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RESUMO

O presente estudo identificou o perfil protéico da membrana plasmatica dos
espermatozdides, congelados, de caprinos, atraves de eletroforese bidimensional (2-D). O
objetivo foi encontrar proteinas que possam ser utilizadas como marcadores de
congelabilidade na selecéo precoce de doadores de sémen. Para isso, foram utilizados seis
machos caprinos, da raca Anglo-nubiana, de propriedade da Embrapa Caprinos, mantidos em
regime de estabulacdo. O sémen foi colhido, em vagina artificial, durante trés épocas de
inseminacao artificial (EIA | - época seca; Il - época chuvosa-seca; Il - época seca-chuvosa),
nos anos de 2002, 2003 e 2004, e avaliado a fresco, quanto ao volume (mL), a concentragao
(x 10° spz/mL), motilidade progressiva individual (MIP-f, %), o vigor (0 a 5) e a morfologia
(% de defeitos maiores, DMa-f; menores, Dme-f e totais, DT-f). Logo apds, foi submetido a
congelacdo, em palhetas de 0,5 mL, numa concentracdo de 150 x 10° espermatozdides por
palheta, de acordo com o protocolo do Laboratério de Andrologia, Tecnologia de Sémen e
Inseminagdo Artificial da Embrapa Caprinos. Em seguida foi armazenado em nitrogénio
liquido ateé seu uso na inseminacdo artificial e analise de proteinas. Para avaliar a fertilidade
do sémen foram inseminadas 321 cabras, sem raca definida, manejadas em pastagem nativa,
com escore corporal entre 2,5 e 4,0, distribuidas por reprodutor e EIA’s. As cabras foram
inseminadas apds estimulacdo do estro, através do “Efeito Macho”, a partir do oitavo dia,
pela via transcervical, entre 10 e 12 horas ap6s a identificacdo do estro, quando o sémen foi
entdo descongelado. Os resultados das caracteristicas espermaticas foram analisados pela
analise de variancia e as proteinas qualitativamente, registrando-se o peso molecular (kDa) e
0 ponto isoelétrico (pl). O sémen a fresco apresentou valores de MIP-f de 68,4 a 86,3%,
vigor-f de 3,3a 3,8 e DT-f de 10,6 a 19,5%. A descongelacdo, a MIP variou de 21,2 a 27,9%,
0 vigor de 1,7 a 2,0 e os DT de 12,6 a 17,6%, entre reprodutores. Houve diferenca
significativa (P<0,05) da MIP-f entre reprodutores e EIA’s. A MIP-d ndo variou em funcéo
dos reprodutores e EIA’s, 0 mesmo sendo valido para o vigor e DT, tanto a fresco quanto a
descongelacdo. Houve correlacdo positiva (P<0,05; r = 0,213) entre MIP-f e MIP-d e o
vigor-f e vigor-d (P<0,05; r = 0,250). A fertilidade do sémen congelado, avaliada pela taxa
de prenhez variou entre 7,4 e 19,0%, sem diferenca significativa (P>0,05). Ja entre as EIA’s
estas variaram (P<0,05), sendo observada a mais baixa na Il EIA. A dosagem das proteinas
totais (PT) da membrana plasmatica dos espermatozoides de cada palheta (0,5 mL) foi
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conduzida no Departamento de Biogquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do
Ceara, em Fortaleza, através do metodo colorimétrico, por espectrofotometria, tendo a
albumina sérica bovina como padrdo. Os valores da PT variaram de 38,3 a 59,0ug/0,5 mL,
entre reprodutores e de 43,3 a 52,5u9/0,5 mL, entre EIA’s. O perfil protéico, obtido da
analise das membranas plasmaticas dos espermatozoides por 2-D, revelou a presenca de
proteinas de peso molecular de 5,7 a 65,4 kDa e pl de 4,6 a 8,7. Foram observados varios
isdbmeros. As proteinas de baixo peso molecular, peptideos, de 5,7 e 6,4 kDa somente foram
observadas em alguns dos reprodutores e EIA’s. Conclui-se que, foram identificadas
proteinas de membrana plasmatica dos espermatozoides de caprinos, tanto de baixo quanto
de alto peso molecular, porém sdo necessarios o aprofundamento e prosseguimento deste
estudo, a fim de avaliar a eventual associacdo destas proteinas com as caracteristicas

espermaticas e a congelabilidade do sémen dos reprodutores estudados.

Palavras-chave: Caprino, Eletroforese bidimensional, Espermatozéides, Inseminacédo
artificial, Proteinas.
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ABSTRACT

The study identified the goat frozen sperm plasmatic membrane proteins profile, using
bidimensional electrophoresis (2-D). The aim was to detect those proteins that eventually
could be used as markers to select the males by fertility. To evaluate the fertility rates six
Anglo-nubian goat male belonging to Embrapa Caprinos kept in stable was used. The sperm
was collected by artificial vagina during three insemination seasons (EIA; 1, dry season; I,
rains-dry season; Ill, dry-rains season) and the years 2002, 2003 and 2004. The ejaculated
sperm was evaluated by volume (mL), concentration (x10° spz/mL), individual progressive
motility (MIP-f, %) and vigor-f (0 to 5), and morphology (% of major, DMa-f; minor Dme-f
and total, DT-f, abnormalities). There after the sperm was frozen according to Laboratorio de
Andrologia, Tecnologia de Sémen e Inseminacao Artificial da Embrapa Caprinos, in 0.5 mL
straw, with a concentration of 150 x 10° spz/straw and stored in liquid nitrogen. These frozen
sperm was maintained until insemination and protein analysis. To evaluate the fertility rate,
321 crossbreed goats, raised on native pasture, with body score between 2.5 and 4.0, were
inseminated. Males and EIA’s divided the goats in groups. The goats were inseminates after
estrus stimulation (male effect) on eighth day after 10 to 12 hours of estrus identification. At
insemination the sperm was towed and its characteristics evaluated. The sperm parameters
were analyzed by variance analysis and the proteins qualified by molecular weight (kDa) and
isoelectric point (pl). The ejaculated sperm showed values of MIP-f ranging from 68.4 to
86.3%, vigor-f 3.3 to 3.8 and DT-f 10.6 to 19.5%; the frozen values of MIP-d were 21.2 to
27.9%, vigor-d 1,7 to 2.0 and DT-d 12.6 to 17.6%. It was observed a significant variation
(P<0.05) of MIP-f between the males and even EIA’s. The same significance was not
observed concerning MIP-d, vigor-f and d, and DT-f and d. A positive correlation was
identified between MIP-f and d (P<0.05; r = 0.213) and vigor-f and d (P<0.05; r = 0.250).
The male fertility rate validate by pregnancy rate varied from 7.4 to 19.0%, not significant.
However, these rates were significant (P<0.05) between EIA’s, the lower rate being observed
during 11 EIA. The sperm plasmatic membrane total protein (PT) of each straw (0.05 mL)
was determined at Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal do Ceard, in Fortaleza, using colorimetric method and bovine albumin serum as
reference. Considering the males, PT values were 38.3 to 59.0 pug/0.5 mL and the EIA’s 43.3
to 52.5 pg/0.5 mL. The 2-D sperm plasmatic membrane protein profile varied from 5.7 to
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65.4 kDa and pl of 4.6 to 8.7. Various isomers were observed. The low molecular weight
proteins, peptides, of 5.7 and 6.4 kDa were found only in some males and EIA’s. In
conclusion, we identify goat sperm plasmatic membrane protein of low and high molecular
weight through bidimensional eletroforesis. However, to evaluate the possible association of
those proteins with the sperm characteristics and freezing rate is necessary to continue and

make a more profound study.

Key words: Goats, bidimensional electrophoresis, Spermatozoa, Artificial insemination,
Proteins.



INTRODUCAO

A exploracdo caprina tem-se revelado uma atividade economicamente viavel em
quase todo o mundo. Porém, ainda sdo poucos os paises que adotam tecnologias, visando o
incremento da produtividade, e consequientemente, o maior desfrute dos rebanhos. Por outro
lado, evidencia-se que os maiores rebanhos no mundo sdo encontrados na india, China e
Paquistdo, e o Brasil ocupa o 10° lugar com um efetivo de 18,6 milhdes o que representa
2,1% do rebanho mundial (FAO, 1998). Do rebanho brasileiro, aproximadamente 10,4
milhdes, 89,0% encontram-se na regido Nordeste (ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL,
1996).

