PERFIL PROTEICO DO SEMEN E FERTILIDADE DE TOUROS D A RACA GIR

RESUMO GERAL

FOLHADELLA, 1.M. Perfil protéico do sémen e fertilidade de touros daaca Gir. [Semen
protein profile and fertility in Gyr bulls]. 200&6 p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) —
Escola de Veterinaria, Universidade Federal de MBarais, Belo Horizonte, MG.

Estudou-se o perfil de proteinas totais e proteligasioras de heparina do sémen de quinze
touros da raca Gir, a fim de associa-las com aactaisticas androldgicas e potencial de
fertilidade in vitro. Verificaram-se ainda possiveis associagdes ean@&etros androldgicos,
espermaticos e de fertilizagda vitro em nove touros dessa mesma raga. Realizou-se
inicialmente 0 exame androldgico nos animais esiflaacdo androlégica por pontos (CAP), e
em seguida avaliou-se pela cromatografia por Geddto o perfil de proteinas totais do sémen
e por cromatografia liquida de rapida performa®de_C), em colunas de afinidade a heparina,
os perfil de proteinas ligadoras de heparina denpdaseminal e membrana espermética. Os
picos de proteinas ligadoras de heparina do séummamfsubmetidos a eletroforese para a
identificacdo dos respectivos pesos moleculares. c&scentracdes das proteinas foram
identificadas de acordo com LOWRY (1951) e a fiee¢&oin vitro foi realizada com fases de
maturacdo oocitéria, fecundacdo e cultivo embriongks proteinas foram entdo associadas
com parametros andrologicas vivo de circunferéncia escrotal, motilidade, vigor, defe
maiores, defeitos totais e classificacdo andro&gior pontos (CAP)e com a fertilidaden
vitro pelas taxas de clivagem e producdo de blastocistosseguida os dados dos parametros
androlégicos foram associados com a fertilidadétro. A concentracdo de proteinas totais do
plasma seminal variou de 4,1 a 167,9 mg/ml, comiandd 47,1+ 48,5 mg/ml, mostrando
grande variabilidade entre touros. O perfil crorgedéico das proteinas totais do plasma
seminal apresentou oito diferentes picos em 100% tdaros e nove picos em 86%. As
proteinas ligadoras de heparina apresentaram pinos de afinidade em 87,5% dos touros e
trés picos em 100%. As maiores associacdes obserypd0,05) foram entre as proteinas totais
(PLB) X taxa de blastocistos, proteinas ligadorashdparina do pico 1 (P1A) X taxa de
blastocistos, proteinas ligadoras de heparina do pi(P5A) X taxa de clivagem e proteinas
ligadoras de heparina do pico 5 (P5A) X taxa destbtistos, as quais apresentaram alta
magnitude de associagdo (>0,66). Das proteinadagids, nenhuma apresentou associagdo com
0s parametros andrologicos. Ja para a caractarfstitiidade, estudada vivo, as regressoes
foram significativas (p<0,10) entre motilidade &x& de clivagem e motilidade X taxa de
blastocisto, porém de média magnitude. Como popac@metros androldgicos avaliados neste
experimento possuiram associa¢gfes significativaie ei, ndo foi possivel estabelecer um
método eficiente para predi¢cdo da fertilidadeitro baseado nos parametros androldgicos.

Palavras Chave: Cromatografia, eletroforese, fertizacdo in vitro e parametros
androlégicos



SEMEN PROTEIN PROFILE AND FERTILITY IN GYR BULLS

ABSTRACT

FOLHADELLA, I.M. Perfil protéico do sémen e fertilidade de touros daaca Gir. [Semen
protein profile and fertility in Gyr bulls]. 200&6 p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) —
Escola de Veterinaria, Universidade Federal de M{arais, Belo Horizonte, MG.

It was studied semen total protein and heparinibgqhgrotein profile of 15 Gyr bulls and its
association with andrological characteristics anditro fertility potential. It was verified yet
associations among andrological, spermatic iandtro fertility parameters of nine Gyr bulls.
First, animals were submitted to breeding soundeeakiation and andrological classification
by points (ACP) followed by evaluation of total pem profile with gel filtration
chromatography and heparin binding protein of sperembrane and seminal plasma by Fast
Performance Liquid Chromatography (FPLC) with héapaffinity columm. Each peak of
heparin binding protein of semen was submittedetr@horesis to identify molecular weight.
Protein concentrations identified by LOWRY (195hdan vitro fertilization was made with
oocyte maturation, fertilization and embryo cultuRroteins were associated wiih vivo
andrological parameters of scrotal circumferencetility, vigor, major and total defects and
ACP, and within vitro fertility by cleavage and blastocyst rates. Andgital parameters dates
were associated also with vitro fertility. Total protein concentration of seminplasma
ranged from 4.1 to 167.9 mg/ml, with mean of 4% 48.5 mg/ml, with great variability among
bulls. Chromatographic profile of total seminalgstea proteins presented 8 different peaks in
100% and 9 peaks in 86% of bulls. Heparin bindingtgins presented 5 affinity peaks in
87,5% and 3 peaks in 100% of bulls. Greater assoogawere observed for: total proteins
(PLB) X blastocysts rate, peak 1 heparin bindingtgins(P1A) X blastocysts rate, peak 5
heparin binding protein (P5A) X cleavage rate ardkp5 heparin binding protein (P5A) X
blastocysts rate, and all of them with high magietassociation (>0,66). However none of the
proteins showed association with andrological patans. To the characteristit vivo motility,
regressions were significant (p<0,10) among mgtiKt cleavage and motility X blastocyst
rates, although with mean magnitude. However fewdrangical parameters had been
significant association, it was not possible estban efficient method foin vitro fertility
prediction based on andrological parameters.

Key Words: Andrological parameters, chromatography, eletrophoresis andin vitro
fertilization
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INTRODU(;AO GERAL reprodutor feminino, o0 sémen e suas
moléculas. O sémen, que é constituido por
O Brasil possui 0 segundo maior rebanho fluido secretado pelos testiculos, epididimos
bovino do mundo (180 milhdes de animais) € glandulas sexuais acessorias, e no qual os
(ANUALPEC, 2002), a maioria sendo de espermatozdides estdo em suspenséo, atua
Bos taurus indicug seus cruzamentogue como veiculo para conduzir  os
representam 80% ou mais do efetivo espermatozdides do trato reprodutivo
nacional A raca Gir é importante neste masculino para o feminino. Esse fluido
contexto, por ser uma das principais ragas complexo contém diversos polipeptideos
zebuinas explorada para leite e muito que seguramente exercem importante papel
utilizada em cruzamentos com os animais ha capacidade fecundante e, € considerado
europeus. indispensavel para a manutengcdo e
sobrevivéncia espermatica.
Pouco se sabe a respeito do comportamento
reprodutivo dos touros zebuinos nas Um grande numero de pesquisas relaciona o
condicdes de campo e de laboratério, peso molecular de alguns polipeptideos
havendo relatos de serem mais lentos na seminais com a fertilidade dos machos, no
procura das fémeas em cio, terem (que diz respeito aos eventos de capacitagao,
maturidade sexual mais tardia e responder movimentacdo espermatica e congelamento
de forma negativa ao congelamento de do sémen. A identificacdo e mapeamento
sémen, quando comparados aos animais dedessas moléculas sollveis do ejaculado séo
racas européias. Sabe-se contudo que arealizadas por técnicas como a
maioria das caracteristicas ligadas a cromatografia liquida de alta performance
reproducdo nessas racas apresenta relativa(HPLC) e a eletroforese. Sendo a
herdabilidade, o que torna de extrema eletroforese a técnica que vem sendo
importancia 0 uso de animais Utilizada desde a década de 50, por seu
andrologicamente superiores para acelerar o baixo custo, rapidez da caracterizagdo e
ganho genético de todo o rebanho. comparacdo de proteinas e relativa
facilidade.
O método de avaliacdo da fertilidade de
touros, ainda hoje, é feito pelo exame Outra técnica empregada no estudo do
androlégico. Associado a esse exame e potencial de interacdo dos espermatozoides
usando-se o indice denominado com o0s o0citos é a Fertilizagdno vitro
Classificagdo Andrologica por Pontos (FIV). Diversos centros de pesquisa
(CAP) (VALE FILHO, 1989), pode-se realizam a FIV em bovinos por ser uma
classificar os animais quanto ao seu técnica mais rapida do que a gestacdo
potencial reprodutivo em:  satisfatorio, propriamente dita.
questionavel e insatisfatorio. Entretanto, a
avaliacdo androlégica identifica ~ Contudo, quando um desses testes é
subjetivamente a performance dos animais, utilizado isolado, ndo fornece resultados
e ndo permite um real conhecimento das consistentes para a sele¢do de touros mais
substancias quimicas envolvidas no férteis a campo, ou na utilizacdo do seu
processo de interacdo do espermatozoide sémen no laboratério. O método ideal para a
com o0 ovoécito (BRAUNDMEIER; selecdo de reprodutores superiores deve
MILLER , 2001). basear-se no perfil protéico do sémen, sua
relacdo com as caracteristicas andrologicas e
A  interacdo  ovocito-espermatozoide de fecundacém vitro, além, € claro, de sua
envolve além de substancias do trato habilidade em produzir crias saudaveis.
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OBJETIVOS
- GERAL:
Avaliacdo do perfil protéico do sémen de
touros da raca Gir e sua aplicacdo como
indicador da fertilidade.

~ ESPECIFICOS:

Isolar, purificar, identificar e quantificar as

O desenvolvimento de um teste de

fertilidade para ser aplicado em condi¢des

de campo e de laboratorio, que defina o
potencial reprodutivo de touros de diferentes
idades e racas tem sido a meta de muitos
pesquisadores da area de reproducao animal.

1. Exame androldgico

O exame androlégico é a técnica mais
utilizada pelos médicos veterindrios no

proteinas ligadoras da heparina encontradas diagnostico do potencial reprodutivo de
no plasma seminal e membrana espermatica touros, contudo, esse método de avaliagdo

de touros da raca Gir.

Correlacionar as proteinas com 0s
parametros androlégicosn vivo, pelos
exame androlégico e  Classificagdo

Androldgica por Pontos (CAP).

Associar as proteinas com a fertilidaitle
vitro pela fecundacéim vitro.

Associar os parametros andrologitos/ivo
e de fertilidadein vitro em touros da raca
Gir.

