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RESUMO

CARACTERIZACAO BIDIMENSIONAL DE PROTEINAS DO PLASMA SEMINAL
COMO SUBSIDIO PARA INCREMENTO DA EFICACIA DA INSEMINACAO
ARTIFICIAL COM SEMEN CONGELADO EM OVINOS. Priscilla Pereira Moura. Jairo
Pereira Neves, PhD. Brasilia, DF.

O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar o perfil protéico do plasma
seminal ovino por meio de eletroforese bidimensional em géis de poliacrilamida (2D-PAGE)
e verificar se alguma dessas proteinas esta relacionada com a congelabilidade do sémen,
podendo ser utilizadas como marcadores para essa caracteristica. Foram utilizados os
ejaculados de cinco reprodutores, nos quais foram realizadas avaliacdes espermaticas ¢ dos
quais os plasmas seminais obtidos por centrifugacdo foram submetidos 2D-PAGE em gel a
12% de poliacrilamida. Foram identificados 92 spots, considerando todos os animais
analisados. Destes, 41 (44,57%) foram identificados em todos os animais e 51 (55,43%)
expressaram-se diferencialmente entre eles. Dentre as proteinas que se expressaram
diferentemente, as proteinas 03 (7,9 kDa), 23 (13,6 kDa) e 31 (21,4 kDa) se destacaram, por
apresentarem maior expressdo e relagdes com as caracteristicas espermaticas dos animais. A
proteina 31 foi encontrada somente no animal 05 e apresentou alta expressdo no mesmo. Esse
animal apresentou os menores valores de integridade de membrana e espermatozoides vivos
integros; e alto valor de espermatozdides mortos reagidos no sémen descongelado. Ja as
proteinas 03 e 23 foram encontradas somente no animal 21 e se destacaram devido a alta
expressdo nesse animal, que apresentou a maior média de integridade de membrana no sémen
descongelado. A avaliagdo dos dados obtidos evidenciou variagdes significativas nos
resultados das analises do sémen dos animais e uma variabilidade no perfil protéico no plasma
seminal dos carneiros, sugerindo as proteinas 03, 23 e 31 como possiveis marcadores da
capacidade criopreservadora do sémen. A proteina 31 como possivel indicador da menor

congelabilidade e as proteinas 03 e 23 como marcadores da maior congelabilidade do sémen.

Palavras chave: Proteina, s€émen, carneiro, congelabilidade, eletroforese.
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ABSTRACT

TWO-DIMENSIONAL CHARACTERIZATION OF OVINE SEMINAL PLASMA
PROTEINS AS SUBSIDY TO INCREASE THE EFFECTIVENESS OF THE
ARTIFICIAL INSEMINATION WITH FROZEN SEMEN. Priscilla Pereira Moura. Jairo
Pereira Neves, PhD. Brasilia, DF.

The objective of this study was to identify and characterize the protein profile of ram
seminal plasma using two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) and to
verify if any of these proteins was associated with semen freezability, which could be used as
markers for predicting semen freezability. Semen from five rams were used. The sperm
analysis was held and the seminal plasma obtained by centrifugation was submitted to 2D-
PAGE using 12% acrylamide gel. Ninety two spots were identified considering the analyzed
animals. Forty one (44.57%) were found in all animals and 51 (55.43%) were differentially
expressed among them. From that proteins differently expressed, the proteins 03 (7.9 kDa), 23
(13.6 kDa) and 31 (21.4 kDa) stood out because they showed higher expression and because
of relations with the sperm characteristics of the animals. The protein 31 was found just in
animal 05 and showed high expression in it. This animal had the worst values for live
spermatozoa with intact acrosome and plasmatic membrane integrity; and high value for dead
spermatozoa with reacted acrosome in thawed semen. Proteins 03 and 23 were found just in
animal 21 and showed high expression in this animal, which presented the best values for
plasmatic membrane integrity in thawed semen. The results showed a significant variation
among sperm analysis of the animals and variability in the protein profile of the seminal
plasma of the rams, suggesting that proteins 03, 23 and 31 are possible markers of semen
freezability. Protein 31 predicting low semen freezability, and proteins 03 and 23 predicting

high semen freezability.

Key words: Protein, semen, ram, frezability, electrophoresis.



CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

A ovinocultura vem despertando, principalmente nos tltimos anos, um maior interesse
de produtores e dos 6rgdos governamentais, considerando que ¢ uma alternativa desejavel
para o incremento da atividade pecuaria no pais, ndo s6 como atividade principal, mas como
fonte adicional de renda para as empresas rurais tanto de pequeno, médio ou grande porte.
Portanto, o desenvolvimento das biotecnologias aplicadas a reproducdo, como a
criopreservacdo de sémen, tem despertado o interesse de produtores com o intuito de acelerar
o ganho genético dos animais de producao.

A criopreservagdo do sémen ha muito tem sido vista como uma forma de beneficiar a
reproducdo dos animais de importancia agropecuaria. Para a maximizagdo do desempenho
dos machos, as biotécnicas envolvendo a criopreserva¢do do sémen ovino vém ganhando
destaque por propiciarem, além de um banco genético de facil acesso, a total utilizacdo de
machos que apresentem boas caracteristicas de produgdo (WATSON, 2000).

Entretanto, o processo de criopreservagdo acarreta uma série de alteracdes resultando
em uma redu¢do marcante da capacidade fecundante dos espermatozoides em relagdo com o
sémen fresco. Os danos criogénicos na bioquimica e na ultra estrutura dos espermatozoides
podem ser os responsaveis pelo decréscimo da integridade funcional, sobrevivéncia e
capacidade de fertilizacdo (SALAMON & MAXWELL, 1995). No carneiro, alguns aspectos
do processo de resfriamento-congelamento-descongelamento tornam a membrana espermatica
com maturacdo excessiva e aumenta a propor¢do de espermatozoides capacitados e acrossoma
reagidos precocemente (SALAMON & MAXWELL, 1995; HOLT, 2000).

Atualmente nas fémeas ovinas, os melhores indices de fertilidade com sémen
congelado sdo obtidos apds I.A. por via laparoscopica, com deposicdo do sémen diretamente
no utero. O método de aplicagdo laparoscopica permite a utilizagdo de sémen congelado
incrementando o processo de melhoramento genético, propiciando indices de prenhez
semelhantes aos obtidos com a monta natural. Por outro lado, tal técnica apresenta limitada
aplicacdo a campo de forma rotineira, pois requer instrumentais de custo elevado e mao-de-
obra especializada (NEVES, 1990). A técnica de I.A. cervical surge como alternativa, pois
permitiria um uso mais expressivo do sémen ovino congelado, por ser de baixo custo e de

facil execugao (SOUZA, 1993).



Porém, a utilizacdo do sémen ovino congelado por via cervical também possui suas
limitacdes, como dificil transposi¢do da cérvix da ovelha com seus anéis tortuosos, e
inabilidade dos espermatozodides criopreservados em atravessa-la devido a motilidade e
viabilidade reduzida no trato genital da fémea. Além disso, observa-se maturacdo excessiva
das membranas espermaticas, oriundas do processo de criopreservagdo, que promove um
aumento na populagdo de espermatozoides capacitados e acrossomos reagidos (MAXWELL
& WATSON, 1996; SALAMON & MAXWELL, 2000).

Em busca de alternativas para aumentar a viabilidade espermatica do sémen congelado
de ovinos, pela inseminagdo artificial via cervical superficial, estudos vém sendo
desenvolvidos com a utilizagdo de plasma seminal. O plasma seminal ¢ um fluido com papel
essencial para fungdes espermaticas in vivo, desde a ejaculagdo, até a fertilizagdo (KRAUS et
al., 2005). Estudos mostraram que a utilizacdo de plasma seminal melhora a viabilidade e
heterogeneidade da membrana plasmatica do s€émen de carneiro criopreservado (OLLERO et
al., 1997).

A membrana plasmatica do espermatozdide pode sofrer remodelagdes quando o
espermatozodide interage com proteinas do plasma seminal durante a ejaculagdo. Dois tipos de
interagdes protéicas podem estar envolvidos nesse processo: a interacdo de proteinas com a
membrana espermdtica e interagdes mutuas entre proteinas de formas monoméricas
(MANASKOVA et al., 2003). Outras fungdes e caracteristicas dos espermatozéides que
podem ser influenciadas por proteinas do plasma seminal incluem a capacitagdo e a reagdo
acrossomica (MANJUNATH E THERIEN, 2002), bem como a motilidade espermatica
(CURI et al., 2003), e a integridade genomica (CHEN et al., 2002). Por isso, a caracterizacdo
de proteinas presentes no plasma seminal de diferentes espécies pode fornecer elementos para
a certificagdo da fertilidade e da congelabilidade do sémen (KILLIAN et al.,, 1993;
RONCOLETTA et al., 1999; JOBIM et al., 2004; MOURA et al., 2006).

Diversos autores procuram marcadores para fertilidade em machos de varias espécies,
sendo as proteinas do plasma seminal um dos principais alvos de estudos (HENAULT &
KILLIAN, 1996).

Neste trabalho avaliou-se as proteinas presentes no plasma seminal de ovinos por meio
da eletroforese bidimensional, comparando a presenga ou auséncia de tais proteinas com 0s
resultados das analises espermaticas realizadas no s€émen descongelado de tais animais. Tais
avaliagGes foram efetuadas com o objetivo de verificar diferengas no perfil protéico do plasma
seminal dos animais estudados, identificando proteinas que possam ser utilizadas como

marcadores protéicos da capacidade criopreservadora do sémen.



1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 O sémen e a fecundacao

O sémen ¢ composto por duas fragdes distintas: os espermatozoides cuja fracdo €
variavel nas diferentes espécies e o plasma seminal. As interagdes entre as células
espermaticas e o fluido seminal iniciam-se na espermatogénese (TULSIANI et al., 1997;
NAABY-HANSEN et al., 1997). As células espermaticas ao alcancarem o epididimo estdo
com a membrana plasmatica ndo bem maturada e sofrem diversas alteragdes bioldgicas
durante sua passagem pelo epididimo (TULSIANI et al., 1997); incluindo estabilizacdo da
cromatina nuclear, aquisicdo de motilidade, compactacdo de fibras da cauda, alteragdes na
composi¢do da membrana com a incorpora¢do de proteinas, agucares, lipidios e outras
modifica¢des bioquimicas (MOORE & HIBBIT, 1976; AMANN, 1993). Na interacdo das
células espermaticas com o meio epididimario e secrecdes das glandulas acessorias, algumas
das proteinas que sao incorporadas estdo envolvidas na ligacdo do espermatozdide ao ovocito.