Apesar da maior concentracdo na regido Nordeste, os indices produtivos e
reprodutivos obtidos ndo expressam o potencial bioldgico dos animais. Existe a necessidade
da implementacéo de sistemas de exploracao racionais com foco no aumento do desfrute dos
rebanhos. Neste contexto, o uso adequado de biotécnicas da reproducdo muito pode
contribuir para a taxa de reproducéo e dessa forma favorecer positivamente o desfrute.

O incremento no desempenho reprodutivo e produtivo do rebanho caprino brasileiro é
necessario para atender a contento a demanda crescente por alimento de elevado valor
bioldgico e de peles. Todavia, a melhoria do sistema de exploragdo s6 sera possivel mediante
0 uso de tecnologias e insumos modernos que viabilizem o melhor aproveitamento dos
animais nos plantéis. Biotécnicas ligadas a reproducdo como a inseminacao artificial, a
sincronizacgdo do estro, a transferéncia de embrido e o diagndstico precoce de prenhez estdo
disponiveis e ja sdo realidades em algumas propriedades. Essas auxiliam os programas de
melhoramento genético funcionando como ferramentas Uteis para acelerar o ganho genético
dos rebanhos. No entanto, apesar das conquistas alcangadas no campo da biotecnologia da
reproducdo, ainda se tem um conhecimento limitado dos mecanismos, celulares e
moleculares, envolvidos nos diferentes processos reprodutivos. Em adi¢do, técnicas que
possibilitem aprofundar o conhecimento sobre os aspectos bioguimicos e fisioldgicos do
sémen, ovocitos e embrides, dentre outros podem agregar valores e favorecer uma
comercializacdo diferenciada.

E imprescindivel para o avanco do conhecimento, a compreensdo da importancia dos
mecanismos que regulam os processos bioldgicos como a fecundacdo e a concepcao
fundamentado na funcionalidade da célula espermatica e associado as proteinas e acidos

graxos, dentre outros e suas intera¢es no ejaculado. Ressalte-se que a adogéo de biotécnicas,



no enfoque das tecnologias de processo e produto reside na presenca transformadora dos
agentes biologicos, principalmente, animais e vegetais que otimizem os resultados
(RODRIGUES & RODRIGUES, 2000).

Portanto, investir em estudos de natureza celular e molecular que permitam conhecer
o perfil protéico do sémen de animais férteis e inférteis € imprescindivel. O isolamento, a
purificacdo e a caracterizacdo de proteinas associadas a fertilidade favorecerdo a producéao de
sondas de DNA. Estas poderdo funcionar como marcadores e possibilitar a selecdo de
animais superiores para servirem como reprodutores ou doadores de sémen, acelerando a
multiplicagdo de material genético melhorador.

Nesse ambito, as pesquisas ainda sdo incipientes e, diante do desafio para se ampliar
0 uso de tecnologias, treinar e qualificar pessoal constituem acdes imprescindiveis para dar

suporte ao crescimento e desenvolvimento da caprinocultura no Brasil.



REVISAO DE LITERATURA

A selecdo de animais doadores de sémen ainda é baseada no padrao racial e atende a
critérios como caracteristicas bioldgicas como a idade a puberdade e maturidade sexual; o
desenvolvimento corporal; a auséncia de defeitos hereditarios ou congénitos; a libido; a
aceitacdo e ejaculacdo em vagina artificial, dentre outros.

Dentre as avaliagbes de rotina do sémen nos estabelecimentos industrias sdo
realizadas a determinacdo do volume do ejaculado, da concentracdo espermatica, do
percentual de células com motilidade individual progressiva e vigor, parametros que
repercutirdo no nimero de doses inseminantes por ejaculado. Esses fatores, associados ao
numero de partidas de sémen congeladas/aprovadas para uso, servirdo para estimar o
potencial do animal como doador de sémen (MACHADO et al. 1991, RODRIGUES-
MARTINEZ et al., 1997).

Vérias técnicas tém sido utilizadas até o0 momento, buscando predizer a fertilidade do
sémen usado na inseminacéo artificial, baseadas na viabilidade espermatica, antes e apos a
congelacao.

Sabe-se, que a criopreservacdo causa danos as membranas e organelas espermaticas
que, nem sempre sdo observadas nas avaliagdes morfoldgicas de rotina, quando se emprega a
microscopia optica.

Os processos de congelacdo e descongelacdo podem provocar danos na capacidade de
motilidade e fecundacdo por alteragdes na membrana plasmatica do espermatozoide
(WATSON, 2000). Um dos processos comprometidos sob o estresse da temperatura é a
capacitacdo espermatica que pode ocorrer prematuramente com conseqiente dano ao DNA,
bem como possiveis quebras ou desligamento de proteinas da membrana espermatica,
podendo afetar em grande escala a taxa de fertilidade (KARABINUS et al., 1997;
THUNDTHIL et al., 1999).

A mensuracao da integridade estrutural e funcional da membrana, ainda ¢ o melhor
método de avaliacdo complementar para garantir o sucesso da prenhez (VALCARCEL et al.,
1994, WATSON, 1995). Outras técnicas como a microscopia eletrénica de transmissao, de
varredura, 0 uso de amostras quimicamente fixadas, de corantes supravitais e de sondas
fluorescentes também tém sido empregadas para verificar a integridade das membranas

espermaticas.



Buscando encontrar marcadores bioquimicos para congelabilidade como uma técnica
adicional na selecdo de animais doadores de sémen, RONCOLETTA et al. (1997) analisaram
o perfil eletroforético do plasma seminal de touros zebuinos com padrdes de alta e baixa
congelabilidade. Ainda, RONCOLETTA et al. (1999). encontram 20 polipetideos, onde um
fragmento com peso molecular de 51,8 kDa que estava ausente em 100% dos animais do
grupo de alta congelabilidade foi sugerido ser um possivel marcador bioquimico para
congelabilidade, enquanto que a banda de 14,4 kDa foi encontrada com niveis mais elevados
no grupo de baixa congelabilidade.

Os processos de congelacdo e descongelacdo podem, também, provocar alteragdes na
membrana devido a lavagens ou diluigdes que podem remover proteinas, mudando a sua
composicao na populacdo de espermatozéides (HAMMERSTEDT et al., 1990; COLLIN &
BAILEY, 1999).

Com o surgimento da eletroforese, na década de 50, tornou-se possivel 0 mapeamento
e a identificacdo de componentes protéicos no ejaculado de varias espécies e relaciona-los
com a fecundacdo possibilitando, assim associar marcadores para fertilidade (BACCETI et
al. 1979; MORGENTALER et al. 1990; MARCHINI et al. 1990; AUTIERO et al. 1991;
KILLIAN et al. 1993; WOLFE et al. 1993; BELLIN et al., 1994). Mais tarde, na década de
70, O'FARREL (1975) desenvolvia a eletroforese bidimensional (2D-PAGE), técnica que
permite a separacdo de proteinas de acordo com a massa molecular e ponto isoelétrico.
Atualmente, a 2D-PAGE ja utiliza o protocolo com gradiente "immobilized pH gradients"
(IPG), desenvolvido por Gorg et al., desde 1988.

O protocolo com IPG tem sido empregado na analise dos diversos tipos de tecidos
obtendo eletroforegramas que permitem a visualizacdo minuciosa do contetdo protéico
expresso em tecidos especificos (VASCONCELOS, 2003).

Por conseguinte, 0 sémen tem despertado interesse pela sua composicdo em fatores
bioldgicos. E composto de uma fragdo celular, os espermatozdides que sdo produzidos no
parénquima testicular e uma liquida, o plasma seminal, originario das glandulas anexas ao
sistema reprodutor.

O interesse no estudo do ejaculado das espécies domésticas € justificado ndo apenas,
pela sua esséncia em gerar vidas, mas pelas inameras fungdes que desempenha e sua riqueza
em compostos ou fatores que podem influenciar na congelacdo e na fertilidade do macho
(ASHWORTH et al., 1994). Dentre estes se destacam os fatores de antifertilidade ou

decapacitantes, que inibem ou prejudicam, até aqueles que promovam a viabilidade



espermatica, especificamente as proteinas (SHIVAJI et al., 1990; McCOULEY et al., 1997,
BELLIN et al., 1998; NAUC et al., 1999; MAXWELL & JOHNSON, 2000), sendo usados
como biomarcadores de fertilidade.