REVISAO DE LITERATURA

O gado doméstico ndo é uma espécie
altamente fértil; suas chances de gestaca
por servico em monta natural ndo sao
maiores que 50-60% (PARKINSO®&t al,
2004). Em esséncia, o0 potencial de
fertilidade de um touro pode ser considerado
pela sua habilidade de cobricdo e de
fertilizacdo. Avaliacbes a campo podem
demonstrar a habilidade de cobrigdo, por
testes de libido ou capacidade de servico,
intromissdo e ejaculacdo. AvaliacGes
também podem ser feitos pela qualidade do
sémen produzido (PARKINSONet al,
2004).

de fertilidade a campo ainda é limitado
(KENNEDY et al, 2002). Nesse exame as
avaliacbes fisicas de peso corporal,
circunferéncia escrotal, algumas
mensuracdes testiculares e avaliacdo das
glandulas vesiculares sdo coadjuvadas com
avaliacOes laboratoriais de motilidade, vigor
e morfologia do sémen (VALE FILH®@t

al., 1997; FITZPATRICK et al, 2002;
SALVADOR et al, 2002).

1.1. Avaliacdes fisicas

Durante a realizagdo do exame androldgico
€ de extrema importdncia a medida da
circunferéncia escrotal. O tamanho dos
testiculos esta diretamente relacionado com
a capacidade de producdo espermatica e
existe correlagcdo genética positiva entre a
circunferéncia escrotal de touros ainda

olovens e sua fertilidade. Touros com

testiculos mais desenvolvidos apresentam
maior volume e maior concentracdo
espermaticos no ejaculado, podendo servir a
maior nimero de fémeas ou produzir maior
namero de doses de sémen, quando em
rotina de coleta e congelacdo de sémen.
Esta circunferéncia correlaciona-se ainda
com a idade dos touros a puberdade
(BRUNER et al, 1995; HIGDONet al,
2000; BRITOet al, 2002; VALENTIM et

al., 2002) e € um bom parametro na
determinacdo do estado patoldégico dos
testiculos. Touros com testiculos menores
apresentam alta prevaléncia de les6es nos
tibulos seminiferos e qualidade seminal
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diminuida ( MADRIDet al,, 1998; BARTH; que apresentam disfuncdes fisicas, terdo
WALDNER, 2002). reflexos nesta morfologia (FOOTE, 2003).

Contudo essa medida de circunferéncia 1.3. Classificagao dos touros quanto a
escrotal ndo deve ser avaliada sozinha, pois aptiddo reprodutiva
31% dos touros com valores maiores ou

iguais aos recomendados para a essaQ jndice de Classificagio Androldgica por
avaliagdo tiveram potencial de fertilidade pgntos — CAP (VALE FILHO, 1989) tem
insatisfatorio (MC GOWANet al, 2002).  sjdo usado de forma eficiente para racas
Esta medida € essencial, e deve Sser zepyinas, a partir de dois anos de idade
coadjuvada com medidas de motilidade, (VALE FILHO, 2001b). Nesse indice
vigor e morfologia espermatica, sob o risco pontuam-se as caracteristicas com maior
de possiveis erros na avaliagdo de touros. correlacdo com a fertilidade, que sdo a
) o motilidade, a circunferéncia escrotal e a
1.2. Avaliacdes laboratoriais morfologia esperméatica. A pontuagéo
maxima obtida pelo animal € de 100 pontos,
Na selecdo de reprodutores, além das onde 20 pontos sdo atribuidos & motilidade,
caracteristicas zootécnicas fenotipicas, tais 40 a morfologia e 40 a circunferéncia
como peso corporal (numa determinada escrotal (VALE FILHO, 1989). Touros
idade), desenvolvimento ponderal, qualidade clinicamente normais considerados aptos a
de carcaca e tipo racial, deve-se dar énfase areproducéo devem apresentar minimo de 60
salde reprodutiva dos animais, com pontos nesse indice. Os touros com
avaliacbes clinicas que mostrem a problemas clinicos s&o inaptos para a

normalidade dos 6rgédos reprodutivos e se ha reproducédo e ndo devem ser submetidos ao
habilidade  sexual, pela capacidade cap.

quantitativa e qualitativa da producédo de

espermatozoides  aptos a fertilizagdo De modo geral tourdBos taurus indicus&o
(CORREA et al, 2006). Varias sao as classificados com menor freqiiéncia como

avaliagbes  laboratoriais ~ feitas  nos insatisfatérios do que touroBos taurus
espermatozéides e correlacionadas com a taurus(CHACONet al, 1999).

fertilidade, tais como: motilidade, vigor e

morfologia  espermaticos  (LARSSON; 2 |ndicadores moleculares da
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000; fertilidade

MULLER, 2000).

O grau com que os componentes do plasma

A motilidade € um teste muito utilizado, por  seminais afetam a fertilidade dos machos
ser simples e de rapida execucao (FOOTE, ginga ¢ muito discutido (HENAULE al,

2003), e esta diretamente ligada a condi¢ao 1995). Experimentos tém demonstrado

de manejo (CHACONet al, 2002), ja queé 5 mento da motilidade de espermatozdides
tourosBos taurus indicusle 12 a 24 meses da cauda do epididimo de touros apés a

de idade, adequadamente alimentados, jcnacao com fluidos das glandulas sexuais
apresentam espermatozéides no ejaculado, 5-assérias (INSKEE® al, 1985)
com motilidade de 5 a 10% (VALE FILHO, B '

2001a). Em contrapartida, efeitos desfavoraveis do

. - o . plasma seminal sobre os espermatozoides
Outro importante indicador da fertilidade € 0 5 \ham ja foram descritos (GRAHAM,

teste de morfologia espermatica (SAACKE ' 1994) A presenca em alta concentracéo das
et al, 2000), que deve ser usado como rotina proteinas de peso molecular entre 15-

(FITZPATRICK et al, 2002), pois animais  15Kpa; anidnicas, demonstrou prejudicar a
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motilidade (AL-SOMAI et al., 1994a, (CANCEL et al, 1997), enquanto que a de
1994b). Proteinas como a seminalplasmina 26 Kda é 3,5 vezes mais concentrada
bovina inibem a capacitacéo espermatica e a (GERENA et al, 1998) neste mesmo perfil
reacdo acrossbmica, o0 que interfere androldgico.
negativamente na fertilizacdo (SHIVAJI,
BHARGAVA, 1987). O sequenciamento destas proteinas
demonstrou que a proteina de 55 Kda é uma
Existem ainda proteinas do plasma seminal glicoproteina fosforilada altamente aciddfila,
bovino que influenciam a congelabilidade do 86% homéloga a osteopontina bovina
sémen, com alguns autores concordando ou (CANCEL et al, 1997). Esta proteina ja foi
discordando sobre a sua importancia neste identificada nas células de Sertoli, epitélio
processo (RONCOLETTAet al, 1997, seminifero, cauda do espermatozéide de
JOBIM et al, 2002). A concentragdo de ratos (SIITERIet al., 1995), no fluido das
proteinas totais apresentada no sémen € umavesiculas seminais e fluido ampolar
importante caracteristica para 0 (KILLIAN et al, 2004). A sua natureza
congelamento e fertiidade de touros acida € atribuida a concentracdo de acido
bubalinos (ARANGASAMY et al, 2005). aspartico e 4cido glutdmico (FRANZEN;
Em contrapartida alguns autores relatam que HEINEGARD, 1985).
uma maior concentragdo de proteinas totais
no sémen reduz a motlidade pos- A funcdo da osteopontina no trato
descongelamento, pois as proteinas reprodutivo ainda ndo esta bem definida.
promovem aumento na permeabilidade Alguns autores sugerem que esta proteina
espermatica, o] que tornam 0s aumente a capacidade de ligacdo com o
espermatozéides mais vulneraveis ao choque calcio, o que é importante para a fertilizacéo.
térmico e a injdria celular (JOBIMt al, A relacdo da osteopontina com a fertilidade
2002). pode ainda ser indireta (CANCEe&t al,
1999), pela protecdo da superficie epitelial
das glandulas acessérias contra infeccbes
bacterianas (BROWNt al, 1992), e ainda
O plasma seminal de touros de alta modificando caracteristicas da membrana do
fertilidade aumenta a taxa de fusdo de espermatozdide (CANCELlet al, 1999).
espermatozoides de touros de baixa Existem ainda estudos demonstrando que a
fertilidade, assim como o plasma seminal de osteopontina e a albumina, em maior
touros de baixa fertilidade, diminui a taxa de concentracéo no plasma seminal de touros,
fusdo de espermatozoides de touros de altafavorecem a congelabilidade do sémen
fertilidade, demonstrando que o plasma (JOBIM et al, 2002). A albumina, presente
seminal apresenta fatores que interferem na no trato genital da fémea promove o efluxo
fertilidade (MILLER, 2001). de colesterol e outros fosfolipideos de
membrana que ocorre na capacitacdo (WU
Touros holandeses com fertilidade superior et al, 2001). Conseqlentemente, no plasma
apresentam em seu plasma seminal duasseminal dos reprodutores com alta
proteinas (55 Kda, pl=4,8, 26KDa, pl= 6,4) congelabilidade, participa de modificacbes

2.1. Proteinas de plasma seminal

mais prevalentes do gque touros com baixa na da  membrana
fertilidade. Também foi relatada a presenca
de duas proteinas (16 Kda, pl= 4,1, 16Kda,
pl= 6,7) mais prevalentes em touros de baixa
fertilidade (KILLIAN et al,1999). A

proteina de 55KDa é 2,6 vezes mais
concentrada em animais com alta fertilidade

permeabilidade
espermatica (JOBIMt al, 2002). Todos os
animais com alta congelabilidade do sémen,
apresentam um polipeptideo de 51,8 KDa,
enquanto que 75% dos animais de baixa
congelabilidade nao o] possuem
(RONCOLLETAEet al, 1997).
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Ja a proteina de 26KDa é 75% idéntica e
100% homologa a uma prostaglandina D
sintase tipo lipocalin (PDGS) isolada de
cérebro de ratos e fluido cérebro espinhal
humano (GERENAet al, 1998). Essa
proteina j& foi detectada nos testiculos, em
células de Sertoli, nas espermatides, no
epididimo, nos espermatozéides do lumen,
no epitélio apical (KILLIAN et al, 1999),
nas células de Leydig, fibroblastos,
macréfagos entre outras fontes (GERE&A
al., 2000). O papel fisiolégico das PGDS no
trato reprodutor masculino ndo estd bem
claro. Ha4 dados na literatura que sugerem
sua associacdo com a fertilidade (GERENA
et al.,1998), como j& citado anteriormente, e
que sua baixa concentracdo no plasma
seminal humano é sinal de oligospermia. A
sua participacdo € encontrada ainda na
barreira hemato-testicular, atuando como
carreador protéico de membrana, assim
como a ABP (androgen binding protein), a
RBP (Retinoic binding protein) e as
lactoglobulinas, sendo que estas duas
Ultimas proteinas também fazem parte da
superfamilia das lipocalinas (ROMITT&t

al., 2003). Outra suposta funcdo para as
PGDS seria a de carreador lipofilico, pois se
ligam ao acido retindico e a testosterama
vitro (FOUCHECOURTet al, 2002), e isso
facilitaria a espermatogénese (SKINER
al., 1991).

