl entre 5a6 (45%) e Mr entre 50 a 80 kDa
(49,8%), seguido da faixa de pl 6 a 7 (28,6%) e Mr 10 a 30 kDa (27,0%), e da faixa de pl 4
a5 (26,4%) e Mr 30 a 50 kDa (23,2%). Foram detectados, em média, 184,7 + 8,2, 161,5 +
9,4, 180,3 + 6,6 e 180,9 + 13,0 “spots” por gel no periodo de transicdo seca-chuvosa
(TSIC), periodo chuvoso, periodo de transicdo chuvoso-seco (TC/S) e periodo seco,
respectivamente. No entanto, tais diferengas no nimero total de “spots” por gel ndo foram
estatisticamente significativas (p> 0.05) e também n&o se verificou a presenca de nenhum
spot especifico a qualquer periodo do ano. O nimero de “spots” maximo e minimos
detectados por periodos foram 206 e 161 “spots” no periodo de transi¢do seco/chuvoso,
227 e 113 “spots” no periodo chuvoso, 196 e 156 “spots” no periodo de transi¢do
chuvoso/seco e 278 e 113 “spots” no periodo seco. Um total de 56, 37, 68, 38 “spots” foi
detectado de forma consistente em todos os géis por periodo do ano pareados pelo
aplicativo PDQuest®, no periodo de transicdo seca-chuvosa (TS/C), periodo chuvoso,

periodo de transi¢do chuvoso-seco (TC/S) e periodo seco, respectivamente.
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No entanto, alteragBes significativas (p < 0,05) foram observadas com relacdo as
intensidades de trinta e quatro “spots” dos mapas proteicos (Figura 4A). Dentre esses
“spots”, verificou-se maior nimero de “spots” que diferiram entre os periodos seco e
chuvoso, e a intensidade de 14 desses “spots” foi duas vezes maior no periodo seco em
comparagdo ao chuvoso (Figura 5). Ao se comparar a estagdo seca com os demais periodos
do ano, constatou-se que dezessete “spots” diferiram entre o periodo de transi¢do seco-
chuvoso (S303, S3203, S3405, S3604, S3703, S4601, S4603, S4605, S4606, S4608,
S4704, S5002, S5105, S7202, S7501, S8401, S9001), enquanto doze “spots” diferiram
entre o periodo de transicdo chuvoso-seco (S303, S2004, S4601, S4603, S4605, S4608,
S4704, S5002, S5105, S5805, S7501, S9702). J& no periodo chuvoso, verificou-se que dez
e onze “spots” diferiram (p < 0,05) entre o periodo de transi¢do chuvoso-seco (S507,
S2004, S3202, S3604, S4004, S4605, S5105, S7202, S7502, S7201) e o periodo de
transicdo seco-chuvoso (S507, S1213, S1214, S1215, S2411, S3403, S4004, S4605,
S5105, S5705, S5805), respectivamente. Entre os periodos de transicdo contatou-se que
dez “spots” diferiram entre si (S1006, S1215, S2004, S3202, S3203, S3604, S3605, S5805,

S7202, S8401, S9001).
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Figura 3. Mapa bidimensional das proteinas do plasma seminal de caprinos da raga Saanen. A figura a esquerda representa 0 mapa de referéncia, do qual o gel
sintético foi primeiramente gerado, e a figura a direita representa o gel sintético gerado pelo aplicativo PDQuest (Bio Rad, USA), baseado na combinacdo dos spots

de todos os membros utilizados no estudo.
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Figura 4. Mapa bidimensional das proteinas do plasma seminal de bodes Saanen. A figura
4 representa 0 gel master gerado pelo aplicativo PDQuest (Bio Rad, USA), baseado no
pareamento de todos os géis utilizado no estudo. As proteinas foram coradas com

Comassie blue coloidal. “Spots”

intensidades diferiram (p < 0,05) entre os periodos do ano.

