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Resumo

Caracterizacdo proteica do plasma seminal de caes submetidos a
esterilizacdo quimica por meio de injecao intratesticular de solugao a base

de zinco.

Esse estudo, objetivou verificar o perfil proteico do plasma seminal de cdes esterilizados
quimicamente. Trés cdes, puberes, sem raca definida, foram submetidos ha duas coletas
de sémen antes (DO0) e 60 dias ap6s a castragdo quimica (D60). As amostras de sémen
foram analisadas (concentracdo, motilidade, vigor e volume) e centrifugadas para
obtencdo do plasma seminal. Em seguida, aliquotas contendo 400 pg de proteina total
foram submetidas a eletroforese 2-D (18% SDS-PAGE, pH 4-7) e os géis analisados
pelo Software PD Quest. A concentracdo, motilidade, vigor e volume do ejaculado
encontravam-se dentro dos padrdes fisioldgicos de normalidade para a espécie canina.
Foram (220,6 x 10° + 10,97 sptz/mL, 80%, 3,3 e 5 + 1,53 mL, respectivamente).
Sessenta dias ap0s a castracdo quimica todos 0s animais encontravam-se azoospermicos
mas continuaram a ejacular o plasma seminal cujo volume foi de 3,67 + 2,68 mL. As
proteinas mais abundantes do plasma seminal de cdo encontram-se em torno de 12 kDa
e na faixa de pH de 4.2 a 6.6. Estas proteinas correspondem a 61,68% do total proteico
do plasma seminal do cdo, sendo encontrados 167,3 + 23,6 spots proteicos que nédo
diferiram entre DO e D60. A prostata € um 6rgao androgeno-dependente e responsavel
pela maior parte da secrecdo do plasma seminal canino, sua funcdo mateve-se inalterada
no presente estudo. Oliveira et al (2012) demonstraram que a castracdo quimica ndo
exerce influéncia sobre os niveis séricos de testosterona em cées. No entanto, Wang
(2002) relatou que apds 24 meses da injecdo intratesticular de zinco a prostata
apresentou uma reducdo de 52% do seu tamanho original. Conclui-se que 60 dias ndo é
suficiente para promover alteracfes do perfil eletroforético proteico no plasma seminal
de cdes submetidos a castracdo quimica.

Palavras-chaves: protedmica, eletroforese, esterilizacdo, cdo, sémen, zinco.
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Abstract

Characterization of protein in seminal plasma of dogs subjected to
chemical sterilization by injection of intratesticular zinc-based solution.

This study objective to investigate the profile protein of the seminal plasma in dogs
chemically sterilized. Three dogs, pubescent mongrel, were submitted for two semen
collections before (DO) and 60 days after chemical castration (D60). Semen samples
were analyzed (concentration spermatic, motile, vigor and volume) and centrifuged to
obtain seminal plasma. An aliquot containing 400 mg total protein were subjected to
2-D electrophoresis (18% SDS-PAGE, pH 4.7) gels and analyzed by the PD Quest
software. The concentration spermatic, motile, viability and ejaculate volume were
within normal physiological standards for dogs. Was (220.6 + 10.97 X 106 sperm / mL,
80%, 3.3 + 1.53 and 5 mL, respectively). Sixty days after chemical castration all animals
were azoospermic but continued to ejaculate the seminal plasma whose volume was
3.67 £ 2.68 mL. The most abundant proteins in the seminal plasma dog are around 12
kDa and pH range from 4.2 to 6.6. These proteins corresponded to 61.68% of total
seminal plasma-protein dog, being found 167.3 + 23.6 spots protein did not differ
between DO and D60. Since the prostate is an androgen-dependent organ responsible
for most of the secretion of seminal plasma canine. Oliveira et al (2012) demonstrated
that chemical castration has no effect on serum testosterone levels in dogs. However,
Wang (2002) reported that after 24 months of intratesticular injection of zinc prostate
showed a reduction of 52% of its original size. We conclude that 60 days is not enough
to promote changes in the protein electrophoretic pattern in seminal plasma of dogs
subjected to chemical castration.

Keywords: proteomics, electrophoresis, sterilization, dog, semen zinc.
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1 Introducéo

O controle populacional de cdes errantes € um problema nacional que tem atingido
as grandes e pequenas cidades brasileiras. Por este motivo, 0os métodos de prevencao ou
interrupcdo do ciclo reprodutivo de cdes vém sendo largamente discutidos pela
comunidade cientifica, com o intuito de proporcionar um maior bem-estar para a
espécie canina e também visando o controle das zoonoses. Por esta razdo, existe uma
busca incessante por técnicas menos invasivas, tais como a utilizacdo de agentes
esclerosantes no testiculo ou epididimo (FAYRER-HOSKEN, et al.,2000).

Desde 2003, um agente esclerosante a base de zinco (Testoblock, BioRelease
Technologies, Birmingham, AL, EUA) vem sendo estudado para ser utilizado na
esterilizacdo de machos caninos por meio de injecdo intratesticular. Sua eficacia foi
avaliada em animais entre oito meses e quatro anos de idade e os resultados encontrados
indicam que a solucdo a base de zinco (Testoblock) é eficaz em bloquear a
espermatogénese (OLIVEIRA, 2006; OLIVEIRA et al., 2007). No entanto, apesar da
eficacia comprovada da castracdo quimica na esterilidade dos animais, ainda ndo se
sabe quais os impactos que essa técnica causaria na transmissdo de doencas sexualmente
transmissiveis (DST), uma vez que os animais mantém a libido e alguns deles
continuam a ejacular apenas liquido prostatico.

J& é comprovada a eficécia da castragdo quimica em cdes machos, pois Oliveira et
al. (2007) em seus trabalhos verificaram que a injecéo intratesticular de gluconato de
zinco promove uma atrofia nos tubulos seminiferos e uma azospermia nos caes
submetidos ao tratamento. No entanto, na literatura consultada ndo hé relato se a injecédo
intratesticular de gluconato de zinco exerce influéncia sobre o perfil eletroforético das

proteinas do plasma seminal de c&es.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CASTRACAO QUIMICA: UM NOVO CONCEITO DE CONTRACEPCAO

Um dos maiores desafios para a saude publica e para o bem-estar animal é
encontrar formas eficazes para o controle da populagdo canina nas grandes e pequenas
cidades. Por esta razdo, se observa uma busca incessante por técnicas menos invasivas e
com custos monetarios reduzidos a fim de viabilizar os métodos de contracepgdo para
populacdo canina. A castracdo quimica, ou esterilizacdo quimica, € um método inovador
capaz de fazer um controle efetivo da reproducdo de animais de companhia, sejam eles
errantes ou pertencentes as familias de baixa renda, devido a eficacia e ao baixo custo

do procedimento.