A proteina de 16 Kda foi localizada ainda na
vesicula seminal. Sugere-se,
proteina esteja presente dvwiycoplasmas
determinando uma infec¢do nos animais de
baixa fertilidade (KILLIANet al, 1999) .

Outra importante proteina encontrada em

grande quantidade no plasma seminal € a |igadoras

aSFP (Acid Seminal Plasma Fluid Protein)
com peso molecular de 12,9KDa, secretada
pelas vesiculas seminais, ampolas e
epididimo, mas ndo pelos testiculos. Esta
proteina tem demonstrado ser um bom
marcador bioguimico para a alta fertilidade
dos touros (RONCOLLETA, 2003), pois

como um redutor da peroxidacao lipidica da
membrana do espermatozéide, regula a
atividade mitocondrial e, conseqiientemente,
a motilidade espermatica (SCHONEGK

al., 1996).

McCAULEY et al (2001) relataram ainda a
presenca no sémen bovino, de uma proteina
de 24 KDa que apresenta 90% de
homogeneidade com a proteina inibidora das
metaloproteinases 2 dos tecidos (TIMP2).
Esses mesmos autores identificaram a
presenca de RNA mensageiro para esta
proteina nas glandulas bulbouretrais,
préstata e vesicula seminal. Sabe-se que as
TIMPs regulam processos fisioldégicos
associados com a ovulacado, fertilizacao,
desenvolvimento embrionario, proliferacdo
de vérios tipos celulares (EDWARDGS al.,
1996) e producdo de progesterona pelas
células estereidogénicas (BOUJRAD al,
1995), porém a sua fungéo ainda ndo é muito
bem definida.

2.1.1. Proteinas ligadoras da heparina

A heparina € uma glicosaminoglicana que
induz a capacitacdo em espermatozoides de
touros e ratos (NASSt al, 1990). Os
espermatozéides de touros de alta fertilidade
sofrem com maior frequéncia essa reagao
frente a materiais com heparina (LENE

al., 1988) e tem maior afinidade de ligacdo a
essa proteina (MARK; AX, 1985) do que

que eSSa espermatozoides de touros menos férteis

(BELLIN et al, 1994).

Os espermatozoides do epididimo ndo sao
capazes de serem capacitados pela heparina
puramente, porém quando as proteinas

da heparina das glandulas

acessorias sao adicionadas, esses
espermatozéides respondem a zona pelicida
e sofrem reacdo acrossémica (MILLER

al., 1990).

As proteinas ligadoras da heparina séo
produzidas pelas glandulas sexuais

preserva a integridade de membrana, agindo gcessdérias dos machos e secretadas no fluido
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seminal (NASSet al, 1990). Sdo mais Ultimamente vém sendo desenvolvidos
abundantes na superficie do espermatozoide “Kits” (AX, 2005) para diagndstico da
ejaculado, e menos no liquido, e constituem proteina denominaddrertility Associated
28% das proteinas presentes no plasma Antigen(FAA) (BELLIN et al, 1994) que é
seminal. Esse grupo é representado por a mesma proteinaligadora de heparina de
proteinas, cujo peso molecular varia de 14 a 30KDa (BSP-30). Tem sido demonstrado
31 KDa (MILLER et al,,1990). que 60-65% de touros que sao positivos para
a FAA sofrem mais reacdo acrossdmica,
As proteinas ligadoras de heparina presentes comparado com 15-20% quando negativos
em maior quantidade no plasma seminal de para este antigeno (AX, 2005).
bovinos sdo as chamadas de BSP (Bovine
seminal plasma proteins) (CALVETTEt Ao nivel de campo isso significa que touros
al., 1996; MANJUNATH, 1987), e sdo positivos para FAA podem fertilizar mais
produzidas pelas glandulas vesiculares. vacas nos primeiros 60 dias da estagdo
Entre as BSP tém-se a BSP (A5-16KDa e reprodutiva do que touros negativos para
pl: 4.7-5.0), BSP A (15-16KDa, pl: 4,9- FAA (AX, 2005).
5,2), a BSP A(15KDa, pl: 4,8-5,2) e a BSP
30KDa. Sendo as BSP; A BSP Aa mesma
proteina que a PDC 109 (IGNOT& al, 2.2. Outras proteinas relacionadas
2001), pois apresentam idéntica composicdo com a fertilidade
de aminoacidos, diferindo apenas no grau de
glicosilacdo (SEIDAHet al., 1987). Essa A acrosina é uma proteina estocada no
PDC 109 é também uma proteina ligadora compartimento acrossomal do
de fucose, e se assemelha a uma proteinaggpermatozéide na forma de zimogénio,
tipo lectina, responsavel pela formagdo do denominado proacrosina. Essa proacrosina
reservatorio espermatico no oviduto. Essa pode se auto-catalisar em acrosina por um
proteina € perdida ou perde a afinidade pela mecanismo intra-zimogénio durante a reac&o
fucose e passa a ter afinidade pela manose, gcrossomica (URCH, 1991 citado por DE
quando espermatozdides sdo capacitados, no_ 05 REYES; BARROS, 2000). A
qual pode aumentar a sua liberacdo do proacrosina/acrosina, entre outras fungdes,
epitelio salpingeo. estd envolvida na dispersdo da matriz

_ _ _acrossomal (JONES, 1990), e na ligagéo e
As BSPs encontram-se ainda associadas apenetracio na zona pellcida (CROSBY

membrana dos espermatozéides ejaculados e | 1998). Dessa forma as amostras de

influenciam além da capacitacad  5crpsina sdo reflexo do estado do acrossoma

espermatica pela ligagdo ao HDL (High g espermatozéide  (BRAUNDMEIER;
density lipoprotein) e glicosaminoglicanos, \ULLER, 2001).

como a heparina, que apresenta as

concentraces aumentadas durante o ciclo spyNGINet al (1995) relatam a presenca

congelabilidade do sémen (ROMITTeDal, membrana dos espermatozéides, as quais
2003) e reacéo acrossomica (CUNE(aL, seriam responsaveis pela ligagdo com a zona
2004). A BSP A pode ainda influenciar  pejgcida do ovécito. Recentemente a
negativamente o metabolismo espermatico, proteina PH20 foi relatada como uma
uma vez que touros de baixa fertilidade glicoproteina de 80KDa, que possui
apresentam maior concentragdo desta gtividade de hialuronidase (MEYERS;
proteina no plasma seminal ROSEMBERGER, 1999).

(RONCOLETTA, 2003).

3. Testes de fertilidaden vitro
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3.1. Capacitacdo espermatica

A capacitacdo espermatica representa
mudancas bioquimicas e fisiolégicas no
espermatozoide, tornando-o apto a sofrer a

reacdo acrossbmica, e assim penetrar na

zona pelacida do o6cito maturado. Essas

terem éxito com a técnica com o nascimento
de Louise Brown. Somente em 1981 a
bovinocultura teve o primeiro bezerro
nascido por esse procedimento.

No Brasil a técnica de producéo vitro de

mudangas durante a capacitagdo também embrides (PIVE) em bovinos iniciou nos

do
sua

promovem a hiperativacéo
espermatozéide  aumentando
motilidade (CAMARGOet al., 2001).

a

Em condicdes naturais, o processo de

capacitagcdo parece ocorrer na jungao utero- vitro

tubarica como pré-requisito para a
fecundacdo (HAFEZ, 2004), por acdo de
secrecbes da fémea chamadas de
glicosaminoglicanos, como a heparina e os
sulfatos de heparan, condroitina e keratan
(GORDON, 1994).

A descoberta dos glicosaminoglicanos
proporcionou o desenvolvimento de técnicas
para induzir a capacitacdin vitro e,

consequentemente a melhora nos resultados

de fecundacdo in vitro. @]
glicosaminoglicano mais potente na inducéo
da capacitacdo é a heparina (PARRISH
al., 1988). A ligacdo da heparina com o
espermatozéide é saturdvel (receptor com

anos 90 (OLIVEIRAet al, 1994). Desde
entdo, a fecundacam vitro (FIV) vem
sendo empregada para propésitos praticos,
assim como de pesquisa. A aplicacao prética
das técnicas de FIV inclui a producé#o

de embribes, que podem ser
transferidos as receptoras. A PIVE permite a
producéo, em média, de uma
gestacdo/vaca/semana (DODE; RUMPF,
2002), podendo aumentar rapidamente o
namero de animais  geneticamente
superiores, diminuir o intervalo de geracdes
e aumentar a intensidade de selecdo. Além
disso, a PIVE permite a manutencdo de
rebanhos mesticos com o grau de sangue
desejado.

Contudo, alguns centros de pesquisa
realizam a FIV em bovinos com o objetivo
de investigar os diferentes passos da
fecundacdo (TANGHEet al., 2002). Nos
processos de fecundacdo vitro (FIV),

pontes de ligacao), reversivel, dependente do incluindo técnicas de maturacéo, fecundacgéo

pH, temperatura e nivel de célcio. O seu
efeito pode variar com a dose utilizada,

dos o0dcitos e cultivo embrionario, 0s
resultados de desempenho entre touros de

concentracdo e peso molecular das proteinas qualidade espermatica aparentemente iguais,

ligadoras de heparina (HBPS) presentes nos demonstram

espermatozoides .

quanto a capacitacao vitro.

3.2. Fecundacaan vitro

Em 1959 nasceram 0s primeiros animais
oriundos da técnica de Fertilizac@o vitro

(FIV) (CHANG, 1959). O sucesso posterior
foi obtido em 1968 com camundongos de
laboratério. Em 1978, foi a vez dos humanos

grande variabilidade

Por isso, o sémen de (CAMARGO et al, 2002), havendo um
touros pode ter respostas diferentes entre si,

efeito touro-especifico, tanto na taxa de
clivagem quanto no desenvolvimento
embrionario in vitro. Outras evidéncias
existentes na literatura sugerem que as taxas
de penetracdo espermatioavitro sédo dose-
dependentes da heparina (PUGLESI al.,
2004) e da concentracdo espermatica.