Vérios relatos sdo encontrados na literatura sobre a presenca de fatores que
influenciam a fertilidade do macho. Os biomarcadores podem ser encontrados em ambas as
fragdes seminais, isto &, no plasma seminal e nos espermatozéides. Mas atualmente o plasma
seminal vem sendo mais estudado, principalmente em relacdo as proteinas, por estarem em
maior concentracdo do que outros componentes e participarem ativamente do processo de
fecundacdo (McCOULEY et al., 1997; BELLIN et al., 1998).

O plasma seminal tem como principal funcdo o transporte dos espermatozdides
durante a ejaculacdo e sobrevivéncia no sistema genital feminino; previne a capacitacao
espermatica prematura (YANAGIMACHI, 1994) e protege as células espermaticas contra
danos peroxidativos (SCHONECK et al, 1996), além de dar sustentagdo aos
espermatozdides, particularmente concentrados no epididimo. E, ainda neutraliza o pH &acido
da vagina, tendo uma agdo imunossupressora. E composto de uma grande quantidade de
proteinas, incluindo enzimas, horménios, fatores de crescimento, fatores antifertilidade ou
imunossupressivos, ligadores de andrégenos, inibina e imunoglobulinas (YANAGIMACHI,
1994).

Deste modo, as proteinas do plasma seminal tém sido isoladas, caracterizadas e
avaliadas visando a compreensao dos possiveis efeitos ou intera¢fes inerentes a fertilidade
do macho, bem como a congelabilidade do sémen de bovinos, caprinos e equinos. Dentre
elas citam-se as BSP's dos bovinos (KILLIAN et al. 1993; BELLIN et al., 1994) e as HSP's
dos equinos (BRANDON et al., 1999).

No entanto, o espermatozdide ndo possui capacidade de sintese protéica. O conteido
protéico na superficie da membrana plasmatica é alterado pela insercdo de novas proteinas
durante o transito epididimario e na ejaculacdo que podem influenciar sua
fertilidade (KILLIAN et al., 1993; BELLIN et al., 1994; YANAGIMACH]I,
1994). As alteracBes ocorridas na composi¢cdo da membrana plasmaética sdo constantes
durante a espermatogénese nos tubulos seminiferos e continuam durante o transito e
maturacdo epididimaria, na reacdo acrossomica ocorrida no sistema genital feminino, e
durante a fecundacdo (VIURELLA e RAJANIEMI, 1980; RUSSEL et al. 1984; NAAB-
HANSEN et al. 1997).



A qualidade do sémen é afetada pela época do ano (NUNES e FREITAS, 1989;
MACHADO e SIMPLICIO, 1991), a raca (CORTEEL, 1977; MACHADO e SIMPLICIO,
1991), o proprio individuo (MACHADO et al., 1991), o ejaculado (CORTEEL, 1977,
MACHADO e SIMPLICIO, 1991) e a manipulagio (EVERETT e BEAN, 1982). No entanto,
a criopreservacdo dos espermatozoides pode provocar alteragdes nas membranas plasmaticas
que resultam na diminuicdo da fertilidade. A reduzida fertilidade do sémen congelado é
atribuida as alteracBGes estruturais e funcionais das membranas durante o processo de
resfriamento, congelacdo e pos-congelacdo/descongelacdo afetando negativamente a
qualidade (PARKS e GRAHAM 1992).

Os componentes do plasma seminal que sdo responsaveis pela resisténcia a
congelacao e descongelacdo ainda nao sdo totalmente conhecidos. No entanto, ¢ atribuido ao
colesterol um efeito positivo na estabilidade da membrana. O aumento da susceptibilidade do
espermatozéide ao choque térmico esta correlacionado com o baixo contetdo de colesterol
na membrana plasmatica. Fatores que inibem o efluxo de colesterol do espermatozoide
ejaculado aumentam a resisténcia ao choque térmico. Diferencas individuais no conteddo
destes fatores de estabilizagcdo do plasma seminal poderiam justificar as diferengas entre 0s
animais na congelabilidade do espermatozdide (AURICH et al., 1996).

Em adicdo, SHABANOWITZ e KILLIAN (1987), também relatam que a carga
protéica da membrana plasmatica do espermatozoide é incrementada pela adesdo de novas
proteinas oriundas dos liquidos epididimarios e seminais. Ainda, RUSSEL et al. (1984)
estudaram, pela eletroforese bidimensional, as modificacdes da composicao de polipeptideos
de membrana de espermatozdides suinos, durante o transito epididimario. Os autores além de
BELLIN, et al., (1998) verificaram que vérias proteinas, neutras ou basicas, de baixo peso
molecular, oriundas da glandula seminal sdo aderidas ao espermatozdide durante sua
passagem pelo epididimo. E, que outras proteinas, oriundas da préstata e bulbouretral
aderem-se, porém, estas sao acidas e de alto peso molecular.

Também, SAIRAM et al. (1981) e MANJUNATH (1984) encontraram no plasma
seminal de bovinos, proteinas basicas e acidas, respectivamente, envolvidas na liberacdo de
gonadotrofinas, a partir da hipdfise incubada, in vitro. E, que as proteinas &cidas tinham acéo
antagonista ao horménio liberador de LH e foram denominadas BSP-A;, BSP-A; e BSP-As.
Posteriormente, estas trés proteinas acidas do plasma seminal de bovino foram purificadas e
caracterizadas por MANJUNATH e SAIRAM (1987), revelando que eram semelhantes
aquelas purificadas por ESCH et al. (1983), na constituicdo dos aminoécidos, denominadas



até entdo de BSP-I, BSP-11 e BSP-I1I e oriundas das glandulas seminais. MCCOULEY et al.,
(1997) e BELLIN et al., (1998) identificaram touros com maior ou menor capacidade
potencial de fecundacdo dos espermatozdides, através da presenca ou auséncia das proteinas
de ligacéo a heparina (BSP) adquiridas do plasma seminal durante a ejaculagao.

Mudancas sazonais das proteinas do plasma seminal caprino foram investigadas por
La FALCI et al. (2002), por cromatografia liquida e caracterizada em SDS-PAGE. O padrédo
obtido revelou gue as proteinas com afinidade por heparina (HAP's) tinham relacdo com a
estacdo do ano e com a de fertilidade de reprodutores.

Em adicdo, CHANG (1951) e AUSTIN (1952) relatam que 0s espermatozéides dos
mamiferos necessitam permanecer por varias horas no sistema genital feminino para poder
adquirir a plena capacidade fecundante, isto €, a capacitacdo espermatica.

O processo de capacitagdo culmina com a reacdo acrossomica, mediado por enzimas
e proteinas localizadas na superficie da membrana plasmatica do espermatozdide e a zona
pelicida do ovocito. A capacitacdo espermatica e a reacdo acrossémica sdo dois processos
que os espermatozéides sofrem durante sua passagem pelo sistema genital da fémea,
tornando-os habeis para fecundar o ovécito. Com a reacdo acrossdmica ha liberacdo de
hialuronidase que confere ao espermatozéide habilidade para penetrar as células do cumulus
ooforo com conseqliente liberagdo de acrosina e posterior penetracdo na zona pellcida
(KATZ e YANAGIMACHI, 1980; YANAGIMACHI, 1994). Todavia, 0s eventos
moleculares envolvidos na capacitacdo espermatica ndo estdo bem entendidos, mas,
provavelmente, envolva mudangas bioquimicas e de ultraestruturas e trocas protéicas nas
membranas espermaticas. Através da capacitacdo torna-se possivel o reconhecimento e a
ligacdo do espermatozdide a zona pelicida mediado por proteinas espécie-especificas
localizadas na superficie da célula espermatica como HSP (BELLIN et al., 1994),
galactosiltransferase (McLAUGHLIN & SHUR, 1987), proacrosina (JONES; BROWN,
1987) e PH-20 (PRIMAKOFF et al., 1988).

Na maioria das espécies domésticas, uma das grandes limitaces para o pleno sucesso
do processo de fecundacdo in vitro, ainda é o desafio da capacitacdo in vitro (IJAZ e
HUNTER, 1989). Ressalte-se que a capacitacdo é induzida pelas glicosaminoglicanas
(GAG’s), sendo a mais importante delas, a heparina. Esta, por sua vez, se liga ao
espermatozdide, durante a ejaculacdo, através das proteinas do plasma seminal produzidas

pelas glandulas anexas, as quais estdo distribuidas na membrana espermatica funcionando



como “pontes de ligacdo”, denominadas de “heparin binding proteins” (HBP) (BELLIN et al.
1994; SILVA, 1998).

