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Influéncia das épocas do ano na morfometria testicular e epididimaria,
caracteristicas do sémen e proteinas do sémen em SDS-PAGE em zebus e taurinos

Influence of Year Periods on Testicle and Epididymal Morphometry, Semen Characteristics
and Seminal Proteins by SDS-PAGE in Zebu and Taurine
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ABSTRACT

Background: Seminal plasma is a set of secretions from accessory male reproduction organs which influence spermatic
functions. Climate changes that affect gametogenesis may produce low reproduction efficiency in bulls. Electrophoresis
is a great help in the diagnosis of reproduction pathologies and in animal differentiation with regard to fertility within the
context of climate changes. Current research aims at studying the influence of the rainy and dry periods in testicle and epi-
didymis morphometry, semen characteristics and protein of seminal plasma by SDS-PAGE electrophoresis in extensively
bred Nellore and Simental bulls.

Materials, Methods & Results: Five Nellore and two Simental bulls, at mean age of four years, were employed. Semen
collection was undertaken during the rainy (spring and summer) and dry (autumn and winter) at 15-day intervals. One
hundred and fifty-four ejaculations were analyzed and scrotal, testicle and epididymis measurement was provided. Samples
of semen plasma were centrifuged and conditioned at -196°C till electrophoresis processing. Proteins were extracted from
200 pL from each sample in an extraction buffer composed of 0.625 M Tris - HCI, pH 6.8; 2% SDS, 5% 3 - mercapto-
ethanol and 20% glycerol. Proteins were quantified and electrophoreses processed. Data were evaluated by analysis of
variance and means compared by Tukeys test at 5%. The expression TV = 0.0396 x (average testicle length) x (scrotal
perimeter)? was used for testicle volume (TV), with TV = 460.14 cm? for the Simental breed during the rainy season and
TV =571.26 cm?® during the dry season. Nellore bulls showed TV = 524.75 cm?® during the rainy season and 515.13 cm?
during the dry season. TV increased in Simental bulls during the dry period, whereas Nellore breed increased during the
rainy one. There was an increase (P < 0.05) in big and total defects during the rainy season for both breeds. Further, 30
kDa in the seminal plasma occurred in all samples for both breeds and seasons under analysis. Band 179 kDa occurred
in 43% and 14% of samples from Nellore and Simental breeds respectively. Molecular weights of identified bands in the
gels varied between 4 and 205 kDa.

Discussion: Testicle length axis varied significantly between breeds at specific seasons. Variation may be due to adaptation
and anatomic plasticity of the testicles within specific seasons of the year under analysis. TV rise in Simental bulls during
the dry period may have contributed towards the decrease of minor and major spermatic defects with an improvement of
semen quality. Spermatic motility during the dry period and total spermatic defects during the rainy season for Simental
breed provided fall in semen quality. Morphological abnormalities of spermatozoa are lower in the dry season. Season
affects testicle morphometry and protein composition of the bulls” seminal plasma. Protein band 179 kDa occurred in
Nellore bulls during the two analyzed seasons, a fact that has not been described in the literature.
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INTRODUCAO

Diversos fatores afetam a reprodug@o animal,
entre eles a temperatura ambiente e a umidade relativa
do ar [15]. A temperatura testicular em touros deve
ser 4 a 5°C abaixo da temperatura corporal para que
ocorra espematogénese adequada [ 13]. Uma moderada
elevacdo da temperatura testicular em touros reduz
drasticamente a motilidade progressiva, o nimero de
espermatozoides vidveis e aumenta a porcentagem de
espermatozoides morfologicamente anormais [16].

Mudancas climdticas que afetam a gametogéne-
se podem levar a baixa eficiéncia reprodutiva de touros
[25]. Na India, se observou elevagdo na motilidade
espermatica em touros de racas zebuinas em épocas do
ano com temperaturas amenas [ 17]. A eletroforese € uma
técnica que auxilia no diagndstico de algumas patologias
ou diferenciac@o de animais quanto ao suposto grau de
fertilidade frente a alteracdes de clima e manejo [22].

