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RESUMO

O estudo dos componentes do plasma seminal representa uma alternativa para avaliar o
desempenho reprodutivo dos animais, através do conhecimento de fatores que interferem
diretamente no processo de fertilizacdo, maturacdo e capacitacdo. Apesar de existirem muitos
trabalhos sobre o conhecimento da importancia do plasma seminal, ainda existem diversas proteinas
a serem identificadas, utilizando a técnica de eletroforese bidimensional. Através de técnicas
protedmicas, € possivel separar centenas de proteinas. Além disso, os estudos proteémicos sdo
importantes para a deteccdo de processamentos pos-traducionais. O objetivo deste estudo foi
detectar e identificar algumas proteinas presentes no plasma seminal de caprinos da raca Saanen
utilizando a eletroforese bidimensional. No presente trabalho, foi realizada a purificagdo do plasma
seminal, quantificacdo pelo método de Bradford, eletroforese bidimensional e identificacdo de 10
proteinas, a partir de dados de pl e massa molecular. Os géis obtidos apresentaram 291 spots
distribuidos na faixa de pH 3-10. Foram identificadas proteinas relacionadas a espermatogénese e
capacitacdo dos espermatozoides. Contudo, ainda é necessario mais estudos acerca dessas proteinas.

Palavras-Chave: biomarcadores; eletroforese bidimensional; proteinas
INTRODUCAO

O objetivo deste estudo foi determinar o perfil protéico do plasma seminal de caprinos
Saanen. A raca de caprinos Saanen é originaria da Suica, vem se destacando por ser uma das mais
utilizadas para producdo e melhoramento genético do rebanho de caprinos leiteiros. O plasma
seminal é um fluido bioquimicamente complexo atua no transporte dos espermatozoides,
capacitacdo e maturacdo. Algumas proteinas do fluido seminal participam da regulacdo de diversos
processos associados a fisiologia reprodutiva. Sdo substancias originadas do plasma sanguineo,
epididimo e, principalmente das glandulas sexuais acessorias (JOBIM et al., 2011). Constituidos por
compostos organicos e inorganicos, a saber: ions, sodio, potassio, cloreto e magnésio, agucares,
aminoéacidos, lipideos, carboidratos e as proteinas especiais, incluindo enzimas, horménios, fatores
de crescimento, inibidores, imunossupressores, sendo 0s constituintes organicos mais abundantes
(HAFEZ e HAFEZ, 2004).
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Algumas dessas proteinas podem afetar a morfologia espermatica, a motilidade, a reacéo
acrossdmica, a capacitacdo espermatica, e o transporte dos espermatozoides, melhorando a
ovulacdo, o aumento do fluxo sanguineo para o Utero e tubas uterinas e, em consequéncia, a
fertilidade (TOPFER-PETERSEN et al., 2005). Estudos protedmicos do plasma seminal podem
contribuir para a identificagdo de proteinas, a nivel molecular, que possam atuar sobre a fertilidade
OuU como ocorre 0 processo de maturacdo e capacitacdo do espermatozéides. A obtencdo de uma
eletroforese bidimensional (2DE) de qualidade fornece o perfil de proteinas expressas, permitindo o
mapeamento de marcadores moleculares relacionadas a reproducédo, producdo, podendo contribuir
para a conservacao da espécie e conhecimento prévio das proteinas (BREWIS e GADELLA, 2010).

METODOLOGIA

Foram selecionados cinco reprodutores caprinos da raga Saanen, da fazenda experimental da
Embrapa Caprinos e Ovinos (Sobral-CE). A coleta de sémen foi feita através de vagina artificial,
para obtencdo do plasma seminal, as amostras foram centrifugadas duas vezes, sendo a primeira a
1.500 g por 30 minutos a 4 °C, para separacdo do plasma seminal dos espermatozodides, e a segunda
a 10.000 g por 60 minutos a 4 °C, para remocdo de restos de espermatozdides e retirada de restante
dos fragmentos de células, havendo separacdo completa do plasma, o qual foi transferido para
microtubos (Eppendorf) e mantido & — 80 °C até a realizagdo das anélises. Em seguida as amostras
de plasma seminal passaram por um processo de purificacdo de proteinas se utilizando o Clean up
kit, o procedimento seguiu através de precipitacdes quantitativas de proteinas, deixando para tras
substancias que pudessem interferir nas dimens@es da corrida como a focalizagédo isoelétrica (IEF).

O protocolo seguido para essa purificagdo esta de acordo com os parametros GE-Healthcare
(GE). Em seguida as proteinas totais do plasma seminal foram avaliadas e mensuradas seguindo a
metodologia de Bradford (1976). As proteinas do plasma seminal (250 pg) foram solubilizadas em
tampdo de reidratacdo (uréia 7M/tiouréia 2M, 1% CHAPS, 1% DTT; 0,5% (v/v), anfélitos (pH de
3-10) e azul de bromofenol em um volume final de 250 puL por amostra. A mistura de proteina foi
entdo reidratadas em tiras de gradiente de pH imobilizado (IPG) de 13cm de comprimento e pH de
3-10 em temperatura ambiente por 16 horas.