marcados com as setas referem-se aqueles cujas
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Per. S/C: periodo seco-chuvoso; Per. Chuv.: periodo chuvoso: Per. C/S: periodo chuvoso-seco.
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Figura 5. Intensidades dos “spots” protéicos (Média + EP) que diferiram (p < 0,05) entre

os periodos do ano. Os numeros dos “spots” referem-se aqueles identificados no master gel

do plasma seminal, como demonstrado na Figura 4.
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Para provavel similaridade dos “spots” das principais proteinas que diferiram (p <
0,05) entre os periodos do ano, como demonstrado na figura 5, avalia-se a similaridade das
proteinas com base nos valores do ponto isoelétrico (pl) e massa molecular aparente (Mr)
no gel bidimensional de espécies afins. Neste caso, os géis montados no presente estudo
foram comparados com aqueles previamente publicados sobre o proteoma do plasma

seminal de carneiros Santa Inés adultos (SOUZA et al., 2011; Figura 6).

Lencine aminapeptidase
V-typ= pronton ATPase |  EBetwglactosidase (10)

Alphz-T-maczagabuli and ATE (11

B I |
MME-2 T—”D: al-3 " |Alpbal-facosidael
hy | Hegt-shock ),
e
hioredoxin redait
?- - "!» - "‘h
Llzlat= = Proteasome alpha §
daiydoo Jemass "./
-
az
v® TINE-2
"l -
3
Peroxiradoxin-5
III
|
[ .
T2
‘“
- /r:
. Niemann-Pick disease type &2
Bodhesin-l M -
pl 7

Figura 6. Proteoma do plasma seminal de carneiros Santa Inés adultos (SOUZA et al. , 2011).
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Figura 7. Comparagdo entre 0 mapa protéico do plasma seminal de caprinos da raca Saanen (& esquerda) e proteinas do plasma seminal de
ovinos da raga Santa Inés adultos (SOUZA et al., 2011).
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Os “spots” S507 (52,3 kDa; pl 4,3), S3703 (65,8 kDa; pl 5,3), S4601 (62,5 kDa;

pl 5,4), S5805 (72,3 kDa; pl 5,9), foram semelhantes a clusterina, arilsulfatase A,

glutamato carboxipeptidase, heat shock protein 1 (HSP70), respectivamente (Figura 6).

4.2. Atividade antioxidante da superoxido-dismutase (SOD) e catalase (CAT)

A atividade enzimatica da SOD foi significativamente (p < 0,05) maior no plasma

seminal no periodo de transicdo chuvoso-seco (0,04 + 0,01 UA/mgP/min), apenas em

comparagdo com o periodo chuvoso (0,03 £ 0,01 UA/mgP/min). Verificou-se também

menor atividade da CAT no periodo chuvoso (110, 9 + 46,1 pM/mgP/min) quando

comparado ao periodo seco (373,1 + 127,99 uM/mgP/min) (Figura 9).
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Figura 8. Atividade enzimética da superoxido-dismutase (SOD; 1.15.1.1) e Catalase

(CAT; EC 1.11.1.6) no plasma seminal de bodes da raga Saanen criados no Nordeste do

Brasil ao longo do ano.
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5. Discussao

7

J& é bem conhecido que a estacionalidade reprodutiva de caprinos em regides
temperadas (latitudes superiores a 35°) é condicionada ao fotoperiodo (CHEMINEAU et
al., 1991). Entretanto, em regi0es tropicais, mudangas na duragdo do dia s&0 menos
acentuadas e os caprinos se reproduzem ao longo do ano (NUNES, 1998). Todavia,
outros fatores ambientais, como a temperatura ambiente, potencialmente exercem uma
forte influéncia sobre a fisiologia e desempenho reprodutivo daqueles animais (FATET
et al., 2011). Recentemente, diversas pesquisas demonstraram que proteinas seminais
participam de diversos processos associados a fertilidade do macho (MOURA et al.,
2006; 2007). Neste estudo, a variacdo no perfil protéico e atividade antioxidante (SOD e
CAT) do plasma seminal de caprinos Saanen em condigdes de potencial estresse

térmico foram investigados.

