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O caminho ndo escolhido

Num bosque amarelo dois caminhos se separavam,
T lamentando ndo poder escolher os dois
I sendo apenas um viajante, fiquei muito tempo parado
T olhei para um deles tdo distante quanto pude

Até onde se perdia na mata;

Entdo segui o outro, como sendo mais merecedor,
F tendo talvez melhor direito,
Porque coberto de mato e querendo uso
Embora os que por ld passaram
Os tenham realmente percorrido de igual forma,
T ambos ficaram essa manhd
Com folhas que passo nenhum pisou.
Oh, guardei o primeiro para outro dia!
Embora sabendo como um caminho leva para longe,

Duvidasse que algum dia voltasse novamente.

Direi isto suspirando
Em algum lugar, daqui a muito e muito tempo;
Dois caminhos se separavam em um bosque, e eu....
Fu escolhi o menos percorrido

T isso fez toda a diferenca.

Robert Frost, 1916



Resumo

A quantificacdo dos componentes bioquimicos como frutose, acido citrico
e proteina total existentes no plasma seminal de caprinos e ovinos localizados na
regido Centro—Oeste do Brasil é uma forma de avaliar a atividade fisioldgica e
bioquimica espermaticas. Estes dados servem como indicadores de provaveis
problemas com os testiculos e glandulas acessoérias desses animais e de sua
respectiva fertilidade. A frutose e o acido citrico sdo importantes para o sémen
como fonte de energia metabdlica e como componente de sistema tampéao,
respectivamente. A frutose é um marcador da funcdo secretora das vesiculas
seminais, e €é um componente importante para a sobrevivéncia dos
espermatozéides em condigcbes anaeroObicas e estd estreitamente relacionada
com a motilidade inicial das células espermaticas. Sendo assim, 0s objetivos
do presente projeto foram analisar gquantitativamente esses componentes do
plasma seminal de bodes e carneiros sob latitude 20831’'S em quatro épocas do
ano e purificar, através de técnicas cromatogréaficas, a enzima fosfolipase A,
importante proteina presente no plasma seminal. As analises bioquimicas foram
feitas usando-se um espectrofotometro UV/Vis para obtencdo da curva padrdo e
para a determinacdo das concentracéoes mensais e da concentracdo anual média
dos constituintes analisados. A purificagdo da PLA; foi feita por cromatografia
liquida preparativa usando-se como fase estacionaria a coluna Superdex 75-16/60
(GE HealthCare) de exclusdo por tamanho e membranas semipermeaveis de 10 e
30 kDa. Como resultado das analises bioquimicas, obteve-se a concentracdo
anual meédia de proteinas totais de 3,27 + 0,60 g/dL para ovinos e de 5,02 + 0,43
para caprinos, acido citrico de 1015,33 + 66,50 pg/mL para ovinos e de 1584,35 +
143,90 pg/mL para caprinos e frutose de 23,40 = 4,80 mg/dL para ovinos e 72,73
18,50 mg/dL para caprinos. Os resultados mostraram que a PLA; extraida do
plasma seminal de ovinos tem massa molecular préxima de 13,8 kDa e a PLA; do

plasma seminal de caprinos tem massa molecular proxima a 12,8 kDa.



Abstract

Quantification of biochemical components in seminal plasma including
fructose, citric acid and total protein of goat and sheep of the Midwest region of
Brazil is one way of evaluating the biochemical and physiological activity of the
sperm. These data serve as indicators of potential problems with the testicles and
accessory glands of these animals and their relative fertility. The fructose and citric
acid are important for the semen as a source of metabolic energy and as a
component of a buffer, respectively. Fructose is a marker of secretory function of
seminal vesicles, important for the survival of spermatozoa under anaerobic
conditions, and is closely related to the initial motility of sperm cells. Therefore, the
objectives of this project were to quantitatively analyze these components in the
seminal plasma of goats and sheep in latitude 20°3 1'S in four seasons and purify
by chromatographic techniques the enzyme phospholipase A, an important
protein in the seminal plasma. Biochemical analysis were done using a
spectrophotometer UV / Vis to obtaining the standard curve and to determine the
monthly and annual average concentration of the constituents analyzed. The
purification of PLA, was performed by preparative liquid chromatography using the
column as stationary phase Superdex 75-16/60 (GE HealthCare) by size exclusion
and semipermeable membranes 10 and 30 kDa. As a result of biochemical
analysis, we obtained the annual average concentration of total protein of 3,27 +
0,60 g / dL for sheep and 5,02 + 0,43 g/dL for goats, citric acid of 1015,33 + 66, 50
g / mL for sheep and 1584,35 + 143,90 g / mL for goats and fructose 23,40 + 4,80
mg / dL for sheep and 72,73 £ 18,50 mg / dL for goats. The results showed that the
PLA; extracted from seminal plasma of sheep has a molecular mass of 13,8 kDa
and the next PLA, from goat seminal plasma has a molecular mass close to 12,8
kDa.
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1 - INTRODUCAO

1.1 — Aspectos Gerais

A ovinocultura é uma das atividades pecuarias com maior tradicdo e
representatividade no Sul, enquanto a caprinocultura é predominante no Nordeste do
nosso pais. O sistema de exploracéo tradicional em regime extensivo foi, nos ultimos
anos, gradualmente substituido por um regime mais equilibrado, com recurso a
suplementacdo alimentar em épocas de caréncia e a utlizacdo de pastagens
melhoradas. A utilizacdo de racas locais, que dadas as suas potencialidades produtivas
e reprodutivas, exigem menos do ambiente comparativamente a racas exoticas,
constitui em alguns casos, um meio importante de subsisténcia para as populagdes
rurais que as exploram (ANUALPEC 2003).

No Estado de Mato Grosso do Sul, esta atividade pecuaria abandonou nos
ultimos anos, a condicdo secundaria, para constituir-se na principal exploracao
econbmica de muitas propriedades rurais e jA desponta como atividade importante no
contexto econdmico do Estado, que atualmente possui um rebanho de 405.157
cabecas, segundo dados Anualpec (2003).

Analisando-se a localizacdo geografica dos genotipos ovinos no Brasil, tem-se,
ao longo dos ultimos setenta anos, aquelas racas puras bem como suas derivacdes
selecionadas pela sua aptidédo para a producao de las finas (Merina Australiano e Ideal)
e aquelas consideradas de “dupla aptiddo” (Corriedale e Romney Marsh) localizadas

nas regides temperadas (Rio Grande do Sul e sul de Santa Catarina) e em alguns
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pequenos grupamentos no Estado de S&o Paulo. Ja a regido tropical foi ocupada

guase que exclusivamente por racas deslanadas que tiveram um crescimento
altamente significativo, principalmente durante a ultima década (Anualpec, 2003).

A reproducdo na espécie ovina e caprina apresenta diversas particularidades
entre elas o fato da ovelha apresentar gestacdo de cinco meses, sendo possivel o
acasalamento de animais entre o primeiro e segundo ano de vida. Além disso, a
maioria das racas ovinas e caprinas apresenta estacionalidade reprodutiva com a
concentragcdo das ocorréncias de cios no final de verdo e durante o outono. A
temporada de nascimento usualmente ocorre nos meses de inverno ou inicio da
primavera. Os ovinos apresentam um ciclo curto de produc&o, com a possibilidade de
cordeiros serem abatidos em seu primeiro ano de vida (BICUDO, 2002).

A atividade reprodutiva € a expressao fisiolégica de um conjunto complexo de
mecanismos e fendbmenos que obedecem a rigido controle endégeno de um sistema
hierarquizado de 6rgdos que se inter-relacionam, utilizando a bioquimica. A
compreensdo desse universo ainda é restrita, porém nos ultimos anos o aumento do
conhecimento se acelerou e como consequéncia as biotécnicas aplicaveis a
reproducédo sofreram evolugéo e se diversificaram (BICUDO, 1999).

A presencga de certos componentes bioquimicos no sémen esta envolvida com a
funcdo de fertilidade, metabolismo da célula espermética, e criopreservacdo. O
conhecimento dos componentes quimicos existentes no plasma seminal torna-se
imprescindivel e necessario para se avaliar a atividade bioquimica e fisiolégica da

célula espermatica (NUNES, 1982).
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Os componentes bioquimicos do ejaculado s&o o0s responsaveis por uma série

de reacdes bioquimicas relacionadas diretamente com 0s processos vitais da célula
espermatica e por indicadores de funcionamento correto dos distintos 6rgéos
integrantes do sistema reprodutor masculino (IBARRA; NAVARIDAS, 1992).

Segundo Nunes (1982) a producdo espermatica esta relacionada com diversos

fatores e foram classificados como sendo:

- Climaticos: animais submetidos ao ritmo luminoso de 8 e 16 horas de
escuriddao por um periodo de 10 meses, apresentam durante o outono e parte da
primavera, um quadro espermatico superior. O sémen de carneiros submetidos a uma
luminosidade crescente apresenta qualidade média sempre inferior ao sémen de outros

animais examinados no outono.

-Alimentares: caprinos comparados com trés niveis energéticos alimentares,
classificados como alto, médio e baixo, apresentaram alteracbes nos ejaculados
apenas aqueles animais com baixo nivel energético e decréscimo do volume
espermatico, diminuicdo no niumero de espermatozoides por ejaculado, diminuicdo na
taxa de frutose, queda na motilidade inicial e aumento de espermatozdides anormais.
Ja no nivel médio energético ndo se observou alteracdo e os mantidos em niveis altos,
houve variacdo inversa as do nivel baixo, ndo mostrando nenhum efeito indesejavel

sob a producgdo espermatica.

-Fatores estacionais: alteram a producdo de espermatozoides no periodo do

verao e outono e a producdo minima ocorre na primavera, sendo que as taxas de
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espermatozoéides anormais estavam inversamente relacionadas com o fotoperiodo

crescente.

Estudo realizado por Ibarra e Navaridas, (1992) confirma que as variacdes
estacionais influenciam diretamente no volume e taxa de frutose do ejaculado no
plasma seminal. Para lIritani et al., (1963) a justificativa € a presenca da enzima
fosfolipase “A,”, mais elevada na estacdo ndo reprodutiva, interferindo na qualidade
seminal e sua congelacao, portanto, a necessidade de uma programacgao para coleta
de sémen e estoque respectivo na estacao reprodutiva € de suma importancia.

