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Resumo:Atualmente as proteinas do plasma seminal tem sido objeto de pesquisas
relacionadas a marcadores moleculares, tendo como um dos focos de estudo a sua relagdo
com a congelacdo do sémen. Foram utilizados seis reprodutores caprinos da raga Saanen
visando identificar possiveis proteinas relacionadas ao processo de criopreservacdo do
sémen atraves da eletroforese unidimensional (SDS-PAGE).No gel SDS-PAGE foi
observado pesos moleculares de bandas variando de 18 kDa a 152 kDa. Sugere-se que as
bandas proteicas presentes no plasma seminal dos animais da raca Saanen estejam ligadas
a capacidade de recuperagdo p6s-congelacéo.

Palavras-Chave: Caprinos; Eletroforese 1DE; Plasma Seminal.

INTRODUCAO
As proteinas tém sido alvo de muitos estudos, principalmente na busca de
marcadores relacionados a fertilidade e congelabilidade do sémen. Dentre as mais
estudadas podemos citar a proteina acida do fluido seminal bovino (aSFP), a clusterina, a
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albumina e a osteopontina (JOBIM et al., 2009). A investigacdo dessas biomoléculas
permite identificar possiveis proteinas relacionadas a criopreservacdo do sémen assim
como aquelas que desempenham importantes fungGes nos diversos processos e
mecanismos reprodutivos.

As proteinas do plasma seminal desempenham um importante papel na capacitacao
dos espermatozoides e exercem varios efeitos sobre a funcdo espermatica. Essas proteinas
sdo parcialmente oriundas do plasma sanguineo e, parcialmente, sintetizadas pelos
testiculos (KATO et al., 1985), epididimo (TURNER e REICH, 1987) e vesicula seminais
(MANJANATH et al., 1994).A determinagdo do perfil proteico do plasma seminal de
animais para reproducdo possibilitara a utilizacdo dessas proteinas como marcadores
moleculares, cuja presenca ou auséncia servird de indicativo de qualidade seminal e
fertilidade, contribuindo para a selecdo de reprodutores para monta natural ou IA. O
presente estudo tem como objetivo identificar marcadores proteicos ligados a
criopreservacao do sémen caprino da raca Saanen.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Embrapa Caprinos e Ovinos, em Sobral, Ceard, na
regido Norte, em pleno semiarido, a 3°42" de latitude Sul e 40°21' de longitude Oeste, e
uma altitude de 83 metros. Foram utilizados seis caprinos da raca Saanen. As coletas
foram realizadas através de vagina artificial, tendo como manequim uma fémea
estrogenada com Cipionato de Estradiol (ECP). Ao todo foram realizadas cinco coletas por
animal, embora tenha ocorrido perda de duas coletas de um animal, perfazendo um total
de 28 coletas. As andlises espermaticas foram realizadas no Laboratério de Andrologia,
Tecnologia de Sémen e Inseminagdo Artificial da Embrapa Caprinos e Ovinos. A
congelacdo do sémen foi realizada através da maquina de congelacdo TK3000 usando
como solucdo diluidora o Tolera-D®, e concentracdo espermatica de 200 milhdes/palheta
de 0,25mL.

Ap6s 0 processo de criopreservacdo, as amostrasforam avaliadas quanto a
motilidade e vigor dos espermatozoides. Uma parte do sémen obtido durante a coleta foi
centrifugado a 10000x g durante 15 minutos a temperatura de 8° C para separagdo e
obtencdo do plasma seminal. O plasma obtido foi transferido para tubos eppendorff e
mantidos sob refrigeracdo a -4°C. Foram realizadas as analises de proteinas totais descrita
por Bradford (1976), método baseado na ligacdo destas com o corante CoomassieBrilliant
Blue. Para realizacdo da eletroforese 1DE, géis de separacdo e de concentracdo foram
preparados para a realizacdo da andlise das amostras de plasma seminal, sendo estas
colocadas nos pocos do gel de concentracdo, onde teve inicio a corrida eletroforeética.
Logo apds o fim da corrida, os géis foram corados com CoomassieBrilliant Blue por
aproximadamente duas horas e descorados com etanol (30%) e acido acético (7,5%), sob
agitacdo constante. Posteriormente, foram escaneados e analisados usando-se 0 programa
Gel Analyzer.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Em relacdo aos resultados de pos-congelacdo do sémen, 0s animais apresentaram
motilidade que variou del3.33% a 62% e vigor 1,0 a 3,0.0 ejaculado de alguns
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reprodutores sdo constantemente criopreservados com menos lesfes na célula em relagdo a
outros reprodutores (WATSON, 1995; HOLTET et al., 2000). Essas diferencas podem
estar associadas a variacdo individual de cada reprodutor, a habilidade do sémen em
resistir aos processos de congelacdo e descongelacdo, variacGes entre individuos e
inclusive entre ejaculados (WATSON et al., 2000, PERIS et al., 2004).

Analisando o gel de eletroforese foi observado que a distribui¢éo da frequéncia das
bandas moleculares abaixo de 50 kDa, de 50 a 100 kDa e acima de 100 kDa. O gel SDS-
PAGE foi observado que os pesos moleculares das bandas variaram de 18 kDa a 152 kDa
(Figura 1). Com relagéo aos animais que apresentaram os maiores valores de motilidade e
vigor, foi identificado algumas bandas moleculares que variaram de 34 kDa a 152 kDa.
Encontrou-se no trabalho em anélise, a banda de 55 kDa, a qual estd relacionada a
Osteopotina, € responsavel pela modulacéo da funcéo celular da membrana plasmatica da
célula espermética, ajudando, assim, na protecdo dessas células durante o processo de
congelacao do sémen (JOBIM et al., 2009).

De acordo com Cancelet al. (1997); Frazer e Bucci, (1996), a banda de 55 kDa foi
identificada como sendo a osteopontina, que se trata de uma glicoproteina que se liga aos
espermatozoides por ocasido da ejaculacdo (SOUZA et al., 2008). Uma banda de 66 kDa
observada neste estudo esté relacionada a albumina, uma proteina envolvida na extragao
de colesterol da membrana plasmatica (YANAGIMACHI, 1994, FLESCH e GADELLA,
2000) e importante para os eventos que procedem a fertilizacdo. Estudos mostraram que a
albumina sérica é benéfica a motilidade no sémen de suino, ovino, equino e coelho, mas
tinha pouco efeito na motilidade espermética do sémen bovino (BAASet al., 1983).
Observou-se a presenca de bandas com peso molecular de 22 kDa. Trabalhos relacionam
as bandas de 22 a 26 kDa, provavelmente correspondendo a prostaglandina D sintetase
tipo lipocalina, que estdo relacionadas a alta fertilidade de reprodutores bovinos
(KILLIAN et al., 1993).

Figura 1- Eletroforese unidimensional (1DE) apresentando as bandas proteicas de
reprodutores caprinos da raca Saanen, onde os pesos moleculares das bandas variaram de
18 kDa a 152 kDa.
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CONCLUSAO
Como a pods-descongelacdo do sémen foi satisfatéria na maioria dos animais, e
encontradas bandas proteicas ligadas a qualidade do sémen, conclui-se que as moléculas
proteicas presentes estejam ligadas a capacidade de congelacdo, em especial a
Osteopontina, Albumina e Prostaglandina D sintetase tipo lipocalina.
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