No Brasil, os zebuinos predominam na com-
posicdo do rebanho, sendo exigidos em relacdo a
eficiéncia da espermatogénese e os taurinos sao em-
pregados em programas estratégicos de reproducio
gracas a precocidade sexual. Dessa forma, o presente
estudo se justifica para que novas informagdes sejam
somadas com relagdo a producio de s€émen e compo-
si¢do protéica do plasma seminal em distintas épocas
do ano. O objetivo do trabalho foi estudar a influéncia
das épocas chuvosa e seca na morfometria testicular e
epididimdria, caracteristicas do sémen e proteinas do
plasma seminal por meio da eletroforese SDS-PAGE
em touros Nelore e Simental, criados extensivamente.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado em uma proprie-
dade rural pertencente ao municipio de Presidente
Prudente, SP, com latitude 22° 23’ Sul e longitude 51°
27 Oeste, precipitagdo média de 1.300 mm/ano, tempe-
ratura média anual de 28°C, clima quente com inverno
seco. Em 2011/2012, periodo do experimento, na época
seca (outono e inverno) as médias foram de: 22,8°C e
39% de umidade relativa do ar (URA) e 425 mm para o
indice pluviométrico (IP); e na época chuvosa (prima-
vera e verdo) de: 25,6°C e 73% de URA e 890 mm para
o IP. Os dados climaticos foram fornecidos pelo Centro
de Meteorologia da Universidade do Oeste Paulista,
Presidente Prudente, SP, Brasil. No recinto de avaliacdo
clinico-reprodutiva e colheita de sémen dos touros, foi
utilizado um termdmetro de globo portatil digital®.

Foram utilizados sete touros, sendo cinco Nelo-
res e dois Simental, com idades médias de quatro anos,
criados extensivamente, em um mesmo pasto de Bra-
chiaria decumbens, com sal mineral e dgua ad libitum.
As mensuragdes dos comprimentos (eixo dorso-ventral),
larguras (eixo latero-lateral) e alturas (eixo cranio-caudal)
dos testiculos e as larguras (eixo latero-lateral) dos
epididimos, foram realizadas com paquimetro de ago',
graduado em milimetros. A circunferéncia escrotal (CE)
foi mensurada com fita métrica graduada em centimetros.
Para o célculo do volume testicular (VT), foi utilizada a
expressdo: VT = 0,0396 x (média do comprimento dos
testiculos) x (perimetro escrotal)? [19].

Foram efetuadas colheitas de s€émen entre 7:00
h e 9:00 h, a cada 15 dias, em todos os touros, durante
as épocas chuvosa (primavera e verao) e seca (outono e
inverno), por meio da eletroejacula¢do’, com aparelho
automatico, proporcionando maior conforto aos animais
durante a colheita, sendo analisados 154 ejaculados. As
amostras de sémen foram mantidas em banho-maria’,
entre 35 e 37°C, para as andlises imediatas do volume
(mL), motilidade espermética progressiva (%), vigor
espermdtico (1 a 5) e turbilhdo (1 a 5). Com posterior
diluicao do sémen em formol salino tamponado (1:100),
para obtencdo da concentragdo espermatica em camara
de Neubauer e da morfologia espermadtica frente a avalia-
¢do de 200 espermatozoides com microscopia Optica* de
contraste de fase. Os touros foram classificados segundo
as avaliagdes clinicas e espermdticas para efeito de sele-
¢do para monta natural, segundo as normas do Colégio
Brasileiro de Reproducao Animal [12].

Os ejaculados foram centrifugados® a 1500 g por
15 min, separando e estocando 1 mL do plasma seminal
em criotubos de 2 mL, identificados e armazenados a
-196°C em nitrogénio liquido até a extracio das protei-
nas [18] e quantificagdo das mesmas [3]. Posteriormente,
foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) em cuba vertical de eletroforese ligada a
fonte com voltagem de zero a 1000W (50V x 50 mA
por 30 min.; e 300 V x 16 mA por 12 h). A revelacio
das bandas proteicas foi feita em solucdo a 2% de
“Coomassie blue” R-250 até a visualizacio das mesmas,
com posterior utilizacdo de transluminador permitindo
a captura, visualizacdo e o processamento de imagens
das bandas proteicas reveladas nos géis.

O delineamento utilizado foi inteiramente ao
acaso, os dados foram avaliados pela andlise de variancia
e posteriormente aplicado o teste de Tukey a 5% [1]. A
andlise foi realizada por meio do “software” SAS [24].
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RESULTADOS

Com relacdo a morfometria testicular e epi-
didimadria, nas épocas chuvosa e seca, foram obtidas
diferencas (P < 0,05) entre ragas para: comprimento
do testiculo esquerdo, largura do testiculo esquerdo,
epididimo esquerdo e direito. Na raca Simental, houve
diferenca (P < 0,05) para o comprimento do testiculo
direito e esquerdo sendo superior na época seca (Tabela
1). Para a época seca, entre racas, os comprimentos tes-
ticulares dos lados direito e esquerdo foram superiores
(P < 0,05) na raca Simental. A circunferéncia escrotal
nao diferiu (P > 0,05) entre ragas e entre épocas.