Nunes (1982), Iritani et al. (1963) e Machado et al. (1999) afirmam que as
caracteristicas da qualidade seminal sdo baixas quando ha alteracdes em fatores

ambientais, temporarios e circunstanciais.

O estudo bioquimico do sémen pode detectar problemas com as glandulas
acessorias, variacbes na atividade plasmatica e no sistema enzimatico dos
espermatozoéides. A avaliacdo dos aspectos fisicos e morfoldgicos, assim como 0s
parametros bioquimicos, podem identificar a maior ou menor capacidade de fertilizacao

dos espermatozoides (RODRIGUES, 1997).

As glandulas vesiculares sdo responsaveis pela secrecao de liquido seminal que
tem como funcdo nutrir gametas, manter o pH seminal, fonte de energia para o
espermatozéide pelo seu grande conteudo de frutose (CLAVERT et al.,, 1981). Ja o
plasma seminal € um meio complexo, contendo varios produtos bioquimicos originados
dos ductos deferentes, vesiculas seminais, préstata, glandulas bulbouretrais e glandula

de Litre (CHEMINEAU et al., 1991).
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O caprino apresenta determinada estacionalidade reprodutiva que depende das

variaveis intrinsecas como peso, idade, raca e das variaveis extrinsecas como o
fotoperiodo, latitude, temperatura e alimentacédo. Animais criados em regifes tropicais,
proximos a linha do equador, ndo sofrem influéncia de fotoperiodo e temperatura, como
animais criados em regibes de clima temperado, onde ha grandes variacdes de
temperatura e luminosidade (NUNES, 1982).

O conhecimento das relagdes clima — animal — vegetal permite mensurar com
maior exatiddo a influéncia que o meio ambiente exerce sobre a producdo agropecuaria
e, consequentemente, cria mecanismos de acdo para aumentar a produtividade
(NUNES, 1982; IBARRA et al., 1992).

Em geral, temperaturas médias acima de 27°C, associadas a umidade relativa
do ar acima de 70%, sdo suficientes para limitar processos fisiologicos de animais,
guando transferidos de um ambiente temperado original para regides tropicais
(GALLOWAY, 1979).

Para se avaliar a atividade bioquimica e fisiologica espermatica € necessario
conhecer as concentracbes e funcdo dos componentes bioquimicos existentes no
plasma seminal (GONZALES, 1984). O plasma seminal contém uma variedade de
constituintes bioquimicos, alguns dos quais s&o relativamente especificos no
mecanismo de regulacdo do espermatozoéide, entretanto, as exatas funcdes desses
componentes seminais, para controlar a motilidade espermatica, ainda nédo estdo bem
elucidadas (STRZESEK et al., 1992).

Em certos animais pode haver uma predisposi¢éo genética para a fungéo
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anormal dos testiculos, resultando em manifestagcbes clinicas que vao desde

azoospermia até a producdo de tipos especificos de defeitos espermaticos. Podendo,
no entanto, haver uma interacdo entre estresse ambiental e a predisposi¢cdo genética.
A gqualidade do sémen na estacdo sexual estd por volta de 65% enquanto que na
estacdo ndo sexual os niveis caem para 50% (GALLOWAY, 1979).

Fatores climaticos como temperaturas altas induzem ao aparecimento de
espermatozoéides mortos e/ou anormais, afetando também a motilidade espermética e
da porcentagem de espermatozoides moveis, e um incremento na porcentagem de
alterac6es morfologicas espermaticas (GONCALVES et al., 2002).

Hiroe et al., (1960) afirmaram que a condicdo de armazenamento do plasma
seminal, a frequéncia de ejacula¢cbes, nivel de glicose no sangue e a condi¢do
nutricional, podem interferir fortemente na producdo e metabolismo da frutose e
Pinheiro et al., (1996a,b) cita que os valores para frutose, acido citrico e proteina total
foram inferiores na estacdo seca do ano.

Gongalves et al, (2002) afirma que niveis elevados de testosterona plasmatica,
ndo so conduzem a uma melhor demonstracdo da libido, como sdo responsaveis pela
elevacédo dos niveis de frutose e acido citrico.

Simplicio e Machado (1989) relatam que a metodologia para analise seminal
varia de autor para autor, interferindo nos resultados; além disso, ainda ha escassez na
producéo dos trabalhos em tecnologia do sémen caprino, sendo que a importancia do
namero de bodes e de amostras (ejaculados) para detectarem-se diferencas entre
tratamentos é limitante.

A escolha de reprodutores com perimetro escrotal e comprimento testicular esta
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intimamente relacionado com a producdo espermatica, relacdo esta importante para

determinar a capacidade reprodutiva animal e, assim, tentar diminuir os entraves
ocasionados pelas esta¢fes climaticas durante o ano (ELOY, 1984).

Estudos relacionados com a conservacdo espermatica com finalidade de
inseminagdo artificial envolvem vérios fatores, como analises bioquimicas dos
componentes seminais e condicdes de armazenamento. As respostas relacionadas a
lavagem do plasma seminal foram melhores em carneiros que bodes, sem adicdo de
gema de ovo para a viabilidade com sémen fresco e ap0s congelacdo (RITAR;
SALAMOM, 1982).

No periodo da estacao reprodutiva a gema de ovo foi empregada na congelacéo
de sémen como diluidor e incubado por 6h pds-descongelacdo, sendo que a
sobrevivéncia espermatica declinou de 12% em margco para 1,5% em agosto. Os
melhores resultados foram os coletados em junho com variacdo individual entre bodes,
parecendo existir diferenca estacional na congelabilidade do sémen caprino, sendo que
na pos-descongelacdo € pior na primavera, porém mais estudos sdo necessarios
(ALEU, 1992).

A qualidade e quantidade do sémen caprino sdo afetadas por regibes
temperadas e possuem estacdo reprodutiva bem definida (CORTEEL, 1981). A
congelabilidade do sémen de bodes Angora ndo apresentou efeito significativo em
relacdo a estacdo reprodutiva (LOUBSER; van NEIKERK, 1983). Em ovinos ha
superioridade da congelacdo do sémen na estacao reprodutiva em relacdo ao periodo

de anestro estacional (COLAS; BRICE, 1976).
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A congelacao e descongelacdo de sémen de bodes da raca Boer foram testadas

em diferentes épocas do ano (quatro estacbes) e ha influéncia dos periodos
estacionais e a localizacdo geografica da coleta

de sémen e raca respectiva sdo importantes fatores na congelabilidade do sémen
(TULIL; HOLTZ, 1995).

Nos machos ovinos e caprinos a atividade espermética sofre grande variacéo
em funcdo da estacionalidade e nessas espécies ha um decréscimo na quantidade e
gualidade da producao do sémen (PELLETIER et al., 1988), principalmente, na contra
estacao reprodutiva (marco a agosto em paises temperados) (CORTEEL, 1975). No
entanto, é possivel manter a qualidade do sémen caprino com o fotoperiodo artificial
alterando os dias sem alterar a fertilidade espermética (DELGADILLO et al., 1992).

As glandulas sexuais acessoOrias e célula espermatica sdo as principais
produtoras das proteinas presentes no plasma seminal. Mesmo que sejam muitas e
pouco conhecidas, sabe-se que quando presentes em concentragcdo normal, guardam
uma relacdo positiva com a fungdo espermatica e refletem a integridade do sistema
reprodutor masculino, todavia, sua excessiva liberacdo pode indicar alteracdes do
estado funcional do espermatozoéide (RODRIGUES, 1997).

As proteinas influenciam na sobrevivéncia da célula espermética, comportam-se
como indicadores de patologias do aparelho reprodutor masculino e estdo intimamente
relacionadas com a congelabilidade do sémen (FREITAS; NUNES, 1992). As proteinas
do sémen sao responsaveis pela prevencao da aglutinacdo espermatica e da perda de

material nutriente intracelular (SANTANA et al., 1998c). A exposicéo prolongada do
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espermatozoéide no plasma seminal tem sido descoberta como um efeito adverso na

funcdo espermética e a separacdo do plasma seminal em mamiferos sdo uma pratica
rotineira laboratorial.

Conhecer a variacdo do exame androldgico e do plasma seminal de carneiros e
bodes em quatro épocas do ano, suas proteinas e o estudo da estrutura-funcédo das
mesmas, implicara na melhoria das condicdes de congelabilidade do sémen para
aplicacéo na reproducéao assistida desses animais da regido Centro-Oeste do Brasil e
promovera um acréscimo no setor produtivo, reprodutivo e biotecnoldgico da

ovinocaprinocultura brasileira.

1.2 - Fosfolipase A , (PLA))

Fosfolipases A, (PLA;) sdo enzimas capazes de hidrolisar a posicdo sn-2 de
fosfolipideos (SOUBEYRAND et al., 1997). No sistema reprodutivo, tem funcdo nos
eventos de maturacdo do espermatozdide, particularmente na reacdo acrossomal (FRY
et al., 1992; ROLDAN; FRAGIO, 1993).

A reacdo acrossomal permite a liberagdo de enzimas hidroliticas, as quais sédo
requeridas para que 0 espermatozoOide penetre na camada acelular que circunda o
odcito (YANAGIMACHI, 1988).

PLA, pertencem a dois grupos principais: as PLA,s de baixa e de alta massa
molecular. As de alta massa molecular também chamada de PLA; citoplasmaticas s&o

proteinas de 85kDa encontradas em muitos tipos de células (SHARP et al., 1989). Elas
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sao especificas para acido araquidonico e possuem atividade limitada de lisofosfolipase

e fosfolipase A;. PLA; de baixa massa molecular formam uma familia de enzimas
homodlogas de 14 a 20 kDa, que sdo encontradas em muitos fluidos secretdrios, bem
como, no citoplasma de muitos tipos de células (DENNIS, 1994; SCOTT; SIGLER,
1994). Sao importantes enzimas regulatérias em numerosos sistemas fisioldgicos tais
como inflamacdo, remodelamento de membranas, e na sinalizagdo celular
(MUKHEIJEE et al., 1994).