Na literatura, é possivel encontrar um ndmero consideravel de trabalhos
abordando a utilizacdo de agentes esclerosantes no testiculo, epididimo e ducto
deferente (PINEDA et al., 1977; NISHIMURA et al., 1992; IMMEGART e
THRELFALL, 2000). As substancias ja utilizadas em machos caninos e felinos
incluem: glicerol (IMMEGART e THRELFALL, 2000), tanato de zinco, gluconato de
zinco (FAHIM et al., 1993), clorexidina (AIUDI et al., 2010), dimetil-sulfoxido
(PINEDA et al., 1977; PINEDA e DOLEY, 1984), acido lactico (NISHIMURA et al.,
1992) e cloreto de célcio (BARAN et al., 2010).

Devido a diversidade de produtos ja utilizados com a finalidade de esterilizar um
animal quimicamente, foi definido que a esterilizacdo quimica, para ser considerada
eficaz como a cirurgia, deveria preencher alguns requisitos. Inicialmente, a técnica deve
ser eficaz em uma grande porcentagem de animais tratados. Segundo, esta deve ser
segura para 0S animais tratados e para 0 meio-ambiente e, finalmente, deve ser
irreversivel ap6s um Unico tratamento. O primeiro produto que preencheu estes
requisitos foi o gluconato de zinco (OLIVEIRA et al, 2007).

Segundo Fahim et al. (1993), o gluconato de zinco é a substancia mais
promissora para ser utilizada como método contraceptivo quimico por ser considerada

uma substancia ndo-carcinogénica, nao-teratogénica e nao-mutagénica. Além disso,
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Oliveira et al. (2007), Levy et al. (2008) e Oliveira et al. (2012) comprovaram que a
utilizacdo do gluconato de zinco é uma alternativa eficaz na castracdo de cdes machos.
O primeiro medicamento & base de gluconato de zinco foi o Neutersol® (Pet
Healthcare International, Inc., Columbia, MO, USA), lan¢ado nos EUA em 2003 e ficou
indisponivel no mercado entre 2005 e 2007. Em 2008 foi lancado no México com um

novo nome (Esterilsol®, Ark Sciences).

Em 2009, o Infertile® (Rhobifarma, Hortolandia, SP, Brazil) foi lancado no
Brasil. Utilizado também com a finalidade de castrar quimicamente cdes machos, o
Infertile® torna-se semelhante ao Neutesol®/Esterilsol®, no entanto, sua formulacio
difere por conter DMSO como veiculo para a difusdo da droga quando injetada no
testiculo, alem disso, a concentracéo de zinco utilizada é duas vezes maior (SOTO et al.,
2009).

Desde 2003, outro agente esclerosante & base de gluconato de zinco (Testoblock,
BioRelease Technologies, Birmingham, AL, USA) comecou a ser estudado para ser
utilizado na esterilizacdo de machos caninos por meio de injecdo intratesticular e
Oliveira et al. (2007) comprovaram em seus estudos a eficacia do medicamento em
bloquear a espermatogénese. No entanto, este medicamento ainda ndo se encontra
disponivel no mercado (OLIVEIRA et al., 2010).

O Testoblock® é uma solucdo que contém 0,2M de gluconato de zinco (13.1 mg
zinco/ml, seu pH foi neutralizado em arginina e um veiculo fisioldgico ndo irritante foi
desenvolvido pela Biorelease Technologies LLC (Birmingham, Alabama, USA)
(OLIVEIRA et al., 2010).

O zinco, componente da formulacdo do Testoblok® é um elemento quimico de
pH neutro que estd presente na composicdo do plasma seminal e nos tecidos do trato
reprodutor masculino. Estudos ainda revelam que o plasma e os tecidos desta regido
contém uma concentracdo de zinco maior que qualquer outro 6rgéo do corpo (FAHIM
et al. 1993) e que parte da concetracdo do zinco presente no plasma seminal de cées e
humanos tem origem prostatica (JOHNSON et al.,, 1969, LINDHOLMER e
GLAUMANN 1972).

O zinco também € um componente importante do sémen e afeta a motilidade
espermatica (HIDIROGLOU e KNIPFEL, 1984). Ainda estd envolvido no

desenvolvimento testicular, espermatogénese e funcdo esperméatica (HENKEL et al.,
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2003). Dados revelam que cerca de 93% do zinco estd localizado no flagelo de
espermatozdides presentes no ejaculado (HENKEL et al., 1999), enquanto 7% do zinco
restante estd localizado na cabeca do espermatozoide contribuindo, dessa forma, para a
estabilizacdo da estrutura quartendria do nucleo da cromatina espermatica
(BJO'NDAHL e KVIST, 1990, KVIST et al.,1990).

Ele ainda é essencial para a reproducdo, crescimento normal e expectativa de
vida dos animais, auxiliando no processo de reparacéo tecidual e cicatriza¢do. Por fim, é
um mineral considerado ndo-carcinogénico, nao teratogénico e ndo mutagénico
(LEONARD et al.,1987).

Por esta racdo ndo existe nenhum trabalho na literatura cientifica que levante
hipéteses que o uso do Testoblock® causaria qualquer tipo de neoplasia testicular ou
doencas prostaticas de origem andrégeno-dependente.

De facil aplicacdo e baixo custo, o Testoblok® foi formulado para uso apenas
em injecdo intra-testicular (OLIVEIRA, et al., 2012). Inicialmente, os animais podem
ser submetidos a uma sedacdo leve com Sulfato de Atropina (0,44ml/kg) e Xilazina (1.0
mg/kg), objetivando facilitar a contengéo, higieniza-se a bolsa escrotal com iodo-
povidine e em seguida mensura-se a lagura de cada testiculo. Cada testiculo recebera
uma (nica injecdo e a quantidade de Testoblock® que ser4 injetada e obdecer4 a
metodologia proposta por Wang (2002).

Na literatura encontram-se relatos que alguns cées apresentaram desconforto
ap6s a injecdo intra-testicular de medicacdes semelhantes ao Testoblok® Estas
observacdes foram realizadas por Soto et al. (2007) utilizando o Infertile® (Rhobifarma,
Hortolandia, SP, Brazil), e Wang (2004, 2002) utilizando o Neutersol® (Pet Healthcare
International, Inc., Columbia, MO, USA).

O gluconato de zinco, assim como outros agentes esclerosantes, quando
injetados no parénquima testicular levam a sua atrofia e decréscimo da espermatogénese
(OLIVEIRA, 2006).