Em adicdo, proteinas presentes no plasma seminal revestem o espermatozoide (IJAZ
e HUNTER, 1989) sendo consideradas como fatores de decapacitacdo espermaética ou
inibidores da capacitacdo, atuando na superficie do espermatozdide, protegendo ou
estabilizando a membrana plasmatica, evitando, assim, a reacdo acrossémica precoce
(IBORRA et al. 1996).

Segundo DeLEEUW et al. (1990), a alta concentracdo de proteinas no ejaculado,
pode aumentar a estabilidade da membrana espermaética, reduzindo as chances de alteragoes
induzidas pelo resfriamento. Os autores citam como alteragfes bioquimicas, a perda da
seletividade da membrana, reducdo na atividade respiratoria e glicélise com diminui¢do dos
niveis de ATP e, consequentemente, da motilidade celular, e degeneracdo de DNA.

Em adicdo, a re-exposicdo do espermatozoide capacitado ao plasma seminal leva a
perda da capacitacdo, podendo esse processo, envolver a restauracdo da superficie do
espermatozdide por fatores decapacitantes que, normalmente, aderem ao espermatozdide na
passagem pelo epididimo (CHANG, 1957; WILLIAMS et al. 1967). Fatores espermaticos
e/ou do plasma seminal podem interferir, negativamente, na fungdo quimico-fisioldgica do
ejaculado (WOLFE et al. 1993).

Relatos na literatura revelam a presenca de uma proteina, conhecida como “human
seminal lectin” (HSL), considerada um fator isolado do plasma seminal humano, cujas
propriedades séo similares aos fatores de decapacitacdo e que pode ser uma das causas da
infertilidade do homem. A secrecdo parece ocorrer, de forma natural e ao longo de todo o
sistema reprodutor (MAHADEVAN et al. 1980). Assim, como a HSL, outros fatores podem
estar relacionados a infertilidade, podendo ser ou ndo espécie-especificos.

O estudo do perfil protéico jA& vem sendo utilizado em ovécitos para melhor
compreender os mecanismos envolvidos na maturacdo ovocitaria (KASTROP et al. 1990).
Estudos nesse sentido, também, ja foram iniciados com sémen em diferentes espécies. Em
geral, as proteinas do plasma seminal guardam estreita relagdo com a fertilidade e o seu
conhecimento quanti-qualitativo pode servir como parametro para identificar animais com
alta ou baixa fertilidade, ou seja, predizer o seu potencial fecundante (BACCETI et al. 1979;
MARCHINI et al. 1990; MORGENTALER et al. 1990; AUTIERO et al. 1991; KILLIAN et
al. 1993; WOLFE et al. 1993; BELLIN et al., 1994; McCOULEY et al., 1997).



KILLIAN et al. (1993) estudaram a composicdo do plasma seminal de uma
populacédo de touros doadores de sémen com parametros de qualidade espermatica normais.
Foi registrada a presenca de quatro proteinas cujas densidades Opticas foram usadas num
modelo matematico de regressdo para predizer a fertilidade dos machos e o perfil protéico
determinado pela eletroforese do plasma seminal. Os autores obtiveram correlacdo linear
positiva entre as densidades opticas e a fertilidade dos sumarios dos touros da ordem de 89%.
Das quatro proteinas, duas (26 kDa e pl 6,2; 55 kDa e pl 4,5) eram predominantes no plasma
seminal de touros com fertilidade mais alta, e as outras duas (16 kDa e pl 4,1; 16 kDa e pl
6,7), no plasma seminal de touros com fertilidade mais baixa. Posteriormente, uma dessas
proteinas, a 55 kDa foi caracterizada por CANCEL et al. (1997). Sua caracterizacdo era
consistente com a identidade de uma outra proteina de 55 kDa, a osteopontina, que apesar
das suas vérias funcbes ndo ha relatos do seu papel no sémen e na fertilidade do macho. J& a
caracterizacdo da proteina 26 kDa, cuja ocorréncia foi em média 3,5 vezes maior em touros
com fertilidade alta revelou que a sequéncia de aminoacidos do N-terminal era 70% idéntica
e 100% homologa a uma prostaglandina D-sintetase, tipo lipocalina (GERENA et al., 1998).

BELLIN et al., (1994) identificaram as proteinas com habilidade de ligacdo a
heparina, com massa molecular de 14, 21, 29 e 32 kDa, como indicadoras de fertilidade do
touro. Os mesmos autores selecionaram animais de alto e de baixo potencial de fertilidade,
conforme a presenca, especificamente daquela de 32 kDa de massa, ha membrana
espermatica e/ou no plasma seminal. Touros com a proteina presente no espermatozoide
apresentaram maior taxa de fertilidade na monta natural.

Os estudos do perfil protéico também foram realizados nos zebuinos, no Brasil,
mostrando diferencas entre o sémen fresco e congelado e, as possiveis relagdes com a
capacidade de fecundacdo (LIMA DIAS, 2002; MARQUES et al., 2000; FELICIANO
SILVA et al., 2004; FERNANDES e FELICIANO SILVA, 2004).

No entanto, na espécie caprina ainda ndo se conhece referéncia quanto a relacéo entre
a presenca de proteinas e a capacidade de fecundacdo do sémen, fresco ou congelado. O
desenvolvimento desses estudos poderia auxiliar na selecdo de reprodutores e no

estabelecimento do potencial de fecundacdo do sémen congelado.
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Objetivos

1. Estabelecer um protocolo para extracdo de proteinas da membrana plasmética de

espermatozdides de caprinos, compativel com a eletroforese bidimensional.

2. Identificar o perfil protéico da membrana plasméatica dos espermatozoides no
sémen congelado nas estacdes seca, chuvosa-seca e seca-chuvosa, de caprinos doadores de

sémen.

Hipotese

O perfil protéico da membrana plasmatica dos espermatozoides congelados de
caprinos pode ser avaliado por eletroforese bidimensional (2-D) e, permite avaliar a

viabilidade da congelacéo, entre doadores de sémen.
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MATERIAL E METODOS

1. Local do experimento e animais experimentais

O trabalho de coleta e congelacdo do sémen foi conduzido no Laboratério de
Andrologia, Tecnologia de Sémen e Inseminacdo Artificial (LATSIA) e as inseminag6es na
Fazenda Experimental Santa Rita, da Embrapa Caprinos, em Sobral, Ceard a 3° 42’ de
latitude Sul, 40° 21’ de longitude Oeste, na zona fisiogréafica do Sertdo Cearense, com uma
altitude de 83 metros. O clima da regido é do tipo AW de Savana segundo classificacao
climatica de KOPPEN.

A regido é caracterizada por um periodo chuvoso que vai de janeiro a junho com uma
precipitacdo média de 722 mm? o que corresponde a 95,15% do total médio anual, sendo que
73% deste ocorre entre 0s meses de fevereiro a maio, correspondendo a época chuvosa. De
junho a julho ocorre a transi¢éo do periodo chuvoso para o periodo seco. Este apresenta uma
precipitacdo média de apenas 36,8 mm?, concentrando-se nos meses de agosto a novembro,
sendo que de dezembro a janeiro ocorre a transicdo do periodo seco para o chuvoso. A
temperatura média anual é de 28°C, situando-se a maxima e a minima, em torno de 35°C e
22°C, respectivamente. A umidade relativa do ar é de 60%, em média (RELATORIO...
1989).

As analises do perfil protéico dos espermatozoides foram realizadas no Laboratorio
de Biologia Molecular de Plantas (BIOMOL) no Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular (DBBM), da Universidade Federal do Ceara (UFC), em Fortaleza em trés
momentos distintos, como descrito, a sequir.

Os momentos de coleta do sémen e de inseminacdo artificial foram: 1 = 15.09 a
04.11.2002; 11 = 05.05 a 23.06.2003 e Il = 04.01 a 23.02.2004, com intervalos de oito
meses, correspondendo as épocas seca (l), de transicdo chuvosa-seca (1) e seca-chuvosa
(1), nessa ordem.

Foram utilizados como doadores de sémen seis reprodutores caprinos da raga Anglo-
nubiana, com idade de 33 a 47 meses ao inicio do experimento, pertencentes a Embrapa
Caprinos (Figura 1). Os machos foram mantidos estabulados durante todo o periodo
experimental, em baia coletiva com area de 46,24 m?, e recebendo silagem de milho (Zea
Mays, Linn.) e capim elefante (Pennisetum purpureum Schum.) picado, a vontade. Cada
macho recebia, também, 500 gramas/dia de uma mistura concentrada a base de milho
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triturado, farelo de soja (Glycine hispida, Maxin.) e sal comum (NaCl), na proporcao de 75,
23 e 2%, respectivamente. A mistura fornecia ao animal 89,1188% de matéria seca (MS),
5,07815% de fibra detergente neutra (FDN), 18,4572% proteina bruta (PB), 3,0893 Mcal/kg
de energia metabolizavel (EM), 0,5934% de Calcio (Ca) e 0,4929% de Fésforo (P).