Os caprinos da raga Saanen investigados no presente experimento apresentaram
alteracOes nos pardmetros espermaticos entre os periodos do ano, sendo no periodo seco
em comparagdo ao chuvoso, as maiores reducdes na percentagem de espermatozdides
maveis, concentracdo espermaética e elevagdo no numero de células morfologicamente
anormais. Comportamento semelhante foi observado no periodo de transicdo seco-
chuvoso, porém, com menor alteracdo das caracteristicas seminais. Verificou-se, neste
caso também, um aumento nos valores dos pardmetros fisioldgicos (frequéncia
respiratoria e cardiaca). Coincidente com estes eventos houve também variacbes
significativas no perfil protéico e atividade de enzimas antioxidantes no plasma seminal.

Portanto, avalia-se neste caso que as condi¢cBes ambientais em determinados periodos
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do ano do Nordeste do Brasil, onde os animais foram criados, esta potencialmente

associado a mudangas em Varios aspectos da reproducéo dos caprinos.

Apos a analise dos mapas protéicos, demonstrou-se que a intensidade de trinta e
quatro “spots” apresentou variagdes estacionais significativas. Destes, 19 apresentaram
variagcbes entre os periodos seco e chuvoso. Portanto, estes resultados indicam
claramente que as alteracdes na expressdo de determinadas proteinas do plasma seminal
acompanham mudancas também verificadas nos pardmetros espermaticos em funcéo de
periodo do ano, caracteristicos por valores contrastantes de precipitagdo pluviométrica,

umidade e temperatura ambiente.

As proteinas seminais sdo provenientes principalmente do epididimo e das
glandulas sexuais acessorias, as quais interagem com componentes da membrana
espermatica e participam de diversos processos associados a fertilidade do macho. Tais
processos incluem motilidade (ELZANATY et al., 2002), protecdo das células contra
choque térmico, reacbes oxidativas, imunoldgicas e danos a integridade do DNA
(CHEN et al., 2002; MOURA et al., 2007; MUINO-BLANCO et al., 2008), capacitagio
espermaética e reacdo acrossdémica (MANJUNATH & THERIEN, 2002), e interagio
com o oviduto e fecundacdo do odcito (RIFFO & PARRAGA, 1997; YUAN et al.,

2003; GWATHMEY et al., 2003).

A provavel similaridade dos “spots” protéicos nos mapas eletroforéticos do
plasma seminal dos caprinos Saanen foi avaliada em fungdo dos valores de pl, Mr e
localizacdo nos proprios géis e comparacdo destas informagbes com aquelas
previamente publicados sobre o proteoma do plasma seminal de carneiros Santa Inés

adultos (REGO et al.,, 2011; SOUZA et al., 2011a) e Morada Nova (SOUZA et al.,
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2011b). Neste sentido, o spot S507 apresentou massa molecular aparente e ponto
isoelétrico (52,3 kDa; pl 4,3) semelhantes aos da clusterina, tendo maior intensidade no

periodo chuvoso em comparagéo aos demais periodos do ano.