N&o se sabe ao certo qual o mecanismo de agéo da injecédo intratesticular a base
de zinco. Mas, algumas linhas de pesquisa acreditam que uma ruptura da barreira de
células de sertoli seria o responsavel por induzir uma resposta imunologica e
inflamatoria, causando alteragdes celulares levando a interrupgdo da espermatogénese
(OLIVEIRA et al., 2007).
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A inibicdo da espermatogénese ocorre devido a liberacdo de citocinas
inflamatdria, espécies reativas ao oxigénio e glicocorticdides que possui efeitos
deletérios sobre o epitélio seminifero (HEDGER e MEINHARDT, 2003; JANA e
SAMANTA, 2011; O’BRYAN et al., 2000; REDDY et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2012).

Wang et al. (2002) avaliaram em seus estudos o efeito da injecéo intratesticular
de Neutersol® em cdes com idades entre 2% a 10 meses, e observaram aspermia,
azoospermia ou necrospermia aos 60 dias do inicio do tratamento em 95% dos animais.
Ele atribuiu 0 mecanismo de acdo da droga ao zinco que causou atrofia dos tdbulos
seminiferos com formacdo de tecido de granulacdo que impediu a migracdo dos
espermatozdéides dos tubulos seminiferos para o epididimo.

Oliveira et al (2007) observaram que areas proximas do local da injecdo tinham
severas formacdes de tecido cicatricial e atrofia dos tdbulos seminiferos. Entretanto, os
tubulos retos e a rede testis permaneceram intactos demonstrando que ndo havia
interrupgdo da passagem dos espermatozoides para o epidididimo (OLIVEIRA et al.,
2007).

Oliveita et al. (2007) também relataram que o mecanismo de acdo do zinco
quando injetado nos testiculos dos animais seria capaz de atuar na interrupcdo da
espermatogénese de forma direta, por meio da ruptura da barreira de células de Sertoli e
aumento da resposta inflamatoria local. Oliveira et al. (2011) sugerem que, em
consequéncia desta resposta inflamatdria, a espermatogénese seja afetada de maneira
irreversivel, deixando o animal estéril. Silva et al. (2010a, b) avaliaram o efeito da
injecdo intratesticular de gluconato de zinco em cdes nos primeiros dias subsequentes a
injecdo, por meio de analise histoldgica e ultraestrutural, e os achados encontrados por
estes autores, associados aos relatados de Oliveira et al. (2007), demonstram que a
injecdo intratesticular de zinco possuiria uma acdo mais especifica sobre a
espermatogénese, seja de forma direta ou por meio do desencadeamento de uma reagdo
inflamatoria local e ndo devido apenas a formacdo fibrose que impediria a passagem dos
espermatozoéides dos tubulos seminiferos para o epididimo, como sugerido por Wang
(2002). Acredita-se que a injecdo intratesticular da solucdo a base de zinco desenvolve
um quadro semelhante ao observado na orquite auto-imune, ou seja, um pProcesso
inflamatorio testicular mediado por formacg&o de anticorpos contra os proprios antigenos
testiculares do animal (MANN e LUTWAK-MANN, 1981). Talvez esta reacédo
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inflamatdria fosse capaz de gerar algum desconforto apos o procedimento. Por esta
razdo, Oliveira et al (2012) sugeriram a utilizacdo de um anti-inflamatério néo-
esteroidal nos cées que apresentassem desconforto ap6s a injecédo intra-testicular.

Lorena et al., (2010) sugeriram que as administracGes de analgésicos orais com
efeitos anti-inflamatdrios seriam capazes de reduzir as reacdes de sensibilidade,
incluindo vocalizagdo, perda de apetite e dor, apés utilizagdo do Infertile®.

Oliveira et al., (2012), em seus estudos, avaliaram que a dipirona sodica, um
anti-inflamatorio nao-esteroidal, ndo exerce influéncia negativa na acdo do gluconato de
zinco. Em seu estudo é relatado que 5 cées receberam dipirona sodica (25 mg/kg) trés
vezes ao dia por 2 dias, comec¢ando 2-3 horas apds a injecdo intratesticular de gluconato
de zinco e ap6s 60 dias todos os cdes estavam azoospermicos semelhante aos que ndo
receberam as doses diarias de dipirona sodica (25 mg/kg).

Vérios autores citam que 0 zinco exerce acdo sobre a metabolizagdo da
testosterona a Diidrotestosterona (DHT) (LEATHAM, 1970) inibindo a acdo da enzima
50- redutase. A diminuicdo da DHT contribui para a diminuicdo do tamanho da
préstata, que é um oOrgao androgeno-dependente. Nos cdes submetidos & castracdo
quimica por meio do zinco ndo foi observada diminuicdo da concentracdo de
testosterona em avaliagdo realizada aos seis meses apds o procedimento (OLIVEIRA et
al., 2012), entretanto, estudos mostraram diminuicdo em até 50% - 52% do peso da
prostata 24 meses apos a injecao de zinco (NEUTERSOL, 2003; WANG, 2004). Até a
presente data, acredita-se que esta técnica ndo pode ser utilizada na prevencdo de
doencas prostaticas.

Assim, apesar da castracdo quimica ser um metodo préatico e acessivel para toda a
sociedade, ainda é um método de carater exclusivo para controle populacional. Pois,
como os animais continuam apresentando libido e realizando copulas, ndo se sabe qual
0 impacto desta técnica teria na transmissdo de doencas venéreas. Sendo necessarios
estudos que comprovem a eficacia da técnica também na prevengdo de doencas

sexualmente transmissiveis como a brucelose e a leshmaniose.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil eletroforético das proteinas do plasma seminal de cées sadios
que foram submetidos a castracdo quimica por meio da injecdo intratesticular de

gluconato de zinco.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Descricdo do mapa eletroforético bidimensional do plasma seminal caes
sem raca definida antes da castragdo quimica.

3.2.2  Descricdo do mapa eletroforético bidimensional do plasma seminal de cées

sem raca definida ap0s a castracdo quimica.

3.2.3 ldentificacdo de proteinas do plasma seminal de cdes sem raca definida

antes da castragdo quimica.
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4 Artigos

4.1 Perfil protéico do plasma seminal de cées (cannis familiares)

Protein patterns of canine seminal plasma

Brito-Nery, L.T.2, van Tilburg, M.F.>, Menezes, E.B. ®, Machado, V. P.®, Moura,
A.AAP, Oliveira, E.C.S*

# Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Pernambuco 52171-
900, Recife, Brasil.

® Departamento de zootecnia, Universidade Federal do Ceara, 6002-970, Fortaleza,
Brazil.