Por ser um método relativamente caro, seria
ideal que a habilidade de um touro na FIV
fosse determinada antes da realizacdo da
técnica (TANGHEet al. , 2002).
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CAPITULO 1

PERFIL CROMATOGRAFICO E ELAETROFORETICO DAS PROTEINA S
LIGADORAS DE HEPARINA DO SEMEN DE TOUROS DA RACAGI R E
ASSOCIACAO COM CARACTERISTICAS ANDROLOGICAS E TESTE SIN
VITRO

RESUMO

FOLHADELLA, .M. Perfil cromatografico e eletroforético das proteina ligadoras de
heparina do sémen de touros da raca Gir e associagdom caracteristicas androlégicas e
testesin vitro. [Chomatographic e eletrophoretical heparin igdirotein profile of Gyr bulls
semen and association with andrological charattzisndin vitro tests]. 2008. 66p. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal) — Escola de Veteimabniversidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, MG.

Estudou-se o perfil de proteinas totais e proteligasloras de heparina do sémen de quinze
touros da raca Gir, a fim de associa-las com aactaisticas androldgicas e potencial de
fertilidade in vitro. Realizou-se inicialmente o exame androlégico nomais, € em seguida
avaliou-se por cromatografia por gel filtracdo afipale proteinas totais do sémen e por
cromatografia liquida de rapida performance (FPLlgD), colunas de afinidade a heparina, os
perfis de proteinas ligadoras de heparina do plaeminal e membrana espermatica. Os picos
de proteinas ligadoras de heparina do sémen fonalbmetidos a eletroforese para a
identificacdo dos respectivos pesos molecularesofisentracdes das proteinas identificadas
de acordo com LOWRY (1951) foram associadas cof@npetros androlégicds vivo e com a
fertilidade in vitro pelas taxas de clivagem e producédo de blastocigtosoncentragdo de
proteinas totais do plasma seminal variou de 416739 mg/ml, com média de 474£148,5
mg/ml, mostrando grande variabilidade entre touf@sperfil cromatografico das proteinas
totais do plasma seminal apresentou oito difergmtas em 100% dos touros e nove picos em
86%. As proteinas ligadoras de heparina apresemtaireco picos de afinidade em 87,5% dos
touros e trés picos em 100%. As maiores assodagismervadas foram entre as proteinas totais
(PLB) X taxa de blastocistos, proteinas ligadorashdparina do pico 1 (P1A) X taxa de
blastocistos, proteinas ligadoras de heparina do pi(P5A) X taxa de clivagem e proteinas
ligadoras de heparina do pico 5 (P5A) X taxa destbtistos, as quais apresentaram alta
magnitude de associacdo (>0,66). No entanto nentdasaproteinas estudadas apresentou
associacdo com os parametros androlégicos.

Palavras-chave: Cromatografia, eletroforese, proteias e touros Gir

25



ABSTRACT

FOLHADELLA, .M. Perfil cromatografico e eletroforético das proteina ligadoras de
heparina do sémen de touros da raga Gir e associag@om caracteristicas andrologicas e
testes in vitro. [Chomatographic e eletrophoretical
heparin binding protein profile of Gyr bulls semeamd association with andrological
characteristics anith vitro tests]. 2008. 66p. Tese (Doutorado em Ciéncia Abhim Escola de
Veterinaria, Universidade Federal de Minas GerBislo Horizonte, MG.

It was studied total protein and heparin bindingt@in profile of 15 Gyr bulls and its
association with andrological characteristics andlitro fertility potential. First, animals were
submitted to breeding soundness evaluation folloledvaluation of total protein profile with
gel filtration chromatography and heparin bindingtpin of sperm membrane and seminal
plasma by Fast Performance Liquid Chromatograpf®BL({ with heparin affinity columm.
Each peak of heparin binding protein of semen wadsniited to eletrophoresis to identify
molecular weight. Protein concentrations identifiy LOWRY (1951) were associated with
andrological parameteiis vivo andin vitro fertility by cleavage and blastocyst rates. Total
protein concentration of seminal plasma ranged ffointo 167.9 mg/ml, with mean of 4#1
48.5 mg/ml, with great variability among bulls. Ghratographic profile of total seminal plasma
proteins presented 8 different peaks in 100% amabaks in 86% of bulls. Heparin binding
proteins presented 5 affinity peaks in 87,5% ampaaks in 100% of bulls. Greater associations
were observed for: total proteins (PLB) X blastasysate, peak 1 heparin binding
proteins(P1A) X blastocysts rate, peak 5 hepanmibg protein (P5A) X cleavage rate and
peak 5 heparin binding protein (P5A) X blastocyste, and all of them with high magnitude
association (>0,66). However none of the proteihew&d association with andrological
parameters.

Key-words: Chromatography, eletrophoresis, Gyr bulk and proteins.
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INTRODUCAO Entretanto, apesar dos estudos das proteinas
seminais estarem sendo amplamente

A subfertilidade de touros representa um realizados em varias espécies animais, com
impacto econdmico negativo nas indistrias grande énfase para a espécie bovina, muitas
de gado de leite e corte. Touros que destas proteinas ainda ndo apresentam suas
apresentam exame androlégico normal tém funcoes definidas.

perfis de fertilidade diferenciados, que

podem estar relacionados com os diferentes O objetivo do presente trabalho foi
componentes quimicos gue apresentam no identificar as prOtel,naS Iigadoras de heparina
sémen. Com isso, surge a necessidade dedO sémen, associa-las com a fertilidade

buscar marcadores bioquimicos para essas Vitro € com os parametros andrologicos em
diferencas. touros da raca Gir.

Sabe-se que o plasma seminal contém MATERIAL E METODOS
substancias que afetam a fungédo espemética
e modificam o potencial fertilizante dos 1. Local de execucdo do estudo:
espermatozéides. Proteinas presentes neste
plasma denominadas proteinas ligadoras de Este trabalho foi realizado em diferentes
heparina (HBPs) modulam eventos de fazendas do Estado de Minas Gerais, no
ligagé@o da heparina @ membrana espermaticalaboratério de Reproducdo Animal da
e servem como marcadores moleculares para Embrapa/Gado de leite - Juiz de Fora/M.G e
diferentes mecanismos de fertilizacao. no laboratério de Fisico-quimica e
enzimologia de proteinas do Instituto de
Nas décadas de 1950 e 1960 (LARSON; Ciéncias Bioldgicas/UFMG.
SALISBURY, 1954), a técnica de
eletroforese comecou a ser utilizada para o
mapear e identificar esses componentes 2. Selecdo dos touros e coleta das
protéicos do ejaculado. Pela eletroforese @mostras:
unidimensional, o perfil protéico do plasma
seminal de touros foi correlacionado com Touros jovens da raca Gir, foram avaliados
padrdes de fertilidade normais e alterados, Pelo exame andrologico (CBRA, 1998), e
com a congelabilidade e com a viabilidade classificados de acordo com a Classificacéo
do sémen entre outros. Mais recentemente a Androlégica por Pontos (CAP) modificada,
técnica de cromatografia liquida de rapida €m satisfatorio, questionavel e insatisfatério.
performance (FPLC) passou a ser usada
antes da realizacdo da eletroforese, para Desses animais, quinze, com circunferéncia
sémen de touros zebuinos, para que fossemescrotal> 30 cm, e com diferentes perfis

separadas mais especificamente as proteinas andrologicos e que apresentaram boa
quanto ao peso molecular e grau de congelabilidade do sémen (CBRA, 1998),

afinidade em diferentes colunas tiveram seu sémen congelado. Inicialmente,
(SALVADOR, 2005). os congelamentos foram feitos em triplicata
de modo a avaliar a repetibilidade do peffil

A associacdo entre essas técnicas é dede proteinas seminais dos touros em
grande valia para a separacédo de proteinasdiferentes coletas. Dos quinze touros
especificas, como por exemplo, aquelas que avaliados para proteinas, dois touros foram
apresentam grande associagdo com 0S avaliados em triplicata e um em duplicata
processos de capacitacdo tarito vitro para observacao da repetibilidade.

gquantoin vivo.
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Para a fecundacéda vitro foram feitas trés Apés a lavagem do material do “pool” de
repeticbes de cinco animais com CAP acima proteinas do terceiro pico foram identificados
de 60 pontos. Desses, no momento da coletacinco diferentes picos cromatograficos de
de sémen para o congelamento, foi retirada acordo com o grau de afinidade a heparina.
uma aliquota de 1 ml para purificacdo e Apds passagem pela coluna de afinidade, as
isolamento das proteinas ligadoras da concentragBes de proteinas totais, do pico 3 e
heparina. de cada pico de afinidade foram determinadas
pelo método de LOWRY (1951).
3. Congelamento do sémen
As proteinas com afinidade a heparina foram
O sémen foi congelado de modo a obter-se separadas em um gel SDS-poliacrilamida
espermatozoéides viaveis. unidimensional, com 12% de poliacrilamida,
para identificacdo dos pesos moleculares
o . pelo programa Totallab 100. Foram entdo
4. Purificacéo, isolamento e gnotados os pesos moleculares das diferentes
quantificacdo das proteinas ligadoras  proteinas para cada animal.
da heparina
B _ 4.2. Proteinas da  membrana
Para a purificacdo e isolamento das espermatica
proteinas ligadoras da heparina as amostras

de sémen foram coletadas e congeladas o material contendo os espermatozéides foi
diretamente em nitrogénio liquido (-196°C). jncubado com  Triton  X-100  (t-

Foram avaliadas as proteinas dos 3 perfis octylphenoxypolyethoxethanol) e
androlégicos. novamente centrifugado a 50000g por 30

. _ minutos, para retirada das proteinas aderidas
4.1. Proteinas do plasma seminal & membrana dos espermatozéides.

A amostra foi descongelada e diluida na As amostras da membrana espermatica
solucdo tampao (ST) filtrada em filtro de foram submetidas a mesma coluna de
Milipore de 0,45 micrbmetros, e afinidade a heparina (Sigma) para
centrifugada a 1200g para a separagdo do localizacdo dos “pools” de proteinas de
plasma seminal dos espermatozoides. interesse especifico.