A clusterina € uma glicoproteina heterodimérica secretada em uma grande
variedade de tecidos e presente na maioria dos fluidos biol6gicos de muitas espécies
(ROSENBORG & SILKENSEN, 1995), e sua expressdo € aumentada em VArios tipos
de células em resposta a uma ampla variedade de condicdes de estresse (HUMPHREYS
et al., 1999). Essa proteina j& foi indetificada nos fluidos do epididimo (MOURA et al.,
2010b), e das glandulas sexuais acessorias de bovinos (MOURA et al., 2007) e no
plasma seminal de ovinos (SOUZA et al., 2011), bem como nas células de Sertoli, no
espermatozdide luminal e no complexo de Golgi proacrosomal (O’BRYAN et al.,
1994). Devido & ampla distribuicdo da clusterina em varios tecidos, esta proteina tem
sido considerada como proteina multifuncional, embora seu papel funcional ainda seja
considerado um enigma (JONES & JOMARY, 2002). Estudos tem demonstrado que a
expressdo do mRNA da clusterina e a biosintese dessa proteina aumenta em resposta a
temperaturas elevadas (MICHEL et al., 1997). Essas observa¢des podem sustentar a
hipGtese de uma provavel estratégia de protecéo sobre as células espermaéticas, conferida
pelo aumento da intensidade da clusterina (spot S507) durante o periodo chuvoso em
comparacdo aos demais periodos do ano. Esta funcéo protetora deve-se, provavelmente,
a propriedade da clusterina em agir como uma chaperona molecular, sendo capaz de
proteger as proteinas parcialmente desestruturadas da precipitacdo induzida por estresse
térmico, reduzindo a citoxicidade da precipitacéo protéica (HUMPHREYS et al., 1999).
Além disso, a clusterina parece retardar apoptose inicial em condi¢fes de hipertermia

dos testiculos (BAILEY et al., 2002).
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As células e organismos multicelulares respondem ao calor induzindo a sintese de
uma classe de proteinas especificas denominadas de proteinas de choque térmico
(HSPs; LINDQUIST & CRAIG, 1988). No presente estudo, a provavel similaridade do
spot S5805 (72,3 kDa, pl 5,9) foi equivalente ao pl e Mr da “Heat shock protein” (70
kDa), sendo a intensidade do “spot” duas vezes maior nos periodos de maior
temperatura (seco e transi¢do seco-chuvoso) em comparagdo aos periodos de menor
temperatura ambiente (chuvoso e transicdo chuvoso-seco). A familia das HSPs é
dividida em funcdo da massa molecular, estando presente no citoplasma, mitocondria,
reticulo endoplasmatico e nucleo (KREGEL, 2002). Estudos tém demonstrado que as
HSPs desempenham um importante papel na termotolerdncia adquirida nas células
(SANCHEZ & LINDQUIST, 1990; KREGEL, 2002). A HSP70 também pode agir
como uma chaperona molecular durante o estresse celular, protegendo as células atraves
de processos como translocagcdo de proteinas em organela, montagem de novas
proteinas sintetizadas, e dobramento de peptidios degradados (WELCH & SUHAN,
1986; GEORGOPOULOS & WELCH, 1993), além de participar do blogueio da
apoptose (MOSSER et al., 1997; SAMALI & ORRENIUS, 1998). A HSP70 esta
presente também nas espermatogdnias, espermétides e espermatozdides de bovinos e
sua localizagéo intracelular € alterada durante a espermatogénese, apos a ejaculacéo e
como um resultado da capacitacdo e reacdo acrossomica (KAMARUDDIN et al., 2004).
A HSP70 também foi recentemente descrita no plasma seminal de animais Santa Inés,
criados no Nordeste do Brasil (SOUZA et al., 2011). Portanto, esses resultados indicam
que o aumento da HSP 70kDa, no periodo de maior temperatura, tenha sido uma

provavel resposta celular espermética sob condigBes de estresse térmico. No entanto,
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mais estudos sdo necessarios para verificar se as variagdes nos “spots” foram ou ndo

resultado da induc&o da sintese de transcri¢do do respectivo gene.

As anélises realizadas no presente estudo, mostraram também que o “spot” S3703
(Mr 65,8 kDa, pl 5,3) foi equivalente a enzima acrossomal, Arilsulfatase A, cuja
intensidade foi superior no periodo seco. A arilsulfatase A (ASA, EC 3.1.6.8) é
conhecida com uma enzima sulfatase acrossomal que se liga @ membrana espermatica
durante o transito epididimario ( WEERACHATY ANUKUL et al., 2003). Esta sulfatase
espermaética foi identificada na superficie do espermatozdides da cauda do epididimo,
no ducto deferente (TANTIBHEDHYANGKUL et al., 2002), na superficie e no
acrossoma do espermatozdide do ejaculado, além de estar presente nos fluidos da cauda
do epididimo e do plasma seminal (CARMONA et al., 2002; MOURA et al., 2010b;
SOUZA et al., 2011). Estudos sugerem que a ASA participa no processo de ligacdo a
zona peldcida e espermatozoides (TANTIBHEDHYANGKUL et al., 2002), através de
uma provavel ligagdo com os residuos sulfatados dos glicanos da zona pellcida

(CARMONA et al., 2002).