Resumo:

Nas Ultimas décadas, o crescente interesse pela cinofilia motivou o crescimento de uma
atividade comercial lucrativa. Assim, ha um interesse em aumentar a performance
reprodutiva por meio de biotécnicas da reproducdo como a criopreservagdo de gametas
e inseminacéo artificial. Dessa forma, este trabalho objetivou descrever as proteinas do
plasma seminal canino, descritas na literatura cientifica, assim como relaciona-las com
com suas respectivas funcGes diante da esfera reprodutiva.

Palavras-chaves: protemica, cées, plasma seminal.

Abstract:

In the past few years, the interesting in dogs has provided an increase of this
commercial activity. Thus, there is an interest in the increase of reproductive
performance using biotechnology such as semen cryopreservation and artificial
insemination. Seminal plasma has been found to improve the fertilizing potential of
spermatozoa. The aim of this review is to describe the seminal plasma proteins in dogs
and their relation to sperm fertility.

Keywords: proteomics, dogs, seminal plasma.
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1. Introducéo

O plasma seminal de mamiferos € uma secrecdo formada pelos fluidos das
glandulas sexuais acessorias, epididimos e testiculos, e sua composicdo é capaz de
afetar a funcdo espermatica desde a maturacdo até a fertilizacdo do odcito no trato
reprodutor feminino (Yanagimachi, 1994; Kraus et al., 2005; Foxcroft et al., 2008;
Filho, 2010; Moura et al, 2011). No céo, o plasma seminal € um produto das secrecoes
dos ductos ejaculatorios e da prostata (Johnston et al., 2001; Souza, 2007) em resposta a
testosterona (Wite, 1988, Parrish e First, 1993). O ejaculado canino apresenta trés
fracdes distintas. A primeira fracdo, pré-espermatica, € secretada em pequeno volume,
com poucos ou nenhum espermatozoide e originada principalmente a partir de secrecdes
da prostata. A segunda fracdo, rica em espermatozdides, € principalmente de origem
epididimaria e contém pouco fluido prostatico. Ja a terceira fracdo, pds-espermatica,
contribui com maior volume de plasma seminal durante a ejaculacdo e também ¢é
predominantemente de origem prostatica (England et al., 1990; Rota et al., 2007;
Yamashiro et al., 2009).

Acredita-se que as proteinas do plasma seminal causem efeitos benéficos sobre
os parametros de motilidade espermatica e na prevencdo de formacdo dos peroxidos
lipidicos danosos a membrana espermatica. Dessa forma, este trabalho objetiva
apresentar o que se tem de mais novo acerca das proteinas plasmaticas ja descritas em
caes.

2. Proteinas do Plasma seminal

Entre as espécies domesticas, a concentracdo de proteinas do plasma seminal
varia entre 3 a 7% (Wite, 1988). No cdo, o conteddo médio de proteinas totais do
plasma seminal é de 1,09 g/dL (Isaacs et al., 1980) a 2,19 g/dL (Souza et al., 2007). Os

valores medios variam entre 1,44 g/dL,4,25 g/dL e 3,07g/dL respectivamente, para a
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primeira, segunda e terceira fracdes, respectivamente (England et al., 1990). Um estudo
usando eletroforese unidimensional identificou 37 bandas com pesos moleculares
variando entre 100,6 kDa a 3,6 kDa, e dentre estas, cerca de 85% das bandas
apresentaram pesos moleculares abaixo de 17 kDa (Souza et al., 2007). A primeira e
terceira fracdo do fluido prostatico do ejaculado canino contém proteinas de peso
molecular entre 30 kDa e 75 kDa (Yamashiro et al., 2009).

No plasma seminal canino, ja foram identificadas a lactoferrina, arginina
esterase, proteinas ligadora de heparina, osteopontina e proteinas ligadoras de zinco.
Estas estdo descritas abaixo:

Lactoferrina:

A lactoferrina € uma glicoproteina, pertencente a familia das transferrinas de
peso molecular de aproximadamente 80 kDa e com alta afinidade ao fon Férrico Fe **
(Metz-Boutique et al., 1984; Adlerova, 2008).

Esta proteina ja foi encontrada em secre¢fes de mucosas do fluido uterino,
secrecdo vaginal, além da saliva, bile, suco pancreético, secrecdes intestinais, nasais e
lacrimais (Baker, 1994; Masson et al., 1966; Levay e Viljoen, 1995; Lonnerdal e lyer,
1995; Kikuchi et al., 2003; Baker e Baker, 2005; Adlerova, 2008).

Atua como antimicrobiano e regula a expressdo génica (Furmanski, 1995;
Nozaki et al., 2002; Dacheux et al., 2005) no trato reprodutor masculino e sua acao
ainda esta associada com o aumento da fertilidade e da qualidade seminal (Kuo et al.,
2000; Pearl e Roser., 2008).

Souza e colaboradores (2007), detectaram a presenca de duas bandas com pesos
moleculares semelhantes a lactoferrina (~72.9 and 76.6 kDa). Estudos revelam que esta

proteina poderia ser considerada um marcador de funcdo gonadal (Kikuchi et al.,2003 e
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Souza et al., 2007). No entanto, ndo estd bem descrita a expressdo e a funcdo da
lactoferrina no plasma seminal canino.

Arginina esterase:

A arginina esterase (CPSE) € a proteina presente em maior quantidade no
liquido prostatico canino, representando mais de 90% das proteinas secretadas pela
préstata do cdo (Johnston et al., 2001; Gobello et al., 2002).

E produzida pelas células epiteliais secretoras da prostata sob influéncia da
testosterona (Klausner et al., 1994), pertence a familia das calicreinas e atua como um
marcador bioldgico da prostata estando em niveis plasmaticos elevados em caninos
portadores da Hiperplasia Prostatica Benigna (Klausner et al., 1994) e apresenta grande
semelhanca com o antigeno prostatico especifico (PSA) humano (Dubé et al, 1986).

A CPSE possui a¢do enzimatica e esta presente em altas concentracdes no fluido
prostatico do cdo (aproximadamente 10 ng/mL) (Mcentee et al., 1987). Existem
hipdteses de que esta proteina se ligaria ao espermatozéide com a finalidade de catalisar
proteinas presentes na superficie espermatica ou ser transportada como proteina
“ligada” para atuar em sitios distantes (Dubé¢, 1994). Estudos anteriores sugeriram que a
CPSE atuaria na cauda do espermatozdide, onde a enzima ja foi detectada por
imunofluorescéncia (Frenette et al., 1985).

