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Resumo: Este estudo trabalhou com ovinos Morada Nova uma racga naturalizada brasileira e com
origem no Nordeste do Brasil, apresentando indices reprodutivos satisfatorios. O plasma seminal
desses animais tem sido objeto de estudo de varias linhas de pesquisa, pois demonstra grande
importancia na viabilidade espermaética, especialmente em relacdo as proteinas, devido sua maior
concentragdo do que outros componentes e, por estar ligada, diretamente ao processo de
fecundacdo. O experimento foi executado na Embrapa Caprinos e Ovinos, na cidade de Sobral,
localizada na regido Norte cearense, utilizando dados de dois animais, identificados como 33 e 319,
da estacdo de monta do biénio 2013/2014. Foram usados a taxa de fertilidade desses animais e a
quantidades de Spot’s encontrados no plasma seminal a partir de géis bidimensionais, sendo esses
Spot’s visualizados por meio do Software ImageMaster 2D Platinum (GE Healthcare). Foi possivel
observar que o animal 319, apresentou uma maior quantidade de Spot’s (Supostas proteinas), foi
também o animal com uma maior taxa de fertilidade ao diagnostico de prenhez, atingindo uma

eficiéncia de 83,0 %.

Palavras-Chave: Eletroforese 2D; Fertilidade; Morada Nova
INTRODUCAO

A raca Morada Nova, naturalizada brasileira e com origem no Nordeste do Brasil, apresenta elevada
prolificidade, aliada ao menor intervalo entre partos e elevada habilidade materna (SOUZA et al.,
2003). A eficiéncia reprodutiva é o principal fator para o aumento da lucratividade do rebanho,
sendo a taxa de fertilidade, em grande parte, influenciada pelo macho. A fertilidade do reprodutor é
avaliada pela capacidade de fecundar um maior nimero de fémeas, variando, entre os animais
domésticos, de 50 a 80% e dependendo, quase que exclusivamente, da capacidade funcional do
sémen ejaculado (LOVE e KENNEY, 1998).
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O plasma seminal tem sido objeto de estudo de vérias linhas de pesquisa, sob a justificativa da sua
importancia na viabilidade espermaética, principalmente em relagdo as proteinas, por estarem em
maior concentracdo do que outros componentes e, por participarem ativamente do processo de
fecundacdo (BELLIN et al., 1998). Durante muitos anos, ele foi considerado, apenas como um meio
de transporte e sustentacdo dos espermatozoides, desde a ejaculacdo até a fertilizacdo (KRAUS et
al., 2005; TROEDSSON et al., 2005). Porém, Wolfe et al. (1993), baseando-se nas diferencas
apresentadas na qualidade seminal, com o uso de bovinos férteis e com degeneracdo testicular
experimental, sugeriram que o0s contetidos do plasma seminal influenciavam na fertilidade
masculina.

De acordo com Gasset (1997); Mortarino (1998); Roncoletta et al. (1999), os perfis eletroforéticos
do plasma seminal auxiliam na avaliacdo clinica em casos de infertilidade em touros. Ja as proteinas
solGveis e estruturais tém um importante papel no metabolismo do espermatozoide, com
interferéncia na fertilidade dos touros (KILLIAN, 1999; RONCOLETTA et al., 1999).

Os Spot’s sdo possiveis proteinas presentes nos geéis bidimensionais, visualizadas por meio de
programas de computador, como o Software ImageMaster 2D Platinum (GE Healthcare). Esses
Spot’s sdo identificados e analisados de acordo com seus Pontos Isoelétricos (pl) e suas Massas
Moleculares (MW), para posterior confirmacéo no espectrémetro de Massa.

Objetivou-se com este estudo quantificar e relacionar os Spot’s encontrados no plasma seminal com

a fertilidade dos reprodutores Morada Nova.

MATERIAL E METODOS
O trabalho foi executado na Embrapa Caprinos e Ovinos, na cidade de Sobral, localizada na regido

Norte, em pleno semiarido cearense, a 3°42' de latitude Sul e 40°21' de longitude Oeste, e uma
altitude de 83 metros. A temperatura média anual é de 28°C, com minima e maxima, de 22°C e
35°C, respectivamente.

A coleta do sémen foi feita em setembro de 2013, antes da estacdo de monta 2013/2014 para
avaliacdo dos aspectos androldgicos e seminais dos reprodutores. A coleta foi realizado com o
auxilio de uma fémea estrogenada com Cipionato de Estradiol como manequim, para estimular o
aparecimento do estro e facilitar a coleta.