Figura 1 - Caprinos doadores de sémen da raca Anglo-nubiana.

1.1. Coleta e processamento do sémen

O sémen foi colhido em vagina artificial (Figura 2) e avaliado quanto ao volume
(mL), a concentracdo espermética (x 10°mma3), a motilidade individual progressiva (MIP,
%), 0 vigor espermatico, numa escala escala de 0 a 5, e morfologia espermatica (ME)
considerando-se defeitos maiores (DMa) e defeitos menores (Dme). Esta avaliacdo foi
realizada no sémen recém-colhido (f) e descongelado (d), neste ultimo antes das
inseminacaes.

Apos as analises o sémen foi submetido a congelacdo em palhetas plasticas de 0,5 mL
numa concentracdo de 150 x 10° espermatozdides de acordo com o protocolo vigente no
LATSIA da Embrapa Caprinos (Anexo 1/Item 1 e 2) e no Colégio Brasileiro de Reprodugéo
Animal (CBRA, 1998). O sémen de cada reprodutor, congelado nas épocas I, 1l e Ill, foi

estocado em nitrogénio liquido até a determinacao do perfil protéico e as inseminacdes.
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Figura 2 — Coleta de sémen, em vagina artificial, de caprino da raca Anglo-nubiana.

1.1. Inseminacéo artificial

Para a inseminacgdo, cabras pluriparas, que pariram pelo menos uma vez, sem raga
definida (SRD) foram distribuidas em seis grupos experimentais, distribuidos aleatoriamente
entre reprodutores e EIA. As cabras foram mantidas numa area de pastagem nativa de 180
hectares (Figuras 3, 4 e 5). A pastagem € caracterizada por uma vegetacdo em estadio inicial
de sucessdo secundaria, com trés estratos distintos, arboreo, arbustivo e herbaceo, com
predominancia de marmeleiro (Croton sonderianus Mueli. Arg.), mofumbo (Combretum
leprosum Mart.), pau-branco (Auxemma oncocalix Taub.), catingueira (Caesalpinia
bracteosa Tul.), jurema preta (Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.), sabid (Mimosa
caesalpinifolia Bent.) e juazeiro (Zizyphus joazeiro Mart.). No estrato herbaceo destacam-se
gramineas como as milhas (Brachiaria plantaginea e Panicum sp.), capim de roca (Digitaria
sp.), capim rabo de raposa (Setaria sp.) e capim panasco (Aristida setifolia H.B.K.) As
dicotileddneas herbaceas predominantes sdao o bamburral (Hyptis suaveolens Point), mata
pasto (Senna obtusifolia), vassourinha de botdo (Borreria sp.), azuldo (Centratherum sp.),
manda pul&o (Croton sp.) e bredo (Amaranthus sp.) (Araujo Filho et al., 1994).
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Figura 3 — Pastagem nativa da caatinga época seca (EIA 1), meados de
agosto a setembro/2002.

Figura 4 — Pastagem nativa da Caatinga na época de transi¢cdo chuvosa-
seca (EIA 1), meados de maio a inicio de junho/2003.

Figura 5 — Pastagem nativa da caatinga na época seca-chuvosa (EIA I11).
Inicio de janeiro/2004.
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A escolha das fémeas ocorreu com base no peso vivo e na condicdo corporal de 2,5,
avaliada pela cobertura de gordura nas vértebras lombares e transversas, numa escala de 1 a
5 (MORAND-FEHR et al., 1989 — Anexo 2) e, ao numero de doadores de sémen.

As cabras foram submetidas a estimulacdo do estro através de um rufido, macho
vazectomizado para o “Efeito Macho”. O manejo dos animais consistiu na separacdo das
fémeas do contato direto com os machos por um periodo aproximado de 30 dias. Apos este
periodo, o rufido foi introduzido no plantel de fémeas para a estimulacéo estral.

As inseminacGes foram realizadas a partir do oitavo dia por via transcervical, entre 10

e 12 horas apds a identificagdo da fémea em estro pelo rufido (Figura 6).

Figura 6 — Inseminacdo artificial, via transcervical, na cabra com sémen congelado.
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2. Preparo das amostras de sémen para eletroforese

2.1. Extracdo de proteinas totais da membrana plasmatica dos espermatozoides

As amostras de sémen, palhetas de 0,5 mL, foram descongeladas a 37 °C, por 30
segundos em tubos eppendorff de 2,0 mL. Em seguida, foi completado o volume do tubo
com solucdo Tris-Cloreto (TC), pH 7,4 (Anexo 3/ltem 2) e centrifugado a 300 G, por 10
minutos, em centrifuga refrigerada’, & temperatura de 4 °C. Esta etapa foi repetida quatro
vezes para uma melhor lavagem dos espermatozdides e remocdo do diluidor.

Apdbs a lavagem do sémen, ao precipitado formado pelas células espermaticas foi
adicionado 1,0 mL do tampéo de extracdo de proteinas da membrana plasmatica, composto
de solugdo TC + Triton X 100, a 0,2% (Anexo 3/ltem 3). O precipitado assim tratado foi
agitado em vortex por 5 minutos, e centrifugado a 9.300 G, durante 15 minutos.

O sobrenadante obtido da centrifugacdo do precipitado acima constituiu o material
utilizado para extracao das proteinas do experimento. A este material foi adicionado 10% de
Acido tricloroacético (TCA), agitado em vortex e centrifugado a 9.300 G, durante 15
minutos. O precipitado resultante foi lavado por quatro vezes com 500 pL de acetona gelada,
e centrifugado a 9.300 G, durante 5 minutos. Apos este tratamento procedeu-se a secagem a
temperatura ambiente, obtendo-se, assim, o extrato de proteinas totais dos espermatozoides.

O preparo das amostras para obtencdo de proteinas ocorreu de acordo com o método
por precipitacdo descrito por BERKELMAN e STENSTED (1998), conforme Anexo 3/Item
1.

2.2. Dosagem de proteinas totais da membrana plasmatica dos espermatozoides

O extrato protéico das amostras foi submetido a dosagem de proteinas totais, por
colorimetria, segundo método descrito por BRADFORD (1976).

O método baseia-se na ligacdo do corante Comassie Brilliant Blue G250 as proteinas,
com formacdo de coloracdo azul. A presenca de proteinas pode ser observada por
espectrofotdometro®, sendo a leitura realizada no comprimento de onda de 595 nanoémetros
(nm) e, tendo como padréo a albumina sérica bovina (BSA).

A concentragéo foi medida em pg / 0,5 mL, ou seja por palheta.

! Eppendorf Centrifuge 5415 R
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3. Eletroforese Bidimensional

As amostras do extrato de proteinas totais dos espermatozéides foram submetidas a
andlise por eletroforese bidimensional (eletroforese 2-D) de acordo com BERKELMAN e
STENSTEDT (1998), protocolo padréo adotado e indicado pela Amersham Biosciences.

O método da eletroforese 2-D consiste na separacdo de proteinas de acordo com as
suas propriedades, isto é o ponto isoelétrico (pl) e peso molecular. Assim sendo, 0 método
apresenta duas etapas: a primeira dimensdo, a técnica da focalizacdo isoelétrica (IEF,
isoelectric focusing) que separa as proteinas pelo seu pl e, a segunda da eletroforese em géis
de poliacrilamida (SDS-PAGE) que separa pelo peso molecular. As proteinas aparecem sob
forma de spots (pontos), correspondendo cada spot a uma Unica proteina.

As etapas da eletroforese 2-D sdo descritas a seguir:

3.1. Focalizacao isoelétrica

A |IEF - primeira dimensdo da eletroforese, conforme mencionado, é a técnica que
separa as proteinas de acordo com o seu ponto isoelétrico (pl). O pl é o pH especifico em que
a carga elétrica da proteina equivale a zero. A presenca de um determinado gradiente de pH
constitui o ponto critico da técnica de IEF. Para obter o gradiente pH ¢é utilizada a técnica de
IPG? ou do gradiente do pH imobilizado. O IPG é desenvolvido a partir da incorporacdo de
solucdes buffers, &cidos e bases, a acrilamida e bisacrilamida (mon6émeros e catalizadores)
que polimerizam formando um gel de poliacrilamida. Este, depois de lavado e seco e cortado
em fitas de IPG, com 3 mm de espessura, apos reidratado é utilizado na IEF — primeira

dimensdo da eletroforese.