As amostras do plasma seminal foram Apés a lavagem do material do “pool” de
submetidas a uma coluna de Superose 12 por proteinas do terceiro pico foram identificados
gel filtragdo (HR 10/30 Pharmacia LKB trés diferentes picos cromatograficos de
Biotechnology n°17-053801), para retirada acordo com o grau de afinidade a heparina.
de proteinas com peso molecular de até
100KDa, e ao comprimento de onda de As proteinas com afinidade a heparina foram
2800m . separadas em um gel SDS-poliacrilamida
unidimensional, com 12,5% de
As proteinas detectadas entre o tempo depoliacrilamida, para identificacdo dos pesos
retencdo de 25 a 31 minutos, identificado moleculares. Foram entdo anotados 0s pesos
como pico trés, onde estdo as proteinagmoleculares das diferentes proteinas para
ligadoras de heparina (SALVADOR, 2005) cada animal.
foram homogeneizadas e aplicadas em coluna
de afinidade a heparina (Sigma — Hi-TrapTM
Heparin HP) para localizacdo dos “pools” de
proteinas de interesse especifico.

5. Fecundacao in vitro (FIV):
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5.1. Sémen de touros com a presenca ligadoras da heparina do sémen, a taxa de

ou auséncia das proteinas ligadoras da clivagem e blastocistos e a Classificacdo
heparina Androlégica por Pontos (CAP) dos touros

previamente examinados. Para as

Foram utilizadas trés amostras de sémen associacoes com a fertilidade foram
congelado de cada animal para a utilizados apenas os touros com perfil

Fecundagddn vitro. Dos quinze animais andrologico satisfatério e questionavel,

selecionados para o congelamento de sémen

um total de quinze repeticdes. haver dados em touros da raga Gir, a analise

estatistica entre as proteinas e os resultados

Os ovdcitos recuperados a partir de ovarios In Vitro foi feita pela Regressao Linear
coletados de fémeas bovinas abatidas em Simples usando o programa estatistico SAS
matadouro foram selecionados e maturados (2002). E entre as proteinas e os parametros
in viro em meio TCM-199 (Gibco), in vivo por Correlacdo de Pearson, para se
acrescido de 10% de soro de vaca em cio e observar o comportamento dos dados e
20ug/ml de FSH, por 24 horas (RAMOS, posterlor~mente usar aqueles de maior
2004). Apés a maturacdo, os obcitos foram COrrelacéo.
fecundados in vitro com  sémen
descongelado. Para separacao
espermatozdides vivos e mortos foi utilizado
0 método deswim up A fecundacgaan vitro
foi realizada em gotas de 1Q0 de meio
Fert-Talp acrescido de heparina, cobertas
com Oleo mineral, com concentracdo Tyg | x X X X X X X
espermatica média de 20 x °10
espermatozoides/ml por periodo aproximado onde: PLB- Proteinas Totais; P3- Proteinas do
de 22 horas (PARRISEt al, 1986). pico 3 da cromatografia por gel filtracdo;
C1,C2,C3,C4 e C5 séo as proteinas ligadoras de

Os possiveis zigotos foram cultivados em heparina do plasma seminal identificadas; Tx
meio CR2, suplementado com 10 % de Soro Cliv.-Taxa de Clivagem; Tx Bl.- Taxa de
Fetal Bovino (SFB), juntamente com suas blastocistos.

células documulus em gotas de 530
cobertas com o6leo mineral. O meio foi
renovado pela metade 48 horas ap6s o inicio foram:
do cultivo. Todas as etapas foram realizadas

de Os pares de dados analisados na regressao
foram basicamente:

|PLB P3 C1 C2 C3 C4 C5
Tx Cliv. | X X X X X X X

E os pares de dados analisados na correlacdo

em estufa incubadora a 38,8 °C, 95% de CE P';(B P3 (;(1 52 )2:3 XC4 XCS
umidade e 5% de GO MOT X X X X X X
VIG X X X X X X
Foram avaliadas as taxas de clivagem, as 7®.MA | X X X X X X
horas pds-fecundacio e de blastocistos?.TOT | X X x x X X
) CAP X X X X X
com 7-8 dias (KENNEDt al, 1983). Onde: PLB- Proteinas Totais; P3- Proteinas do
) . pico 3 da cromatografia por gel filtracdo;
6. Analise Estatistica C1,C2,C3,C4 e C5 sdo as proteinas ligadoras de

heparina do plasma seminal identificadas nos

Neste experimento foram analisados: as diferentes piCOS; CE- Circunferéncia escrotal;

- - P . Maiores; D.TOT- Defeitos Totais; CAP-
cromatografia por gel filtracdo, as proteinas e '
9 bor g a0, P Classificac@o Androldgica por Pontos;
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RESULTADOS E DISCUSSAO experimento. Vale lembrar que como existem
variagcdes no modo de colheita, na freqiéncia

1. Perfil Cromatografico por gel do ejaculado e outras variaveis, ja era
filtragido de proteinas do plasma €speradaalguma diferenca.
seminal

O perfil cromatografico das proteinas do
plasma seminal apresentou nove picos, 0s oito
apresentados no Nelore (SALVADOR, 2005)
mais um nono (contendo peptideos com peso

Inicialmente dois touros foram avaliados em
triplicata e um em duplicata como descrito
anteriormente. Apds constatado o alto grau . .
de repetibilidade das amostras de um mesmdnolecular  muito  pequeno)(Fig.1) Estes
touro em diferentes coletas, apesar de algumaiesultados ~ foram  semelhantes  aos
diferencas entre géis em funcdo dadescritos por MANN e MANN (1981) que
concentracdo de proteinas totais no plasma&ncontraram proteinas distribuidas em
seminal, foram avaliados os outros touros doquatro a dez fragdes distintas para touros.

Figura 1 .: Perfil cromatografico de fracdes de proteinapldema seminal de touro Gir por gel
filtracdo em coluna de Superose 12

_FiIcos|; 123, 45 8789 |

Os oito primeiros picos estiveram sempre apesar da semelhanca desses perfis,
presentes, e 0 nono em 86% das vezes, observou-se grande variabilidade e alto
sendo importante ressaltar que os valores desvio padrdo da média na comparagdo das
obtidos para os ultimos trés touros € a média areas dos respectivos picos entre 0s touros, o
da triplicata e da duplicata. No entanto, que pode ser visto na tab. 1.
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Tabela 1 Valores minimos, maximos e médios das areas dwe picos cromatograficos

identificados no plasma seminal de touros jov

ensda Gir, e suas respectivas freqiéncias.

Area (%) e freqiiéncia dos fracdes cromatograficas
Fracoes Minimo Maximo Média Desvio padrdo l(zoz)e)quenma N.
1 9,33 35,60 18,41 6,87 15 (100%)
2 8,26 19,94 14,47 3,03 15 (100%)
3 5,53 19,58 14,83 3,74 15 (100%)
4 16,44 32,59 21,22 5,51 15 (100%)
5 3,20 23,15 9,48 6,32 15 (100%)
6 3,61 27,85 11,31 6,59 15 (100%)
7 0,74 4,79 3,44 1,23 15 (100%)
8 0,16 6,37 3,16 1,97 15 (100%)
9 0,42 2,68 1,39 0,83 13 (86%)

Observa-se, como no Nelore, (SALVADOR,

2005) que as maiores médias de areas foram

registradas no picos 1 e 4, mas devido ao

em touros Nelore (SALVADOR, 2005) de 8
al0d%.

fato dos grandes desvios padréao, eles ndo 2. Perfil Cromatografico de proteinas
podem ser considerados a representacdo dado plasma seminal com afinidade a

maior parte de proteinas do plasma seminal,
sendo mais correto considerar a maior parte
entre as seis primeiras fracoes.

1.1. Concentracdo de proteinas totais,
proteinas do pico 3

As concentracdes de proteinas totais no
plasma seminal variaram de 4,1 a 167,9
mg/ml, com média de 4% 48, 3 mg/ml,
com grande variabilidade entre os touros,
assim como foi observado nos touros
Nelore (SALVADOR, 2005; ASSUNCAO
et al, 2003) e diferindo-se das médias
encontradas por JOBIMt al. (2003) de
77,97 + 15,82 mg/ml para tour8®s taurus
indicuse Bos taurus taurus

A area média do terceiro pico de proteinas,

onde sao encontradas as proteinas ligadoras

de heparina, foi de 14,8% 3,74 cm

correspondendo a 15,2 % do total de
proteinas do plasma seminal dos touros,
corroborando com os valores encontrados

heparina

Apoés a lavagem do material do “pool” de
proteinas do terceiro pico, sem afinidade a
heparina, foram identificadas cinco picos
cromatograficos de acordo com a afinidade a
heparina, assim como no Nelore
(SALVADOR, 2005). Esse resultado foi
semelhante ao encontrado por BELLdNal.
(1994), que também descrevem a
localizacdo de cinco picos de afinidade a
heparina, para o plasma seminal de touros
europeus.

As proteinas ligadoras de heparina do
plasma seminal de touros Gir representaram
13% do total de proteinas avaliadas no pico
3, e 0,5 % do total de proteinas, o que foi
encontrado  também em bubalinos

(ARANGASAMY et al.,2005)

Nas tab. e fig. 2 sdo apresentados os graus
de afinidade, em funcdo das concentragdes
de NaCl e a frequéncia dos picos.
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Figura 2: Perfil cromatografico de afinidade a heparina deginas do plasma seminal.

P P A R IO IR PP

12 34

GRADIENTE DE NaCl 1,5M.

Tabela 2 Descri¢cado dos picos cromatograficos de acordo @g@rau de afinidade a heparina,
em funcdo das concentracdes de NaCl das protegaamias de heparina do plasma seminal
de touros Gir.

Picos Grau de afinidade* Frequéncia do pico.
1 10% (NaCl 0,150M) 15 (100)
2 13% (NaCl 0,195M) 15 (100)
3 23% (NaCl 0,345M) 15(100)
4 29% (NaCl 0,435M) 14 (87,5)
5 33% (NaCl 0,495M) 14 (87,5)

Concentracdo de NaCl necesséaria para a eluicdopasinas. Obs. Um touro em triplicata ndo
apresentou o pico 1, e outro ndo apresentou oS @ia® 5 em duas amostras. Estes dados n&o foram
contabilizados na frequéncia por se tratar do meammal. A freqiéncia foi analisada conforme o
aparecimento de bandas no gel, principalmente deaadbico 5 normalmente aparecer abaixo da linha de
base no cromatograma. Quanto maior a % de NaCtrraafinidade de proteinas a coluna de heparina.
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apresentando esses animais mais proteinas
de membrana favorecendo o processo de
capacitacdo. Pode ainda ser explicada pelos
cruzamentos utilizados entre animais da raca
Gir onde ocorre muita consanguinidade.