Logo apos a coleta e anotagbes dos dados necessarios, o material colhido foi levado para o
laboratério onde foi centrifugado a 1500 g a 4 °C por 30 minutos, separando, assim o plasma
seminal dos espermatozoides. Desta forma, foi determinada a proteina total por meio do plasma

seminal utilizando o método de Bradford (1976).
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Este método baseia-se na ligacdo do corante Coomassie Brilliant Blue G250 as membranas das
proteinas, fazendo com que as estas adquiram uma coloracdo azul. Foi utilizado o
espectrofotdmetro modelo Ultrospec 2100 (GE Healthcare), adotando-se 595 nanémetros (nm) de
comprimento de onda. A mensuracdo foi realizada em triplicata, utilizando a albumina sérica
bovina (BSA) na determinacdo de uma curva padrdo em concentragdes conhecidas (0, 5, 10, 15, 20
ug/uL) de BSA.

Em seguida foi iniciada a Eletroforese Bidimencional com a Focalizagdo Isoelétrica das “tiras” (pH
4 —7), dividido em duas etapas: na primeira foi feita a Reidrata¢do destas, deixando as mesmas por
16 horas overnight, para as proteinas aderirem a tira, sendo em seguida submetidas a Focalizadas
por um periodo de cerca de oito horas para as proteinas se ordenarem nas tiras de acordo com 0 seus
respectivos valores de pH (4 — 7).

Ao término dessa etapa as tiras foram Equilibradas com o uso de solugdes que iriam destruir as
ligacGes dissulfeto e impedir o rearranjo dessas ligacdes para ndo ocorrer superestimacdo das
proteinas. Posteriormente, as tiras foram colocadas no gel de poliacrilamida a 12 % para déa inicio a
corrida eletroforética, sendo submetidas a dois programas: Programa 1 (30 mA, 100 W por 15
minutos); Programa 2 (50 mA, 100 W por oito horas). Terminando essa corrida os géis foram
retirados das placas com cuidado para ndo ocorrerem quebras e foram levados para cubas de vidro,
sob agitacdo lenta a 25 rpm por um periodo de cerca de 12 horas, mergulhado numa solucédo de
Comassie Brilhant Blue (CBB).

Ao final desse periodo foi retirada a solucdo de CBB e colocada a solugdo de revelagdo por um
periodo de cerca de oito horas.

Posteriormente, a este periodo, os géis foram levados ao ImageScanner Il (GE Healthcare) para ser
feito o Scanner dos mesmos e essas imagens serem, analisadas, posteriormente no Software
ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare).

A Taxa de Fertilidade de cada animal foi calculada dividindo o numero de matrizes prenhas pelo
numero de matrizes cobertas, multiplicando esse resultado por 100 para se obter um resultado final

em percentagem.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O reprodutor 33 acasalou nove fémeas, destas seis emprenharam, atingindo uma taxa de fertilidade

de 66,7 % e o reprodutor 319 emprenhou cinco das seis fémeas cobertas obtendo-se uma taxa de
fertilidade de 83,0 % (Tabela 1).

Ao analisar e comparar a quantidade de Spot s encontrados nos géis bidimensionais dos animais 33
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e 319, através do Software ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare), com a taxa de
fertilidade desses animais foi possivel observar que o animal 319, que apresentou uma maior
quantidade de Spots, foi também o animal com uma maior taxa de fertilidade, atingindo uma
eficiéncia de 83,0 % (Tabela 1).

Tabela 1 - Nimero de Spot’s e Spot’s correspondentes (matches) presentes nos Geis Bidimencionais

e a Taxa de Fertilidade por animal.
R1 R2 N° Médio de  Spots Correspondentes Taxa de Fertilidade

Spot’s (Matches) C)
33 32 27 29,5 32 66,7
319 42 41 41,5 44 83,0

Devido isto, 0 estudo funcional das proteinas € de crucial importancia para a eficiéncia reprodutiva
do macho. O plasma seminal dos ruminantes apresenta sua composigdo proteica variavel, sendo a
espécie e a estacdo do ano fatores de maior relevancia (TEXEIRA et al., 2009).

A grande maioria das proteinas seminais tém origem no epididimo e nas glandulas sexuais
acessorias, que se relacionam com os componentes da membrana espermatica e estdo envolvidas em
varios procedimentos regulatérios integrados com a finalidade espermaética e demais vertentes da
capacidade fertilizante masculina (MOURA et al., 2007).

CONCLUSAO
A presenga de um numero expressivo de Spot’s (Supostas proteinas) influencia diretamente a

fertilidade reprodutiva de machos Morada Nova.
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