A fosfolipase A, é uma enzima secretada pela glandula bulbouretral de bodes e
carneiros, presente no sémen e que coagula em diluentes com gema de ovo e hidrolisa
lecitina dos acidos graxos e lisolecitina, além de ser toxica ao espermatozoide (ROY,
1957; IRITANI; NISHIKAWA, 1963; PELLICER-RUBIO et al, 1997; PELLICER-RUBIO;
COMBANOURS, 1998). A gema de ovo pode preservar sémen de bode por até 3 dias

sem decrescer a motilidade abaixo de 50% (SHAMSUDDIN; AMIRI; BHUIYAN, 2000).

Apesar de muitos estudos terem sido realizados para caracterizar a fosfolipase
A, presente no espermatozoide e plasma seminal de muitas espécies, somente a
enzima do plasma seminal humano foi purificada e sequenciada (TAKAYAMA et al.,
1991) e, definitivamente, classificada em um grupo particular de PLA,. A enzima
possui 14kDa, e é idéntica & enzima sinovial (HARA et al., 1988), sugerindo que o
mesmo deve ser verdade para outras espécies de mamiferos.

Estudos realizados com secrecdes seminais em bovinos mostram que ha
diferencas significantes quando comparados com PLA; de plasma seminal humano

(WURL; KUNZE, 1985). As atividades encontradas no plasma seminal de bovinos,
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ovinos e porcinos resultam em cerca de 1, 10 e 0,03%, respectivamente, da atividade

de PLA; do plasma seminal humano, sugerindo que diferencas qualitativas devem
existir entre os tipos de PLA, encontrados em diferentes espécies (SOUBEYRAND et
al., 1997). A purificagdo e posterior estudo estrutural da enzima devem revelar as
razdes por tras dessas diferencas. A figura 1A mostra o mecanismo reacional de uma
fosfolipase A, (parte de sua estrutura encontra-se em verde sendo complexada pelo
ion célcio) interagindo com um fosfolipideo em vermelho (OLIVEIRA, 2006). A figura 1B
mostra um fosfolipideo interagindo com a PLA; e a figura 1C mostra o ponto de
clivagem no fosfolipideo pela PLA;.

A presenca do ion calcio é essencial para as fosfolipases calcio-dependentes
gue, na auséncia deste ion, sdo biologicamente inativas. Sua funcéo € participar com a
carga positiva na interacdo com grupos eletronegativos do sitio ativo, bem como, com
uma molécula de agua, e com o substrato (fosfolipideo). O célcio, neste caso, tem
como funcdo promover reacdes de hidrélise do substrato, estabilizando seu grupo
fosfato, liberando um acido graxo livre da posicdo C2 e, por ultimo, o lisofosfolipideo
(Figura 1A). A PLA; de plasma seminal enquadra-se neste grupo (DOUARD et al.,

2004).
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1.3 — Acido Citrico

O é&cido citrico, ou acido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico ¢ um &cido
organico fraco, presente na maioria das frutas, sobretudo em citricos como o liméo e a
laranja. Sua férmula quimica é CgHgO; E usado como conservante natural
(antioxidante), sendo conhecido também como acidulante, dando um sabor acido e
refrescante na preparacdo de alimentos e de bebidas. Em bioquimica, é importante o
seu papel como intermediario do ciclo do &cido citrico, de forma que ocorre no

metabolismo de quase todos os seres vivos. A figura 2 mostra a férmula estrutural do

acido citrico.
O OH
Q Q
HO OH
OH
Figura 2 — Férmula estrutural do acido citrico
1.4 — Frutose

A frutose € um monossacarideo (CgH1206), com 0s carbonos dispostos em anel
(Figura 3), sendo muito encontrada em frutas. Como possui um grupo cetona como
grupo caracteristico, a frutose é considerada uma cetose e como possui 6 carbonos, &
considerada uma hexose. E, portanto, uma cetohexose. Tem uma estrutura em anel

pentagonal com dois grupos metilos.
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Figura 3 — Férmula estrutural da frutose

A frutose e o &cido citrico sdo importantes para o sémen como fonte de energia
metabdlica e como componente de sistema tampéo, respectivamente (TUTIDA, 1999).
A frutose € um marcador da funcao secretora das vesiculas seminais, importante para
a sobrevivéncia dos espermatozoides em condicbes anaerObicas e esta
estreitamente relacionada com a motilidade inicial das células esperméticas. O
acido citrico reflete a atividade secretora da prostata e, ainda que a sua fungdo néao
seja conhecida, parece ter papel importante como ativador da fosfatase acida,
mantendo também o equilibrio osmoético, junto com o sodio e o0 potassio,
favorecendo, assim, a motilidade dos espermatozoides (TUTIDA, 1999).

Por outro lado, as concentracdes de frutose e de acido citrico, no plasma
seminal, estdo diretamente relacionadas com a atividade da testosterona,
constituindo, portanto, um indicador da fun¢éo enddcrina dos tecidos. Ha evidéncias
de que o nivel de acido citrico no plasma seminal reflita o estado androgénico, ja que

existe uma correlagcdo positiva com a testosterona sanguinea, estando ainda
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sujeito as variagbes estacionais, especialmente, no garanhdo e no bode (TUTIDA,

1999).

1.5 - Técnicas Analiticas

1.5.1 - Espectrofotometria

A espectrofotometria € o método de analise 6ptica mais usado nas investigacdes
biolégicas e fisico-quimicas. O espectrofotometro, mostrado na Figura 4, é um
instrumento que permite comparar a radiacdo absorvida ou transmitida por uma
solucdo que contém uma quantidade desconhecida de soluto, e uma quantidade
conhecida da mesma substancia denominada padrdo. Todas as substancias podem
absorver energia radiante, mesmo o vidro que parece completamente transparente
absorve comprimentos de ondas que pertencem ao espectro visivel. A agua absorve
fortemente na regido do infravermelho. A absorcdo das radiacfes ultravioletas, visiveis
e infravermelhas dependem das estruturas das moléculas, e é caracteristica para cada
substancia quimica. Quando a luz atravessa uma substancia, parte da energia é
absorvida (absorbancia); a energia radiante ndo pode produzir nenhum efeito sem ser
absorvida. A cor das substancias se deve a absorcdo de certos comprimentos de
ondas da luz branca que incide sobre elas, deixando transmitir aos nossos olhos

apenas aqueles comprimentos de ondas nao absorvidos.
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Figura 4 — Foto de um espectrofotdbmetro UV-Vis.

1.5.2 - Método de Bradford

O método de Bradford é uma técnica para a determinacdo da concentracao
de proteinas que utiliza o corante de "Coomassie brilliant blue" BG-250 (BRADFORD,
1976), (figura 5). Este método é baseado na interacdo entre o corante BG-250 e
macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou
aromaticas. No pH de reacao, a interacao entre a proteina de alta massa molecular e o
corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma

anidnica, que absorve fortemente em 595 nm.
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vermelho n azul

Ligacao com
proteina

Figura 5 - Equilibrio quimico do corante Coomassie Brilliant Blue. Na auséncia da macromolécula, o corante é

vermelho, se tornando azul na interagao proteina-corante.

1.5.3 — Método do Biureto

O método se baseia na reacado do reativo do biureto, que é constituido de uma
mistura de cobre e hidroxido de sédio com um complexante que estabiliza o cobre em
solucdo, sendo o tartarato de sédio o recomendado. O cobre, em meio alcalino, reage
com proteinas formando um complexo quadrado planar com a ligacao peptidica, como
mostrado na figura 6. O produto de reacdo apresenta duas bandas de absor¢éo, uma
em 270 nm e outra em 540 nm (ZAIA et al., 1998). Apesar da banda na regido de 270
nm aumentar em seis vezes a sensibilidade do método do biureto, a banda na regido
de 540 nm € a mais utilizada para fins analiticos, porque diversas substancias,
normalmente presentes na maioria dos meios analisados, absorvem na regido de 270

nm causando muita interferéncia no método (ZAIA et al., 1998).
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Figura 6 — Interacdo entre os nitrogénios das liga¢des peptidicas da proteina com o ion cobre.

1.5.4 — Cromatografia

O processo de cromatografia foi descoberto em 1903 por Mikhail Tswett, que
separou pigmentos de plantas solubilizados usando adsorventes sélidos. Na maioria
dos procedimentos cromatograficos modernos, a mistura de substéncias a ser
fracionada € dissolvida em um liquido (a fase movel), e esse liquido € passado através
de uma coluna contendo uma matriz sélida e porosa (a fase estacionaria). A medida
gue os solutos fluem através da coluna, eles interagem com a fase estacionaria, e sua
eluicdo é retardada. Tal retardamento depende das propriedades de cada soluto. Se a
coluna for comprida o suficiente, as substancias com as diferentes taxas de migracao
serdo separadas. Os procedimentos cromatograficos mais Uteis para purificar proteinas
sdo classificados de acordo com a natureza da interagdo da proteina e a fase

estacionaria. Um cromatografo tipico € mostrado na figura 7.
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Figura 7 — Foto de um cromatdgrafo Akta Purifier (GE HealthCare).

1.5.4.1 — Cromatografia de filtragcdo em gel

Na cromatografia de filtracdo em gel, também chamada de cromatografia de
exclusdo por tamanho ou peneira molecular, as moléculas sdo separadas de acordo
com seu tamanho e forma. A fase estacionaria consiste em esferas de gel contendo
poros cujos intervalos de tamanho sao relativamente estreitos. O tamanho dos poros é
determinado pela quantidade de ligacdes cruzadas entre os polimeros do material do
gel. Se uma solucdo aquosa de moléculas de véarios tamanhos for passada atraves da
coluna que contém tal “peneira molecular”, as moléculas que forem muito grandes para
entrar nos poros serdo excluidas do volume de solvente no interior das esferas,
permanecendo na solugdo que as contorna. Portanto, as moléculas grandes
atravessam a coluna mais rapidamente do que as moléculas pequenas gque passam

através dos poros. Pelo fato dos poros das esferas possuirem certo intervalo de
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tamanho, a filtragdo em gel pode ser usada para separar uma ampla variedade de

moléculas; as moléculas maiores, com acesso a um numero menor de poros, eluirdo
primeiro, comparadas com as moléculas um pouco menores que possuirem acesso a
um nuamero maior de poros (VOET et al., 2008). A figura 8, ilustra uma cromatografia
de exclusdo por tamanho mostrando duas proteinas, A e B, sendo eluidas. A proteina
A, por ser maior, ndo consegue penetrar nos poros do material da fase estacionaria,

por isso, percorre a coluna primeiro e é eluida antes da proteina B.