A membrana plasmatica do espermatozoide passa por significativas mudangas
bioquimicas durante seu transito ao longo do epididimo. Além da maturagdo epididimaria, os
espermatozoides dos mamiferos devem passar por uma série de modificacdes bioquimicas e
funcionais que ocorrem no trato genital da fémea, conhecidas como capacitagdo espermatica
(TULSIANI et al., 1997).

Os principais fenomenos que devem ocorrer previamente a fecundacdo do gameta
feminino sdo a capacitacdo espermadtica e a reacdo acrossomal. A fertilizagdo ¢ resultado
destes eventos moleculares em que os espermatozdides capacitados se ligam ao ovocito e
realizam uma série de outros eventos programados antes da penetracdo na zona pelucida e
fusdo com o 6vulo (ABOU-HAILA et al., 2000). Os espermatozoides, mesmo apresentando
motilidade e aparente normalidade morfologica logo apds a ejaculacdo, ndo tém capacidade
de fecundar um ovdcito, sendo esta adquirida no trato genital feminino em um processo

denominado capacitagdo espermatica (YANAGIMACHI, 1994; PEREZ et al., 1996).



1.2.2 Capacitacio espermatica

As mudancas associadas a capacitacdo dos espermatozdides ocorrem por uma série de
eventos bioquimicos e fisioldgicos da membrana plasmatica dos espermatozodides permitindo
sua interagdo com os ovoécitos. As modificacdes moleculares ocorridas sdo a desestabilizacao
celular onde ha a redistribuicdo de particulas intramembrana; mudangas bioquimicas da
superficie da membrana levando ao aumento da fluidez; remodelagem da superficie do
espermatozodide; fosforilacdo de proteinas; aumento do céalcio e do pH interno e
hiperpolarizacdo da membrana. Durante esta fase, algumas proteinas de elevada massa
molecular e alguns peptideos, assim como lipidios e colesterol sdo perdidos da célula,
culminando com o aumento da motilidade dos espermatozoides, ou seja, hiperativacio
espermatica (AUSTIN E SHORT, 1990; TOPFER-PETERSEN et al., 2000). A perda de
colesterol e acidos graxos aumenta a fluidez e a permeabilidade da membrana plasmatica,
iniciando-se o processo de capacitagdo e reagdo do acrossoma (YANAGIMACHI, 1994).

As alteragdes iniciais na membrana plasmatica durante a capacitagdo, envolvem a
remocdo periférica de antigenos de superficie e glicoproteinas de origem epididimal e/ou do
plasma seminal, os fatores de decapacitacdo, que podem restringir o movimento de proteinas e
lipideos através da membrana (HAFEZ & HAFEZ, 2000).

Em resumo, a capacitagdo resulta de mudangas moleculares multiplas nos
componentes protéicos, glicoprotéicos e lipidicos da membrana. Estas modificagdes permitem
o fluxo de ions transmembrana, importantes no inicio da capacitacdo, hipermotilidade e
reagao acrossomal (TULSIANI et al., 1997).

A capacitacdo também pode ser realizada in vifro em um meio contendo albumina,
heparina e substancias energéticas como glicose e piruvato. A albumina e a heparina sio
encontradas nas secregdes do trato genital feminino em boas quantidades e sdo componentes
importantes na capacitagdo tanto in vivo como in vitro. A heparina é uma glicosaminoglicano
(GAGS) que estimula a capacitacdo dos espermatozodides. Estudos tém indicado que a
habilidade dos espermatozoides de se ligarem a heparina e outros GAGS presentes nos fluidos
do trato genital estd correlacionada com a fertilidade. Assim os espermatozoides de touros
com alta fertilidade possuem maior afinidade pela heparina do que os de baixa fertilidade.
Essa afinidade ¢ expressa pela maior freqiiéncia de reacdo de acrossoma a heparina que ocorre
nos touros de maior fertilidade (YANAGIMACHI, 1994).

A reagdo do acrossomo ¢ um processo exocitdtico do espermatozoide necessario para

que ocorra a fecundacdo. Somente os espermatozdides com o acrossomo reagido estdo aptos a



atravessar a zona pelucida, e assim, se ligam a membrana plasmatica do ovocito e se fundem a
ele. A reacdo do acrossomo leva a liberacdo de uma variedade de enzimas hidroliticas e
proteoliticas, principalmente a acrosina e a hialuronidase, que sdo essenciais para a penetragao

do espermatozodide na zona pelucida do ovocito (YANAGIMACHI, 1994).

1.2.3 Criopreservacgao do sémen

A criopreservagdo do sémen dos mamiferos promove a redugdo da capacidade
fecundante dos espermatozoides em relagdo ao sémen fresco. Isto se deve, em primeiro lugar,
porque 40-50% dos espermatozodides criopreservados ndo sobrevivem, mesmo utilizando-se
protocolos de congelamento mais eficientes, devido a modificagdes bioquimicas, funcionais e
da estrutura da membrana plasmatica, permanecendo apenas uma subpopulacdo de
espermatozoides viaveis. Além disso, os danos criogénicos na bioquimica e na ultra-estrutura
dos espermatozoides podem ser os responsaveis pelo decréscimo da integridade funcional,
sobrevivéncia e capacidade de fertilizagdo (SALAMON & MAXWELL, 1995).

Uma maior severidade nos danos da membrana espermatica ocorre com maior
intensidade no sémen dos carneiros do que nos touros. No mesmo sentido, a perda de
lipoproteinas e aminodcidos apds o congelamento ¢ maior nos carneiros que nos touros, bem
como as perdas dos fosfolipidios, levando ao decréscimo da atividade da fosfatase, a qual
diminui de 15-50% o colesterol ligado a proteinas. A criopreservacdo também aumenta o
contetdo de sodio e diminui o de potassio nos espermatozoides. (HOLT, 2000).

No carneiro, alguns aspectos do processo de resfriamento-congelamento-
descongelamento tornam a membrana espermatica com maturacdo excessiva e aumenta a
propor¢do de espermatozoides capacitados € com acrossoma reagidos precocemente. As
mudangas na membrana ndo afetam a motilidade, mas encurtam a sobrevivéncia espermatica,
levando a perda da fertilidade, ou a incapacidade de fertilizar. O envelhecimento dos
espermatozoides capacitados no trato genital ap6s a inseminagdo cervical superficial agrava
essa situacdo (SALAMON & MAXWELL, 1995; HOLT, 2000).

O processo de criopreservacao causa danos subcelulares que podem afetar a habilidade
fertilizante do espermatozdide sem um impacto concomitante sobre a motilidade o que
significa que uma boa motilidade pds-descongelamento nem sempre estéd relacionada com boa

fertilidade (GRONDHAL et al., 1992).



1.2.4 Plasma seminal - Proteinas e fertilidade

O plasma seminal ¢ o produto das secrecdes das glandulas sexuais acessorias (prostata,
vesiculas seminais e bulbo-uretrais) bem como, dos epididimos, ductos deferentes e ampolas
dos ductos deferentes (EVANS & MAXWELL, 1990). A maior parte do plasma seminal se
integra aos espermatozoides na ejaculagdo, servindo como meio de sobrevivéncia e de
transporte para as células espermaticas (MILLER et al., 1990). A sua composicdo inclui
aminoacidos, acticares, acido citrico, minerais, fosfatases, prostaglandinas e proteinas de uma
faixa ampla de massa molecular (BARTH E OKO, 1989).

No plasma seminal, diversas proteinas exercem diferentes funcdes em diferentes
estagios do processo de fertilizagdo. Além de influenciar no equilibrio osmético e na inibi¢ao
imunoldgica, algumas proteinas especialmente enzimas cataliticas, estdo envolvidas no
metabolismo espermatico (SHIVAIJI et al., 1990). Outras proteinas desempenham importantes
fungdes na motilidade espermatica, na capacitagdo, na reagcdo acrossomica e na fusdo ovocito-
espermatozdoide (WASSARMAN, 1999). A composi¢do, a conformagdo e o tamanho dessas
proteinas sdo especificos para cada espécie e elas sdo estaveis, dependendo das condi¢des do
sémen (JELINKOVA et al., 2003).

O plasma seminal auxilia positivamente na fertilidade, servindo de diluente e veiculo
para os espermatozoides, exercendo efeitos estimulantes na motilidade espermatica durante a
ejaculagdo. Determinadas proteinas do plasma seminal apresentam um potencial para
influenciar na motilidade espermadtica. Dentre elas estdo as proteinas do plasma seminal
bovino (BSP) A1/A2 (SANCHEZ-LUENGQO et al., 2004), a proteina acida do fluido seminal -
aSFP (SCHONECK et al., 1996) e a fosfolipase A2 (BAO et al., 2004).

O plasma também ¢ fonte de energia para o espermatozodide, possui capacidade
tamponante e mantém a integridade da membrana celular dos espermatozdides (MAXWELL
& JOHNSON, 1999). Ele possui proteinas, que se ligam aos espermatozoides, ¢ que podem
influenciar positivamente na capacidade de fertilizagdo da célula (KILLIAN et al., 1993).
Porém, fatores que interferem negativamente na fertilidade ja foram identificados no plasma
seminal como a seminaplasmina bovina e o fator 1 da antifertilidade humana, que inibem a
capacitagdo ou a reacdo acrossomica, interferindo na fertilidade (KILLIAN et al., 1993;
BELLIN et al.,1994).

O plasma seminal também atua modulando a reacdo acrossdmica, evitando que esta
ocorra prematuramente, o que levaria a falhas na fertilizagdo. A adigdo de plasma seminal

como solugdo de descongelamento exerce efeito protetor sobre os espermatozoides nao



capacitados e previne a rea¢do do acrossoma precoce no periodo pos-descongelamento do
sémen ovino (LAUSMANN et al., 2004; SILVA et al., 2005a). Isto ocorre devido aos “fatores
decapacitantes” presentes no plasma seminal que previnem o desencadeamento do processo
de capacitacdo do espermatozoide por meio da estabilizagdo da membrana plasmatica, tanto
pela manutencdo da razdo colesterol/fosfolipidios quanto pelo bloqueio da calmodulina, a
qual facilita o transporte transmembranico de calcio (FRAZER, 1998). A adi¢do do plasma
seminal no descongelamento do s€émen ovino criopreservado em pellets e aplicado pela via
transcervical em ovelhas com estro sincronizado, proporcionou resultados significativamente
superiores em relagdo ao descongelado sem adi¢do do plasma seminal (SILVA et al., 2005b).

A capacita¢do ¢ um dos eventos iniciais que ocorrem logo que os espermatozoéides sdo
misturados com as secrecdes das glandulas acessorias. O complexo de proteinas do plasma
seminal bovino (BSP A1/A2, A3 e BSP 30 kDa) influenciam de modo significativo neste
processo atuando no fluxo de colesterol na membrana do espermatozdéide (MANJUNATH &
THERIEN, 2002). Um estudo de Nauc & Manjunath (2000) demonstrou que as proteinas BSP
possuem a propriedade de ligagdo a superficie do espermatozoide, diminuindo sua quantidade
apos a criopreservacdo do sémen e sugerindo alguma relacdo com a congelabilidade do
sémen.