3.2. Reidratacdo das fitas de gel com gradiente de pH imobilizado

As fitas de gel, com gradiente de pH imobilizado, utilizadas no experimento foram de
11 cm de comprimento, com um gradiente de pH de 3 a 10. Estas foram submetidas a
reidratacéo.

A solucdo de reidratacdo (SR; Anexo 3/Item 4) foi composta de Uréia 7M, Tiouréia
2M, Ditiotreitol (DTT) 65mM, 1% de Triton X 100, 0,5% de Pharmalyte 3-10 e tragos de

Bromophenol, sendo os trés ultimos reagentes adicionados no momento da reidratacao.

2 Spectronic 20 Genesys
*Immobiline DryStrip pH 3-10, 11 cm, Amershan Biosciences
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As fitas de gel, IPG, foram dispostas nos canais da bandeja de reidratacdo
denominada Reswelling Tray (Figura 7) sobre a amostra, sendo a face do gel voltada para
baixo e, buscando sempre remover ou evitar a formacéo de bolhas entre a amostra e as fitas.
Para prevenir a cristalizacdo da uréia presente na SR foi adicionado 0,5 mL de 6leo mineral
sobre 0s géis, nos canais. A reidratacdo ocorreu durante a noite, com duracdo minima de oito

horas.

Figura 7 - Bandeja com IPG’s em reidratacao.

3.3. Preparo para IEF — primeira dimensao

No procedimento foi empregado um sistema Multiphor 11* (Figura 7).

As fitas IPG, ja reidratadas, foram retiradas do Reswelling Tray e o excesso de 6leo
mineral e SR removidos usando agua destilada. Esta acdo visou prevenir a formacdo de
cristais de uréia na superficie do gel durante a IEF. As fitas foram entdo transferidas para o
DryStryp Aligner, um suporte plastico que reproduz os canais do Reswelling Tray. As fitas,
depois de cobertas com dleo mineral, foram fixadas nas extremidades, anodo e catodo, com
elétrodos de fixacdo que ficaram em contato com o gel das fitas. Em seguida foi adicionado

6leo mineral para cobrir completamente as fitas (Figuras 8, A e B).

* Multiphor 11, Pharmacia Biotech, USA.
® Amersham Pharmacia Biotech, USA.
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(A) (B)

Figura 8 - IPG’s no Multiphor 11 (A), com elétrodos de fixagdo, anodo e catodo (B).

O volume da SR utilizado para dissolver cada amostra de proteina extraida foi de 200
ML, de modo a obter uma concentracdo de 1pg/uL, e consequentemente, de 200ug de
proteina total aplicada. Uma vez solubilizadas, as amostras permaneceram em contato com a
SR por 15 minutos e depois de centrifugadas foram aplicadas nos canais do Resweling Tray.

Esta preparacdo foi colocada sobre a placa de focalizacdo do Multiphor 11 (Figura 9).
Em seguida foi submetidas a corrente elétrica, empregando-se uma fonte EPS 3500 XL, da
Pharmacia Bioscience. A corrida eletroforética para IEF apresentou trés fases: 1) 300V,
2mA, 5W durante 1 minuto; 2) 3500V, 2mA, 5W durante 1:30 minutos e 3) 3500V, 2mA,
5W durante 2:35 minutos.

Figura 9 — IEF das IPG’s no Multiphor 1.
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Ao término da IEF, as fitas (géis da primeira dimenséo) foram retiradas do Multiphor
I, removido o excesso de Oleo mineral e armazenadas em tubos de vidro, devidamente
vedados e identificados e, mantidos a temperatura de -80°C, até a corrida da segunda

dimenséo.

3.4. Eletroforese em SDS-PAGE

A segunda dimensdo (SDS-PAGE) foi conduzida, num sistema vertical, em gel
homogéneo de acrilamida a 15% (&gua bidestilada - 6,9 mL; Bis/Acrilamida 1 %/29 % - 15
mL; Tris 1,5 M pH 8,8 - 7,5 mL; SDS 10 % - 300 pL; Persulfato de Amonia 10 % - 300 pL e
Temed 30 pL). O volume de 30 mL de gel foi suficiente para preencher uma placa de vidro
molde medindo 14 x 14 cm (Figura 10). Apos preencher as placas, aguardou-se cerca de uma

hora para permitir a polimerizacédo do gel (GORG, 2001).

Figura 10 — Placa molde de 14 x 14 cm para gel homogéneo de acrilamida a 15%, na cuba.

Antes de proceder a corrida da segunda dimensdo, as fitas (géis da primeira
dimenséo) foram colocadas em contato com 3 mL da Solucdo de Equilibrio (Anexo 3/Item
5), acrescido de 57,8 mg de DTT, sob agitacdo durante 10 minutos. Este procedimento visou
manter o estado desnaturante das proteinas, prevenir a reoxidacdo e amenizar os efeitos da
eletroendosmose. Apos o equilibrio, as fitas de IPG foram lavadas com tampéao de corrida
(Tris 0,25 M - 30,2 g; Glicina 1,92 M - 144,1 g; SDS 1,0 % - 10,0 g; Agua bidestilada q.s.p.
— 1000 mL) (GORG, 2001).
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O molde com o gel polimerizado foi colocado na cuba vertical, preenchendo-a com o
tampdo de corrida, seguida pela introducdo do gel de primeira dimensdo, utilizando
marcadores de peso molecular entre 14 e 94 kDa’.

A cuba foi entdo conectada & fonte estabilizadora’, procedendo-se & corrida em duas
fases, sendo a primeira fase, com uma corrente fixada em 10mA, durante 15 minutos
enquanto a segunda, numa corrente constante de 20mA, por aproximadamente cinco horas,

até a saida total do bromofenol, do gel (Figura 11).

Figura 11 - Cuba conectada a fonte estabilizadora para corrida da eletroforese.

Apds a corrida, os géis foram retirados das placas de vidro e incubados com solugédo
Corante PhastGel Blue R-350 a 0,02 % (Anexo 3/ltem 6) por, trés horas. Em seguida
procedeu-se ao descoramento em solucdo descorante (Metanol: Acido Acético: Agua; na
proporcao 3. 1: 6), por aproximadamente duas horas e, fixacdo em solucdo de glicerol
(Metanol 50 %, Glicerol 5 %). No final destes processos a imagem dos géis foi digitalizada e

analisada utilizando uma versao “free” do software® padrdo da Amersham Biosciences.

® LMW Electrophoresis Calibration kit, Pharmacia 17-0446-01
" PowerPac 3000, BioRad
® ImageMaster 2D Platinum, verséo 4.9.
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3.5. Andlise estatistica

Os dados referentes as caracteristicas fisico-morfoldgicas do sémen foram
codificados em formularios proprios segundo o protocolo do Laboratério de Andrologia,
Tecnologia de Sémen e Inseminagdo Artificial (LATSIA) da Embrapa Caprinos, sendo no
seu processamento utilizando o Statistical Analysis Systems (SAS).

As caracteristicas estudadas com valores obtidos em percentuais foram transformadas
para arcoseno do % e aquelas expressas em escala de nota foram, apenas, transformadas em
raiz quadrada, segundo SNEDCOR & COCHRAN (1982).

O delineamento experimental para analise estatistica das caracteristicas do sémen foi
o Fatorial 6 x 3, correspondente a seis reprodutores versus trés épocas de inseminacao
artificial (EIA’S).

Os dados das caracteristicas do sémen foram submetidos a analise de variancia,

segundo 0 esquema a seguir:

FONTE DE VARIACAO GRAUS DE LIBERDADE
Total 111
Reprodutor 05
EIA 02
Reprodutor X EIA 10
Residuo 94

EIA - Estacdo de inseminacao artificial

As informac6es processadas constaram de médias mais ou menos erros-padrdo (X +
EP), e correlagdes simples com determinacdo dos coeficientes de Pearson (r) e respectivos
testes de significancia.

A significancia do efeito de reprodutor, de EIA e da interacdo reprodutor x EIA foi
obtida através do Teste F de Fischer.

Os géis obtidos por eletroforese bidimensional (2-D), ap6s a imagem digitalizada,
foram analisados, qualitativamente, registrando-se o0 peso molecular (PM), em kDa, e 0

ponto isoelétrico (pl) das proteinas.
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RESULTADOS

1. Parametros espermaticos

A anadlise de variancia dos resultados obtidos da avaliacdo dos parametros das

caracteristicas seminais € apresentada na Tabela 1 e 2.