— Proteina A

| Proteina B
(e W

S —

SOy HBY | o Sl ———
L
g,q ;ip el
j . & A q a A
Gel v ]
¢
5 v w E
(a) (b) (c) (d) (e)

Figura 8 — Esquema ilustrativo de uma cromatografia de exclusédo por tamanho. (a) Inicio da separagéo
cromatogréfica (b) Proteina A (maior) comega a ser separada (c) Proteina A esta préxima da eluicao (d)

Proteina A eluida (e) Proteina B (menor) eluida por ultimo (VOET et al., 2008).
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1.5.5 - Eletroforese

A eletroforese de proteinas € normalmente realizada em géis de agarose ou
poliacrilamida com um tamanho de poros caracteristicos. As separa¢des moleculares,
portanto, baseiam-se nos efeitos de peneiramento (tamanho e forma) e na mobilidade
eletroforética (carga elétrica). Contudo, a eletroforese difere-se da filtracdo em gel pelo
fato de a mobilidade das moléculas pequenas serem maior do que a das grandes com
a mesma densidade de carga. O pH no gel deve ser alto o suficiente (normalmente em
torno de 9) de forma que praticamente todas as proteinas possuam carga liquida
negativa e movam-se em dire¢cdo ao anodo que a voltagem é aplicada. Moléculas de
tamanho e carga similares movem-se como uma banda Unica através do gel. Apos a
eletroforese, as bandas separadas podem ser visualizadas por uma técnica apropriada,
como mergulhar o gel em uma solucdo de um corante que se liga fortemente as
proteinas (p. ex., azul brilhante de Coomassie). Dependendo das dimensfes do gel e
da técnica de visualizacdo utilizada, as amostras contendo menos do que 1 ng de
proteina podem ser separadas e detectadas por eletroforese em gel (VOET et al.,
2008). Em uma das formas de eletroforese, em gel de poliacrilamida (PAGE - de
polyacrylamide gel electrophoresis), o detergente dodecilsulfato de sédio (SDS) é

usado para desnaturar as proteinas (Figura 9).

e
/\\/\/\/\/\/\O/ ~0—Na*

Figura 9 — Férmula estrutural do dodecilsulfato de sédio (SDS).
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Moléculas anfifilicas como o SDS interferem nas intera¢des hidrofébicas que

normalmente estabilizam as proteinas. As proteinas em geral assumem uma forma
cilindrica na presenca de SDS. Além disso, a maioria das proteinas liga-se ao SDS na
proporcdo de 1,4 g de SDS por grama de proteina (cerca de uma molécula de SDS
para cada dois residuos de aminoacidos) (VOET et al., 2008). A carga negativa que 0
SDS transfere mascara a carga intrinseca da proteina. O resultado € que as proteinas
tratadas com SDS possuem formas similares e razfes carga/massa parecidas. Em
consequéncia disso, a SDS-PAGE separa as proteinas somente por efeitos de filtracdo
em gel, isto &, de acordo com a massa molecular. Em SDS-PAGE a mobilidade relativa
das proteinas varia, linearmente com o logaritmo de suas massas moleculares, como
mostrado na figura 10.
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Figura 10 — Relacao entre a massa molecular de uma proteina e sua mobilidade

eletroforética em SDS-PAGE. (VOET et al, 2008)
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Em consequiéncia, a massa molecular de uma proteina pode ser determinada

com exatiddo de 5 a 10% fazendo-se sua eletroforese em presenca de proteinas
“marcadoras” de massa molecular conhecida, e cobrindo uma faixa na qual a massa
molecular da proteina de interesse esteja situada (Figura 11). Pelo fato de o SDS
romper as interacdes ndo-covalentes entre os polipeptideos, a SDS-PAGE fornece a
massa molecular das subunidades das proteinas feitas de multiplas subunidades. A
possibilidade de as subunidades serem ligadas por ligagdes dissulfeto pode ser testada
por meio da realizacdo da SDS-PAGE na presenca e na auséncia de agentes

redutores, como o 2-mercaptoetanol (HSCH,CH,OH), que quebra essas ligacoes.

(a) (b)

Figura 11 — Esquema ilustrativo de uma eletroforese em gel. (a) aplicacdo de amostras nos reservatdrios

individuais; (b) representacdo do gel mostrando as amostras apés a eletroforese.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Quantificar, através da técnica de espectrofotometria, a concentracdo de
proteinas totais, &cido citrico e frutose do plasma seminal de bodes e
carneiros sob latitude 2081'S em quatro épocas do ano e determinar a

concentracdo anual média desses constituintes em cada espécie.

2.2 - Purificar através de técnicas cromatograficas, a enzima fosfolipase A,
existente no plasma seminal de bodes e carneiros, e analisar sua atividade

biol6gica apds a purificacao.

2.3 - Determinar a massa molecular da enzima fosfolipase A, extraida do plasma
seminal de ovinos e caprinos por eletroforese em gel de poliacrilamida e
através da técnica de cromatografia de exclusédo por tamanho usando-se um

pool de proteinas de massa molecular conhecida como padréo.
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3 — PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1 - Animais, alimentacé&o e localizagao

A primeira parte do experimento foi realizada em uma propriedade rural
localizada no municipio de Campo Grande (latitude 2093G1'S, longitude 5438'W),
estado de Mato Grosso do Sul, com altitude de 530 m. O clima da regido, segundo a
classificacdo de Koppen (PELL et al., 2007), é do tipo tropical semi-umido, subtipo AW,
apresentando, como caracteristica, a ma distribuicdo das chuvas, com a ocorréncia de
um periodo seco bem definido durante os meses mais frios (maio a setembro) e um
periodo chuvoso durante os meses mais quentes (outubro a abril).

A precipitagdo normal varia em torno de 1.500 milimetros ao ano, com
temperatura média anual de 22,5C e umidade relativa de 70%. A diferenca de
periodos escuros entre o solsticio de verdo e solsticio de inverno é de 2 (duas) horas e
29 (vinte e nove) minutos. Foram utilizados 10 bodes da raca Boer e 10 carneiros da
raca lle de France (Figura 12) localizados na referida propriedade, com regime
extensivo Brachiaria brizantha c.v Marandu e suplementado com ragdo protéica
(18%PB), 200g/dia ao final do dia, conforme manejo da propriedade, sal mineral e 4gua

“ad libitum”.
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(A)

Figura 12: Animais doadores. (A) Bode da raca Boer (caprino) e (B) Carneiro da raca lle-de-France

(ovino).

A extracdo do sémen foi feito através da técnica de eletroejaculagcdo em
periodos e horas idénticas para todos os animais. A eletroejaculacdo € uma técnica
para coletar sémen de pequenos ruminantes, principalmente, aqueles que nao se
adaptam a vagina artificial e para bodes pode ser empregada com sucesso, sendo que,

se usa baixa voltagem e frequéncia (CARTER et al., 1990).

Apls a colheita e avaliacdo do sémen pela equipe do Prof. Dr. Antonio Carlos
Duenhas Monreal, do laboratério de Biofisiofarmacologia da Universidade Federal do
Mato Grosso do Sul — UFMS, foi feita a centrifugacdo das amostras a 3000 rpm durante
15 minutos para separacdo dos espermatozoides, e isolar o plasma seminal para as

analises bioguimicas, realizadas durante este projeto.
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3.2 - Andlise bioquimica do plasma seminal por espe  ctrofotometria

Todos os testes foram realizados utilizando espectrofotdmetro UV/Vis, marca
Jasco, modelo V-630, do Laboratério de Biologia Molecular e Bioquimica - BMB, do
Instituto de Quimica de Sdo Carlos. Para todos os testes foi feito a leitura do branco
(solucdo sem o analito de interesse) antes das amostras.

Os experimentos foram feitos em duas etapas, abrangendo o ano todo,
portanto, as quatro estacfes existentes. Na etapa 1, os meses analisados foram:
setembro, outubro, novembro, dezembro de 2008, janeiro e fevereiro de 2009. Na
etapa 2, as amostras analisadas foram dos seguintes meses: marco, abril, maio, junho,
julho e agosto de 2009. Todas as analises foram repetidas por duas vezes sendo que
para cada amostra os testes foram feitos em duplicata. Para o calculo das
concentracdes, utilizou-se as curvas padrdo obtidas experimentalmente, onde a
equacao da reta foi aplicada, sendo:

y=ax+bhb
(y = concentracao; a: coeficiente angular; b: coeficiente linear e x: absorbancia)

As concentracfes anuais médias dos constituintes do plasma seminal foram

determinadas assim como o limite de confianca da média, dado pela equagéo abaixo:
H=M=t .s/N

onde M é a média anual das concentracfes, t € o parametro de Student (tabelado) e N

€ o numero de medidas. Para este trabalho, como N = 12 (12 meses), t = 2,20 com

95 % de probabilidade, segundo a literatura (BACCAN et al.,1979).
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3.2.1 - Quantificacdo de Frutose

As reacdes de quantificacdo de frutose foram feitas pela modificacdo do
meétodo de Seliwanoff (PINHEIRO, 1996). A reagdo é descrita na figura 13, mostrando
a desidratacao da cetose em meio acido e a formacéao de produto colorido, na presenca

de resorcinol alcodlico.

THOH cp,0n THOH cHo
[H7] [H']. 05 Cy
HO _—
oy YH0 \ / TN
OH
FHL
OH HMF ’
(Hidroximetilfurfural) &
Frutose OH CH-0OH
Resorcinol 6-hidroxi-9-[5-(hidroximetil)-2-furil]-

3-H-xanteno-3-ona

Figura 13 — Reacéo de Seliwanoff (Seliwanoff,1887).