Estudos anteriores sugerem que esta enzima seja capaz de hidrolisar o muco
cervical da fémea podendo estar correlacionada com motilidade das tubas uterinas e do
utero, durante a fecundacao e durante a clivagem do cininogénio em cinina, que € um
potente fator vasoativo (Dubé et al., 1994; Souza e Toniollo, 2001).

O peso molecular médio da CPSE presente no plasma seminal € 29,5 kDa por
filtracdo em gel (Sephadex G-100) e de 25 kDa utilizando a de eletroforese SDS-PAGE

na auséncia de mercaptoetanol (Chapdelaine et al., 1984). Estruturalmente € formada
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por duas subunidades, H e L, com pesos moleculares variando de 15 kDa e 12 a 14 kDa,
respectivamente (Isaacs e Shaper, 1985).

Souza et al. (2007) identificaram em seus estudos altas concentracfes de uma
banda com peso molecular de 15.6 kDa. Os autores sugeriram que seria uma subunidade
da arginina esterase, além disso, esta proteina € considerada uma homdloga da familia
das (Proteinas Ligadores de Heparina) HBPs do plasma seminal equino (Calvete et al.,
1995).

Proteinas Ligadoras de Heparina (HBPs):

O plasma seminal de cdes contém cerca de 19 a 23 proteinas ligadoras de
heparina (Souza et al., 2006; Souza et al., 2007). Sendo essas, as principais candidatas a
serem marcadores de fertilidade, sendo elas: osteopontina (OPN), prostaglandina D-
sintase tipo lipocalina (PDGS), BSP-30 kDa, fosfolipase A2 (PLA-2), espermadesinas,
proteinas de ligacdo a heparina, P25b e clusterina (Jobim et al., 2009).

O espermatozoide possui a capacidade de ligar-se a heparina e as moléculas
semelhantes, como as glicosaminoglicanas (GAGSs) da tuba uterina. Esta ligacdo tem
sido associada a presenca de proteinas do plasma seminal ligadas a superficie
espermatica, o que leva a modulacdo do acrossomo induzida pelas glicosaminoglicanas
da zona peldcida (Miller et. al., 1990).

A capacitacdo espermatica ocorre no trato reprodutivo feminino, que contém
fluidos com altas concentractes de GAGs (Lee e Ax, 1984; Lee et al., 1986), que sédo
secretados, particularmente, na fase folicular (Lenz et al., 1983). A heparina € uma
glicosaminoglicana e estudos revelam que ela induz a capacitagdo em espermatozoides
de touros e ratos (Nass et al., 1990).

As proteinas ligadoras de heparina (HBPs) séo responsaveis por modular

eventos de ligacdo da heparina a membrana espermatica servindo como marcadores
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moleculares para diferentes mecanismos de fertilizacdo (Folhadella, 2008). Séao
produzidas pelas glandulas sexuais acessorias (préstata, vesiculas seminais e glandulas
bulbouretrais) dos machos e secretadas no fluido seminal (Nass et al., 1990). Tém peso
molecular entre 14 e 31 KDa (Miller et al.,1990) e ja sdo identificadas em varias
especies como bovinos (Chandonnet et al, 1990), equinos (Frazer et al., 1996; Reinert et
al., 1997), suinos (Calvete et al., 1996), bafalo (Hiron et al., 2006) e cédes (Souza et al.,
2006).

Estudos anteriores detectaram a presenca de 37 bandas de proteinas no plasma
seminal canino, sendo duas correlacionadas positivamente com os parametros seminais
(motilidade espermatica, vigor, porcentagem de espermatozéides normais e integridade
de membrana) (Souza, 2003). Além disso, nove bandas teriam a capacidade de se ligar a
heparina e estariam envolvidas com a reacéo acrossomal (Souza, 2006).

Osteopontina:

A osteopontina (OPN) é uma glicoproteina de peso molecular de 55 kDa e pl
4,5. Foi identificada e isolada da matriz 6ssea bovina, cartilagens, utero, ovarios, pele
fetal, rins, cérebro, urina, bile, leite bovino (Kerr et al., 1991; Sorensen e Petersen,
1993; Eloy e Furtado, 2008) e plasma seminal (Franzen e Heinegard, 1985; Eloy e
Furtado, 2008).

A OPN possui na sua estrutura uma sequéncia de aminoacidos denominada RGD
(arginina, glicina, aspartato) conservada, com capacidade de ligacdo a integrinas
(Butler, 1995; Goncalves et al., 2007; Moura et al., 2011), sitio de ligacdo para a OPN
nos espermatozoides (Gongalves et al., 2007; Moura et al., 2011). A OPN participa do
processo de fertilizacdo (Moura, 2005; Moura et al., 2011). Durante a ejaculacédo, a
OPN proveniente do fluido das glandulas sexuais acessorias liga-se a membrana

espermatica através das integrinas, constituindo o complexo OPN-integrinas e interage
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com receptores na membrana oocitaria (D’Cruz, 1996; Moura et al., 2011), além disso a
OPN parece desencadear cascatas de sinalizacdo intracelulares que favorecem o
desenvolvimento embrionario, o que explica em parte, sua associacdo aos indices de
fertilidade dos reprodutores (Moura et al., 2011).

Em cdes, estudos sobre a expressdo e funcdo da OPN sdo escassos. Souza et al.
(2009) observaram interacGes de bandas com o anticorpo anti-osteopontina, sendo 2
bandas protéicas (77,2 kDa e 15,6 kDa) marcadas no “western blot” quando submetidas
a eletroforese unidimensional. Na membrana espermatica foram marcadas 12 bandas
(70,6 kDa a 26,6 kDa), sendo 3 marcadas fortemente (46,4 kDa, 37,7 kDa e 36,5 kDa)
(Souza et al., 2009). Neste estudo, 0s autores citaram que a presenca de varias proteinas
que interagiram com o anti-OPN sugeriria a presenca de diferentes isoformas no plasma
seminal e nas membranas espermaticas, que poderiam ter diferentes funcdes.

Proteinas ligadoras de zinco (ZnBps):

O zinco esté envolvido tanto na espermatogénese quanto na funcdo espermatica
(Henkel et al., 2003), estimando-se que apenas 7% do zinco esta situado na cabeca do
espermatozéide contribuindo para a estabilidade da estrutura quaternaria de sua
cromatina nuclear e cerca 93% do zinco encontra-se no flagelo dos espermatozoides
ejaculados (Henkel et al., 1999).

Como a maior parte das secrecdes de plasma seminal canino séo derivadas da
glandula prostatica (Dube et al., 1985; Nothling et al., 1993), estima-se que a maior
parte das proteinas que possuem a capacidade de se ligar ao zinco sejam originadas
principalmente na prostata. (Strzezek et al., 1987; Hotody e Strzezek, 1999;
Mogielnicka-Brzozowska et al., 2011).