Conforme observado na tab. 2, todos os
quinze touros apresentaram 0s trés
primeiros picos de afinidade, com excecéo
de um touro que nao apresentou 0s picos 4 e
5. Provavelmente este animal apresentou as
proteinas contidas neste pico aderidas a
membrana espermatica. Estes resultados
diferem dos encontrados para touros Nelore
(SALVADOR, 2005), cujos trés primeiros

picos aparecem em 81% dos animais e 0s
picos 4 e 5 em 38% e 19%, respectivamente.
Esta diferenca pode ser explicada, em parte,
pela maior selecdo a que sédo submetidos os
touros Nelore, na busca por caracteristicas
produtivas e reprodutivas de interesse,

As médias das concentracdoes dos cinco
picos variaram de 0,02096 a 0,19025 (%),
com o terceiro pico de afinidade contendo a
maior parte das proteinas ligadoras de
heparina (Tab.3).

BELLIN et al.(1994) encontraram média de
concentracdo de 19.2 mg/ml no ejaculado,
diferindo do presente estudo.

Tabela 3: Médias e desvios padrdo das concentracfes desriade Plasma Seminal (PPS)
nos cinco picos de afinidade a heparina identiisaglsuas frequéncias (%).

Pico| Min. Max. Média Desvio Padrap
1 |0,00087| 0,33080, 0,06653 +- 0,10624
2 |0,00511| 0,73083] 0,16948 +- 0, 23035
3 | 0,00508| 0,53794| 0,19025 +-0,19188
4 | 0,00000| 0,12698| 0,04616 +-0,04878
5 | 0,00000f 0,07240| 0,02096 +- 0,02270

Contudo, o pico de maior afinidade a 2.1. Perfil Cromatogréfico de proteinas

heparina (5) correspondeu a apenas 4,2 % dod€ ~ membrana  espermatica  com
total de proteinas ligadoras de heparina do afinidade a heparina

plasma seminal, semelhante aos

6% das mesmas encontrados por MILLER  Em fungso das baixas concentragdes de

al.  (1990) no fludo de touros proteinas aderidas & membrana espermatica
vasectomizados. Em um estudo realizado (PAM), as andlises ficaram restritas as

com touros Red Angus, Gelbvieh, Santa frequéncias de proteinas identificadas na
Gertrudes e Gelbvieh x Sarrirudes este  gjetroforese. As proteinas aderidas & coluna

mesmo pico correspondeu a 30% das ge afinidade a heparina foram eluidas por

plro'[fégii ligadoras de heparina (BELL&N um gradiente de NaCl, sendo dividas em trés
al., .
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fracBes para analises posteriores. O grau de associando principalmente com a area
afinidade e frequéncia do pico podem ser destes. Dos touros analisados em
vistos na tab. 4. Devido ao fato dos eletroforese descontinua apenas um touro
primeiros quatro touros ndo apresentarem ndo apresentou nenhuma das bandas e este
nenhuma area no cromatograma, estas possuia baixa concentracdo de proteinas no
amostras foram descartadas antes de seremplasma seminal o que pode indicar uma
analisadas em SDS-page. Posteriormente interligacao entre estas variaveis. Os géis de
outros cromatogramas nao apresentaram proteina de membrana foram avaliados com
determinadas fracbes analisadas, e mesmoa ajuda do programa totallab 100, e foram
assim foram visualizadas bandas de identificadas algumas proteinas mais
proteinas no gel, o que evidencia que apesar presentes por estimativa de peso molecular
da alta sensibilidade ajustada no FPLC, por um padrdo comercial. As areas totais dos
podem existir picos com baixa concentracdo. cromatogramas de proteina com afinidade a
Isto leva a uma avaliacdo da frequéncia das heparina assim como as areas parciais de
fracbes registradas com mais cuidado, cada fracdo ainda foram avaliadas.

Tabela 4 Descricdo do grau de afinidade & heparina e @giéncia de aparecimento das
proteinas aderidas a membrana espermatica, condaafina heparina para as trés fracbes
registradas.

Fracbes Grau de afinidade Frequéncia do pico.
1 24% (NaCl 0,36M) 9 (64%)
2 34% (NaCl 0,51M) 5 (36%)
3 40% (NaCl 0,60M) 5 (36%)

Conforme observado, as proteinas de Na tab. 5 e fig. 3 sdo observados os pesos
membrana com maior freqiiéncia de ligagdo moleculares (obtidos por compara¢do com o
a coluna de heparina foram as do pico 1. padrdo Sigma, pelo programa Totallab 100)
Provavelmente por terem menor afinidade a das proteinas mais freqlientes nos
membrana e se soltarem com mais respectivos picos.

freqiéncia para ligarem-se a coluna de

afinidade a heparina. Nos cinco picos de proteinas ligadoras de
heparina do plasma seminal foram
encontradas 18 bandas de proteinas com
pesos moleculares diferentes. Semelhante ao
que foi encontrado por ARANGASAM¥t

al. (2005) no plasma seminal de bubalinos.
Dessas 18 bandas das proteinas localizadas

De um modo geral as proteinas ligadoras de
heparina na  membrana  plasmatica
correspondem a menos de 1% das proteinas
totais (BELLIN et al, 1994), o que torna
mais dificil o seu isolamento, purificacéo e

identificacdo. .

no gel de eletroforese, as mais fortes foram
3. Perfil eletroforético de as de peso molecular 13, 14, 16, 18, 20, 28,
proteinas ligadoras de heparina do 29 e 30 KDa, ou seja essas proteinas
plasma seminal apresentaram maior concentragdo em Seus

34



respectivos picos.

Tabela 5 Estimativa dos pesos moleculares em eletrofatasgroteinas ligadoras de heparina
do plasma seminal

Picos Estimativa PM (KDa)

1 13 (forte), 14 (forte), 17, 18 (forte), 22, 24, (@@te), 30, 32 e 38.

2 13, 14 (forte), 18 (forte), 20 (forte) 22, 24, 28, 37.

3 13, 16 (forte), 17, 18 (forte), 20 (muito forte}t, B0 (forte), 38, 50 e 56.

4 15, 16, 18, 29, 30, 50 e 56

5 17, 29 (forte), 56

O pico 5, de maior afinidade a heparina, (1994) e as 14-20, 24 e 30KDa encontradas
apresentou as bandas 17, 29 e 56 KDa, por MILLER et al (1990).

semelhante as bandas de 14-18KDa

encontradas no estudo de BELLINet al.

Figura 3: Fotos do gel de poliacrilamida a 12,5 %, com aphcade PPS com afinidade a
heparina dos cinco picos cromatograficos e suaémasgndo analisada no programa totallab
100.
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De acordo com os dados ja citados na responsavel por processos fisioldgicos
literatura, a proteina de 14-16KDa pode se associados com a ovulacdo, fertilizacdo
tratar da PDC-109, proteina ligadora de (EDWARDS et al, 1996) e produgdo de
fucose, também denominada BSP A1/A2 progesterona pelas células estereidogénicas
(GWATHMEY et al, 2003). (BOUJRADet al,, 1995).

A proteina de 29-30KDa pode ser uma FAA 3.1. Perfil eletroforético de proteinas
(Fertility Associated Antigen) identificada ligadoras de heparina da membrana
em touros holandeses de maior fertilidade espermatica

(BELLIN et al, 1994) e também observada

em touros Nelore (SALVADOR, 2005). Foram encontrados trés diferentes picos de
. proteinas ligadoras de heparina aderidas a
que nao apresentaram bandas téo fortes ye npove bandas (Fig.4). As bandas com

foram as proteinas de peso molecular 24 € mgajor concentracdo foram as de 14 e 15
56KDa ja identificadas na literatura. A Kpa.

proteina HPB-24 provavelmente € uma
TIMP-2  (Proteina Inibidora das
Metaloproteinases 2 dos Tecidos)

Tabela 6 Estimativa dos pesos moleculares em eletrofatasgroteinas ligadoras de heparina
da membrana espermética

FracOes Estimativa PM (KDa)
1 14(forte), 15(forte), 17, 28 e 45.
2 14,16 18 e 28
3 16, 17, 18, 21 e 47

A quantificacdo da proteina de 15,5KDa e pl bioquimico para predicdo de alto desempenho
4,9 identificada como aSFP (proteina acida doem fertilidade (RONCOLETTA, 2003) por
plasma seminal) na membrana esperméaticgossuir fungdes preservativas a integridade do
sugere que esta é um  potencial marcadoespermatozoide.
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Figura 4: Fotos do gel de poliacrilamida a 12,5 %, comcagiio de PAM com afinidade a
heparina das trés fra¢cdes cromatogréficas.

4. Estudo de associacdo entre as do pi,co 1_(P1A) X taxa de_ blastocis_tos,
proteinas totais, proteinas do pico 3, Pproteinas ligadoras de heparina do pico 5

proteinas ligadoras de heparina do  (P5A) X taxa de clivagem e proteinas
plasma seminal e fertilidaden vitro ligadoras de heparina do pico 5 (P5A) X
taxa de blastocistos. Conforme a tab. 7 pode-

Conforme observado na tab. 7, as maiores S€ @inda observar que todas as variaveis
associacdes existente foram entre as estudadas apresentaram alta magnitude de

proteinas totais (PLB) X taxa de @ssociacao (>0,66).
blastocistos, proteinas ligadoras de heparina
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Tabela 7:Regressao linear simples e grau de significandia es proteinas totais, proteinas do
pico 3, proteinas ligadoras de heparina do plasmanal e fertilidade vitro (n=5)

TxCliv TxBlast
PLB 0,5750 0,8544
p=0,1374 P=0,0247
P3 0,2559 0,2603
P=0,3845 P=0,3798
0,6408 0,9225
P1A P=0,1037 P=0,0094
0,3075 0,0645
P2A P=0,3320 P=0,6803
0,3824 0,5308
P3A P=0,2662 P=0,1626
0,0784 0,2445
P4A P=0,6483 P=0,3971
0,8829 0,9624
P5A; P=0,0177 P=0,0005

Onde: PLB- Proteinas Totais; P3- Proteinas do pida cromatografia por gel filtracéo; P1A, P2A, P3A
P4A e P5A sdo os picos das proteinas ligadorasegarima do plasma seminal; Tx Cliv.-Taxa de
Clivagem; Tx Blast.- Taxa de blastocistos;

Nesse estudo também foi demonstrado que a pode estar relacionada as altas taxas de
afinidade e ndo somente a presenca da producéo de blastocistos.

proteina ligadora de heparina na membrana

esta relacionada com o potencial do Conforme observado, o pico5 que contém
espermatozoide ser capacitado, sofrer reacdoas bandas 17, 29 e 56KDa também teve
acrossbmica e consequentemente fertilizar grande associacdo com as taxas de clivagem
odcitos (BELLIN et al, 1994), visto que o e blastocistos. Pode ser que esta proteina de
pico 5 que é o de maior afinidade foi 0o que 56 KDa seja a mesma osteopontina
resultou em maiores taxas de clivagem e relacionada a alta fertilidade em touros
producéo de blastocistos Holandeses (KILLIANet al., 1993)

Taxas de gestacdo a primeira inseminacao o
artificial variaram de 2,8 a 69,6 % entre 4.1. Estudo de associagdo entre as

fémeas inseminadas por touros negativos Proteinas totais, proteinas ligadoras de
para a proteina de 30Kda (FFA) e 22,1- heparina e parametros andrologicos

91,3% entre fémeas inseminadas por touros
positivos para esta mesma proteina Conforme observado na tab. 8, nenhum dos

(SPROTTet al., 2000). No presente estudo Parametros  andrologicos  apresentou
essa proteina esteve presente nos picos 1, 4c0rrelacéo (p<0,05) com proteinas totais,
e 5 de afinidade a heparina do plasma proteinas do pico 3 e proteinas ligadoras de

seminal, 0 que sugere que a sua presencaleparina.
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Tabela 8 : Correlacéo simples e grau de significaia entre as proteinas totais, proteinas
do pico 3, proteinas ligadoras de heparina do plasmseminal e parametros androlégicos

(n=12 )(p<0,05).