3.2.1.1 — Preparacéo do padréo para obtencédo da cur va padrao de frutose

Partindo-se de uma solucdo padrdo de frutose a 0,2% (m/v) de concentracdo
inicial, preparou-se por diluicdo com agua destilada mais quatro solu¢des de frutose em
0,02%, 0,05%, 0,10%, 0,15%. Todas essas solu¢des foram analisadas em 450 nm. Na

sequéncia, de posse dos valores de absorbancia relativos a cada concentracéo, plotou-
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se um gréfico e obteve-se a curva padrao para frutose, através da melhor reta entre os

pontos obtidos.

3.2.1.2 — Analise Quantitativa

A andlise quantitativa foi feita como descrita a seguir.

Foram pipetados 50 pL de plasma seminal, que foram diluidos em 0,95 mL de
agua destilada. Em seguida, adicionou-se 1,0 ml de sulfato de zinco 2% (m/v) e 1,0 ml
de hidréxido de sodio 0,4% (m/v).

Na sequéncia, essa mistura foi aquecida em agua fervente por 2 minutos e,
entdo, centrifugada por 5 minutos a 2000 rpm, sendo que toda esta etapa foi
necessaria para a desproteinizacdo das amostras. Seguidamente, foi utilizado 1,0 ml

da mistura, que foi tratada com resorcinol alcodlico 0,1 % (m/v) e 3,0 ml de HCI 30%
(VIv) .
Em seguida, toda a mistura foi aquecida em banho maria a 85°C por 20

minutos, e apos o resfriamento, foi feita a analise em comprimento de onda de 450 nm,

sendo que o resultado final foi expresso em mg/dL.

3.2.2- Quantificac&o de Acido Citrico

As reac¢Oes de quantificacdo de acido citrico foram feitas segundo o método
desenvolvido por Saffran e Denstedt, (1948). O método baseia-se na determinacgéo

de baixas concentracdes de acido citrico, pela formacdo de um produto de cor
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amarela, o acido aconitico, formado pela reacdo com &cido tricloroacético,

anidrido acético e piridina, como mostrado na figura 14. Pelo controle da

temperatura, o acido citrico agora insaturado, torna-se colorido a 0<C.

O OH
Anidrido acético, O O
J\ Plrldlna
A
HO HO OH
- H2O
A B

Figura 14 — A) - Acido citrico e B) Acido Aconitico

3.2.2.1 — Preparacéo do padrdo para obtencdo da cur va padrdo para Acido

Citrico

Inicialmente, preparou-se uma solucdo de acido citrico 0,6% (m/v).
Sequencialmente, essa solucéo foi diluida com agua destilada a 0,2%, 0,3%, 0,4% e
0,5%. Essas novas solucgdes foram analisadas em comprimento de onda em 420 nm,
sendo que, as absorbancias obtidas foram plotadas em grafico para obtencédo da curva

padrao.

3.2.2.2 — Analise Quantitativa

Nesta etapa, foram pipetados 100 pL de plasma seminal e diluido em 0,9 mL de

agua destilada. Na sequéncia, adicionou-se 1,0 mL de acido tricloroacético 10% (v/v) e
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a mistura foi centrifugada por 10 minutos a 2000 rpm. Apoés esta etapa, foi retirado uma

aliquota de 0,5 mL e adicionado a 4,0 mL de anidrido acético, ficando em banho-maria
a 60°C, durante 10 minutos. Em seguida, foi adicionado a esta solugdo 0,5 mL de
piridina sendo levada novamente a banho-maria a 60°C, por 40 minutos. Numa etapa
posterior, as amostras foram transferidas para um recipiente com gelo para o
resfriamento e posterior leitura em espectrofotometro a 420 nm. O resultado final foi

expresso em pg/mL.

3.2.3 — Quantificacao de Proteina Total

A gquantificacdo de proteina total foi feita pelo método do Biureto (RODRIGUES,
1997). Rapidamente, grupos amida a partir da ligacdo peptidica, complexam-se aos
ions cobre do reagente de Biureto em pH alcalino, apresentando cor que varia do verde

ao alaranjado, proporcional a concentracao de proteina em solucao.

3.2.3.1- Preparacao do padrdo usando BSA para obten ¢é&o da curva padrao

para quantificacdo de proteinas totais

A curva padrao foi feita usando-se albumina do soro bovino (BSA). A proteina
foi preparada na concentracdo 10 mg/mL. Apds esta etapa, esse padrao foi diluido em
cinco outras solucdes de concentracédo 1, 2, 3, 4 e 5 mg/mL. Na sequéncia, essas
solucdes foram levadas ao espectrofotbmetro e a leitura foi feita em 550 nm para

obtencé&o da curva padréao.
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3.2.3.2 — Andlise Quantitativa

Para as andlises, 100 uL de plasma seminal reagiram com 2,0 mL do reagente
de Biureto, promovendo o surgimento de uma coloragdo especifica para as amostras
protéicas, a qual é mais intensa conforme a concentragdo, que foi mensurada no

espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 550 nm, e expressa em g/dL.

3.3 — Determinagdo da massa molecular e purificagcdo da PL A, do plasma

seminal de ovinos e caprinos por cromatografia liqu ida

A determinacdo da massa molecular e a purificacdo da PLA, foi realizada por
cromatografia liquida preparativa, em equipamento Akta Purifier, marca General
Electric (GE), utilizando como fase estacionaria a coluna Superdex 75-16/60 (GE
HealthCare) com volume de 120 mL, que separa proteinas de 3.000 a 70.000 Da. O
fluxo de eluicéo foi de 1,5 mL/min, e frag6es de 2,0 mL foram coletadas. A fase mével
utilizada para o pool de proteinas foi tampéao Tris-HCI 0,10 mol/L em pH 6,8 e

para as amostras foi tampéo Colina 0,15 mol/L, NaCl 0,2 mol/L, pH 5,5.

3.3.1 — Preparacéao da fase movel

O tampdao da fase movel das amostras foi preparado utilizando-se Cloreto de
Colina, marca Sigma, e Cloreto de Sédio, marca J. T. Baker. Foi preparado 1 litro de

solucdo em agua deionizada, com concentracéo final de Colina 0,15 mol/L e NaCl
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0,2 mol/L, pH 5,5. Para o pool de proteinas, o tampéo usado como fase movel foi

preparado usando-se Tris (hidroximetil aminometano), marca Bio-Rad, na concentracéo

0,1 mol/L e pH 6,8.

3.3.2 — Separacao por exclusdao molecular das amostr as de Caprinos e

Ovinos

Em cada experimento, foram utilizados 5 mL de plasma seminal. As amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm, & 4°C durante 10 minutos. O material depositado ao
fundo foi descartado e o sobrenadante foi transferido para um tubo falcon onde o
volume final da amostra foi ajustado novamente para 5 mL pela adi¢cdo de agua mili-Q,
e injetado no equipamento. Durante a eluicdo das amostras que percorreram a coluna
cromatogréfica, foi obtido um cromatograma que registrou os picos de absorcdo a 280
nm, permitindo que os tubos onde as amostras de PLA, foram detectadas, fossem

armazenadas imediatamente a 4C.

3.4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 15%

As fragOes recolhidas ap0s cada separacdo cromatogréfica foram devidamente
selecionadas pela anélise do cromatograma obtido e armazenadas a 4C. A andlise do
cromatograma foi necessaria para a separacao das fracbes que seriam aplicadas no

gel para a eletroforese. Apés a selecdo das amostras, pipetou-se 40 pL de cada fracéo

47



o]

eluida. Na sequéncia, a cada amostra de 40 pL foi adicionado 20 puL de tampé&o de

amostra 2x (Tris-HCI 0,188 mol/L, pH 6,8 contendo SDS 6%, EDTA 6 mmol/L, glicerol
30%, azul de bromofenol 0,01% e [3-mercaptoetanol 10%). Posteriormente, essas
amostras foram aquecidas por, aproximadamente, 10 minutos para desnaturacao das
proteinas. Apés o aquecimento, foram utilizados 15 pL de cada amostra, as quais
foram aplicadas no gel de poliacrilamida 15% na presenca de um marcador de massa
molecular entre 14.000 e 66.000 Da (Sigma), que foi utilizado como parametro de
comparacdo para a analise das bandas do gel.

A eletroforese foi desenvolvida segundo o método de Laemmli (1970), para
analise do conteudo protéico do plasma seminal, bem como, para andlise da
fosfolipase A, isolada. O experimento desenvolveu-se por, aproximadamente, 2 horas
com voltagem inicial de 100 V até a entrada da amostra no gel de resolugédo, quando
neste momento, a voltagem aplicada foi elevada a 130 V. Ap0s esta etapa, o gel foi
mantido no corante azul de Coomassie durante 10 minutos e em seguida foi descorado
em agua destilada a quente por, aproximadamente, 10 minutos para visualizacdo da

distribuicdo das bandas.

3.5 - Concentragéo da enzima purificada

Apdés a anadlise dos géis de eletroforese, todas as fracdes obtidas na etapa
cromatogréfica referentes as bandas observadas nos geéis na faixa de 14 kDa foram
selecionadas, e as amostras de ovinos e caprinos armazenadas a 4C. Posteriormente,

essas amostras foram concentradas em concentrador com membranas
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semipermeaveis (figura 15). Este trabalho usou-se membranas de 10 kDa, as quais

permitem apenas a passagem de moléculas de massa molecular <10 kDa. Moléculas
maiores ficam retidas na membrana, o que para as enzimas alvo é fundamental, pois
suas massas moleculares estdo na faixa de 14 kDa. Esta etapa, além de concentrar as
amostras, também teve por objetivo eliminar contaminantes de baixa massa molecular
observadas no gel e que nao foram eliminadas durante a purificacdo. O contaminante
de alta massa molecular, observado no gel de eletroforese, foi eliminado usando-se
uma membrana semipermeavel de 30 KDa, e a PLA, pdde ser recolhida na parte
inferior do concentrador, apds sucessivas lavagens com tampao, desta vez ja
purificada. A analise da pureza foi avaliada pela eletroforese SDS-PAGE. Estas etapas
adicionais s6 foram realizadas para as amostras de caprinos, uma vez que as amostras
de ovinos foram isoladas apos a purificacdo e concentracdo usando membrana de 10

kDa.