O volume testicular médio na raga Simental foi
de 460,14 cm® na época chuvosa e 571,26 cm?® na época
seca. Com relacdo a raca Nelore, na época chuvosa os
valores médios foram de 524,75 cm?* e de 515,13 cm’® na
época seca. Verificou-se maior volume testicular na raca
Simental na época seca e na Nelore na época chuvosa.

Para as caracteristicas do s€émen, houve dife-
rencas (P < 0,05) entre ragas, nas épocas chuvosa e
seca, para: volume, turbilhdo, motilidade, vigor, con-
centracdo, defeitos maiores, defeitos menores e defei-

tos totais (Tabela 2). Entre racas, para as caracteristicas
do sémen, houve superioridade (P < 0,05) na Simental
para o volume do ejaculado em ambas as épocas. A
porcentagem se elevou para os defeitos espermaticos
maiores e totais na raca Simental, na época chuvosa.
Entre ragas, houve diferencga (P < 0,05) com superio-
ridade para a Nelore para: turbilhdo, motilidade, vigor
e concentragao, nas épocas chuvosa e seca (Tabela 2).

Para fins ilustrativos, com relacdo aos géis
da eletroforese do plasma seminal (Figuras 1 e 2),
observa-se a presenca em 100% das amostras das
bandas proteicas de 14 e 21 kDa nas duas épocas es-
tudadas. A banda de 30 kDa esteve presente em 100%
das amostras (Figura 1) para a época chuvosa e seca
nas duas ragas. A banda de 179 kDa esteve presente
em oito das 14 amostras avaliadas (Figura 2), sendo
visualizada em seis amostras na raca Nelore e em
duas nos touros Simental. Para os pesos moleculares
das bandas proteicas encontradas no plasma seminal,
houve variacdo entre 4 e 205 kDa. Vale destacar que
a incidéncia das bandas de 14, 21, 30 e 179 kDa foi
mantida nas amostras avaliadas.

Tabela 1. Médias e desvios-padrao das varidveis morfométricas do escroto, testiculos e epididimos em touros Nelore (N) e
Simental (S), criados extensivamente em Presidente Prudente, SP, durante o periodo 2011/2012.

Varidvel Raca Epoca Chuvosa Epoca Seca P
CE S 35,03+1,71 Aa 33,83+2,13 Aa 0,7608
N 33,30+2,63 Aa 34,05+2,98 Aa 0,3087
TEC S 9,47+1,92 Bb 12,61£1,45 Aa 0,0058
N 11,95+1,28 Aa 11,22+1,17 Ba 0,0089
TEL S 7,55+0,94 Aa 6,60+0,25 Ab 0,0318
N 6,26+0,59 Ba 6,32+0,49 Bb <0,0001
TEA S 6,63x1,30 Aa 6,91+0,49 Aa 0,1257
N 6,12+0,73 Aa 6,59+0,48 Aa 0,0864
TDC S 9,55+1,99 Ab 12,30+0,97 Aa 0,0158
N 11,56+1,38 Aa 10,86+0,97 Ba 0,4908
TDL S 7,01£0,50 Aa 6,66+0,60 Aa 0,9391
N 6,34+0,65 Aa 6,71+£0,63 Aa 0,5303
TDA S 6,49+0,56 Aa 7,05+0,22 Aa 0,0829
N 6,57+0,84 Aa 6,72+0,66 Aa 0,5303
EPE S 4,14+1,91 Aa 3,08+0,65 Ab 0,0760
N 3,00+0,65 Ba 2,96+0,43 Ba 0,0437
EPD S 3,92+1,73 Aa 3,41+0,56 Aa 0,5522
N 2,92+0,56 Ba 3,10+£0,55 Ba 0,0227

ABLetras maidsculas diferentes na mesma coluna (P < 0,05); **Letras mindsculas diferentes na mesma linha (P < 0,05). CE:
Circunferéncia Escrotal; TEC: Comprimento do Testiculo Esquerdo; TEL: Largura do Testiculo Esquerdo; TEA: Altura do
testiculo Esquerdo; TDC: Comprimento do Testiculo Direito; TDL: Largura do Testiculo Direito; TODA: Altura do Testiculo

Direito; EPE: Epididimo Esquerdo; EPD: Epididimo Direito.
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Tabela 2. Médias e desvios-padrio para as caracteristicas quantitativas e qualitativas do sémen em touros Nelore (N) e Simental (S), criados extensiva-

mente em Presidente Prudente, SP, durante o periodo de 2011/2012.