Segundo Yuan et al. (2003) a fosfolipase A2 (PLA2) tem um amplo espectro de
funcdes, algumas delas relacionadas a reacdo acrossdmica e a fusdo das membranas dos
gametas. Entretanto, também existem evidéncias que a PLA2 estimula células imunologicas
(GRANATA et al., 2005) e realiza uma atividade antimicrobiana no plasma seminal
(BOURGEON et al., 2004). A expressdao da PLA2 ¢é detectada em maior abundancia em
touros com alta capacidade de fertilizagdo (MOURA et al., 2006).

Miller et al. (1990), analisando sémen bovino, mencionaram que a presenca do plasma
seminal ¢ indispensavel para a capacitagdo espermatica e posterior fecundagdo, devido a
presenca de algumas proteinas denominadas HPBs (“heparin binding proteins”), que sdo
produzidas pelas glandulas acessorias masculinas e secretadas no plasma seminal. Essas
proteinas se ligam a membrana plasmatica do espermatozdide quando estes entram em
contato com o plasma seminal. Uma vez ligados a essas proteinas, os espermatozoides
adquirem receptores especificos, através dos quais respondem ao efeito da capacitagdo pela
heparina (MILLER et al., 1990). A analise das HBPs no plasma seminal e membrana
plasmatica do espermatozoide identificaram que essas proteinas tém pesos moleculares
diferentes, sendo entdo classificadas em cinco grupos: B1l, B2, B3, B4, B5. Bellin et al,,

(1994), avaliando a relag@o entre a presenga da HBP e a fertilidade de touros, observaram que



os touros com alta fertilidade tinham maior presenca de HBP — B5 na membrana plasmatica
do espermatozoide do que os de baixa fertilidade, embora a concentragdo total de HBP tenha
sido semelhante para ambos os grupos. Esses resultados indicam que o tipo e ndo a
quantidade total de HBP ¢ que esta relacionado com o potencial dos espermatozéides bovinos
fecundarem.

A protegdo dos gametas masculinos esta direta ou indiretamente relacionada com
proteinas presentes no plasma seminal, onde estas atuam em mecanismos de prote¢do da
membrana plasmatica, na prevengao do estresse oxidativo e do ataque imunologico (MOURA
et al., 2006). A albumina absorve perdxidos de lipideos, o que contribui como efeito protetor
para o espermatozoide (ALVAREZ & STOREY, 1995) e sabe-se que a proteina acida do
fluido seminal (aSFP) age inibindo o estresse oxidativo (SCHONECK et al., 1996). Tedeschi
et al. (2000) observaram que a aSFP do plasma seminal bovino demonstra 50% de homologia
com a espermadesina Z13. Entretanto, esta espermadesina tem uma relagdo inversa com a
fertilidade (MOURA et al., 2006), mas o mecanismo de agdo desta proteina ainda ndo foi
esclarecido.

A clusterina ¢ um constituinte multifuncional do plasma seminal e pode prevenir
contra o dano oxidativo do espermatozdide (REYES-MORENO et al., 2002), se ligar e
aglutinar espermatozodides defeituosos (IBRAHIM et al., 1999) e proteger os gametas
masculinos dos efeitos toxicos da precipitacdo de proteinas (WILSON & EASTERBROOK-
SMITH, 2000). A protecdo do esperma do dano oxidativo, da aglutinacdo e da lise celular
pode ser importante para os espermatozoides uma vez presentes no trato reprodutivo
feminino.

Diversos autores procuram marcadores para fertilidade em machos de varias espécies,
sendo as proteinas do plasma seminal um dos principais alvos de estudos. Sua presenga,
auséncia ou concentracdo no plasma seminal ¢ responsavel pelos efeitos desta fluido na
fertilidade espermatica (HENAULT & KILLIAN, 1996). Para a separagao e identificagdo dos
componentes protéicos do plasma seminal podem ser utilizadas a gel filtragcdo, a eletroforese
unidimensional ¢ a eletroforese bidimensional (KILLIAN et al., 1993; FRASER et al., 1996;
BRANDON et al., 1999).

Marcadores bioquimicos de plasma seminal sdo também sugeridos por diversos
autores para identificar animais superiores ou inferiores quanto ao seu potencial de fertilidade
e diferenciar graus de congelabilidade do sémen. Roncoletta (1999) estudou o perfil
eletroforético em SDS-PAGE das proteinas de membrana de espermatozdides e plasma

seminal de touros taurinos e zebuinos doadores de sémen, comparando os resultados obtidos



com o grau de congelabilidade destes touros. Observou uma quantidade de cerca de 20% a
mais de proteinas totais no plasma seminal de zebuinos quando comparados aos taurinos, e
encontrou diferengas na concentragdo e freqiiéncia de algumas bandas, entre os grupos de alta,
média e baixa congelabilidade.

Alguns autores ja correlacionaram as proteinas presentes no plasma seminal com o
grau de congelabilidade do sémen de diversas espécies, como bufalos (DHAMI &
KODAGALI, 1986) e¢ bovinos (PANGAWKAR et al.,, 1988). Moore e¢ Hibbit (1976) e
Moustafa e Meszauros (1981) postularam que as proteinas presentes no plasma seminal
ligam-se as proteinas de membrana dos espermatozodides, provocando alteragdes bioquimicas;
isso poderia aumentar a permeabilidade da membrana, promovendo injuria celular e choque
térmico, durante a criopreservagdo. Garcia & Graham (1987) demonstraram que uma fragdo
protéica de baixo peso molecular (< 12-14 kDa) ndo ¢ benéfica para as células espermaticas
durante a congelacdo, sugerindo a dialise para a retirada destas proteinas, para melhorar a
congelabilidade do sémen. Al-Somai et al. (1994 a,b), citam que as proteinas em maior
concentracdo no plasma seminal, com peso molecular entre 15 e 16 kDa, anionicas, sdo
desfavoraveis a motilidade espermatica e que sua retirada por didlise poderia melhorar este
parametro. Afirmaram, ainda, que o prejuizo a motilidade espermatica depende da
concentragdo destas proteinas no plasma seminal.

Henault & Killian (1996) verificaram que os espermatozodides bovinos, quando
colocados em meio contendo plasma seminal proveniente de animais de alta fertilidade, t€ém
maior habilidade para penetrar em ovocitos em ensaios iz vifro, quando comparados a meios
contendo plasma seminal de animais de baixa fertilidade, sejam estes espermatozodides de
animais de alta ou baixa fertilidade. Barrios et al. (2000) submeteram amostras de
espermatozoides ovinos, separados do plasma seminal por dextran/swim-up, a choque térmico
pelo frio. Posteriormente, incubaram estes espermatozdides com proteinas do plasma seminal,
e demonstraram a reversao dos danos causados pelo choque térmico a membrana, indicando
que proteinas presentes no plasma seminal sdo adsorvidas pela membrana espermatica e
modificam as caracteristicas funcionais de espermatozoides danificados, reproduzindo as de
uma célula intacta.

Na espécie eqiiina, a adicdo de plasma seminal de garanhodes de alta fertilidade a
espermatozoides de animais de baixa fertilidade elevou a resisténcia dos espermatozoides a
congelagdo e descongelagdo, concluindo que a composicdo do plasma seminal é um fator que
determina a suscetibilidade individual de garanhdes para a criopreservacdo do sémen

(AURICH et al., 1996).
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Killian et al. (1993) avaliaram a composi¢@o protéica do plasma seminal de 35 touros
holandeses de fertilidade conhecida, através da eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida. Detectaram duas proteinas mais prevalentes em touros de alta fertilidade (55
kDa, P1 4,8 e 26 kDa, PI 6,4) e duas proteinas mais prevalentes em touros de baixa fertilidade
(16 kDa, PI 4,1 e 6,7). Uma equagdo de regressao linear multipla foi desenvolvida para a
populacdo de touros, baseada nas quantidades relativas das quatro proteinas do plasma
seminal associadas a fertilidade. Os valores preditivos de fertilidade, calculados a partir desta
equacdo, mostraram alta correlagdo (coeficiente de correlacdo de 0,89) com a fertilidade real
dos touros. As duas proteinas relacionadas a alta fertilidade, presentes no plasma seminal,
foram identificadas como osteopontina (CANCEL et al., 1997) e prostaglandina D sintetase

tipo-lipocalina (GERENA et al., 1998).

1.2.5 Analise do perfil protéico

As proteinas exercem papéis cruciais em todos os processos biologicos (STRYER,
1988; JOBIM et al., 2003). Isto justifica, portanto, a gama de estudos desenvolvidos nesta
area, os quais visam o entendimento dos complexos mecanismos de agcdo das mesmas dentro
das mais variadas classes de seres vivos. O conjunto de proteinas expresso por um genoma ou
tecido ¢ chamado de proteoma (WILKINS & GOOLEY, 1997). Técnicas como a eletroforese
bidimensional, espectrometria de massa e bioinformatica sdo importantes ferramentas para a
analise de proteomas. A identificagdo de proteinas a partir dessas técnicas sdo métodos
estabelecidos e tém sido aplicados a numerosos sistemas bioldgicos.

Em diversas espécies, técnicas avancadas de protedmica t€m sido empregadas para a
detecgdo de marcadores bioquimicos de fertilidade e de congelabilidade dos espermatozoéides.
Grande parte dos estudos sobre proteinas do plasma seminal ¢ relacionada com espécies de
mamiferos domésticos como bovinos, suinos, ovinos e eqiiinos, as quais sdo espécies com alto
valor econémico ¢ estudos sobre a fisiologia da reprodugdo sdo conduzidos ha muitos anos
(KILLIAN et al., 1993; RONCOLETTA et al., 1999; JOBIM et al., 2004; MOURA et al.,
2006).

O método mais comum aplicado nas andlises de proteomas ¢ a eletroforese
unidimensional do tipo SDS-PAGE, que apesar da limitagdo de separar proteinas apenas pelo
peso molecular, ¢ uma alternativa mais barata e que em estudos iniciais de proteomas pode

contribuir de maneira significativa. Até agora, um dos métodos com melhor resolu¢do na
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separagdo de proteinas ¢ a eletroforese bidimensional. Esta técnica é considerada como a base
para construir mapas de proteoma e foi desenvolvida em 1975 (JAMES, 1997). A técnica de
eletroforese bidimensional foi submetida a uma série de modificacdes melhorando a resolugao
e reprodutibilidade (LOPEZ, 1999).