As proteinas transportadoras de zinco no plasma seminal (ZnBPs) séo proteinas

que possuem a capacidade de se ligar ao zinco para atuarem em sitios distantes. S&o
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originadas em diferentes glandulas acessorias sexuais e elas sd@o pontos-chaves para
eventos associados ao processo de fertilizagdo (Mogielnicka-Brzozowska, et al., 2012).

Ainda sdo escassos na literatura trabalhos que relacionem a funcéo do zinco no
plasma seminal canino (Mogielnicka-Brzozowska, 2012). Estudos sobre as ZnBPs em
SDS-PAGE revelaram 13 bandas proteicas, cujos pesos moleculares variavam de 11.6-
152.3 kDa. Além disso, foram detectadas duas fragdes proteicas com peso molecular de
11.6-14.3 kDa, compondo aproximadamente 28-30% do total de proteinas presente nas
amostras analisadas. Os autores ainda citam que estes resultados sao signicativos no que
conferem a capacidade do zinco em se ligar as proteinas secretadas pela prostata canina
e que poderiam exercer influéncias no processo reprodutivo em cées.

3. Consideragdes Finais:

Dessa forma, ainda séo escassos estudos que enfatizem as fungdes biologicas
das proteinas presentes no plasma seminal de cdes. Estes estudos possibilitardo a
aplicabilidade de novas técnicas reprodutivas e um melhor entendimento dos
mecanismos fisioldgicos da reproducdo de canideos domésticos e silvestres,

contribuindo desta forma para a preservacdo de espécies nativas da fauna brasileira.
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4.2 A castracao quimica através da injecao de gluconato de zinco é capaz de alterar a
quantificacéo proteica do plasma seminal canino?

The chemical castration through the injection of zinc gluconate is able to change the
proteinous quantification of canine seminal plasma??

Brito-Nery, L.T.2 van Tilburg, M.F.?, Teixeira, T.V.D." Menezes, E.B.", Alves,
L.C? Moura, A.A.A° Oliveira, E.C.S%

% Department of Veterinary Medicine, Federal Rural University of Pernambuco52171-
900 Recife, Brazil.

b Departament of Animmal Science, Federal University of Ceara, 6002-970, Fortaleza,
Brazil.

Resumo

Esse estudo, objetivou verificar o perfil proteico do plasma seminal de cdes esterilizados
quimicamente. Trés cées, puberes, sem raca definida, foram submetidos ha duas coletas de
sémen antes (D0) e 60 dias ap0s a castragdo quimica (D60). As amostras de sémen foram
analisadas (concentracdo, motilidade, vigor e volume) e centrifugadas para obtencdo do plasma
seminal. Em seguida, aliquotas contendo 400 pg de proteina total foram submetidas a
eletroforese 2-D (18% SDS-PAGE, pH 4-7) e os géis analisados pelo Software PD Quest. As
proteinas mais abundantes do plasma seminal de cdo encontram-se em torno de 12 kDa e na
faixa de pH de 4.2 a 6.6. Estas proteinas correspondem a 61,68% do total proteico do plasma
seminal do cdo, sendo encontrados 167,3 + 23,6 spots proteicos que ndo diferiram entre DO e
D60. Conclui-se que 60 dias ndo € suficiente para promover alteracdes do perfil eletroforético
proteico no plasma seminal de cées submetidos a castragdo quimica.

1. Introducéo

A castracdo quimica, ou esterilizacdo quimica, € um método inovador capaz de
promover um controle efetivo da reprodugdo de animais de companhia, sejam eles
errantes ou pertencentes as familias de baixa renda, devido a eficacia e ao baixo custo

do procedimento.

Segundo Fahim et al. (1993), o gluconato de zinco € a substancia mais

promissora para ser utilizada como método contraceptivo quimico por ser considerada
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uma substancia ndo-carcinogénica, nao-teratogénica e nao-mutagénica. Além disso,
Oliveira et al. (2007), Levy et al. (2008) e Oliveira et al. (2012) em seus trabalhos
verificaram que a injecéo intratesticular de gluconato de zinco promove uma atrofia nos
tibulos seminiferos e uma azoospermia nos caes submetidos ao tratamento. No entanto,
o tratamento ndo modifica 0 comportamento dos cdes e 0S mesmos continuam a
apresentar libido e, ainda, alguns dos animais azoospérmicos continuam a eliminar
plasma seminal (OLIVEIRA et al., 2012).

O plasma seminal de mamiferos € uma secrecdo formada pelos fluidos das
glandulas sexuais acessorias, epididimos e testiculos, e sua composicdo é capaz de
afetar a funcdo espermatica desde a maturacdo até a fertilizacdo do odcito no trato
reprodutor feminino (YANAGIMACHI, 1994; KRAUS et al., 2005; FOXCROFT et al.,
2008; MOURA et al, 2011). No céo, o plasma seminal é um produto das secre¢bes dos
ductos ejaculatérios e da prostata (JOHNSTON et al., 2001; SOUZA, 2007) em resposta
a testosterona (WITE, 1988, PARRISH e FIRST, 1993).

Oliveira et al. (2012) observaram que a castracdo quimica de cdes utilizando a
injecdo intratesticular de gluconato de zinco ndo afetou a producdo de testosterona em
avaliacdo realizada um ano apo6s o tratamento. Wang (2002), por sua vez, relatou que o
peso da glandula prostatica de cdes diminuiu aproximadamente 50% apenas dois anos
apos a castracdo quimica com o gluconato de zinco. Nao existem relatos na literatura
acerca dos efeitos da castracdo quimica de em cdes por meio da injecédo intratesticular

de gluconato de zinco sobre as propriedades do plasma seminal.

Dessa forma, este trabalho objetiva avaliar se a injecdo intratesticular de
gluconato de zinco exerce algum efeito sobre o perfil eletroforético das proteinas do

plasma seminal de cées.
2. Materiais e Métodos
2.1.Animais

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Animais de Experimentagio
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Protocolo n° 045/2012; 015832/2011-
D13). Foram utilizados 3 cées, machos, sem raca definida, com idade variando entre 10

meses e 6 anos peso entre 8,5 al0,9kg oriundos de canis particulares. Apenas cées
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saudaveis, com diametro testicular entre 10 e 27mm e com ejaculado com motilidade
progressiva >70%, vigor > 3 e concentragdo espermatica> 200 x 10° spermatozéides/ml
foram selecionados para o experimento. Os animais foram estimulados por meio de um
swab impregnado com secre¢do vaginal de fémea em estro e o sémen foi colhido por
meio da manipulacdo digital do pénis, tomando-se a precaucdo de separar as fracbes
seminais. As colheitas foram realizadas um dia antes (D0), 60 e 150 dias ap0s a
esterilizacdo quimica.