A focalizacdo isoelétrica foi realizada no equipamento EttanlPGphor Il1. Apés a IEF, as tiras
foram armazenadas em freezer -80 °C para analises posteriores. As strips de IPG foram equilibradas
com a solucdo de equilibrio I (Uréia 6M, Tris 50 mM, Glicerol 30%, SDS 2%, azul de bromofenol,
e DDT) por 15 min e em seguida, com a solucdo de equilibrio Il (Uréia 6 M, Tris 50 mM, Glicerol
30%, SDS 2%, azul de bromofenol e iodoacetamida) por mais 15 minutos. Apés a etapa de
equilibrio, as proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12,5%) com base em
seu peso molecular (MW) no equipamento Hoefer SE 600 (GE-Healthcare, USA) com duas
programac6es (100 V, 30 mA, 100 W por 15 min e 230 V, 50 mA e 100 W por 6h) para os dois
géis. Foi utilizado marcador de MW entre 14 e 97 kDa. Apo0s esta separacdo, que teve duracdo de
oito horas, aproximadamente, os géis foram fixados em mistura de etanol, acido acético e agua
(4:1:5 v/viv), por 15 min em agitacdo, e corados apds com o Coomassie G-250 (Blue Silver),
durante 24 h, e em seguida, armazenados em solugéo de acido acético 5%.

A anélise dos géis bidimensionais foram feitas através da digitalizacdo das imagens captadas
em ImageScanner Il (GE Healthcare, USA). As imagens digitalizadas dos géis foram analisadas



utilizando o software ImageMaster Platinum versdo 6.0 (GE-Healthcare, USA), que permite a
deteccdo de spots, entre as triplicatas dos géis. As proteinas foram supostamente identificadas com
base na comparacdo de pl e MW no banco de dados UniProt utilizando a ferramenta Tagldent
disponivel online no portal ExPASYy (http: //www.expasy.ch/tools/tagident.ntml). Esta ferramenta
gera uma lista de peptideos e proteinas a partir dos valores informados nos campos de massa
molecular aparente e pl fazendo uma selecdo dentro de uma busca especifica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi obtido um gel 2DE com uma faixa de pH ampla (pH 3-10). O gel 2DE
apresentou 291 spots bem definidos (Figura 1). Com base em bancos de dados de proteinas, foi
possivel identificar 10 spots a partir da informacdo de pl e massa molecular (Tabela 1). Dentre as
proteinas identificadas, algumas estdo relacionadas com o0s processos de espermatogénese e
capacitacdo. Foi encontrado o elemento modulador de AMPc o qual atua na regulacdo da
transcricdo (PATI, 1999). Analises posteriores por espectrometria de massa sdo fundamentais para
identificar as proteinas com maior precisdo podendo também identificar novas proteinas, como
também sua atuacao.
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Figura 1- Perfil de proteinas do plasma seminal A esquerda o marcador de baixo
peso molecular (MW).



Tabela 1: Proteinas do plasma seminal identificadas com base no banco de dados de proteinas
(EXPASYy) utilizando os dados de Massa e Ponto isoelétrico apos eletroforese bidimensionais
utilizando strips de pH imobilizado de 3,0 a 10,0.

Massa Massa

Spot  Proteina N. Acesso I Teorico I Experimental
po P P Teodrico Experimental

Modulador de
1 Elemento de Resposta Q03060 6,16 6.1 13260 13260
do AMP ciclico
Modulador de
Elemento de
2 Respostas do AMP Q03060 6,16 6.1 13260 13260
ciclico
Modulador de
Elemento de 6.2 6.1 38940 38089
3 Respostas do AMP Q03060
ciclico
Proteina-19 Associada
3 i espermatogénese,  QODAQY 5.58 5.6 14025 15015
Mitocondrial
Proteina-19 Associada
4 i espermatogénese, Q92003 5.2 54 15242 15968
Mitocondrial
Proteina-19 Associada
5 i espermatogénese,  QODAQY 5.17 5.0 15224 15239
Mitocondrial
g  Proteina-19 Associada (30703 586 50 15232 14614
4 espermatogenese
g ooweina Tloredonina  Q6ASSS 041 04 13139 14204
Nucleotideo Difosfato
Cinase homélogo 5

Apmatinase, - a
10 Mitocondsial AJASE9 5.89 ] 34362 36121

P56597 5,80 59 24236 26840

CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho mostra a grande diversidade de proteinas presente no plasma seminal de
caprinos Saanen, revelando que muitas ainda ndo estdo cadastradas nos bancos de dados protéicos.
Ainda é necessario estudos para aprimorar a identificacdo destas proteinas que ira contribuir para o
mapeamento de marcadores moleculares para fertilizagdo e conhecimento da fisiologia da
reproducéo.
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