Nas décadas de 1950 e 1960, a técnica de eletroforese comegou a ser utilizada para
mapear e identificar componentes protéicos soluveis de ejaculados (LARSON &
SALISBURY, 1954; BENNET, 1964). Através de eletroforese unidimensional, o perfil
protéico do plasma seminal bovino foi correlacionado com padrdes de fertilidade normais
(NASS et al., 1990) e alterados (WOLF et al., 1993); com a congelabilidade (RONCOLETTA
et al., 2000) e com a viabilidade do s€émen (AURICH et al., 1996).

A eletroforese bidimensional em géis de poliacrilamida representa uma técnica valiosa
para separagdo e caracterizagdo das proteinas e através deste método, muitas proteinas do
plasma seminal de varias espécies foram descritas e caracterizadas (FLOWERS, 1998;
BRANDON et al., 1999).

A eletroforese bidimensional (2D-PAGE) de alta resolucdo, envolve como o proprio
nome diz, duas dimensodes, de acordo com O’Farrel (1975) e Klose (1975). A primeira
dimensdo consiste da focalizacdo isoelétrica (IEF) e a segunda dimensdo ¢ a SDS-PAGE. O
parametro de separacdo da primeira dimensdo, o pl (ponto isoelétrico), ¢ independente do
peso molecular, o qual ¢ o pardmetro de separacdo da segunda dimensdo. O resultado da
separagdo € um padrdo de “spots”, e de acordo com o sistema de coordenadas Cartesianas, o
seguinte padrao de representacdo ¢ considerado: da esquerda para a direita correspondente ao
aumento do pl e de baixo para cima, correspondente ao aumento do peso molecular. A auto-
radiografia de proteinas marcadas e a coloracdo com prata sdo usadas freqiientemente na
obtencdo destes mapas bidimensionais, os quais oferecem alta resolugdo na separagdo de
proteinas.

Alta reprodutibilidade da posi¢do dos spots ¢ muito importante na interpretagdo. A
avaliacdo dos padroes 2D-PAGE ¢ feita em computador, onde os eletroferogramas sao entio
convertidos em sinais digitais com densitometros, scanner desk top de alta resolu¢do ou
cameras de video. Com um software para avaliacdo apropriada, os dados sdo processados para
analise qualitativa e quantitativa, a qual pode ser auxiliada por bases de dados via rede
internacional (WESTERMEIER, 1997).

Outro método aplicado de forma expressiva nos ultimos anos para estudar os
mecanismos celulares envolvendo proteinas ¢ a espectrometria de massa, a qual ¢ uma técnica

analitica que identifica qualquer molécula especifica ou moléculas componentes de uma
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mistura. Em geral, esta ndo ¢ uma técnica quantitativa, entretanto, oferece alta exatiddo no
mensuramento de massa. O nivel de precisdo de espectrometros de massa chega ao ponto da
possibilidade de distingdo de duas moléculas que diferem entre si apenas pela presenca de um
carbono-13 (CUNHA et al., 2006).

Com o rapido conhecimento desenvolvido nos ultimos anos, marcadores bioquimicos
tém sido descritos para a deteccdo de algumas propriedades bioldgicas de qualidade seminal
(FRASER et al., 2006). O uso destes marcadores bioquimicos podera ajudar a desenvolver

novos critérios para a predi¢do e aumento da fertilidade de reprodutores.
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1.3 OBJETIVOS

Identificar e caracterizar o perfil de proteinas do plasma seminal relacionado com a
capacidade de criopreservacdo de sémen como alternativa para aumentar a viabilidade

espermatica do s€émen ovino congelado.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o perfil protéico do plasma seminal, relacionando a congelabilidade de sémen;

e Determinar a existéncia de variagdes no perfil protéico do plasma seminal entre os
reprodutores;

e Identificar proteinas do plasma seminal para serem utilizadas como possiveis marcadores

protéicos da congelabilidade do s€émen.
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RESUMO

CARACTERIZACAO BIDIMENSIONAL DE PROTEINAS DO PLASMA SEMINAL E
SUA RELACAO COM PARAMETROS DE QUALIDADE DO SEMEN EM OVINOS.

Priscilla Pereira Moura. Jairo Pereira Neves, PhD. Brasilia, DF.

O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar o perfil protéico do plasma
seminal ovino por meio de eletroforese bidimensional em géis de poliacrilamida (2D-PAGE)
e verificar se alguma dessas proteinas esta relacionada com a congelabilidade do sémen,
podendo ser utilizadas como marcadores para essa caracteristica. Foram utilizados os
ejaculados de cinco reprodutores, nos quais foram realizadas avaliacdes espermaticas ¢ dos
quais os plasmas seminais obtidos por centrifugacdo foram submetidos 2D-PAGE em gel a
12% de poliacrilamida. Foram identificados 92 spots, considerando todos os animais
analisados. Destes, 41 (44,57%) foram identificados em todos os animais e 51 (55,43%)
expressaram-se diferencialmente entre eles. Dentre as proteinas que se expressaram
diferentemente, as proteinas 03 (7,9 kDa), 23 (13,6 kDa) e 31 (21,4 kDa) se destacaram, por
apresentarem maior expressdo e relagdes com as caracteristicas espermaticas dos animais. A
proteina 31 foi encontrada somente no animal 05 e apresentou alta expressao no mesmo. Esse
animal apresentou os menores valores de integridade de membrana e espermatozoides vivos
integros; e alto valor de espermatozdides mortos reagidos no sémen descongelado. Ja as
proteinas 03 e 23 foram encontradas somente no animal 21 e se destacaram devido a alta
expressdo nesse animal, que apresentou a maior média de integridade de membrana no sémen
descongelado. A avaliagdo dos dados obtidos evidenciou variagdes significativas nos
resultados das andlises do s€émen dos animais e uma variabilidade no perfil protéico no plasma
seminal dos carneiros, sugerindo as proteinas 03, 23 e 31 como possiveis marcadores da
capacidade criopreservadora do sémen. A proteina 31 como possivel indicador da menor

congelabilidade e as proteinas 03 e 23 como marcadores da maior congelabilidade do sémen.

Palavras chave: Proteina, sémen, carneiro, congelabilidade, eletroforese.
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ABSTRACT

TWO-DIMENSIONAL CHARACTERIZATION OF SEMINAL PLASMA PROTEINS
AND ITS RELATIONSHIP WITH QUALITY PARAMETERS OF FROZEN SEMEN
IN RAM. Priscilla Pereira Moura. Jairo Pereira Neves, PhD. Brasilia, DF.

The objective of this study was to identify and characterize the protein profile of ram
seminal plasma using two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) and to
verify if any of these proteins was associated with semen freezability, which could be used as
markers for predicting semen freezability. Semen from five rams were used. The sperm
analysis was held and the seminal plasma obtained by centrifugation was submitted to 2D-
PAGE using 12% acrylamide gel. Ninety two spots were identified considering the analyzed
animals. Forty one (44.57%) were found in all animals and 51 (55.43%) were differentially
expressed among them. From that proteins differently expressed, the proteins 03 (7.9 kDa), 23
(13.6 kDa) and 31 (21.4 kDa) stood out because they showed higher expression and because
of relations with the sperm characteristics of the animals. The protein 31 was found just in
animal 05 and showed high expression in it. This animal had the worst values for live
spermatozoa with intact acrosome and plasmatic membrane integrity; and high value for dead
spermatozoa with reacted acrosome in thawed semen. Proteins 03 and 23 were found just in
animal 21 and showed high expression in this animal, which presented the best values for
plasmatic membrane integrity in thawed semen. The results showed a significant variation
among sperm analysis of the animals and variability in the protein profile of the seminal
plasma of the rams, suggesting that proteins 03, 23 and 31 are possible markers of semen
freezability. Protein 31 predicting low semen freezability, and proteins 03 and 23 predicting

high semen freezability.

Key words: Protein, semen, ram, frezability, electrophoresis.
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2.1 INTRODUCAO

Dentre as biotécnicas de reproducgdo, a inseminagdo artificial ¢ aquela que propicia
maior amplitude de resultados nos programas de melhoramento animal, viabilizando a
dissemina¢do de material genético superior.

O crescimento da inseminagdo artificial tem ocorrido paralelamente ao
desenvolvimento da tecnologia para utilizagdo de sémen congelado, cujo uso tem sido
limitado devido os baixos indices de fertilidade conseguidos com a inseminag¢do via cervical
nos ovinos (MAXWELL & WATSON, 1996). A criopreservagdo do sémen ovino reduz a sua
capacidade fertilizante ao induzir danos na sua membrana espermatica. No carneiro, alguns
aspectos desse processo tornam a membrana espermatica com maturagdo excessiva ¢ aumenta
a proporcdo de espermatozodides capacitados e acrossoma reagidos precocemente
(SALAMON & MAXWELL, 1995; HOLT, 2000).

Nos ultimos 50 anos, desde o primeiro relato mundial de congelagdo do s€men ovino
(ARAUJO, 1955), ocorreram diversos investimentos nessa tecnologia, porém, a solucao ideal
para o uso do sémen congelado nessa espécie ainda ndo foi obtida, nem se popularizou com a
repeticao de resultados (MORAES, 2003).

Entretanto, os indices de fertilidade das fémeas inseminadas com sémen congelado
podem ser melhorados com os avangos positivos alcancados na técnica de inseminagdo
transcervical (CARNEIRO et al., 2005; SILVA et al., 2005) e, principalmente, com as
melhorias que ainda podem ser implementadas na técnica de congelamento de sémen (AISEN
et al., 2005; BICUDO, 2005; AISEN et al., 2000).

Diversos estudos tém demonstrado que componentes do plasma seminal inibem a
capacitagdo e possuem a habilidade de reverter os efeitos deletérios provocados pelo choque
térmico, melhorando a viabilidade e heterogeneidade da membrana plasmatica do sémen de
carneiro criopreservado (OLLERO et al., 1997; PEREZ-PE et al., 2001). A adi¢io de plasma
seminal como solu¢do de descongelamento exerce efeito protetor sobre os espermatozoides
ndo capacitados e previne a reacdo do acrossoma precoce no periodo pos-descongelamento do
sémen ovino (LAUSMANN et al., 2004; SILVA et al., 2005).