Na avaliacdo macroscépica foram observados volume (mL), cor e odor; e as
analises microscopicas envolveram a avaliacdo da motilidade (0-100%), vigor (0-5) por
meio da microscopia de luz (400x) e concentracdo espermatica (x10°) por meio da
utilizacdo da cémara de Newbauer. As avaliagfes seminais foram realizadas no

Laboratdrio de Andrologia do Departamento de Medicina Veterinaria da UFRPE

Apos as analises seminais, o ejaculado foi centrifugado (800xg) durante 10
minutos e em seguida, centrifugado novamente (10000xg) para separacdo do plasma
seminal. As amostras foram armazenadas a uma temperatura de -80°C para posterior

avaliacdo do perfil proteico do plasma seminal.
2.2. Injecdo intratesticular de gluconato de zinco

Inicialmente os animais foram pesados e submetidos a uma sedacéo leve com
utilizacdo de sulfato de atropina (0,044 mg/kg, SC; Atropina-Hypofarma, Ribeirdo das
Neves, MG, Brazil) e xilazina (1,0 mg/kg, IM; Rompun 2%, Bayer S.A., Sdo Paulo, SP,
Brazil). As doses da solucdo a base de zinco foram administradas segundo o diametro
testicular do animal (Wang, 2002; OLIVEIRA, et al., 2012). Uma Unica injecdo foi
realizada na regido dorso-cranial de cada testiculo, ao lado da cabeca do epididimo (o
mais proximo possivel do ducto eferente e rede testicular) e a agulha foi inserida num
plano paralelo em relacdo ao testiculo (WANG, 2002; OLIVEIRA, et al., 2012).

2.3. Eletroforese de segunda dimenséo e anélise computadorizada de mapas

A concentracdo total de proteinas foi determinada pelo método de Bredford
(Bradford, 1976). Aproximadamente, 400 ng de proteinas foram adicionadas a solugao
de hidratacéo (Uréia 7M, Tiouréia 2M, Ditiotreitol (DTT) 65 mM, anfélitos livres 0,5%
(IPG buffer, 4-7), CHAPS 1 % e azul de bromofenol) suficiente para 250 pl e aplicadas

na bandeja de hidratacdo (Immobile DryStrip Reswelling Tray) e incubadas com tiras de
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pH imobilizado (13 cm, com faixa de pH linear de 4 a 7; GE Healtchcare, USA) por um

periodo de 13 horas, em temperatura ambiente.

A primeira dimensdo foi realizada no ETTAN™ IPGphor 3™ (GE Lifesciences,
USA), segindo o seguinte protocolo: 250V (03:00h); 500V (01:00); 800V (01:00);
1000V (01:00); 8000V (9000vh); 8000V (24000 vh), totalizando 36050 Vhs por 11
horas a 20 °C. Em seguida as tiras IPG foram equilibradas em solu¢do tampéo (6 M
urea, 75 mM Tris-HCI, 29.3% glycerol, 2% SDS, 0.002% bromophenol blue, pH 8.8)
acrescido de DTT (AMRESCO®) sob leve agitacdo. Na segunda etapa do equilibrio, as
tiras (Immobiline™ DryStrip) foram mergulhadas na mesma solucéo de equilibrio desta
vez acrescida de iodo-cetamida e submetida a uma nova agitagao.

Apos a etapa de equilibrio, as tiras foram dispostas sobre as placas com gel de
poliacrilamida (18 %) utilizando um sistema do tipo DALT SIX (GE Healthcare, USA).
Apbs a 2-D eletroforese, os géis foram fixados em uma solucdo com 2% acido
fosférico; 30% etanol (3 x 20 minutos), seguidos por lavagem (3 x 20 minutos) em
solucdo aquosa com 2% &cido fosférico e sinalizando em solucdo de 2% é&cido
fosforico; 15% sulfato de aménia; 18% etanol por 20 minutos e adicionado 2%
Coomassie coloidal (G-250). Os géis ficaram submersos nesta solugdo por 4 dias, em
seguida foram lavados em agua destilada e escaneados com auxilio da Image Scanner
I11 (GE Healthcare, USA) e do programa LabScan. Sendo posteriormente armazenados
em solucdo de acido acético a 4%. As imagens foram editadas e analisadas através do
software PDQuest, versdo 8.0 (Bio Rad, USA).

3. Resultados

A concentracdo espermatica, motilidade espermatica, vigor e volume foram
(220,6 x 10° + 10,97 sptz/mL, 80%, 3,3 e 5 + 1,53 mL, respectivamente). Aos 60 dias
apos a injecdo de gluconato de zinco, os cdes encontravam-se azoospérmicos (Tab. 1),
entretanto, continuaram a ejacular o plasma seminal, cujo volume foi de 3,67 + 2,68
mL. O plasma seminal estava limpo, com odor suis generis e composto de apenas uma
fracdo espermatica. A libido e comportamento de macho ndo foram afetados.
Inicialmente, a concentracdo proteica (CP) do plasma seminal foi de 3,54 + 1,76g/dL.
Aos 60 dias a CP manteve-se inalterada. As proteinas de maiores pesos moleculares
(61,68%) possuiam 12 kDa e pH 4.2-6.6 (Fig. 1). O perfil eletroforético foi de 167,3 +
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23,6 spots ndo sendo observada diferenca entre 0 DO e o D60. Dos 167 spots
quantificados, 16 foram identificados e corresponderam a arginina esterase.
Tabela 1: Espermogramas de acordo com o periodo de avaliacdo (0, 60, 150 dias).
Periodo de Avaliacao (Dias)
0 60 150
Animai p K VOLUME Vi Motilidade Concentracao espermatica VOLUME VOLUME
nimais eso (Kg) (ml) igor Espermética (x106) (ml) (ml)
(%)
1 10,9 7 4 85 240 15 11
2 97 6 2 70 202 9 12
3 85 2 4 85 220 05 2
MEDIA 97 5 3,33 80 220,67 3,67 8,33
DESVIO-
PADRAO 1,2 2,65 1,15 8,66 19,01 4,65 551
ERRO-
PADRAO 0,69 1,53 0,67 5 10,97 2,68 0,18

Table 2: Concentracao proteica do plasma seminal (g/dL) e densidade 6ptica (D.0) de acordo com o

periodo de avaliacéo (0, 60, 150 dias).