Varidvel Raca Epoca Chuvosa Epoca Seca P

VOL S 12,39+2,57 Aa 10,66+3,82 Aa 0,3954
N 7,12+3,79 Ba 7,20+3,09 Ba <0,0001

TURB S 1,07+0,98 Ba 0,40+0,16 Ba 0,2495
N 1,60+1,46 Aa 1,63+1,55 Aa 0,0234

MOT S 61,42+13,50 Ba 52,50+14,74 Ba 0,0869
N 76,00+7,88 Aa 74,50£8,25 Aa <0,0001

VIG S 3,21+0,42 Ba 3,00+0,63 Ba 0,2085
N 3,70+0,65 Aa 3,50+0,51 Aa 0,0037

CONC S 154,50+118,75 Ba 112,83+41,11 Ba 0,9372
N 200,70+76,98 Aa 236,10+£196,68 Aa 0,9372

DEMA S 18,75+7,48 Aa 10,33+£3,72 Ab 0,0001
N 10,94+6,85 Ba 5,86+2,15 Bb 0,0004

DEME S 17,10+5,03 Bb 18,00£6,38 Aa 0,0337
N 18,30+8,63 Aa 9,56+3,30 Bb 0,0497

DETO S 35,85+8,22 Aa 28,33+7,00 Ab <0,0001
N 29,30+9,58 Ba 15,47+3,72 Bb <0,0001

ABLetras maitsculas diferentes na mesma coluna (P < 0,05); **Letra mintsculas diferentes na mesma linha (P < 0,05). VOL: Volume; TURB: Tur-
bilhonamento; MOT: Motilidade; VIG: Vigor; CONC: Concentra¢do; DEMA: Defeitos Maiores; DEME: Defeitos Menores; DETO: Defeitos Totais.
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Figura 1. Gel de eletroforese em SDS-PAGE de amostras de plasma
seminal em touros Simental (amostras: 25, 26, 37 e 38 época seca), Nelore
(amostras: 27, 28, 29, 30 e 31 época chuvosa e amostras 32, 33, 34,35 ¢
36 época seca).

DISCUSSAO

As diferencas significativas (P < 0,05) ob-
servadas entre racas para TEC, TEL, EPE e EPD nas
duas épocas avaliadas estdo relacionadas com a origem
genética distinta dos grupos utilizados, zebu e taurino.
O eixo do comprimento testicular apresentou variacio
significativa entre ragas nas épocas avaliadas podendo
essa variacdo estar relacionada com a modelagem e
plasticidade anatomica dos testiculos perante as dis-
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Figura 2. Gel de eletroforese em SDS-PAGE de amostras de plasma
seminal em touros Simental (amostras: 1, 2, 11 e 12 época chuvosa),
Nelore (amostras: 15, 16, 17, 18 e 19 época chuvosa e 20, 21, 22, 23 e
24 época seca).

tintas épocas do ano analisadas, onde na raga Nelore o
maior eixo do comprimento se fez presente na época
chuvosa, possibilitando uma maior facilidade ao tes-
ticulo para realizar trocas de temperatura com o meio
ambiente devido as variacdes na volumetria testicular,
concordando com registros da literatura [17,25]. A
elevagdo do VT nos touros da raca Simental na estagao
seca pode ter contribuido para a reducdo dos defeitos
espermaticos menores e maiores (Tabela 2), resultando
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na melhoria da qualidade do s€men. Para os Nelores,
a elevacdo do VT ocorreu na época chuvosa, onde foi
observada elevagao dos defeitos menores e maiores dos
espermatozoides (Tabela 2).

A despeito do volume testicular ter diminuido
naraga Simental na época chuvosa, nio houve diferenca
(P >0,05) para a circunferéncia escrotal entre as épocas
chuvosa e seca. Dessa forma, sugere-se utilizar o vo-
lume testicular como informagao relevante na sele¢do
andrologica.

Reprodutores bubalinos submetidos a tempe-
raturas entre 38 e 39°C e alta umidade do ar entre 60%
e 95%, a espermatogénese se manteve equilibrada com
pequena porcentagem de espermatozoides com anor-
malidades morfoldgicas [8-10].