Figura 15 - Concentrador com membrana semipermeavel.
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3.6 — Teste para verificar a atividade enzimaticad a PLA, utilizando emulsdo

de gema de ovo a 5% (v/v) em meio LB

ApOGs a concentracdo da amostra, foram feitos testes de atividade enzimética
para confirmar se a proteina isolada realmente se tratava da proteina alvo do estudo.

Foram feitas placas contendo meio LB (Luria-Bertani) - Agar misturadas a
emulsdo de gema de ovo na concentracao de 5% (v/v). Em cada placa foram feitos 4
pocos (figura 30, em Resultados e Discussao), afim de adicionar diferentes amostras. A
emulsdo de gema de ovo é rica em fosfolipideos e gera um ambiente favoravel a
atuacdo da enzima potencialmente isolada, desde que, fosfolipideos sdo substratos
naturais da enzima, e a emulsao favorece a interacao lipideo-agua, propicio a atuacéo
da fosfolipase A, na sua forma biologicamente ativa. Em cada placa foram adicionadas
aproximadamente, 20 pL de tampao colina (tampao de eluicdo) no poco 1, 20 pL de
extrato bruto (plasma seminal) no poco 2, 20 pL de amostra de PLA; isolada no pocgo 3
e 20 pL do descarte do concentrador (tampdo descartado apds a etapa de
concentracdo da enzima) no poco 4, respectivamente. A formacdo de anéis nas
superficies dos pocos indica a reacdo entre a proteina e a emulséo adicionada ao meio
LB, sendo que esta reacdo comprovaria a presenca da fosfolipase A, na sua forma
biologicamente ativa.

Adicionalmente, foi feita nova placa contendo meio LB e emulsdo de gema de

ovo a 5% (v/v), utilizando-se 40 pL de extrato bruto no poco 1 e 40 uL de PLA; no poco

2. O objetivo foi verificar se haveria alteracdes nos resultados obtidos, devido ao maior
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volume de enzima em contato com o0 meio, observando o efeito da interagdo enzima-

substrato.

3.7 — Teste para avaliar a atividade da PLA , por acompanhamento do pH

em funcéo do tempo de reacdo em pHmetro digital

A atividade da fosfolipase A, também foi verificada através de testes de
acompanhamento da variacdo do pH (DE HAAS et al., 1968) em funcao do tempo da
reacdo em pHmetro digital, marca Gehaka, modelo PG 1800. Como substrato foi
utilizado uma emulsdo de gema de ovo 5% (v/v) em presenca de desoxicolato de sddio
0,0027 mol/L e cloreto de calcio 0,006 mol/L. A solucao foi preparada com volume final
de 20 mL, sendo ajustado seu pH inicial para 8,0 a temperatura ambiente. A esta
solucéao, foram adicionados 200 pL da amostra contendo a enzima PLA; proveniente do
plasma seminal de caprinos, e a variacao do pH foi acompanhada em funcdo do tempo,
onde no decorrer da reacdo acidos graxos foram formados pela acdo da enzima sob o
substrato, rico em fosfolipideos.

Este experimento ndo foi realizado com amostras de PLA; de ovinos.

3.8 — Célculo da concentracdo de PLA , purificada de caprinos e ovinos

pelo método de Bradford

Apé6s todas as etapas de purificagdo da enzima foram calculadas as suas
concentracdes nas amostras de caprinos e ovinos, seguindo a metodologia proposta

por Bradford, 1976. Os detalhes estdo expressos nos resultados do trabalho.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1- Quantificagéo de Proteinas Totais do Plasma Se  minal de Ovinos

Apés a realizacdo dos testes utilizando o reagente de Biureto, com o objetivo de
guantificar o conteudo de proteinas totais presentes no plasma seminal de ovinos, foi
feita a medida de absorbancia a 550 nm das diferentes amostras coletadas durante os
doze meses do ano. A partir da curva padrdo obtida e mostrada na figura 16, as

concentracoes foram calculadas e estdo expressas em g/dL (Tabela 1).

Curva Padrao BSA
054 Y=0,01155+0,0965x

Absorbancia (550 nm)

T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5

[BSA] (mg/mL)

Figural6 — Curva padrdo de BSA

O grafico referente aos dados apresentados na tabela 1, esta representado na

figura 17
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Tabela 1 — Concentragdo de proteinas totais do plasma seminal de ovinos nos 12 meses do ano e a

média anual.

MESES (Concentracéo g/dL)
Set 3,01
Out 3,50
Nov 4,10
Dez 2,60
Jan 3,02
Fev 4,70
Mar 4,53
Abr 2,03
Mai 3,70
Jun 1,86
Jul 3,96
Ago 2,23

Média anual 3,27 £0,60
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Figura 17 — Gréfico de barras mostrando a variagdo da concentragdo de proteinas totais nos 12 meses

do ano e a concentracao anual média para o plasma seminal de ovinos.
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4.2 — Quantificacao de Proteinas Totais do Plasma S eminal de Caprinos

Da mesma forma, foi feita a medida de absorbancia a 550 nm, das diferentes
amostras coletadas durante os doze meses do ano para o plasma seminal de caprinos.
A partir da curva padrao mostrada na figura 16, as concentracées de proteinas totais
foram calculadas e estdo expressas em g/dL (Tabela 2).

O grafico referente aos dados apresentados na tabela 2, esta representado na

figura 18.

Tabela 2 — Concentragéo de proteinas totais do plasma seminal de caprinos nos 12 meses do ano e a

média anual.

MESES (Concentragéo g/dL)

Set 5,10
Out 4,70
Nov 6,50
Dez 5,80
Jan 6,00
Fev 5,65
Mar 4,10
Abr 5,10
Mai 4,55
Jun 4,50
Jul 4,75
Ago 3,50
Média anual 502+0,43
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[Proteina Total] (g/dL)

Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Média

Meses

Figura 18 — Gréfico de barras mostrando a variagcdo da concentracao de proteinas totais nos 12 meses

do ano e a concentracdo anual média para o plasma seminal de caprinos.

Analisando-se os dois graficos obtidos, figuras 17 e 18, observa-se que
durante praticamente o ano todo ha uma maior concentracdo protéica em caprinos,
também observada na concentracdo anual média, sendo uma caracteristica propria do
animal ser mais rico nesse composto. Observa-se que para caprinos, Nnos meses mais
chuvosos (setembro a fevereiro) ha uma maior concentracdo de proteinas totais,
devido as condi¢Bes climaticas aumentarem a disponibilidade alimentar e, com isso,
favorecerem o enriguecimento do plasma seminal. Para 0s ovinos, 0s meses que as
amostras possuem maior concentragao protéica sdo fevereiro e marco, ndo havendo
nesse caso tanta influéncia do periodo chuvoso nessa espécie. Fazendo-se uma
comparacdo anual entre os dois animais, observa-se que 0s caprinos mantém uma
regularidade maior na concentracdo anual de proteinas totais, enquanto 0s ovinos

possuem maiores variagcdes durante o ano em termos de quantidade protéica. Em
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comum, estas duas espécies mostram possuir menor quantidade de proteina total para

0 més de agosto, como pode ser observado nos graficos das figuras 17 e 18.

4.3 - Quantificagio de Acido Citrico do Plasma Semi  nal de Ovinos

Apés a realizacdo dos testes para determinacdo da concentracdo de acido
citrico do plasma seminal de ovinos, segundo o método de Saffran e Denstedt, (1948),
foi feita a medida de absorbancia a 420 nm das diferentes amostras coletadas durante
os doze meses do ano. A partir da curva padréo obtida e mostrada na figura 19, as

concentracdes foram calculadas e estdo expressas em pg/mL (Tabela 3).

Curva Padrao para Acido Citrico
2.5 y=0,12213+0,40769x -

Absorbancia(420 nm)

T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

[Acido Citrico] (mg/mL)

Figura 19 — Curva padréo para acido citrico

O grafico referente aos dados apresentados na tabela 3, esta representado na
figura 20.
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Tabela 3 — Concentragéo de &cido citrico do plasma seminal de ovinos nos 12 meses do ano e a média

anual.

MESES (Concentragéo pg/mL)

Set 1070,50
Out 1113,00
Nov 1205,00
Dez 973,00
Jan 1037,50
Fev 1180,00
Mar 925,00
Abr 960,00
Mai 930,00
Jun 965,00
Jul 920,00
Ago 905,00
Média anual 1015,33 + 66,50

o]
o
o

[Acido Citrico] ( ug/mL)
B D
3 3

n
o
o

0

Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Média
Meses

Figura 20 — Grafico de barras mostrando a variagcao da concentragdo de &cido citrico nos 12 meses do

ano e a concentracdo anual média para o plasma seminal de ovinos.
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4.4 - Quantificacéo de Acido Citrico do Plasma Semi  nal de Caprinos

Paralelamente aos testes realizados para a determinagdo da concentracéo de
acido citrico do plasma seminal de ovinos durante os 12 meses do ano, estes mesmos
testes foram feitos para caprinos. A partir da curva padréo, as concentracdes foram
calculadas e estdo expressas em pg/mL (Tabela 4). O gréfico referente aos dados

apresentados na tabela 4, esta representado na figura 21.

Tabela 4 — Concentragéo de &cido citrico do plasma seminal de caprinos nos 12 meses do ano e a

média anual.

MESES (Concentragéo pg/mL)

Set 1472,00
Out 1444,00
Nov 1744,00
Dez 1689,00
Jan 1560,50
Fev 1592,50
Mar 1630,00
Abr 1675,00
Mai 1840,00
Jun 1870,00
Jul 910,00
Ago 1585,00
Média anu al 1584,35 £ 143,90
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Figura 21 — Gréfico de barras mostrando a variagdo da concentracdo de acido citrico nos 12 meses do

ano e a concentragdo anual média para o plasma seminal de caprinos.