Os componentes do plasma seminal, especialmente as proteinas, desempenham um
papel crucial em todos os processos relacionados com a capacidade fecundante dos
espermatozodides. Com isso, diversos estudos estdo sendo realizados com o objetivo de

encontrar proteinas no plasma seminal ovino que possam ser utilizadas como possiveis
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marcadores da congelabilidade e da fertilidade do sémen (STRYER, 1988; JOBIM et al.,
2003)

A celetroforese ¢ uma técnica que vem sendo utilizada hd anos para mapear e
identificar componentes protéicos soluveis de ejaculados, na busca de marcadores
bioquimicos para diferenciacdo de animais quanto ao grau de sua fertilidade (RONCOLETTA
et al., 1999). O objetivo do presente estudo foi relacionar o perfil das proteinas do plasma
seminal ovino, obtido pela técnica de eletroforese bidimensional, com a congelabilidade do
sémen, identificando proteinas que possam ser utilizadas como possiveis marcadores da

congelabilidade do s€émen ovino.

2.2 MATERIAL E METODOS

As coletas, criopreservagdes ¢ avaliagdes do sémen e plasma seminal foram realizadas
no Laboratério de Reproducdo Animal I da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia —
Cenargen, Brasilia — DF; e no Laboratorio de Reprodugdo Animal II da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, localizado na Fazenda Experimental Sucupira, Brasilia, DF.

Foram utilizados cinco reprodutores da raca Santa In€s em idade adulta, boa condigdo
corporal, clinicamente sadios ¢ com mesmo regime de alimentacdo (feno de coast-cross,
silagem e sal mineral).

Anteriormente ao programa de criopreservacdo, os animais foram submetidos a
exames androlégicos, sendo que todos apresentaram caracteristicas espermaticas acima dos
padroes minimos preconizados para congelamento, conforme estabelecido pelo Colégio

Brasileiro de Reproducdo Animal — CBRA (1998).

2.2.1 Coletas e avaliacao do sémen

Cada reprodutor foi submetido a 16 coletas de s€men com vagina artificial, sendo que
o sémen de 8 coletas foi utilizado para a criopreservacdo e o sémen das outras 8 coletas foi
utilizado para obtencdo das amostras de plasma seminal.

Os animais foram separados em dois lotes: lote A (79, 145 ¢ 271) e lote B (05 e 21).
Em cada dia de coleta o sémen de um grupo era congelado e o do outro grupo era utilizado

para separagao do plasma. O intervalo entre as coletas era de 48 horas.
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Os ejaculados utilizados para criopreservagdo foram analisados considerando os
seguintes itens: coloracdo, aspecto, odor, volume, turbilhonamento, motilidade, vigor e
concentragdo espermatica. Os ejaculados utilizados foram aqueles que apresentaram os

seguintes padrdes minimos: motilidade de 60%, vigor 3 e concentragio de 3x10° sptz/ml.

2.2.2 Coletas de plasma seminal

Para obtencdo das amostras de plasma seminal, as amostras de sémen foram
submetidas a uma primeira centrifugagdo para separacdao do plasma e células, sendo o plasma
coletado (sobrenadante) e imediatamente armazenado a -20°C. Apds todas as coletas e
processamento, foram encaminhadas ao Laboratorio de Reprodugdo Animal I da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. As amostras foram novamente centrifugadas a 12.000g
por 10 minutos a 4° C duas vezes para separagdo total do plasma e espermatozoides. Em
seguida, as amostras de plasma de cada animal, de cada uma das oito coletas, foram

aliquotadas em dois tubos de 1,5 mL e acondicionadas a -80° C até a avaliagio das proteinas.

2.2.3 Processamento e criopreservacio do sémen

Ap6s as avaliagdes iniciais dos ejaculados, procedeu-se a pré-diluicdo na proporgdo de
1:1 (sémen/meio diluidor), sob temperatura de 35°C, com meio composto por glicina, gema
de ovo, leite e glicerol (Nutricell). Apds a obtengdo da concentragdo espermatica por meio de
contagem em Camara de Neubauer, o sémen foi entdo rediluido, ajustando-se a uma
concentragdo final de 100x10° espermatozoides totais/dose e envazado em palhetas de 0,25ml.
Imediatamente apds esses procedimentos as palhetas com sémen foram submetidas a
refrigeracdo em refrigerador doméstico (Consul compacto 120) por 90 minutos. Apos esse
periodo, as bandejas contendo as palhetas foram transferidas para uma caixa de polietileno
(isopor) contendo nitrogénio liquido a uma distancia de 5 cm acima do nivel no nitrogénio,
permanecendo por 20 minutos, sendo entdo, mergulhadas em nitrogénio liquido,

acondicionadas em raques e armazenadas em botijdo criogénico a -196°C.
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2.2.4 Avaliacées do sémen fresco

O sémen fresco foi avaliado, primeiramente, quanto a motilidade e vigor espermatico.

Antes da dilui¢do do s€men para iniciar o processo de criopreservacao foram coletadas
amostras para realizacdo de morfologia espermatica e para avaliacdo de viabilidade e
integridade de acrossoma.

As amostras para avaliacdo da morfologia espermatica foram obtidas com vinte
microlitros de sémen diluidos em 1 ml de solucdo formol-salina armazenados em microtubos
de 1,5ml a 5°C para posterior leitura em microscopia de contraste de fase. Foram contadas
200 células por lamina e contabilizados os defeitos espermaticos encontrados.

A avaliagdo da viabilidade e integridade do acrossomo foi determinada por
microscopia de campo claro através da coloragdo dupla (Trypan-blue + Giemsa) segundo
Didion (1989). Foram contadas 200 células por lamina e os espermatozodides encontrados
foram classificados em vivo com o acrossomo integro (VI), vivo com o acrossomo reagido

(VR), morto com o acrossomo integro (MI), morto com o acrossomo reagido (MR).

2.2.5 Descongelamento do sémen

Foram descongeladas duas amostras de cada partida a 37°C durante 30 segundos ¢
depositadas em tubos de vidro de 5ml mantidos a 37°C, sendo realizadas as mesmas
avaliagOes descritas para o s€émen fresco, acrescidas de outros 2 testes: teste de integridade de

membrana plasmatica (IMP) e teste de termo-resisténcia (TTR).

2.2.6 Integridade de membrana plasmatica

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada na hora zero de descongelamento
utilizando-se uma combinacdo das sondas fluorescentes Diacetato de Carboxifluoresceina
(DIC) e o Iodeto de Propidio (IP) como descrito por Zuccari (1998). Foram adicionados 10pl
de sémen descongelado a 40ul de uma solugdo preparada com a combinagdo de 10ul de
formol salina tamponada, 10ul de DIC e 5ul de IP para 480ul de citrato de sodio a 2,94%.
Apés a incubagdo por 15 minutos a temperatura ambiente, 10ul dessa suspensdo foram

depositados entre ldmina e laminula. Duzentas células foram contadas através de um
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microscopio de epifluorescéncia e os espermatozoides foram considerados com membrana
integra quando corados com verde ou com membrana lesada quando corados de vermelho ou

verde e vermelho.

2.2.7 Teste de Termo Resisténcia (TTR)

As palhetas descongeladas foram submetidas ao teste de exaustdo a 37°C durante 240
minutos (PAGANINI FILHO, 1999). As avaliagdes de motilidade e vigor espermatico foram
realizadas no momento da descongelagdo (hora 0), aos 120 minutos (hora 2) e aos 240

minutos de incubagao (hora 4).

2.2.8 Eletroforese bidimensional do plasma seminal

Para a caracterizag@o do perfil protéico do plasma seminal em gel bidimensional, dois
pools de cada animal foram feitos: um com as primeiras quatro amostras coletadas (primeiro
més) e outro com as quatro ultimas amostras coletadas (segundo més).

As duas amostras, pool 1 e pool 2, de cada animal, foram quantificadas pelo método
de Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando dilui¢cdes controle com Albumina Sérica Bovina
(BSA) fragdo V para calcular a equacdo de regressao (Figura 2.1).

Regressao ug proteina/ABS
1,2 -
1 - y=0,071x+0,316 4 19
£ R*=0,
0,8 -
50 6 /"/ & ugproteina/ABS
e 2,50
204 - 25
02 90
0 T T T T T ]
0 2 4 6 8 10 12
Concentragdo BSA ug

Figura 2.1 — Equagdo de regressdo gerada e utilizada para a quantificacdo de proteina total
nas amostras de plasma seminal dos cinco animais estudados.



28

Posteriormente, para caracterizar e comparar o perfil protéico bidimensional do
plasma seminal, dois géis bidimensionais foram obtidos para cada animal, utilizando amostras
dos pools 1 e 2.

Para isso, 200 pug de proteinas de cada amostra foram ressuspendidas e solubilizadas
durante 1 hora a temperatura ambiente em 250 pL de tampdo de solubilizagdo/rehidratacdo
contendo 1% de DTT, 2% de IPG buffer e 2% de CHAPS. Em seguida, as amostras foram
aplicadas em canaletas individuais para cada animal no Resweling Tray (Amersham), onde
uma strip de 4-7 L de 13 c¢m foi colocada sobre as amostras com o gel voltado para baixo; e
entdo foram cobertas com 3 mL de cover fluid (GE), para rehidratagdo overnight (16 horas).

No segundo dia, foi realizada a focalizag@o isoelétrica (primeira dimensdo), na qual as
proteinas foram separadas pelo seu ponto isoelétrico. Para isso, as tiras (st7ips) foram retiradas
do Resweling Tray, o excesso de dleo foi escorrido e estas foram colocadas nas canaletas do
Aligner, o qual foi colocado no Multiphor II e coberto com cover fluid para a focalizagdo. As
condicdes da focalizagdo isoelétrica foram as seguintes:

1) 300V 2mA 5W I’

2) 3500V2mA 5W  1:30h

3) 3500V2mA 5W  5:00h

Todas as corridas foram realizadas a 18° C.

Apods a focalizacdo isoelétrica, as tiras foram acondicionadas individualmente em
tubos de vidro sem nenhuma solugdo a -80° C até sua utilizagdo para a segunda dimensio.

Para a segunda dimens3o, na qual as proteinas foram separadas pelo seu peso
molecular, foi realizada uma SDS PAGE utilizando um gel a 12%. As tiras foram retiradas do
freezer -80° C e foram equilibradas em 10 mL de tampdo de equilibrio mais 100 mg de DTT
por 30 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. Apds o equilibrio, as tiras foram
colocadas sobre um papel de filtro umidificado com Agua Milliq para retirar o excesso de
tampdo. Posteriormente, foram colocadas sobre a superficie do gel de acrilamida
(15cmx14cmx1mm) e fixadas com uma solucdo de agarose. As condi¢cdes de corrida da
eletroforese foram as seguintes:

1) 10mA 15°

2) 20mA 5-7:50h"

" As corridas foram interrompidas quando o azul de bromofenol saiu do gel.

Todas as corridas foram realizadas a 18° C.
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Ap6s o término das corridas os géis foram corados com solugdo de nitrato de prata e
scaneados. As imagens foram analisadas no programa Image Master 2D Platinum para
obtencdo dos pls e Peso Moleculares exatos dos spots estudados. Nas analises foram
consideradas a presenga ou auséncia dos spots observados e através do peso molecular e do
ponto isoelétrico (pI) aproximado, foi verificada a correspondéncia entre os spots encontrados

e as proteinas especificas do plasma seminal ja descritas na literatura.

