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Resumo

O espermatozoide é a célula reprodutiva masculina que contribui no processo de
fecundacdo com seu DNA, sendo essas células formadas por organelas como a
mitocOndria e proteinas (Hafez e Hafez, 2004). Alguns trabalhos tém se interessado em
estabelecer o perfil das bandas proteicas presentes no plasma seminal de caprinos, no
entanto, esses estudos esquecem que a modulacdo dessas proteinas depende de sua
interacdo com as células espermaticas. Objetivou-se neste trabalho mapear as proteinas,
visando a identificacdo de bandas proteicas nos espermatozoides na raga Moxoto.
Foram utilizados ejaculados de cinco reprodutores caprinos. Para extragdo das proteinas
espermaticas, as amostras foram lavadas em solucédo Tris-Cloride (TC), ap0s a terceira
lavagem, adicionou-se TC na amostra a qual foi estocada, sendo o sobrenadante
utilizado para identificar as bandas através da eletroforese unidimensional (1D) SDS-
PAGE. Foram identificadas 19 diferentes bandas no gel. dentre as identificadas, as
bandas de 23 kDa e 26 kDa aparecem em maiores concentracGes no gel e as de peso
molecular de 18 kDa e 64 kDa, apresentaram menores concentracdes. Essas proteinas

séo importantes para futuros estudos visando conhecer o aspecto molecular da raga.
Palavras-chave: acrossoma, Capra hircus, fertilidade, peso molecular.

Introducéo

O espermatozoide é a célula reprodutiva masculina que contribui no processo
de fecundacdo com seu DNA para completar o numero diploide do zigoto a ser formado
(Hafez e Hafez, 2004). Essas células sdo formadas por organelas como a mitocondria e
proteinas presentes tanto na regido da membrana espermatica, no acrossoma, na cabeca
e cauda do espermatozoide (Hafez e Hafez, 2004). Alguns trabalhos estéo interessados

em estabelecer o perfil das bandas proteicas presentes no plasma seminal de caprinos
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como em estudos de Teixeira et al. (2009) com a raca Anglo-Nubiano, que estabeleceu
bandas como indicativo de fertilidade ao longo do ano no Nordeste. No entanto, esses
estudos esquecem que a modulacdo dessas proteinas depende de sua interacdo com as
células espermaéticas, sendo poucos os estudos sobre a proteomica dessas células.

Em estudos com ovinos de raca Morada Nova (Santos et al., 2012), observaram
no perfil proteico dos espermatozoides bandas variando entre 25-75 kDa, sendo estas
importantes na biossinalizacdo intracelular (Moura et al., 2011), o que explica em parte,
a importancia da caracterizacdo das proteinas presentes nos espermatozoides. Assim
como no mesmo estudo, foi observada a banda 104 kDa (Santos et al., 2012), podendo
esta ser responsavel pela reducdo da integridade do acrossoma (La Falci et al., 2002),
justificando que a ocorréncia da reacdo do acrossoma pode acontecer de forma que nédo
ocorra fertilizagdo. Portanto, novas pesquisas tém surgido com o intuito de selecionar
animais com indicativos de superioridade, investigando as proteinas espermaticas de
modo a esclarecer a capacidade fecundante dos espermatozoides.

O presente estudo tem como objetivo identificar e mapear as proteinas
extraidas dos espermatozoides, visando contribuir para os estudos proteémicos da raca

Moxoté (Capra hircus).

Material e Métodos

Foram utilizados cinco reprodutores caprinos da raca Moxotd, com idade
variando de 18 a 21 meses, os quais tinham fertilidade conhecida, submetidos a regime
de criacdo intensivo na Embrapa Caprinos e Ovinos, Sobral, CE. O sémen foi colhido
em setembro de 2011, em vagina artificial e, centrifugado a 1.500g por 30 minutos a
4°C para separacao do plasma seminal dos espermatozoides, sendo estes armazenados a
-20°C. Foi feito um “pool” dos espermatozoides coletados, com 200ul de cada amostra
que foi homogeneizada.

Para extracdo das proteinas espermaticas, as amostras foram descongeladas em
200ul de solugdo de Kreb’s e centrifugadas a 10.000g por 5 minutos a 4°C,
desprezando-se o sobrenadante. Em seguida, o “pelet” foi lavado, mantendo-se a forca
gravitacional em 10.000g por 10 minutos & 4°C, com 800ul da solugdo Tris-Cloride
(TC) por trés vezes, também desprezando-se o sobrenadante. Apds a lavagem,
adicionou-se 200ul de TC na amostra a qual foi estocada durante uma hora a -20°C.
Posteriormente, o sobrenadante foi utilizado para determinacdo de proteinas totais
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realizada pelo método de Bradford (1976) e para identificacdo das bandas proteicas
através da eletroforese unidimensional (1D) SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a
12,5% de concentracdo, em duplicata. As bandas proteicas foram analisadas através do
programa BioDoc-It and VisiDoc-It, Gel Documentation System da UVP.