Verificou-se a influéncia do reprodutor, época de inseminacao (EIA), e a interacdo de

ambas sobre a maioria dos parametros espermaticos.

O efeito de reprodutor (Tabela 1) foi significativo sobre o volume, a concentracéo, a
motilidade individual progressiva do sémen fresco (MIP-f) e, ainda, sobre o aspecto
(P<0,05). No entanto, ndo foi significativo (P>0,05) sobre vigor-f, motilidade individual

progressiva do sémen descongelado (MIP-d) e vigor-d.

A influencia da EIA (Tabela 1) foi significativa sobre o volume, aspecto, a
concentracdo, o vigor-f e MIP-f (P<0,05). Entretanto, ndo houve influéncia significativa
(P>0,05) sobre a MIP-d e vigor-d.

Houve efeito significativo da interacdo reprodutor x EIA (Tabela 1) sobre a

concentracdo (P<0.05) e o aspecto (P<0,05) e, ndo significativo para os demais parametros.

A analise de variancia em funcdo da morfologia espermatica entre reprodutores
(Tabela 2) revelou influencia da descongelacgéo sobre os defeitos maiores (P<0,01) e menores
(P<0,05).

As médias dos parametros seminais em estudo estdo apresentadas nas Tabelas 3, 4 e
5, sendo os resultados das tabelas 3 e 4 apresentados em relacdo aos reprodutores e a Tabela

5 as épocas de inseminacao artificial.

A média do volume dos ejaculados variou de 0,51+0,461 a 0,87+0,589 mL, entre

reprodutores, conforme apresentado na Tabela 3.

O valor médio, maximo e minimo, da concentracdo espermatica observada entre 0s
animais estudados foi de 3,44+0,953 e 4,31+0,630 x 10%/mm?®. Por conseguinte, o aspecto,
parametro que guarda estreita relacdo com a concentracdo espermatica apresentou valores de
4,37+1,032 e 5,17+0,786, numa escala de nota de 1 a 6, correspondendo a aquoso (1); turvo

(2); leitoso (3); leitoso-espesso (4); cremoso (5) e cremoso-espesso (6), respectivamente
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(Tabela 3). Houve diferenca significativa na concentracdo do sémen (P<0,05) entre

reprodutores.

A motilidade individual progressiva (MIP) dos espermatozoides, entre reprodutores,
avaliada a fresco (MIP-f) e a descongelagcdo (MIP-d) mostrou valores médios, maximos e
minimos, de 68,42+5,149% e 86,31+2,226 % e de 21,18+3,629% e 27,89+3,840%,
respectivamente. Foi observada diferenca significativa (P<0,05) na MIP-f entre reprodutores,

porém o mesmo ndo foi constatado na MIP do sémen descongelado.

E, a média do vigor espermatico, valores maximos e minimos, foi de 3,78+0,654 e
3,26+0,898 para 0 sémen recém-colhido e, de 2,05+0,799 e 1,671,023 a descongelacéo
(Tabela 3).

No sémen recém-colhido, os valores médios maximos e minimos dos defeitos
maiores (DMa-f) foram de 7,81+1,732% e 3,68+1,523%, e os defeitos menores (Dme-f) de
13,92+4,005% e 6,89+1,772% (Tabela 4).

No sémen descongelado os DMa-d apresentaram valores médios, maximos e
minimos, equivalentes a 7,38+1,629% e 3,47+1,617% e 13,47+3,253% e 7,83+1,925% para
Dme-d (Tabela 4).

Na Tabela 5, onde sdo apresentados os parametros seminais em relacdo as épocas de
inseminacao artificial (EIA), observa-se diferenca significativa (P<0,05) entre os parametros
do sémen recém-colhido, concentracdo, MIP e vigor. No entanto, esta diferenca nao foi

notada no sémen descongelado.

As correlacBes simples entre os parametros seminais dos reprodutores usados neste
estudo apresentaram baixos coeficientes de Pearson (Tabela 6).

O volume apresentou correlagdo negativa e significativa (P<0,01) com a
concentracdo espermatica (r = — 0,33). Ainda, foram observadas correla¢bes positivas e
significativas entre os parametros MPI-f e vigor-f (r = 0,759; P<0,01), MIP-d (r = 0,213;
P<0,05) e vigor-d (r = 0,233; P<0,05), respectivamente. Houve, também, correlacdo positiva
e significativa (P<0,01) entre os DMa-f e DMa-d (r = 0,397) e de Dme-f e Dme-d (r =
0,568).

As correlacBes entre os demais parametros seminais foram baixas e néo

significativas, além de pouco relevantes para o proposito do estudo.
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2. Proteina total da membrana plasmatica dos espermatozoides

A analise de variancia dos resultados mostrou influencia significativa (P<0,01) do
reprodutor, época de inseminacdo artificial e interacdo reprodutor X época sobre a
concentracdo da proteina total dos espermatozdides (Tabela 1).

As medias das concentra¢Bes de proteinas totais espermaticas variaram (P<0,05) entre
os reprodutores (Tabelas 3 e 7), apresentando valores méximos de 59,02+3,137 ug/0,5mL e
minimos de 38,29+2,553 ug/0,5mL.

Em funcéo das épocas de inseminacdo, as médias das concentragcdes de proteina total
espermatica, de cada reprodutor, mostraram uma acentuada variacdo individual. Foi
observado ainda, que os reprodutores sofreram, com menor ou maior intensidade na
concentracdo de proteina total espermatica, fortes influencias da época8 de inseminagéo, uma
vez que apresentaram valores significativamente (P<0,05) irregulares (Tabela 7).

Nenhuma correlagdo significativa (Tabela 6) foi verificada entre o nivel de proteina
total e os parametros espermaticos. Os maiores coeficientes de Pearson encontrados para as
correlacdes foram entre a proteina total e a concentracdo espermatica (r = 0,258), MIP (r =
279) e vigor (r = 0,161) a fresco, e a MIP (r = 0,157) e vigor (r = 0,234) a descongelacdo. No

entanto, ndo houve significancia.

Tabela 7 — Médias das concentracdes de proteina total dos espermatozoides descongelados,
de caprinos da raca Anglo-nubiana, nas trés épocas de inseminacdo artificial (I, 11
e ).

Epoca de Inseminagéo Avrtificial/ Concentragdo de proteina total (ug/0,5 MI)

Reprodutor
| I 1
115 58,65 73,834 50,048
42 44,76"° 57,97% 39,03P
110 46,74% 30,25 36,98
109 27,13 38,37 54,43
126 40,47°F 54,31%° 39,02°P
148 52,108 60,48% 39,58

AaEe Medias seguida por letras mintsculas (maitsculas) diferentes, nas colunas (linhas),
diferem entre si ao nivel de 5%.
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3. Proteinas da membrana plasmatica dos espermatozoides identificadas

por eletroforese 2-D

Os pesos moleculares (kDa) e pontos isoelétricos (pl) obtidos na eletroforese 2-D de
espermatozdéides descongelados dos reprodutores caprinos utilizados na inseminacao artificial
sdo apresentados nas Tabelas 8 e Figuras 1, 2, 3 e 4.

Com base no peso molecular, as proteinas encontradas foram consideradas como:
peptideos, peso molecular inferior a 20 kDa e proteinas com peso molecular entre 30 a 94
kDa. Essa classificagdo foi definida com base no marcador de massa molecular usado na
corrida eletroforética, cuja faixa foi de 14.400 a 94.000 daltons. As demais massas
moleculares foram determinadas através da equacdo linear da mobilidade relativa (Mr).

Os spots encontrados em todos os géis de SDS-PAGE a 15% foram identificados com
numeracao impar crescente, a partir do niumero 1, conforme apresenta a Figura 1.

Foram encontrados, ao todo, 25 spots, isto é representacdo eletroforética das
proteinas, sendo 11 com pesos moleculares abaixo de 10,5 kDa, considerados peptideos,
conforme definicdo de NELSON & COX (2002). Ainda, como peptideos foram observados
sete spots com pesos moleculares de 11,8 até 16,6 kDa. O restante das proteinas apresentou
pesos moleculares variando de 31,3 até 65,4 kDa (Tabela 8).

Foram observados varios isdmeros, proteinas de peso molecular igual porém cargas
isoelétricas (pl) diferentes, como os peptideos 10,3, 10,5 e 12.2 kDa.