2.2.9 Analise estatistica

Os dados coletados foram analisados por meio do sofiware SAS (Statistical Analysis
System, edigdo 2.0, 2004) utilizando-se o procedimento GLM (andlise de variancia).
Nos dados das avaliagdes espermaticas quando algum efeito foi observado utilizou-se

o teste de médias Duncan, considerando nivel de significancia de P<0,05.

2.3 RESULTADOS

Na avaliacdo da motilidade espermatica observou-se diferenca significativa entre os
animais apenas para o sémen fresco e apds quatro horas de descongelamento, conforme a
Tabela 2.1. Nao houve diferencga significativa entre os animais nas avaliagdes morfoldgicas do

sémen fresco e descongelado.

Tabela 2.1 — Médias (+ desvio-padrao) da Motilidade Espermatica (%) para o s€men fresco
(Fr) e nas horas zero (HO), dois (H2) e quatro (H4) de descongelamento.

Animal Fr (%) HO (%) H2 (%) H4 (%)
5 71250164  40,00+9,2  23,75+7,4 8,75° £5,1
21 72,50%P+4.6  4250£11,6  31,25+83  23,12*%+10,3
79 75,62°4+4,9  3875+12,4  2625+13,0  13,75°°+8.7
145 67,50°+7,0 50,62+6,7  34,3749,7  27,50*+7,0
271 76,25%+£58  38,75+10,6  32,50+8,8  17,50°°%7,0

ABCD Jetras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (P<0,05).
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A porcentagem de espermatozoides vivos e mortos com acrossomo integro ndo diferiu
entre os animais para o sémen fresco, conforme Tabela 2.2. Porém, houve diferenca

significativa entre os animais para tais pardmetros no s€men descongelado (hora zero).

Tabela 2.2 — Médias (+ desvio-padrao) do Trypan Blue Giemsa (%) - Vivo integro (VI) e
Morto integro (MI) para o sémen fresco (Fr) e na hora zero (H0) de descongelamento.

Animal VI Fr (%) VI - HO (%) MI Fr (%) MI - HO (%)
5 92,24 +2.8 54,30 +5,5 5,17 42,4 44,05 +5 4

21 93,63 £1,0 74,49 +5.2 4,99 +1,3 24,34 +53
79 91,98 +4,5 69,4248 +5 7 5,52 4.3 28,19P 16,2
145 93,78 +2.5 62,618+7,9 5,16 2,5 36,80°8+7.9
271 94,29 +2.3 65,00° £10,0 4,57 +2,2 34,245¢199

ABCD Jetras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (P<0,05).

Os animais ndo apresentaram diferenga significativa quanto a porcentagem de
espermatozoides vivos reagidos no sémen fresco. No sémen descongelado (hora zero), houve
diferenga significativa entre os animais. Em relagdo aos mortos reagidos, houve diferenga

significativa tanto para o s€émen fresco quanto para o descongelado (Tabela 2.3)

Tabela 2.3 — Médias (+ desvio-padrao) do Trypan Blue Giemsa (%) - Vivo reagido (VR) e
Morto reagido (MR) para o sémen fresco (Fr) e na hora zero (HO) de descongelamento.

Animal VR Fr (%) VR - HO (%) MR Fr (%) MR - HO (%)
5 0,91 £0,6 0,735 0,7 1,66"+1,2 0,94 +0,6
21 0,66 +£0,6 0,537 +0,5 0,705 +0,3 0,63 +0,5
79 0,81 +£0,6 1,16 £1,5 1,68 +0,9 1,20 £0,6
145 0,58 +0,3 0,14°+0,1 0,47°+0,4 0,43¢+0,2
271 0,53 +0,4 0,18%+0,2 0,60°+0,8 0,558 +0,2

A8 etras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (P<0,05).

Para os resultados da avaliagdo da IMP apo6s o descongelamento foi observada

diferenca significativa entre os animais, como demonstrado na Tabela 2.4.
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Tabela 2.4 — Médias (+ desvio-padrdo) da integridade de membrana (%) para o sémen na
hora zero (HO) de descongelamento.

Animal HO — INTEGROS (%)
5 15,817 +5.4
21 28,56 +7,0
79 24374496
145 28,12%+7,3
271 22,43%8+£92

AB letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (P<0,05).

As concentracdes de proteinas totais presentes no plasma dos diferentes animais estdo

apresentadas na Tabela 2.5 e apresentaram uma média de 35,62 pg/pL.

Tabela 2.5 - Concentracdo de proteinas totais (médiatdp) nas amostras de plasma seminal

Concentracio de proteinas totais

Animal (ug/ul)
05 35,64+5,86
21 38,37+1,89
79 36,86+0,69
145 32,99+6,15
271 34,26+0,39
Média 35,62+2,11

Foram identificados 92 spots (numerados de 1 a 92 para identificagdo), considerando
todos os animais analisados. Destes, 41 (44,57%) foram identificados em todos os animais e
51 (55,43%) se apresentaram diferencialmente expressos (presenga ou auséncia) entre 0s
animais. Dos spots estudados, 29 (31,52%) deles estavam presentes ou ausentes em apenas
um animal. Destes 29 spots, 13 se mostraram diferencialmente expressos apenas no animal 21
(spots 1; 3; 23; 48; 50; 53; 85; 86; 88; 89; 90; 91; 92); 9 no animal 05 (31; 55; 62; 63; 75; 76;
77, 78; 83); 4 no animal 79 (4; 5; 30; 32) e 3 no animal 145 (35; 37; 39), conforme
apresentado nas Tabelas 2.6 e 2.7 (Anexos). No presente trabalho foi encontrada rela¢do entre
proteinas do plasma seminal e as avaliacdes espermadticas dos animais conforme discutido
mais adiante.

Dentre as proteinas que se expressaram diferentemente, as proteinas 03 (< 10 kDa) e
23 (15-20 kDa) se destacaram por estarem presentes e com alta expressdo somente no animal

21 (Figura 2.2) e a proteina 31 (20-25 kDa) somente no animal 05 (Figura 2.3).
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Figura 2.2 — Gel de Eletroforese Bidimensional SDS-PAGE 12%, corado com nitrato de
prata (animal 21), mostrando os spots 03 e 23 (setas) presentes somente nesse animal.

pl 7

Figura 2.3 — Gel de Eletroforese Bidimensional SDS-PAGE 12%, corado com nitrato de
prata (animal 05), mostrando o spot 31 (seta) presente somente nesse animal.

O dendograma baseado no perfil protéico dos animais (Figura 2.4) mostra que o

animal 21 € o mais distante entre eles e os animais 145 e 271 os mais proximos entre si.



33

.40 [ 30 a.z10 a1 [ ]}

Figura 2.4 — Dendograma baseado no perfil protéico dos animais 05 (1), 21 (2), 79 (3), 145
(4) e 271 (5).

2.4 DISCUSSAO

A criopreservacdo do s€émen provoca alteragdes no mesmo, resultando na redugdo da
capacidade fecundante dos espermatozéides quando comparado com o sémen fresco. Na
avaliagdo da motilidade espermatica o animal 145 apresentou média inferior para o sémen
fresco e foi diferente estatisticamente dos animais 79 e 271, que apresentaram as maiores
meédias para tal pardmetro (Tabela 2.1). Porém, o animal 145, durante o processo de
descongelamento, apresentou as maiores médias, sendo semelhante estatisticamente ao animal
21 e diferente dos demais animais. Tal fato demonstra uma capacidade maior de manter tal
parametro em bons niveis apds o descongelamento do sémen e foi observada relacdo com
proteinas presentes no plasma seminal do animal 21 e 145, como mensionado mais adiante. O
animal 05 apresentou a maior queda na motilidade espermatica apds o descongelamento,
apresentando uma média estatisticamente semelhante apenas a do animal 79 e diferente do
restante dos animais. Maxwell et al. (1999) observaram que a adi¢do de plasma seminal no
sémen descongelado de carneiros aumentou os parametros de motilidade espermatica em
relagdo ao grupo controle sem adi¢cdo do mesmo, evidenciando que o plasma seminal exerce

efeitos favoraveis aos espermatozoides.
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Nas avaliagdes dos espermatozoides vivos € mortos com acrossoma integro observa-se
que o animal 21 apresentou, no sémen descongelado, um dos maiores resultados para
quantidade de vivos integros € o menor para mortos integros; sendo semelhante
estatisticamente apenas ao animal 79 e diferente de todos os outros. O animal 05 apresentou
os menores resultados para vivos integros e o maior para mortos integros (Tabela 2.2).

Sabe-se que os processos de refrigeragdo, congelacdo e descongelacdo aceleram a
maturagdo das membranas espermaticas, aumentando assim a propor¢do de espermatozoides
capacitados e acrossomos reagidos (Salamon e Maxwell, 2000). Nas avaliagdes dos
espermatozoides vivos reagidos observou-se que os animais 145 e 271 apresentaram as
menores médias e foram semelhantes entre si, mas ndo diferiram dos animais 05 ¢ 21. Ja o
animal 79 apresentou maior média, mas ndo diferiu dos animais 05 e 21; conforme Tabela
2.3. Em relagdo aos mortos reagidos, para o sémen fresco os animais 05 e 79 apresentaram as
maiores médias e nao diferiram entre si. Ja os animais 21, 145 e 271 foram semelhantes entre
eles. Para o sémen descongelado, os animais 05 e 79 apresentaram as maiores médias de
mortos reagidos e ndo diferiram entre si. O animal 145 apresentou a menor média para tal
parametro (Tabela 2.3).

Silva et al. (2005) em estudo sobre o efeito do plasma seminal na descongelacdo do
sémen ovino evidenciou que o plasma seminal foi efetivo protetor da integridade do
acrossoma, prevenindo uma reacgdo precoce. Maxwell et al. (1999), demonstraram que, apods a
adicao do plasma seminal, houve menos células capacitadas e de acrossoma reagido no sémen
descongelado de carneiros em comparagdo com o grupo controle sem adicdo de plasma.

A integridade da membrana plasmatica do espermatozéide indica sua viabilidade, e a
maioria de suas avaliacdes verificam se a membrana esta intacta ou ndo. A fim de fecundar o
ovocito, o espermatozdide deve possuir uma membrana plasmatica intacta e competente.
Quando o espermatozdide ¢ submetido a diminuicdo de temperatura durante as etapas da
criopreservacdo, ocorre a desestabilizacdo e até mesmo a ruptura da membrana. Para os
resultados da avaliagdo da IMP o animal 21 apresentou a maior porcentagem de
espermatozdides com membrana integra. Os animais 21, 79 e 145 ndo diferiram entre si. Os
animais 05 e 271 foram semelhantes entre si ¢ o animal 05 apresentou a menor porcentagem
de espermatozdides com a membrana integra (Tabela 2.4).