Resultados e Discussfes

Foram identificadas 19 diferentes bandas no gel (Figura 1), distribuidas
conforme representadas na Tabela 1, cujos pesos variaram de 16 a 103 kDa. Onze
bandas tiveram peso molecular < 50 kDa, enquanto nove tiveram peso acima (>50 kDa),
tendo portanto maior quantidade de proteinas de baixo peso molecular. Observou-se boa
reprodutibilidade quanto a presenca dessas bandas no gel (R1 e R2), demonstrando

maior confiabilidade dos resultados.

Tabela 1. Pesos moleculares das bandas proteicas dos espermatozoides de caprinos

Moxoto.

Pool 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

R1 103 97 8 75 70 64 60 56 49 47 43 42 39 38 29 26 23 18 16
R2 103 97 85 71 61 57 50 47 44 42 39 38 30 26 23 18 16

R1 e R2 representam as repeti¢des do “Pool” aplicadas ao gel.

Figura 1. Gel de poliacrilamida unidimensional SDS-PAGE a 12,5% dos

espermatozoides de caprinos Moxotd antes da estacdo de monta.
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Dentre as bandas moleculares identificadas, as bandas 23 kDa, 26 kDa e 85
kDa aparecem em maiores concentracbes no gel, 7,63%, 8,16%, e 5,94%,
respectivamente. A proteina de 26 kDa, a Prostaglandina D-sintetase (PGDS), tem sido
alvo de estudos por conferir baixa fertilidade aos touros no Brasil nas racas Limousin
(Chacur et al., 2003) e Nelore das variedades padrdo e mocho (Chacur et al., 2006).
Havendo controvérsia na espécia suina, pois em trabalho realizado por Flowers (2001)
foi demonstrado a importancia biolégica da proteina de 26 kDa, presente no plasma
seminal do machos suinos, e que a sua concentracao elevada no ejaculado, correspondeu
ao aumento das taxas paricdo (mais de 86%) e no aumento do nimero de leitGes
nascidos vivos (> 11). Em bovinos, a PGDS também foi localizada na regido apical do
acrossoma dos espermatozoides ejaculados (Gerena et.al, 2000), assim como no
presente estudo com caprinos Moxotd, podendo caracterizar essa como uma proteina
presente nos espermatozoides da raca. No entanto, ha necessidade de trabalhos na
espécie caprina.

A banda de 85 kDa foi observada em suinos por Bianchi et al. (2008), sendo
esta relacionada com a integridade da membrana plasmatica, sendo > 55% em sémen de
carneiro pés congelacéo.

As bandas de 18 kDa, 64 kDa e 75 kDa, apresentaram menores concentragoes,
3,82%, 2,41% e 2,20%, respectivamente. Jobim et al. (2005) encontraram em carneiros
spots de 17-18 kDa — pl 4,8 e 18-19 kDa — pl 5,2, sendo consideradas como as BSP’s
Al/A2. Tais proteinas também poderiam corresponder as caltrinas, que Ssao
decapacitantes de baixo peso molecular que previnem o aumentando da concentracdo de
fon Ca™, evitando a capacitacdo espermatica precoce provocada pelo processo de
criopreservacao (Flesch e Gadella, 2000).

A banda de 64 kDa é a prealbumin epididimal specific (PES), também
encontrada no epididimo e secretada sob o controle da testosterona. Esta liga-se a regido
periacrossdmica dos espermatozoides imaturos e permanece ligada mesmo apés a
ejaculacdo, podendo estar envolvida nos processos de reacdo acrossdmica (Fournier-
Delpech et al., 1988). A de 75 kDa pode ser uma osteopontina (OPN), a qual, é uma
proteina acidica, com peso molecular entre 25 a 75 kDa (Moura et al., 2011). A OPN
possui fungdes como adesdo celular, 0 que sugere sua participacdo na interagdo entre

espermatozoide e oocito (Gongalves et al., 2007).
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As bandas de 70-71 kDa, 60-61 kDa, 56-57 kDa, 50-49 kDa, foram mapeadas,
tendo como peso molecular um valor um valor referente a variacdo entre os dois pesos,
possuindo concentragdes intermediarias no gel, devendo ser investigadas em estudos

futuros.

Consideracoes finais

Algumas bandas proteicas provavelmente ligadas a fertilidade e infertilidade
foram descritas neste trabalho para a raca naturalizada Moxot6. Essas proteinas sao
importantes para futuros estudos visando a conservacdo dos caracteres reprodutivos da
raca, estudos esses associados a testes in vitro e in vivo que comprovem a funcdo destas

proteinas.
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