Periodo de avaliagdo (Dias)

60 150

Animais D.O. [g/dl] D.O. [g/dl] D.O. [g/dl]

1 0,58 1,92 0,79 4,19 0,30 4,52

2 1,05 7,04 0,92 5,79 0,48 7,61

3 0,56 1,67 0,32 0,75 0,59 9,30
Média 0,73 3,54 0,68 3,58 0,46 7,14
Desvio-Padrédo 0,28 3,03 0,32 2,57 0,14 2,42
ERRO-Padrdo 0,16 1,75 0,18 1,49 0,08 1,40

4. Discussao

Este trabalho teve como objetivo descrever, de forma inédita, o perfil

eletroforético SDS-2D das proteinas do plasma seminal canino antes e apds a injecéo

intratesticular de gluconato de zinco (Testoblock®).

Estudos revelam que o plasma e os tecidos desta regido contém uma

concentracdo de zinco maior que qualquer outro 6rgdo do corpo (FAHIM et al. 1993) e

que parte da concetracdo do zinco presente no plasma seminal de cées tem origem

prostatica, uUnica glandula anexa presente nos cdes (JOHNSON et al., 19609,

LINDHOLMER e GLAUMANN 1972).
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Figura 1. Mapa bidimensional do plasma seminal de cdes, Sem raga definida, adultos. A
figura 1 corresponde a imagem do gel master ou de referéncia gerado pelo software Pd
Quest (Bio Rad, USA).

Vérios autores citam que 0 zinco exerce acdo sobre a metabolizacdo da
testosterona a diidrotestosterona (DHT) inibindo a a¢do da enzima 5a- redutase
(LEATHAM, 1970). A diminuigdo da DHT contribui para a diminui¢cdo do tamanho da
préstata, que é um oOrgao androgeno-dependente. Nos cdes submetidos a castracéo
quimica por meio do gluconato zinco nao foi observada diminuicdo dos niveis séricos
da concentracdo de testosterona em avaliacdo realizada aos seis meses apds o
procedimento (OLIVEIRA et al., 2012), entretanto, estudos mostraram diminui¢do em
até 50% - 52% do peso da prostata 24 meses apés a inje¢do de zinco (NEUTERSOL,
2003; WANG, 2004).

Aos sessenta dias pds-castracdo quimica, todos 0s animais encontravam-se
azoospérmicos porém continuaram a eliminar o plasma seminal até o final do

experimento. A libido dos animais ndo foi alterada, ou seja, todos os animais
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apresentaram erecdo e ejacularam quando estimulados. Esses dados corroboram com

estudos anteriores de Oliveira et al., (2012).

Além disso, no mesmo estudo, 0s autores observaram que 0s animais
continuaram a eliminar o plasma seminal com auséncia de espermatozdides e presenca
apenas de debris celulares. No presente estudo, foi possivel obter plasma seminal de
todos os cdes aos 60 e 150 dias apds a castracdo quimica. Este achado justifica-se pelo
fato da castracdo quimica exercer alteracdo no tamanho da prostata, unica glandula
acessoria presente no sistema reprodutor do cdo e responsavel pela pela producdo do
plasma seminal apenas 24 meses apds a injecdo de zinco (NEUTERSOL, 2003;
WANG, 2004). Entre as espécies domésticas, a concentracdo de proteinas do plasma
seminal varia entre 3 a 7% (WITE, 1988). No cdo, o contetdo médio de proteinas totais
do plasma seminal varia de 1,09 g/dL (ISAACS et al., 1980) a 2,19 g/dL (SOUZA et al.,
2007).

No entanto, no presente estudo a concentracdo média de proteina antes da
castracao foi de 3,54 + 1,75 g/dL divergindo da literatura consultada. Ap6s 150 dias,
esta concentracdo dobrou para 7,14 + 1,4 g/dL. Este achado foi atribuido a auséncia de

espermatozéides que se ligariam a proteinas plasmaticas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Souza et al. (2006), ao
compararem a concentracdo total de proteinas de cées submetidos a vasectomia e caes
ndo vasectomizados. Neste estudo, os autores avaliaram 20 machos no antes e 15 dias
apos o procedimento cirargico e foi atribuido este resultado ao fato de que, no grupo
vasectomisado, como 0s espermatozdides estavam ausentes ja aos quinze dias apos a

cirurgia, logo as proteinas plasmaticas estavam livres para serem quantificadas.

Dos 167 spots quantificados, 16 foram identificados e corresponderam a arginina
esterase. Esses dados corroboram com a literatura, quando citam que a arginina esterase
é a proteina presente em maior quantidade no liquido prostatico canino, representando
mais de 90% das proteinas secretadas pela prostata do cdo (Johnston et al., 2001,

Gobello et al., 2002).
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Estudos anteriores sugerem que esta enzima seja capaz de hidrolisar o0 muco
cervical da fémea podendo estar correlacionada com motilidade das tubas uterinas e do
utero, durante a fecundacdo e durante a clivagem do cininogénio em cinina, que € um
potente fator vasoativo (Dubé et al., 1994; e Toniollo, 2001).

5. Consideraco0es finais:

Dessa forma, o conhecimento do perfil eletroforético das proteinas do plasma
seminal canino antes e ap6s a injecéo intratesticular de zinco (Testoblock® ) contribui
com uma melhor compreensdo acerca do regulacdo e quais 0s papeis dessas proteinas

no plasma seminal canino.
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5. CONCLUSAO

Nos ultimos anos, a evolucdo das biotécnicas reprodutivas tem permitido um
grande avanco no conhecimento da fisiologia reprodutiva dos animais domésticos. No
entanto, quando se trata de reproducéo de caninos pouco se tem estudado.

A castragdo quimica através da injecdo intratesticular de gluconato de zinco é o
que se tem de mais novo quando o assunto € esterilizacdo quimica. A eficacia deste
método, j& foi comprovado na literatura cientifica. No entanto, ndo existe nada
publicado que relacione esta técnica com alteracBes da concentracBes proteica do
plasma seminal.

Os achados deste estudos, permitiram concluir que a partir dos 150 dias pés-
castracdo quimica a concentracdo proteica do plasma seminal aumenta. Ou seja, a
composicao deste fluido é alterada. Além disso, foi possivel comprovar que a arginina
esterase permanece em altas concentragbes mesmo com o animal castrado
qguimicamente.

Esses dados, além de contribuir para os avancos da biologia molecular tendo em
vista que foi o primeiro trabalho onde descreveu-se o mapa eletroforético de proteinas
do plasma seminal de cées. Também, demonstra a necessidade de outras pesquisas que

relacionando a castracdo quimica e o estudo protedmico.
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