Os resultados obtidos a partir da eletroforese bidimensional evidenciaram uma
variabilidade no perfil protéico no plasma seminal dos carneiros. Observando os géis obtidos,
conclui-se que apresentaram boa resolugdo, uma vez que foi detectada uma quantidade alta de

spots. Foram identificados 92 spots, considerando todos os animais analisados. Jobim et al.
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(2005) detectaram 21 spots com peso molecular variando de 15a 115 kDa e pl de 3,2 a 8,7 no
plasma seminal ovino, por meio de eletroforese bidimensional.

Analisando os valores encontrados na quantificacdo de proteinas totais do plasma
seminal ovino observa-se que o animal com a maior concentracdo de proteinas totais também
apresentou os maiores resultados para integridade de membrana; e que o animal com a menor
concentragcdo de proteinas apresentou os maiores resultados para a motilidade espermatica
apos o descongelamento (Tabela 2.5).

Barrios et al. (2000) observaram que algumas fragdes protéicas do plasma seminal
ovino sdo capazes de recuperar a ultra estrutura e¢ permeabilidade da membrana de
espermatozodides ja danificados pelo processo de congelagdo. Estes resultados foram
confirmados por Pérez-P¢ et al. (2001) que observaram que concentragdes de proteinas do
plasma seminal de 0,7; 1,4 ¢ 2,1 mg/ml, depois de adicionadas ao sémen, foram capazes de
proteger espermatozoides ovinos contra os danos causados pela congelagdo dessas células,
sendo que a porcentagem de membranas intactas aumentou apds 1 hora de incubacdo no
grupo com adi¢do de maior concentragdo de proteinas e apresentou redugdo desprezivel nas
outras concentracdes. Jobim et al. (2003) estudando proteinas de baixo peso molecular do
plasma seminal bovino observaram que quanto maior a concentragdo de proteinas totais,
menor a motilidade espermadtica pds-congelamento. Os resultados observados no presente
estudo podem ser explicados pelas observacdes feitas por tais autores. Roncoletta (1999)
encontrou valores significativamente superiores na concentracdo de proteinas totais nas
amostras de reprodutores bovinos de alta congelabilidade do s€émen comparativamente as de
baixa congelabilidade.

Souza et al. (2004), estudando proteinas do plasma seminal de ovinos da raca Santa
Inés, observaram que a maioria das proteinas do plasma seminal desses animais possuem peso
molecular abaixo de 75 kDa e pls acidos, sendo que poucas apresentam pl acima de 8.
Avaliando os géis obtidos nesse experimento, observamos resultados similares no perfil
protéico do plasma seminal.

Analisando os dados da avaliagdo espermatica do s€men fresco e descongelado e das
proteinas presentes no plasma seminal desse estudo ¢ possivel observar relagdes entre os
parametros espermaticos avaliados e determinadas proteinas. Pela analise dos géis obtidos
pela eletroforese bidimensional dos plasmas seminais, pode-se notar que existem diferencas
marcantes e individuais entre os perfis de cada animal.

Da mesma forma que Al-Somai et al. (1994 a,b) e Garcia & Graham (1987), neste
experimento foram encontradas as proteinas 21 (15,5 kDa; pl 4,68) e 49 (35,7 kDa; pl 4,57)
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presentes nos animais 005 e 79, que apresentaram as menores médias para motilidade
espermatica e para a integridade de membrana plasmatica (Tabelas 2.1 e 2.4).

Al-Somai et al. (1994 a,b) comentaram que as proteinas em maior concentracao no
plasma seminal, com peso molecular entre 15 e 16 kDa, anidnicas, sdo desfavoraveis a
motilidade espermatica, e que sua retirada por didlise poderia melhorar este parametro.
Afirmaram, ainda, que o prejuizo a motilidade espermatica depende da concentracdo destas
proteinas no plasma seminal. Garcia & Graham (1987) demonstraram que uma fracdo protéica
de baixo peso molecular (< 12-14 kDa) néo ¢ benéfica para as células espermaticas durante a
congelacdo, sugerindo a didlise para a retirada destas proteinas, para melhorar a
congelabilidade do s€men.

Jobim et al. (2005) relacionaram proteinas de 33-35 kDa/pl 7,8-8,0; 105-108 kDa/pl
6,8-7,0; 75 - 78 kDa/pl 6,5-6,8 e 65-67 kDa/pl 6,7-7,0 as metaloproteinases de matriz
(MMPs) ovinas, baseado nas massas moleculares e pontos isoelétricos semelhantes. As
MMPs compreendem uma familia de aproximadamente vinte enzimas proteoliticas com papel
essencial na remodelacdo, reparo tecidual e interacdo célula-célula. As MMPs foram
detectadas em tecidos reprodutivos e também no plasma seminal (MORTARINO et al.,
1998). Pouco se sabe sobre sua expressao e funcao especifica no trato reprodutivo masculino,
mas acredita-se que elas estdo envolvidas na migracdo de espermatides e espermatozoides
através dos tabulos seminiferos (WOLFSBERG et al., 1995).

Verificando as proteinas de alto peso molecular nos géis obtidos e analisando os dados
de avaliagdo espermatica, as proteinas 80 (70,8 kDa; pl 5,13) e 87 (61,8 kDa; pl 5,80)
estavam presentes somente nos animais 21 e 145, que apresentaram os maiores resultados
para a motilidade espermatica no sémen descongelado. A proteina 87 também s6 foi
encontrada nos animais 21 e 145, que apresentaram os maiores resultados para integridade de
membrana plasmatica (Tabelas 2.1 e 2.4).

Ao contrario dos resultados encontrados nesse estudo, Baas et al. (1983) observaram
que as moléculas de alto peso molecular sdo responsaveis pelo efeito danoso aos
espermatozodides, enquanto aquelas de baixo peso molecular estdo relacionadas a ativagdo da
motilidade espermatica. Relataram ainda, que os polipeptideos com menor peso molecular
também apresentaram variacdes individuais, mas quando os perfis sdo comparados observa-se
menor variabilidade que os citados anteriormente. Roncoletta (1999) citou que, com baixo
peso molecular encontram-se as cadeias polipeptidicas em maior concentracdo no plasma
seminal, cadeias que tém uma Mr em torno de 83,78 e PM abaixo de 14 kDa. Cardozo et al.

(2006) também observaram correlacdo negativa entre a motilidade espermadtica e proteinas
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com 46.9 kDa, 41.3 kDa e 40.5 kDa, e correlagdo positiva com proteinas abaixo desse peso
molecular (12.9 kDa, 13.9 kDa, 16.36 kDa, 30.74 kDa e 34.07 kDa).

As proteinas 74 (58,0 kDa; pl 5,40) e 80 estavam ausentes apenas nos animais 05 e 79,
sendo que ambos apresentaram os maiores resultados para quantidade de espermatozoides
vivos reagidos e mortos reagidos; e menores porcentagens de integridade de membrana
plasmatica (Tabela 2.3).

A proteina 80 pode corresponder a forma germinal da enzima conversora de
angiotensina I (gACE), também observada por Jobim et al. (2005) com 98-100 kDa e pl 6,1-
6,2. Tal proteina é liberada da membrana espermatica assim que o sémen passa pelo
epididimo, apresenta peso molecular de 105-kDa e ¢ recuperada no fluido da regido posterior
do caput, mostrando uma mudanca para 94 kDa durante o transito epididimal e mantendo-se
neste peso molecular no fluido caudal e no sémen (GATTI et al., 1999). Tem sido sugerida
que a gACE tem papel na capacitagdo e na reacdo de acrossoma (WONG et al., 1990).

As proteinas 35 (22,9 kDa; pl 5,60) , 37 (22,1 kDa; pl 5,90) e 39 (20,1 kDa; pl 6,70)
ndo foram encontradas somente no animal 145, sendo que o mesmo apresentou 0s menores
resultados para a quantidade de espermatozdides mortos reagidos (Tabela 2.3). Essas
proteinas parecem estar relacionadas com a viabilidade espermaética. Pelo peso molecular e pl
encontrados, as proteinas 35, 37 e 39 podem corresponder a prostaglandina D sintetase
(PGDS) tipo lipocalina de 26kDa e pl 6,2 que € uma das principais proteinas epididimais em
ovinos e foi relacionada a alta fertilidade de reprodutores bovinos e a congelabilidade do
sémen (KILLIAN et al., 1993; JOBIM et al., 2005). Jobim et al. (2005) associaram uma
proteina de 21-23 kDa e pl 6,5-6,7 encontrada no plasma seminal ovino a PGDS.

Os resultados encontrados neste trabalho estio de acordo com os encontrados por
Jobim et al. (2003) onde as amostras de plasma seminal dos reprodutores bovinos de menor
congelabilidade apresentaram a banda correspondente a esta proteina com densidade optica
significativamente superior (P< 0,05) as amostras dos reprodutores de maior congelabilidade,
estando esta proteina presente em 100% das amostras dos reprodutores de menor
congelabilidade e somente em 30% das amostras do plasma seminal de reprodutores
considerados de maior congelabilidade do sémen. Entretanto, os resultados deste trabalho
discordam dos achados de Roncoletta et al. (2000), que através de eletroforese
unidimensional, encontraram 40% a mais desta proteina em reprodutores bovinos com melhor
congelabilidade, tendo atribuido este efeito a capacidade da PGDS em participar de

modificacdes de permeabilidade da membrana celular.
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O grupo de proteinas 55 (35,5 kDa; pl 5,02), 62 (43,4 kDa; pl 5,30), 63 (44,4 kDa; pl
5,33); 75, 76, 77, 78 e 83 (63-72 kDa; pl 5,0-5,5) s6 ndo foi encontrado no animal 05, que
apresentou as menores médias para as avaliagdes de espermatozoides vivos integros apos
descongelamento do sémen; médias altas de espermatozdides mortos reagidos apos
descongelamento; ¢ as menores médias nas avaliagdes de integridade de membrana
plasmatica; conforme as Tabelas 2.2, 2.3 e 2.4. Tais proteinas podem estar relacionadas com a
manutengdo da viabilidade espermatica durante o processo de criopreservagdo ¢ a auséncia
das mesmas pode resultar em menor congelabilidade do sémen.