PLB P3 P1A P2A P3A P4A P5A

-0.16901 -0.04669 0.06983 -0.11774 -0.06771 -0.07123 -0.17988

CE P=0.5995 P=0.8854 P=0.8293 P=0.7155 P=0.8344 P=0.8259 P=0.5759

-0.29511 0.01220 -0.13901 -0.09527 -0.10175 0.13948 -0.20779

MOT P=0.3517 P=0.9700 P=0.6666 P=0.7684 P=0.7530 P=0.6655 P=0.5170
-0.45776 -0.28162 0.24711 -0.17484 -0.22465 -0.00854 -0.06339

VIG P=0.1345 P=0.3752 P=0.4387 P=0.5868 P=0.4827 P=0.9790 P=0.8448
0.08983 0.08306 0.50244 -0.04201 0.22720 -0.21577 0.10027

D. MA | P=0.7813 P=0.7975 P=0.0960 P=0.8969 P=0.4776 P=0.5006 P=0.7565
0.08651  0.28742 0.20254 0.27000 0.23652 -0.06565 0.10398

D.TOT | P=0.7892 P=0.3650 P=0.5278 P=0.3960 P=0.4592 P=0.8394 P=0.7478
-0.35517 -0.35878 -0.06351 0.04051 -0.41847 -0.17857 -0.32802

CAP P=0.2572 P=0.2521 P=0.8445 P=0.9005 P=0.1758 P=0.5787 P=0.2979

Onde: PLB- Proteinas Totais; P3- Proteinas do ®ida cromatografia por gel filtracdo; P1A, P2A, P3A

P4A e P5A sédo os picos das proteinas ligadorasparima do plasma seminal;

CE- Circunferéncia

escrotal; MOT- Motilidade; VIG- Vigor; D.MA- Defeits Maiores; D.TOT- Defeitos Totais; CAP-

Classificacéo Androldgica por Pontos;

Os resultados observados corroboram com
0s de SALVADOR (2005) que para as

caracteristicas proteinas totais X

circunferéncia escrotal encontraram

associa¢Oes nao significativas.

A avaliagédo fisica dos espermatozoides e a
circunferéncia escrotal também n&o foram
correlacionadas com o perfil da proteina
ligadora de heparina FAA (BELLIN, 1998).

Esses fatos levam a crer que o perfil de
proteinas totais ndo estd somente
relacionado com proteinas produzidas pelas
glandulas sexuais acessorias, mas também
proteinas de origem testicular e
epididimaria (DACHEUX; DACHEUX,
2002).

Apesar da auséncia de correlacdo esses
testes de avaliacdo de fertilidade ndo devem
ser descartados.

Provavelmente essas proteinas tém funcdes
relacionadas ao potencial fertilizante dos

espermatozoides, mas nao estdo

correlacionadas com padrdes clinicos.

CONCLUSOES

Apesar da visualizagcdo evidente na
cromatografia de um perfil padrdo entre as
fracbes de proteinas do plasma seminal,
existe variabilidade na concentracdo de
proteinas totais e também entre as fracdes
especificas entre touros da raca Gir, o que é
observado entre amostras do mesmo touro.
Portanto esta variabilidade pode ser
especifica de cada individuo ou causada por
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variaveis que podem ocorrer durante a
colheita.

Os riscos de baixas taxas de clivagem e
blastocistos podem ser reduzidos usando na
fertilizacdo in vitro touros que se
apresentarem positivos para proteinas
ligadoras de heparina e proteinas totais.

O entendimento da composicdo de
proteinas do sémen pode ser diretamente
aplicavel as condicbes de laboratério, e
resultar em maior eficiéncia na producgéo de
bezerros.

E no futuro esse entendimento pode gerar
algumas tecnologias, como sequenciamento
dessas proteinas ou até mesmo O
desenvolvimento de kits para diagndstico
dessas.
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CAPITULO 2

ASSOCIACAO ENTRE PARAMETROS ANDROLOGICOS E FERTILID ADE
IN VITRO EM TOUROS DA RACA GIR

RESUMO

FOLHADELLA, I.M. Associagdo entre parametros andrologicos e fertilatle in vitro em
touros da raca Gir. [Associations among andrological parametersiandtro fertility in Gyr
bulls]. 2008. 66p. Tese (Doutorado em Ciéncia AfimaEscola de Veterinaria, Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG.

Desde a década de 50, diversos pesquisadores saddetouros quanto ao potencial
reprodutivo em nivel de campo e correlacionado parametros de fertilidade vitro (taxas de
clivagem, de blastocisto e de blastocistos eclajjdoom resultados bastante divergentes. O
objetivo do presente estudo foi de verificar passiassociagfes entre parametros andrologicos,
espermaticos e de fertilizac&o vitro em touros da raca Gir. Cerca de oitenta tourosfora
submetidos ao exame andrologico, bem como do sécoafprme metodologia preconizada
pelo CBRA (1998). O exame androlégico consistiledame clinico, medida de circunferéncia
escrotal (CE) e avaliacdo do sémen (motilidadegryigefeitos maiores, menores e totais,
turbilhonamento e concentragdo) . Pelo uso do examdrolégico e da classificagcdo
androlégica por pontos (CAP)(VALE-FILHO, 1989) mfictkda, foi possivel pontuar e
classificar os touros quanto ao seu potencial tepined em satisfatério (acima de 60 pontos),
guestionavel (abaixo de 60 pontos) e insatisfat@exame clinico anormal), permitindo a
identificacdo precoce de touros com infertilidade sobfertilidade. O sémen de nove touros
considerados como sendo de melhor congelabilidadie( eles animais classificados como
satisfatorios e questionaveis) foram utilizadosfemundacgaan vitro, apds descongelagéo a
37°C por 30 segundos. Foram avaliadas as taxds/dgetn e de blastocistos, respectivamente
as 72 e 168-196 horas pos-fecundacao, de acord&KEDMEDY et al. (1983). As associacdes
entre os parametros androlégicos, esperméaticos, €Adrtilizacaoin vitro foram feitas pela
regressédo linear simples. Os resultados da asSocentre as caracteristicas tiveram média
magnitude, e também positiva. Para associacdo nemfiaiderou-se de 0,33 a 0,65. As
regressoes significativas (p<0,10) foram motilelddtaxa de clivagem e motilidade X taxa de
blastocisto. Concluiu-se que, como poucos parasietandrolégicos avaliados neste
experimento possuiram associa¢cfes significativaie e3i, ndo foi possivel estabelecer um
método eficiente para predi¢cdo da fertilidadeitro. Outros estudos sdo necessarios nesta area.

Palavras chave: Caracteristicas androldgicas, fecdacaoin vitro, fertilidade, touros Gir
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ASSOCIATIATIONS AMONG ANDROLOGICAL PARAMETERS AND I N
VITRO FERTILITY IN GYR BULLS

FOLHADELLA, I.M. Associagdo entre parametros andrologicos e fertilatle in vitro em
touros da raca Gir. [Associations among andrological parametersiandtro fertility in Gyr
bulls]. 2008. 66p. Tese (Doutorado em Ciéncia AfimaEscola de Veterinaria, Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG.

ABSTRACT

Since the 59, several researchers have tested bulls to brequbtencial in field and its
correlation with parameters ain vitro fertility (cleavage, blastocysts and hatched biagtts
rates), with divergent results. The aim of the pn¢sstudy was to verify possible associations
among andrological, spermatic amdvitro fertilization parameters in Gyr bulls. About eight
bulls were submitted to breeding soundness andigaiysvaluations according to CBRA
(1998). Breeding soundness evaluation was carheslgh clinical examination, measure of
scrotal circumference (SC) and evaluation of theeseto motility, vigor, major, minor and
total defects, cloud and concentration. Througkediregy soundness evaluation and Andrological
Classification by Points (ACP) (VALE-FILHO, 1989) adified, were possible to classify
reproductive potencial of bulls in satisfactory qaé 60 points), questionable (below 60
points) and unsatisfactory breeders (abnormal aadinexamination), allowing the earlier
identification of bulls with infertility or subfeility. Bulls semen (n=9) with better freezibility
(satisfactory and questionable classification) wesed inin vitro fertilization after thawed at
37°C per 30 seconds. The cleavage and blastodgsiesie evaluated, respectively, with 72 and
168-196 hours after fertilization, according to KEEDY et al (1983). Andrological,
spermatics characteristics, ACP aimd vitro fertilization were analyzed by Simple Linear
Regression. The results were of mean magnitudkabso positive. For mean association was
considered 0.33 to 0.65. Significant regression0(p0) was motility X cleavage rate and
motility X blastocyst rate. We concluded that as fEndrological parameters evaluated in this
research showed significant associations among,te&ist difficulty to establish a method of
predictionin vitro fertility based on these characteristics. Othéuslies are necessary in this
area.

Key-words: Andrological characteristics,in vitro fertilization, fertility, Gyr bulls
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INTRODUCAO

A producdoin vitro de embrides (PIVE) é
uma biotécnica utilizada para a obtencéo e
multiplicacdo de animais geneticamente de

interesse ou em extin¢cdo, podendo ainda ser

utilizada como uma importante ferramenta
na clonagem, manipulacdo de genes e
transferéncia nuclear

Com a difusdo da producédo de embrides em
laboratorio, elevou-se a necessidade de
provas a serem utilizadas no controle de
qualidade, tanto dos ovdcitos quanto dos
espermatozéides utilizados.