Pode-se observar que pelos gréficos das figuras 20 e 21, que para a
concentracdo de acido citrico, tanto para ovinos como caprinos, ha uma regularidade
anual na quantidade desse composto, com excec¢do do més de julho, para caprinos,
onde ha uma baixa quantidade de &cido citrico, comparado aos demais meses do ano.
Novamente, observa-se pela média anual, que caprinos possuem maior quantidade
deste de composto, evidenciando que o sémen desse animal € mais rico que de
ovinos, em termos de quantidade de acido citrico. Observa-se que para ambas as
espécies existem uma grande concentracdo desse componente no més de novembro,
também influenciado pelo periodo mais chuvoso em relacdo aos demais meses. Em
ovinos, houve uma maior linearidade da quantidade de acido citrico, bem diferente da
guantidade de proteina total, que sofre grandes variacdes durante o ano. Para

caprinos, observa-se que ha uma ascendéncia na concentracao iniciada no més de
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janeiro e que vai até julho, onde ocorre o fim do periodo reprodutivo do animal

(NUNES, 1982).

4.5 — Quantificacdo de Frutose do Plasma Seminal de  Ovinos

Apés as reacdes de quantificacdo de frutose segundo Pinheiro, (1996), as 12
amostras obtidas do plasma seminal de ovinos foram mensuradas no comprimento de
onda de 450 nm. As concentracdes referentes as absorbancias obtidas estéo listadas
na tabela 5, e estdo expressas em mg/dL. A curva padrdo para frutose obtida é

mostrada na figura 22.

1 Curva Padrao para Frutose
0,5 y=0,00997+0,2436Xx

Absorbancia ( 450 nm)

0,0 0,5 1,0 15 2,0
[Frutose] (mg/mL)

Figura 22- Curva padréo para frutose

O grafico referente aos dados da tabela 5 esta representado na figura 23.
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Tabela 5 — Concentragdo de frutose do plasma seminal de ovinos nos 12 meses do ano e a média anual.

MESES
Set
Out
Nov
Dez
Jan
Fev
Mar
Abr
Mai
Jun
Jul
Ago

Média anual

[Frutose] (mg/dL)

Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Média

(Concentracdo mg/dL)

21,80
26,40
42,80
17,20
26,40
25,80
16,20
16,50
23,00
29,50
25,00
10,20

23,40 +4,80

Meses

Figura 23 — Grafico de barras mostrando a variagao da concentragdo de frutose nos 12 meses do ano e

a concentracdo anual média para o plasma seminal de ovinos.
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4.6 — Quantificagdo de Frutose do Plasma Seminal de  Caprinos

Apés as reacdes de quantificacdo de frutose segundo Pinheiro, (1996), as 12
amostras obtidas do plasma seminal de caprinos foram mensuradas no comprimento
de onda de 450 nm. As concentracbes referentes as absorbancias obtidas estdo
listadas na tabela 6, e estdo expressas em mg/dL.

O gréfico referente aos dados da tabela 6 esta representado na figura 24.

Tabela 6 — Concentragdo de frutose do plasma seminal de caprinos nos 12 meses do ano e a média

anual.

MESES (Concentragdo mg/dL)
Set 56,60
Out 62,80
Nov 106,60
Dez 104,20
Jan 109,20
Fev 84,40
Mar 62,00
Abr 42,80
Mai 81,10
Jun 101,20
Jul 27,70
Ago 34,10

Média anual 72,73 £18,50
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[Frutose] (mg/dL)

Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Média
Meses

Figura 24 — Gréfico de barras mostrando a variagao da concentracédo de frutose nos 12 meses do ano e

a concentracdo anual média para o plasma seminal de caprinos.

Os graficos das figuras 23 e 24 mostram que ha uma grande diferenca na
concentracdo anual média de frutose entre ovinos e caprinos, sendo que caprinos
possui uma quantidade bem maior desse componente. Para caprinos, ha uma maior
concentracdo durante os meses mais chuvosos, que vai de novembro a fevereiro e, da
mesma forma que ocorre com a concentracdo de acido citrico, ha uma variacédo
crescente similar que inicia-se em marc¢o e vai até junho, final do periodo reprodutivo
do animal. Também, observa-se pelos graficos, que o més de agosto, final do periodo
de estiagem, as amostras apresentam baixa concentracdo de frutose para ambas as
espécies, se comparado com o0s demais meses do ano, periodo de maior escassez

nutricional (pouca pastagem).
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4.7 — Determinacdo da massa molecular da PLA , por cromatografia de

exclusdo de tamanho usando-se um pool de proteinas como padréo.

Coluna usada: Superdex 75 — 16/60

Tampao de eluicdo: Tris-HCI 0,10 mol/L, pH 6,8

Tabela 7: Pool de proteinas usadas como

padrédo
Fracdo Proteina mg/mL MM (kDa) .'-'D—E
(pool) ]
30
Apoferritina 2,5 503 : CitocronioC
A-globulina 2,5 160 03
304 |
BSA 2,5 67 20
: 104 \
Ovoalbumina 2,0 45 . ~
Anidrase 2,0 30 -ID—E
Carbonica 204
Citocromo C 1,0 12,3 304
U T I I I [ L I I I I

Figura 25 — Cromatograma do pool de proteinas

Pela andlise do cromatograma obtido mostrado na figura 25, observou-se que
o Citocromo C, com massa molecular de 12,3 kDa, foi eluido num volume préximo a 80
mL. Nesse mesmo volume, acredita-se que houve a eluicdo da fosfolipase A,, que
segundo a literatura e os resultados obtidos no presente trabalho, possui massa

molecular proxima do Citocromo C, ou seja, na faixa de 14 kDa.

4.8 - Purificacdo da fosfolipase A , (PLA))

Apos centrifugacdo, o plasma seminal de caprinos e ovinos foram submetidos a

cromatografia de exclusdo molecular (Figura 26), como descrito na parte experimental.

64



Abs (280 nm)

o]

A figura 27 mostra o padréo de bandas obtido no gel de eletroforese a 15%,

das fragOes eluidas da coluna de exclusdo molecular.

No padréo de bandas obtido a partir do gel de eletroforese a 15% para ovinos,
(figura 27A), observou-se que nas canaletas 7 e 8 a proteina PLA; presente nestas
amostras ainda ndo estavam totalmente isoladas.

No gel obtido para as amostras de caprinos (figura 27B), observa-se que as
canaletas de 12 a 15 mostram amostras parcialmente puras, que necessitavam de
outras etapas de purificacdo. Ainda pode-se dizer que pela andlise das eletroforeses
realizadas, a concentracao protéica em amostras de caprinos sempre foi maior que de
ovinos, resultando em bandas mais densas e largas em todos os géis analisados
(figura 27 e 28). Essa observacéo confirma os dados obtidos nas analises de proteina
total, onde sempre foi observada maior concentracdo de proteinas no plasma seminal
de caprinos, em comparagao aos ovinos.

1400
| i

1000
1000

800 1
800

600 600 —

400 l

200

Abs (280 nm)

4004
200

04

— T - T T T 1 T T T T T 1T T T 1 -200 o e e B s m s o S e sy S S
20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Volume (mL) Volume (mL)

(A) (B)

Figura 26 — Cromatogramas obtidos apds eluicdo das amostras do plasma seminal de

(A) Ovinos e (B) Caprinos, a partir da coluna de exclusdo molecular.
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Os cromatogramas da figura 26A e 26B mostram o0s picos relativos a PLA,

(indicados com setas) sendo confirmados ser realmente da enzima apés a analise dos
géis de eletroforese. Pela analise grafica, observa-se que o pico referente a amostra de

caprinos € mais intenso que de ovinos, indicando uma maior concentracdo protéica

nestes animais.

66 Kda
45 KDa
36 KDa

28 KDa

14 KDa

ontaminantes

A B

Figura 27 — Gel de eletroforese apds a cromatografia em coluna de excluséo por tamanho
(A) Ovinos e (B) Caprinos — canaleta 1 - marcador de massa molecular; canaletas 2 e 9 — extrato bruto;
canaletas 3-8 - amostras de ovinos apds separagdo cromatografica e 10-15 — amostras de caprinos ap6s
separacao cromatografica.

ApGs a andlise eletroforética, todas as fragcbes contendo PLA, de caprinos e
ovinos foram selecionadas e concentradas em membrana semipermeavel de 10 kDa. A
amostra contendo PLA, de caprinos foi, adicionalmente, submetida a filtracdo em

membrana semipermeavel de 30 kDa para separa¢éo do contaminante de alta massa
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molecular. Os resultados sdo mostrados nas figuras 28 e 29, respectivamente. A figura

28 mostra a PLA; de ovinos ap0s o processo final de purificacdo, apresentando massa
molecular estimada de 13,8 kDa, e na figura 29 observa-se a PLA, de caprinos,
também purificada, com massa molecular estimada de 12,8 kDa, calculada a partir do

gel.

63 Kda
45 KDa
33 KDa

28 KDa

14 KDa

Figura 28 - Gel de eletroforese a 15% de amostras de PLA, de ovinos e caprinos; canaleta 1 — marcador
de massa molecular; canaleta 2 - PLA, de caprinos com duas bandas de contaminantes;
e canaleta 3 - PLA; isolada do plasma seminal de ovinos.

1 2

66 Kda
45 KCa
36 KCa

29 KDa

14 KCa

Figura 29 — Eletroforese SDS-PAGE a 15% mostrando o marcador de massa molecular na
canaleta 1 e a PLA, isolada de caprinos na canaleta 2.
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4.9 — Calculo da concentracdo da PLA , pelo método de Bradford

Para o célculo da concentracdo da PLA, de caprinos e ovinos, foi utilizado o
método de Bradford (Bradford, 1976), e a leitura das absorbéancias foi feita no aparelho
Ultrospec 2000, da marca Pharmacia Biotec.

Para o céalculo das concentracfes foi utilizado a equacdo da reta do gréfico

padrdo de BSA, obtida pelo método de Bradford.

Concentracéo = (Abs — 0,043)/0,0618

4.9.1 — Amostra de Caprinos

Para encontrar a concentracdo de PLA; do plasma seminal de caprinos foram
utilizados 1000 pL de reacdo, sendo 800 puL de amostra (798 uL de agua e 2 pL de
amostra contendo a proteina), e 200 pL do reagente de Bradford.

Os testes foram feitos em duplicatas, obtendo-se as absorbancias indicadas na

tabela 8.

Tabela 8: Absorbancias das amostras de PLA, do plasma seminal de caprinos.