J& a proteina 31 (21,4 kDa; pl 4,75) foi encontrada somente no animal 05 e apresentou
alta expressao no mesmo (Figura 2.3), e como citado anteriormente, esse animal apresentou
os menores valores de integridade de membrana e espermatozoides vivos integros; e alto valor
de espermatozoides mortos reagidos no sémen descongelado. Bianchi et al. (2008) sugeriram
que um fator polipeptidico de 26,58kDa esta associado a baixa integridade da membrana
plasmatica do espermatozdide suino ap6s o congelamento/descongelamento.

Roncoletta (2003) encontrou uma tendéncia de maior concentracdo da proteina BSP-
A3 (15 kDa e pl 4,8-5,2) no plasma seminal de touros de baixa fertilidade e observou
diferenga estatistica significativa desta proteina no perfil de proteinas de membrana
espermatica, com maiores concentragdes também no grupo de baixa fertilidade.

Avaliando as proteinas 01 (8,0 kDa; pl 4,46), 48 (28,9 kDa; pl 4,30) e 53 (35,7 kDa;
pl 4,91) observa-se que o animal que apresentou os maiores valor de IMP, o animal 21, é o
unico que ndo possui tais proteinas (Tabela 2.4 e Tabela 2.7 - Anexos).

Ja o grupo de proteinas 03 (7,9 kDa; pl 6,35), 23 (13,6 kDa; pI 5,01), 85, 86, 88, 89,
90, 91 e 92 (56-70 kDa; pl 5,5-6,0), foi encontrado somente no animal 21 que apresentou a
maior média de IMP. As proteinas 03 e 23 se destacaram devido a alta expressdo nesse
animal, como pode ser observado nos géis do mesmo (Figura 2.2). Tais proteinas podem estar
relacionadas com a integridade de membrana plasmatica e com a viabilidade espermatica.
Quando o espermatozdide ¢ submetido a diminuicdo de temperatura durante as etapas da
criopreservacdo, ocorre a desestabilizacdo e até mesmo a ruptura da membrana. Elas podem
exercer um efeito protetor na integridade da membrana espermatica, que ¢ essencial para a
manuten¢do da funcionalidade do espermatozdide e € requerida para a capacitacao, reagdo de
acrossoma e penetracao no ovocito.

As proteinas 02 (8,5 kDa; pl 5,0-5,5), 17 (11,5 kDa; pl 5,81); 69, 70, 71, 72 ¢ 79 (64-
80 kDa; pl 4,5-5,5) ndo foram encontradas somente nos animais 05 e 271, que apresentaram

os menores resultados para IMP.
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E possivel supor que a maior quantidade destas proteinas citadas e relacionadas com a
integridade de membrana no plasma seminal, como observado nos reprodutores com maiores
resultados para tal pardmetro neste estudo, poderia conferir maior preservagdo das
propriedades da membrana espermatica durante o processo de congelamento do sémen.

De acordo com suas caracteristicas de peso molecular e pl, as proteinas 02, 17 e 23
podem fazer parte da familia de proteinas BSP A1/A2 ou das clusterinas. O plasma seminal
bovino contém uma grande familia de proteinas designadas BSP A1/A2, BSP A3 e, BSP 30
kDa (coletivamente chamadas de proteinas BSPs), que se ligam aos espermatozoéides durante
a ejaculagdo e potencializam a capacitagdio (MENTZ et al., 1990; DESNOYERS &
MANJUNATH, 1992). Jobim et al. (2005) encontraram dois spots similares as proteinas BSP
A1/A2 (16.5 kDa, pl 4.7-5.0 e 16 kDa, pI 4.9-5.2) no plasma seminal de ovinos, um com 18—
19 kDa - pI 4.8-5.0 e o outro com 17-18 kDa - pI 5.0-5.2.

Do mesmo modo, de acordo com Villemure et al. (2003), o plasma seminal de bodes
contém quatro proteinas, com pesos moleculares de 14 kDa, 15 kDa, 20 kDa e 22 kDa, que
sdo estruturalmente relacionadas com as proteinas da familia BSP; e juntamente constituem
cerca de 50% do total de proteinas do plasma seminal caprino. De acordo com Majunath et al.
(1993), essas proteinas se ligam a membrana espermdtica promovendo o seqiiestro de
colesterol, assim tornam a membrana permeavel para entrada de calcio e ativagdo da
fosfolipase A2, promovendo a capacitagdo dos espermatozoides.

Nauc & Manjunath (2000) observaram uma diminuicdo significativa (70-80%) na
concentracdo das proteinas BSP ligadas & membrana espermatica depois da criopreservacao
do sémen, o que indica a ocorréncia de modificagdes na membrana do espermatozoide,
durante a congelagdo, as quais podem alterar as propriedades da membrana, levando a
capacita¢do prematura do espermatozoide apds o descongelamento.

A clusterina ¢ uma glicoproteina do plasma seminal que pode prevenir contra o dano
oxidativo do espermatozoide, se ligar e aglutinar espermatozoides defeituosos e proteger os
gametas masculinos dos efeitos toxicos da precipitagdo de proteinas. Esta presente no plasma
seminal, bem como na superficie da membrana da célula espermatica do bovino e do homem
(HOWES et al., 1998). Mortarino et al. (1998) seqiienciaram a clusterina do plasma seminal
bovino, apresentando peso molecular de 25,35 kDa e pl de 5,54. Em ovinos, ja foi relacionada
a uma proteina com 21-23 kDa e pl 6,5-6,7 (JOBIM et al., 2005). Tal proteina esta envolvida
em varios processos fisiologicos, incluindo adesdo e agregacdo celular e maturacio
espermatica (BLASCHUK et al., 1983; SYLVESTER et al., 1991). Tendo em vista sua

localizacdo na membrana espermatica e seu papel no transporte e redistribuicao de lipideos,
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esta proteina poderia apresentar fungdes bioldgicas semelhantes as mencionadas para as BSP
na protecdo da funcdo da membrana espermatica no processo da criopreservacdo do sémen
(JOBIM et al., 2003).

Avaliando os perfis protéicos, também ¢é possivel observar uma grande quantidade de
proteinas de alto peso molecular que apresentaram relacdo com a integridade de membrana.
Dentre elas, algumas foram encontradas somente no animal 21 e outras s6 ndo foram
encontradas nos animais com os piores resultados de integridade de membrana (Tabela 2.7 -
Anexos).

Observando o dendograma baseado no perfil protéico dos animais (Figura 2.4), nota-
se que os animais 145 e 271 foram os mais proximos entre eles. Esses animais também
possuem uma mesma origem genealdgica, uma vez que sdo filhos do mesmo reprodutor. O
carneiro 79 foi o mais proximo do 145 e do 271 dentre todos os animais estudados e sabe-se
que ele ¢ da mesma linhagem dos mesmos. Ja os animais 05 e 21 foram os mais distantes
entre eles e sabe-se que eles ndo apresentam nenhuma relacdo genealdgica ente si e entre os
demais animais. Tais resultados sugerem uma relacdo entre o perfil protéico do plasma
seminal dos animais e a sua origem genética.

Assim como o observado por Cardozo et al (2006), os resultados sugerem que diversas
proteinas no plasma seminal atuam de maneira complementar e que essas proteinas possuem
um papel importante na estabilidade da membrana e conseqiientemente, na viabilidade e

motilidade espermatica.
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2.5 CONCLUSOES

As observacdes realizadas neste estudo evidenciam a existéncia de diferencas no perfil
protéico de reprodutores com diferentes resultados de criopreservacdo do sémen.

Os resultados encontrados indicam que o plasma seminal ovino contém proteinas que
estdo envolvidas em caracteristicas fundamentais para a adequada fun¢do do espermatozdide e
para incrementar sua capacidade de criopreservagdo. Portanto, podem ser utilizados como
subsidio para aumentar a viabilidade da utilizagdo do sémen ovino congelado para uso na
inseminagdo artificial transcervical nessa espécie.

Sugere-se que as proteinas 31 (21,4 kDa); 03 (7,9 kDa) e 23 (13,6 kDa) podem ser
possiveis marcadores da congelabilidade do s€émen. A proteina 31 como indicador protéico da
menor congelabilidade do sémen e as proteinas 03 e 23 como marcadores da maior
congelabilidade do sémen. E importante caracterizar a identidade de tais proteinas por meio
de técnicas como seqiienciamento ou uso de antigenos especificos.

A realizacdo de novos estudos e investigagdes envolvendo as proteinas do plasma
seminal ¢ relevante para a caracterizacdo das mesmas no plasma, para a identificacdo de
marcadores da congelabilidade do s€émen e para que as conclusdes encontradas neste trabalho

sejam confirmadas.
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Tabela 2.6 — Peso Molecular, Ponto Isoelétrico (pI) e Animais que possuem a proteina no

plasma seminal.

Proteina Peso Molecular (kDa) pl Animais
01 8,0 4,46 05, 79, 145, 271
02 8,5 5,05 21,79, 145
03 7,9 6,35 21
17 11,5 5,81 21,79, 145
21 15,5 4,68 05,79
23 13,6 5,01 21
31 21,4 4,75 05
35 22,9 5,60 05,21,79,271
37 22,1 5,90 05,21, 79,271
39 20,1 6,70 05, 21,779,271
48 28,9 4,30 05, 79, 145, 271
49 35,7 4,57 05,79
53 35,7 4,91 05, 79, 145, 271
55 35,5 5,02 21,79, 145, 271
62 43,4 5,30 21,79, 145, 271
63 44.4 5,33 21,79, 145, 271
69 66,9 4,64 21,79, 145
70 66,1 4,69 21,79, 145
71 65,1 4,75 21,79, 145
72 64,4 4,81 21,79, 145
74 58,0 5,4 21, 145, 271
75 71,0 5,45 21,79, 145, 271
76 71,8 5,36 21,79, 145, 271
77 68,8 5,31 21,79, 145, 271
78 68,4 5,26 21,79, 145, 271
79 78,5 5,20 21,79, 145
80 70,8 513 21, 145, 271
83 63,2 5,0 21,79, 145, 271
85 60,9 5,90 21
86 69,7 5,86 21
87 61,8 5,80 21, 145
88 69,4 5,79 21
89 69,4 5,71 21
90 66,6 5,65 21
91 56,17 5,62 21
92 70,0 5,49 21




Tabela 2.7 - Quantidade de spots totais identificados por animal ¢ as diferencas de expressdo entre eles.
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Animal Spots
1 2 3 5 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
05 [ ] [ ] [ ] [ [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
21 [ ] [ ] [ ] [ ] [ [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
79 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
145 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
271 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
Animal Spots
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61
05 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
21 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
79 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
145 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
271 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
Animal Spots
62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 8 81 82 83 84 8 8 87 88 89 90 91 92
05 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
21 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
79 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
145 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] o [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
271 [ ] [ [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ [ ] [ ] [ ] o [ ]

Spots amarelos — Presentes ou ausentes em apenas um animal.