E bem sabido, que ao nivel de laboratorio,
existe um efeito touro-especifico na taxa de
clivagem e no desenvolvimento

embrionario. E possivel encontrar touros que
produzem embriGes com maior competéncia
para se desenvolver ao estagio de
blastocistos ou para sobrevivéncia poés-
transferéncia. Algumas diferencas entre

O objetivo do presente estudo foi associar
parametros androldgicos com a fertilidale

vitro em touros da raca Gir

MATERIAL E METODOS

1. Local de Execucao do Estudo

O trabalho foi realizado no laboratério de
Reproducdo Animal da Embrapa/Gado de
Leite - Juiz de Fora/M.G, e em fazendas no
estado de Minas Gerais.

1.1. Exame Androlégico

Avaliaram-se cerca de 80 touros da raca Gir.
Para o exame androlégico utilizou-se a
técnica segundo o Manual de exame
androlégico do CBRA (1998).

Desses animais, nove, com diferentes perfis

touros podem estar relacionadas no modo androlégicos (satisfatério e questionavel),
como as células espermaticas reagem aosmas que apresentaram boa congelabilidade
fatores Capacitantes em meio de cultivo. E do Sémen, foram Se|ecionados, e 0 sémen
possivel, contudo, que existam genes ytilizado na fecundacddn vitro. Foram
transmitidos pelo touro e/ou vaca que ytilizados seis animais em triplicata, um em
determinam o sucesso do desenvolvimento duplicata e dois com uma Gnica repeticao.
embrionario (HANSEN, 2006).

a) Congelamento do sémen

Desde a década de 50, diversos

experimentos vém testando touros e ) ) L
correlacionando  seus  parametros  de F0|’ realizado conforme descricdo no
fertilidadein vitro e in vivg com resultados ~ capitulo 1.

bastante divergentes. Taxas de fertilidade

vitro tém sido correlacionadas com taxas de 2 Classificacdo dos Touros Quanto &

ndo-retorno com sémen congelado e taxa de Aptiddo Reprodutiva Baseada no CAP
concepgdo em monta natural. A maioria dos

experimentos indica que os resultados de
fertilizacdo in vitro s&do Uteis como
indicadores da fertilidade de touros a campo
(PARKINSON, 2004). Entretanto, alguns
trabalhos nao observaram relacédo
(SCHNEIDEREet al, 1999).

Para classificar os touros quanto ao seu
potencial reprodutivo foi utilizada a
Classificagdo Andrologica por Pontos (CAP)
de acordo com a tabela abaixo (Tab. 9), com
algumas modificacbes. Para valores de
motilidade , vigor, e defeitos maiores e totais
diferentes, usou-se a média.
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Tabela 9: Classificagdo Androlégica por Pontos (CAP) patads, baseada na circunferéncia
escrotal e caracteristicas do sémen.

Excelente Bom Regular Fraco
Motilidade espermética
De massa (1-5) Vigor 5 Vigor 4-5 Vigor 4 Vigor 3
(0-3)
Individual (%) Acima 70% 60-70% 50-60% Abaixo 50%
Total de pontos 20 12 10 3
Morfologia espermatica
Defeitos maiores Abaixo 10% 10-19% 20-29% Acima 29%
Total de defeitos Abaixo 25% 26-39% 40-59% Acim&o59
Total de pontos 40 25 10 3
Circunferéncia escrotal ldade
(meses)
Bos taurus Bos indicus
6-12 18-24 Acima 30 26 a 30 Abaixo 26 Abaixo 26
12-14 24-29 Acima 34 cm 30-34 cm  Abaixo 8D cAbaixo 30 cm
15-20 30-41 Acima 36 cm 31-36 cm  Abaixo 31cm Ab&gtocm
21-30 42-60 Acima 38 cm 32-38cm  Abaixo 32 cm Abda® cm
>30 >60 Acima 39 cm 34-39cm  Abaixo 34 cm  Abaixoci4
Total de pontos 40 24 10 10

Fonte: Adaptado de VALE FILHO (1988).

3. Fecundacaan vitro (FIV) 3.2. Avaliacdo da motilidade pos-
centrifugacéo

Foi realizada conforme o procedimento

descrito no capitulo 1. Ap6s 0 swim up o sémen sofreu
centrifugacdo a 700G e uma gota de sémen
foi adicionada a Ilamina previamente

3.1. Avaliacéo da motilidade pds- aquecida a 37°C e com uma laminula, e

descongelamento observou-se em microscopia O6tica com
aumentos de 100 e 400 vezes. A motilidade

X - o 0
As palhetas de sémen utiizadas na foi entao classificada entre 0 e 100%.

fecundacéan vitro foram descongeladas em
banho-Maria a 37°C por 30 segundos. Uma 4. Analise Estatistica
gota de sémen foi adicionada a lamina
previamente aquecida a 37°C e com uma
laminula, e observou-se em microscopia
Otica com aumentos de 100 e 400 vezes. A
motilidade foi entdo classificada entre 0 e
100%.

As associacles entre circunferéncia escrotal,
motilidade, vigor, defeitos maiores, defeitos
totais, classificacdo androl6gica por pontos
(CAP), taxa de clivagem e taxa de
blastocisto foram dadas pela Regressao
Linear Simples wusando o0 programa
estatistico SAS (2002). Para os dados de

46



taxa de clivagem e taxa de blastocistos usou- As associacdes gerais entre as caracteristicas

se a média das repetigcoes. laboratoriais avaliadas estdo descritas na tab.
10.

Para as associacfes entre motilidade pés-

descongelamento, motilidade pos- Os resultados da associacdo tiveram baixa

centrifugacdo e taxa de clivagem foram magnitude, significativo, e também positivo
obtidas pela Analise de Regressado (EXCEL, e nado significativo. Para associacdo baixa,

2000). consideraram-se valores menores de 0.33. A
associacdo que néo foi significativa (P>0,05)
RESULTADOS E DISCUSSAO foi: Motilidade pés-descongelamento X taxa
de clivagem.

1. Associacao Entre Motilidade e taxa
de clivagem

Tabela 10: Associacdes entre motilidade pds descongelamengmsecentrifugacdo com
parametros de fertilidade vitro

Caracteristica avaliada Significandh) ( R’
Motilidade pés-descongelacéo Taxa de clivagem 0,191 0,093

Motilidade p6s-centrifugacéo Taxa de clivagem 0,015 0,262

Para a associacdo entre Motilidade Poés-
centrifugacdo X taxa de clivagem o0 2 Associacdo Entre Parametros

resultado  foi  significativo  (p<0,015),  Androldgicos in vivo e fertilidade in
entretanto de baixa magnitude. De forma vitro

geral a motilidade é o teste mais utilizado
em amostras de sémen fresco ou congelado 5 regressdes entre os parametros de

para qualquer espécie de animais domesticos fatijidade in vivo e in vitro estio descritas
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005). oAb 11,

ZHANG et al. (1999) encontraram g

resultados semelhantes a este estudo. ESteSacteristicas tiveram média magnitude, e
demonstraram  correlagdes  significativas 5 mpam positiva. Para associacdo média

entre testes de sémemvitro (concentracdo  .qnsideraram-se valores de 0.33 a 0.65. As
espermatica total e motilidade) com testes de regressdes  significativas (p<0,10) foram

ligacdo a zona pelucida e produgdovitro  gtjjidade X taxa de clivagem e motilidade
de blastocistos. Entretanto, a baixa y iaxa de blastocistos.

fertilidade ocorre até quando amostras de
sémen congelado/descongelado tém numero
adequado de espermatozoides moveis
(AMANN, 1989; PACEet al,, 1981).

resultados da associacdo entre as
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Tabela 11 :Associacdes entre parametros de fertilidadgvo e in vitro
CE MOT VIG DMA DTOT CAP

TxCliv 0,059 0,419 0,190 0,043 0,002 0,043
P=0,528 P=0,060 P=0,241 P=0,594 P=0,918 P=0,591

TxBlast | 0,097 0,339 0,153 0.205 0.039 0,249

P=0,414 P=0,100 p=0297 P=0221 p=0612 p_g171

Onde: CE- Circunferéncia escrotal; MOT- MotilidaddG- Vigor; DMA- Defeitos Maiores; DTOT-
Defeitos Totais; CAP- Classificacdo Androldgica pontos; TxCliv — Taxa de Clivagem; TxBlast —
Taxa de blastocistos

Segundo RODRIGUEZ-MARTINEZ dos touros, incluindo sua resposta a
(2000), a avaliacdo da funcdo espermatica capacitacdoin vitro (WALTERS et al.,
em amostras de sémen apresenta resultados2005)

com maior eficiéncia para a inseminacao

artificial do que para a fecundagaovitro. Também diferente dos resultados
observados no presente trabalho,
A interacéo imperfeita entre  MARQUANT-LE GUIENNE et al. (1990)

espermatozéides e zona pellcida é a maior demonstraram que a fecundacBo vitro
causa para baixas taxas de fertilizacdo na pode ser um instrumento valioso para a
FIV em humanos, e esta associada com avaliacdo da fertilidade vivo (ZHANG et
defeitos nos espermatozéides e ndo nos al., 1999). Todavia, nenhum dos parametros
odcitos (LIUet al, 2000). LIU ; BAKER considerados (taxa de clivagem e taxa de
(2002) relataram que a proporcdo de blastocistos), que estdo relacionados com os
espermatozoides que penetram a zona touros individualmente pode ser utilizado
pellcida, o numero de espermatozdides que como boa estimativa da fertilidagevivodo
ligam-se a zona pellcida e o percentual de touro (PUGLISI et al, 2004). Diferentes
espermatozoides com morfologia normal ejaculados de um mesmo touro diferem nas
estar fortemente relacionados as taxas de suas respostas aos testes de fertilizacéo,
fertilizacaoin vitro, o que nao foi observado tantoin vivo quantoin vitro (ZHANG et al,

em nosso estudo. 1998)

Contudo, os efeitos da morfologia CONCLUSOES
espermatica na fertilizacdo e

desenvolvimento embrionario séo

influenciados por caracteristicas individuais
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A avaliacdo androlégica ndo demonstrou ser
um bom método para selecdo de touros
superiores para utilizacdo na fecundag#o
vitro.

As diferencas entre touros encontradas na
fertilizacdo in vitro sdo provavelmente
decorrentes da composicdo quimica do
plasma seminal e membrana espermatica e
em funcdo das diferencas individuais entre
touros.
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