Amostra 1 Amostra 2 Absorbancia

Absorbancia (595 nm)  Absorbéancia ( 595 nm) média
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Sendo assim,
Concentracéo = (Abs — 0,0403)/0,0618
Concentracéo = (0,479 — 0,0403)/0,0618

Concentracéo = 7,098 pg/2 pL = 3,549 pg/ pL ou 3,54 9 mg/mL

A concentracdo de 3,55 mg/mL de PLA, de caprinos apdés as etapas de
purificacdo representam um rendimento de cerca de 7%, a partir do extrato bruto de

plasma seminal, que apresenta em média 50 mg/mL de proteinas totais.

4.9.2 — Amostra de Ovinos

Para encontrar a concentracdo de PLA, do plasma seminal de ovinos foram
utilizados 1000 pL de reacao, sendo 800 pL de amostra (790 uL de agua e 10 pL de
amostra contendo a proteina), e 200 pL do reagente de Bradford.

Os testes foram feitos em duplicatas, obtendo-se as absorbancias indicadas na

tabela 9.

Tabela 9: Absorbancias das amostras de PLA, do plasma seminal de ovinos.

Amostra 1

Absorbancia (595 nm)

69



Sendo assim,
Concentracéo = (Abs — 0,0403)/0,0618
Concentracéo = (0,4575 - 0,0403)/0,0618

Concentracéo = 6,750 pg/10 pL = 0,675 pg/ pL ou 0,6 75 mg/mL

A concentracdo de 0,675 mg/mL de PLA, de ovinos apés as etapas de
purificacdo representam um rendimento de cerca de 2%, a partir do extrato bruto de

plasma seminal, que apresenta em média 33 mg/mL de proteinas totais.

4.10 — Testes da atividade biolégica da PLA , purificada

4.10.1 — Teste da atividade utilizando emulsdo de g ema de ovo 5% (v/v) em

meio LB

3 —

4 —
A

Figura 30 — Foto da placa contendo meio LB com emulséo de gema de ovo 5%.

(A) Placa com amostras de caprinos e (B) Placa com amostras de ovinos. No po¢o 1 — Tampé&o colina
como controle (fase movel da cromatografia), pogco 2 — Amostra bruta (plasma seminal), pogo 3 — PLA;

purificada e pogo 4- descarte do concentrador.
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Analisando-se a figura 30, observa-se que no poco 1, referente ao controle,

ndo foi observado reacao (controle negativo). O tampéao foi usado como controle para
verificar se haveria alguma influéncia com relacdo ao substrato utilizado. No poco 2,
onde foi utilizada amostra bruta (plasma seminal), apresenta formacdo de anéis
(coloracdo mais clara), tanto para as amostras de caprinos como para ovinos. O
controle positivo € devido a interacdo da fosfolipase A, com fosfolipideos (substrato)
presentes na emulsdo de gema de ovo. No poco 3, utilizando uma aliquota da
fosfolipase A purificada, também observa-se a formacédo de anéis, mostrando que a
enzima esta com sua atividade bioldgica preservada apods a purificacdo. No poco 4,
utilizando o descarte do concentrador, nada se evidenciou, mostrando que a membrana
semipermeavel de 10 KDa ndo permitiu que ambas PLA,s fossem perdidas nesta
etapa.

Comparando-se as duas espécies, observa-se que a amostra de caprinos é
mais rica em PLA,, comprovando os testes de quantificacdo, bem como, as analises
dos géis de eletroforese. A maior concentragdo da enzima em caprinos gerou maior
interacdo enzima-substrato na placa contendo emulsdo de gema de ovo, como pode
ser observado na figura 30, com a formacéo de anéis mais intensos.

Nas placas contendo o dobro do volume de amostras (40 pL de amostra em
cada poco), foi possivel observar as diferencas esperadas. Como resultado, houve a
formacdo de anéis mais intensos resultantes do maior volume de enzima presente
neste experimento. Neste teste, adicionou-se no poco 1 o extrato bruto e no poco 2 a

enzima PLA; purificada. O resultado deste experimento pode ser visto na figura 31.
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Figura 31 — Placas contendo emulsdo de gema de ovo 5% (v/v) em meio LB — (A) amostras de caprinos

e (B) amostras de ovinos. Pogo 1 — Extrato bruto (plasma seminal) e pogo 2 PLA, purificada.

4.10.2 — Teste da avaliacdo da atividade enzimatica

por acompanhamento

do pH em funcéo do tempo de reacdo usando pHmetrod igital

Tabela 10 — Variagdo do pH em funcdo do tempo durante a reagdo enzimatica

Tempo (s) pH Tempo (s) pH Tempo (S) pH

0 8,05 420 7,87 810 7,78
30 7,94 450 7,87 840 7,78
60 7,91 480 7,87 870 7,78
90 7,88 510 7,85 900 7,78
120 7,87 540 7,85 930 7,78
150 7,87 570 7,84 960 7,78
180 7,87 600 7,82 990 7,78
210 7,87 630 7,82 1020 7,78
240 7,87 660 7,80 1050 7,78
270 7,87 670 7,80 1080 7,78
300 7,87 700 7,80 1110 7,78
330 7,87 730 7,80 1140 7,78
360 7,87 760 7,79 1170 7,78
390 7,87 790 7,78 1200 7,78
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Ao analisar-se o grafico da figura 32 e a tabela 10, verificou-se que ocorre uma

gueda brusca do pH no momento da adicdo da amostra contendo a PLA;, e que na
sequéncia ndo houve mais variacdo ficando estavel no intervalo de 120 a 480
segundos. Apds esse tempo, o pH voltou a cair saindo de 7,87 até o momento em que
estabiliza-se novamente em 7,78, ndo diminuindo mais até o final do experimento que

ocorreu durante 20 minutos.

[Variacao do pH em funcao do tempo]

8,05

8,00

7,95+

pH

7,90 H

7,85+

7,80

7,75 ———————7——1—
0 200 400 600 800 1000 1200
Tempo (s)

Figura 32 — Grafico do pH em funcdo do tempo para a reagédo da PLA, com seu substrato.

Acredita-se que a primeira queda do pH deve-se ao fato da amostra estar em

tampéo pH 5,5, favorecendo com isso um declinio do pH como visto no grafico da
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figura 32. A segunda diminuicdo do pH acredita-se que seja devido a acdo da enzima

PLA; sob o substrato (fosfolipideos da emulsédo de gema de ovo). A diminuicédo do pH

devido a acdo da enzima pode néo ter sido imediata, uma vez que a fosfolipase A, é
calcio-dependente, e necessite complexar-se ao célcio, presente na solucdo na forma
de CaCl, para ter sua forma biologicamente ativa, e atuar sobre o substrato, gerando
acidos graxos na solucdo e diminuindo o pH. No entanto, esses testes foram
preliminares e necessitam de mais estudos para obter-se resultados mais conclusivos e

seguros sobre essa metodologia de andlise da atividade enzimatica da PLA.
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5 - CONCLUSAO

A analise quantitativa de frutose, acido citrico e proteinas totais do plasma
seminal de ovinos e caprinos serviu para evidenciar-se o efeito de fatores climaticos e
estacionais sobre a concentracdo destes componentes bioquimicos nestas espécies e
como eles variam durante o ano. Observou-se que através de todos os métodos de
guantificacdo usados e pelas concentragcdes anuais medias, o plasma seminal de
caprinos da raca Béer € mais rico em frutose, &cido citrico e proteinas totais em relacao
ao de ovinos da raca lle-de-France. Em relacdo a proteinas totais, pode-se dizer que
para ambas as espécies houve grandes variacbes na concentracao protéica durante o
ano, prevalecendo para caprinos uma maior concentracdo nos meses chuvosos, que
vai de novembro a fevereiro. Para ovinos houve maior concentragdo nos meses de
fevereiro e marco mostrando que esta espeécie ndo foi tdo influenciada pelo periodo de
chuvas durante o ano. Em relagcéo ao acido citrico ndo observou-se grandes variacfes
na quantidade deste componente em nenhuma espécie nos 12 meses analisados,
sendo pouco influenciado pelos fatores climéticos e estacionais do ano. Para a analise
de frutose, conclui-se que através dos graficos obtidos, a concentracdo em caprinos é
muito maior em relacéo a ovinos, e sofre grandes variagbes durante o ano. No entanto,
hda uma similaridade entre as duas espécies observando-se um aumento na
concentracao de frutose que inicia-se em abril e vai até junho tanto para caprinos como
ovinos.

Em relagéo a purificagdo da PLA,, conclui-se que o resultado obtido foi bom,

uma vez que, conseguiu-se a enzima isolada utilizando-se técnicas cromatogréficas
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adequadas e coluna de separacédo por exclusdo por tamanho. A eficiéncia na extragao

foi maior para as amostras de plasma seminal de caprinos (17,75 mg de PLA; a partir
de 5 mL de plasma seminal), mas apesar do baixo rendimento obtido na extracao da
PLA, do plasma seminal de ovinos (3,38 mg a partir de 5 mL), resultados mostraram
gue a atividade biolégica foi preservada, e pbde ser comprovada, para ambas
amostras, atraves dos testes realizados em placa contendo agar e emulsdo de gema
de ovo a 5% (v/v) como substrato, onde visualizou-se a formacao de anéis resultantes
da interacdo enzima-substrato neste meio. Também foi feito um teste preliminar para
avaliar a atividade da PLA, em solugdo contendo como substrato a emulsdo de gema
de ovo 5% (v/v) em presenca de deoxicolato de sddio 0,0027 mol/L e cloreto de célcio
0,006 mol/L. Acredita-se que a segunda diminuicdo do pH do meio observada, seja
devido a liberacdo de acidos graxos formados pela acdo da enzima sobre o substrato,
rico em fosfolipideos. No entanto, para esta metodologia precisa-se de mais estudos e
novos testes para confirmar se realmente a variagdo do pH foi resultante da acéo
enzimatica, e com isso trabalhar de forma mais detalhada os resultados obtidos através
deste método.

Chegou-se as massas moleculares de 13,8 kDa para a PLA; extraida do plasma
seminal de ovinos e 12,8 kDa para a PLA, extraida do plasma seminal de caprinos. A
analise dos géis de eletroforese apds o processo de purificagdo e o cromatograma
obtido a partir do pool de proteinas utilizadas como padrdo serviram como parametro

de comparacao para esses resultados.
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