O volume do ejaculado esta relacionado com
diversos fatores, dentre eles o tamanho das glandulas
sexuais acessdrias, as quais sa0 anatomicamente maio-
res nos animais de origem taurina, colaborando com
uma expressiva parte do volume seminal. Para ambas
as racas, houve redugao (P < 0,05) na porcentagem de
defeitos espermdticos menores, maiores e totais na época
seca. Possivelmente, a menor temperatura ambiente e a
menor umidade relativa do ar influenciaram na melhoria
do quadro espermético, corroborando resultados obtidos
por Horn et al. [15].

Houve elevacdo dos defeitos maiores e totais
(P < 0,05) na época chuvosa para ambas as racas, con-
cordando com pesquisas anteriores [13,16] que relata-
ram queda na qualidade do sémen na estag¢@o das chuvas.
Valores esses, acima dos preconizados para fins de uso
de touros para cobertura natural em condi¢des extensi-
vas de manejo, conforme o CBRA [12]. Verifica-se no
presente estudo que os touros nascidos e criados sob as
mesmas condi¢des climdticas e nutricionais, revelaram
diferencas em relag@o as caracteristicas do s€émen, nas
épocas avaliadas, com superioridade da raca Nelore, nas
condi¢cdes experimentais.

Segundo a literatura, a banda proteica de 14
kDa € responsével pela maturagdo do espermatozoide,
colaborando para o aumento da fertilidade [ 14]. A banda
proteica de 21 kDa, pode ser responsavel pela recupera-
¢do da permeabilidade da membrana espermadticas apds
choque térmico pelo frio, além de atuar como antioxi-
dante, colaborando com a fertilidade [2].

A capacitacdo do espermatozoide recebe o
auxilio da proteina de 30 kDa colaborando de forma
positiva com a fertilidade [21]. A proteina de 65 kDa

atua de forma positiva na espermatogénese, sendo im-
portante para a fertilidade [20]. A banda proteica de 179
kDa, segundo a literatura consultada nio foi descrita no
plasma seminal de bovinos, onde no presente estudo foi
identificada na raca Nelore nas épocas seca e chuvosa.
Por outro lado, na raca Simental essa banda protéica foi
identificada na estacdo chuvosa. Provavelmente, essa
proteina possa estar relacionada com alguma prote¢ao
aos espermatozoides na época mais quente do ano.

As “Bovine Seminal Plasma Proteins” (BSPs)
sdo proteinas produzidas nas vesiculas seminais, ricas
em fibronectina tipo II e responsdveis por 70% das
proteinas totais do plasma seminal de bovinos, e exis-
tem trés tipos: BSP-A1, BSP-A2, e BSP-A3 [22]. Em
100% dos touros Nelore com boa qualidade do sémen
houve a presenca de bandas proteicas de 13, 18 e 20
KDa no plasma seminal com pesos moleculares entre
5 e 105 kDa, conforme Chacur et al. [7]. As estacdes
do inverno e verdo influenciaram no perfil proteico do
sémen em reprodutores Limousin, onde a qualidade do
sémen foi superior na presenca simultdnea das bandas
de 20, 55, 66 e 80 kDa nas duas esta¢des [5]. Ainda na
raca Limousin, a proteina de 40 kDa foi identificada em
reprodutores com baixa qualidade do sémen no verao
[4]. Na raca Tabapua, os touros produziram sémen de
boa qualidade no inverno tendo as bandas de 20, 55,
66 e 80 kDa isoladas no plasma seminal [9]. Em um
estudo com Pardo-Suicos, touros com sémen de boa e
ma qualidade foram avaliados quanto ao perfil proteico
do plasma seminal, sendo que a boa qualidade esteve
relacionada com as bandas de 55 e 66 kDa [11].

A despeito dos touros Nelore e Simental terem
sido nascidos e criados na mesma propriedade, verificou-
-se peculiaridades nas racas diante das épocas estudadas,
com relacio as caracteristicas do s€émen, morfometria
testicular e epididimaria e na composicao proteica do
plasma seminal, sugerindo que novos estudos devam
ser realizados para ampliar a compreensao dos efeitos
das épocas do ano nas caracteristicas reprodutivas dos
touros criados extensivamente.

CONCLUSAO

A época seca influenciou na morfometria tes-
ticular com aumento do eixo do comprimento na raca
Simental. A época chuvosa influenciou na redugdo do
volume testicular na raga Simental. A morfologia esper-
madtica foi influenciada pela época seca com redugao dos
defeitos maiores e totais nas ragas Nelore e Simental.
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