No presente estudo, a atividade da CAT foi maior nas amostras de plasma seminal
coletadas no periodo seco em comparacéo ao periodo chuvoso do ano. Periodo onde foi
verificado queda da qualidade espermética em conseqiiéncia de uma provavel condicdo
de estresse térmico (SALES, 2010). Os espermatozdides, especialmente dos mamiferos,
sdo particularmente susceptiveis aos danos induzidos pelas ROS, devido a alta
porcentagem de &cidos graxos poliinsaturados na sua membrana plasmatica, através da
peroxidacdo lipidica, oxidacdo de proteinas e DNA (ALVAREZ et al., 1987,

KASIMANICKAM et al., 2006). Um aumento na concentragdo de ROS no plasma
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seminal tem sido relacionado a causa da ma qualidade espermatica (AITKEN et al.,

1989; TSELKAS et al., 2000).

A habilidade da CAT de eliminar o H,O, para evitar o declinio da motilidade
espermaética foi demonstrado por Baumber et al. (2002) com equinos, sendo considerado
como o principal metabdlito intermediario do oxigénio citotoxico, uma vez que a CAT
foi mais eficaz do que a SOD, que néo evitou a queda dos parametros de motilidade,
portanto, 0S mesmos autores sugeriram que 0 O, ndo era o ROS citotdxico responsavel
pela perda da motilidade. Deste modo, esses resultados indicam que no periodo seco
houve um provavel aumento da producdo de H,O,, e em consequéncia uma maior
atividade da CAT na tentativa de promover uma maior protecdo antioxidante, quando
menor qualidade seminal foi observada. Além disso, os espermatozéides imoveis e
morfologicamente anormais geram maiores quantidades de ROS que 0s normais
(AITKEN, 1995). Esta observacdo realizada por Aitken (1995) pode ter contribuido
pela maior atividade da CAT no periodo seco do presente estudo, uma vez que neste
periodo foi observada maior incidéncia de alteracdes morfoldgicas e menor motilidade
espermaética. Estes resultados foram semelhantes aos obtidos por Marti et al. (2007) em
ovinos da raga Rasa Aragonesa criados em clima temperado, onde verificaram que a
maior atividade das principais enzimas antioxidantes na estagcdo ndo reprodutiva,

apresentaram também menores valores de viabilidade e motilidade espermatica.

A atividade da SOD foi maior no plasma seminal no periodo de transicéo
chuvoso-seco, apenas em comparacdo com o periodo chuvoso (p < 0,05). Nestes

periodos, as caracteristicas seminais foram superiores, em comparacdo aos demais

62



periodos do ano, indicando, portanto, que provavelmente o aumento de atividade da

SOD pode ndo estar relacionado com o comprometimento da qualidade espermética.
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6. Conclusao

A intensidade dos “spots” protéicos e atividade antioxidante no plasma seminal de
caprinos Saanen criados em clima tropical variaram ao longo do ano. A maior
intensidade das proteinas do plasma seminal e atividade da catalase foram registradas no
periodo de maior temperatura ambiente (transicdo seco-chuvoso e seco), coincidente

com reducdes na qualidade seminal.

A condicdo climética do Nordeste do Brasil estd potencialmente associada a
essas mudangcas em Varios aspectos da reproducdo dessa raca de caprinos,

desencadeando alteracGes no perfil protéico e atividade antioxidante no plasma seminal.
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