N&o houve variacdo no conteudo de proteinas entre as amostras.

O peptideo de peso molecular 5,7 kDa ndo foi encontrado nos espermatozéides dos
reprodutores 42, 126 e 148 em nenhuma das estacGes de inseminacéo artificial.

Ainda, o peptideo de peso molecular 6,4 kDa ndo foi identificado em todas as EIAs,

em relagcdo ao sémen descongelado de todos os reprodutores.



33

Tabela 8 - Identificacdo de proteinas de membrana dos espermatozoides descongelados de

caprinos da raca Anglo-nubiana, independente de reprodutor e da EIA.

Numero do Spot (Ponto) Peso Molecular (kDa) Ponto isoelétrico (pl)
1,8e14 10,3 4,6a8,7
2 8,4 4,7
3 6,4 5,2
4 5.7 6,3
5 6,9 6,1
6 8,1 6,7
7e10 10,5 57a 6,7
9 10,0 6,2
11 11,8 6,6
12e13 12,2 5,0a5,6
15 13,6 5.2
16 141 6,3
17 14,5 7,0
18 16,6 6,6
19 38,3 5,6
20 26,8 7,3
21 31,3 7,2
22 36,4 6,7
23 64,2 4,6
24 65,4 5,5

25 61,3 6,5
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Figura 12 — Gel referéncia de eletroforese bi-dimensional de proteinas de membrana de
espermatozdides descongelados de reprodutores caprinos da ragca Anglo-
nubiana.
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Figura 13 - Géis de eletroforese 2-D da membrana plasmatica de espermatozdides
descongelados, de caprinos da raga Anglo-nubiana, em fungdo da
primeira época (seca) de inseminacdo artificial.
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Figura 14 - Geis de eletroforese 2-D da membrana plasmatica de espermatozéides
descongelados, de caprinos da raga Anglo-nubiana, em fungdo da
segunda época (chuvosa-seca) de inseminacao artificial.
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Figura 15 - Géis de eletroforese 2-D da membrana plasmatica de espermatozdides

descongelados, de caprinos da raca Anglo-nubiana, em funcéo da terceira
época (seca- chuvosa) de inseminacéo artificial.



"(111°8 11 1) reronynte ogdeuwasul ap seaody

sep ogduny wse ‘euelgnu-ojbuy edes ep sourided ap saplozorewsadss ap eanewse|d euelquisw ep seulalold sep eolyelb oedejussasdey - 9T eInbIH

0C 6T 8T LTOT ST VI ETCTTIOL 6 8 L 9 § ¥ € ¢ 1T

8¢

,slods,, ap oJawnN

f: 2 —
9zZTY
60Ty ]

OTTY I

vy

STTY

11l YI3-sau0inpoiday

0¢

o¢

ov

]

0L

(e@») Jenosjow osad - seulalold

.S1ods,, ap oJawWNN

6T 8T LTOT ST VT ET CT ITOT 6 8 L 9 S v € ¢ 1T

e S —
ozTy
60Ty 1
0TTY I

cry

STTY
1l VI3-saloinpoiday

(e@y) reinosjow osad - seulalold

.S10ds, ap oswNN
0Z 6T 8T LT 9T ST YT €T CT TTOT 6 8 L
L

9 v €1

| VI3-sai0inpoiday

8yTd ]
9zTy |
60Td [
OTTY I 09

zvd
STTY

(e@y) fejnosjow osad - seuislold



39

4. Fertilidade dos reprodutores

A fertilidade do sémen descongelado foi avaliada estatisticamente pelo qui-quadrado.
A avaliacdo foi realizada ap6s a inseminacdo de 321 cabras distribuidas entre os seis
reprodutores caprinos da raca Anglo-nubiana, nas trés épocas de inseminacdo artificial,
verificando a taxa de congelabidade pela taxa de prenhez. A analise estatistica ndo revelou
diferenca significativa (P>0,05) entre reprodutores, para fertilidade do sémen descongelado
(x = 0,6326). A taxa de prenhez, média, considerando a totalidade dos reprodutores e
inseminacdes foi de 15,26 % (Tabela 9). Nao houve diferenca na taxa de prenhez entre
reprodutores (P>0,05).

Tabela 9 — NUmero de cabras e taxa de prenhez apds inseminacdo com sémen descongelado
de reprodutores da raga Anglo-nubiana.

Cabras inseminadas/taxa de prenhez

Reprodutor

Prenhe N&o Prenhe Total (%)

115 11 47 58 18,97

42 09 43 52 17,31

110 09 46 55 16,36

109 09 47 56 16,07

126 07 39 46 15,22

148 04 50 54 7,41
Total 49 2172 321 15,26

Qui-quadrado, 5 Graus de liberdade = 3,4390, P = 0,6326, N&o significativo.

No entanto, houve diferenca estatistica (P<0,05) na taxa de fertilidade dos
reprodutores quando a taxa de prenhez foi avaliada em fungcdo de EIA, observando-se

redugdo da primeira para a terceira época (Tabela 10).
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Tabela 10 — NUmero de cabras e taxa de prenhez apds inseminacdo com sémen descongelado

de reprodutores da raca Anglo-nubiana, nas trés épocas de inseminacao
artificial (1, 11, 11).

Epoca de Inseminacéo Artificial/Taxa de prenhez

S

>

B3 I I i

S

ad P NP Total % P NP Total % P NP Total %

115 | 06 20 26 23,08 |03 12 15 20,002 |02 15 17 11,76°

42 05 17 22 22,73* |03 12 15 20,00 |01 14 15 6,67°

110 | 05 19 24 20,832 |02 14 16 12,50% |02 13 15 13,332

109 | 05 18 23 21,74% |03 15 18 16,672 |01 14 15  6,67°

126 | 04 12 16 25,00% |03 11 14 2143% |00 16 16 0,00°

148 | 02 18 20 10,00* |01 18 19 526% |01 14 15 6,672
Total | 27 104 131 20,61 |15 82 97 15,46 |07 86 93 7,53

P = Prenhe; NP = Né&o Prenhe
Qui-quadrado, 10 Graus de liberdade = 19,3573, P = 0,0360, Significativo.
| = época seca; Il = época chuvosa-seca; Il = época seca-chuvosa.
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DISCUSSAO

1. Parametros espermaticos

O quadro espermatico dos seis reprodutores caprinos usados neste estudo esta dentro
da normalidade e atende aos padrdes estabelecidos pelo CBRA (1998) para 0 processamento
de sémen, visando a congelacdo. Ainda, estdo de acordo com os achados de SANTOS (1995)
quando avaliou esses mesmos parametros no sémen das ragas Moxot6 e do meio-sangue
Moxotd-Pardo Alpina, nas mesmas condi¢Ges de ambiente e manejo. E, de conformidade
com AZEREDO et al. (2001), ao trabalhar com animais da raca Saanen, de porte e idade
bastante heterogénea.

A motilidade individual progressiva no sémen a fresco apresentou valores médios
superiores a 60,0%. Valores estes que apds o sémen ser submetido a criopreservagdo e a
descongelacdo, declinaram a valores medios abaixo de 30,0%. Considerando os padrbes de
qualidade de sémen caprino congelado preconizados pelo CBRA (1998) os valores obtidos
apos a descongelacdo ndo sdo compativeis para uso em LA,

Segundo WATSON (2000) e KELLY et al. (1997), a criopreservacdo pode
comprometer a MIP, afetando a habilidade da célula espermética de atingir o local da
fecundacdo. Outra conseqiiéncia é a diminuicdo do periodo de sobrevivéncia dos
espermatozéides no Utero, apds serem submetidos ao estresse da criopreservacdo (WATSON,
2000). A criopreservacdo dos espermatozoides dos ovinos afeta a mitocondria além da
membrana do acrossoma com a consequente perda do conteudo do acrossoma, impede a
penetracdo da zona pelucida (NISHIZONO et al., 2004). Para MARTIN et al. (2004), a
criopreservacdo induz a apoptose em espermatozoides bovinos, abrindo os poros da
mitocondria, dessa forma reduzindo o potencial de protecdo da membrana, com perda de
fatores que ativados, levam a degradacéo da célula espermatica.

Possivelmente, o processo de criopreservacao do sémen caprino que inclui a remocéo
do plasma seminal, diminua a protecdo aos choques térmicos devido a insuficiente presenca
de lecitina e de outros fatores importantes no processo da fecundagéo. A criopreservacao e a
descongelacdo, também, podem levar a alteracdes na membrana plasmatica apos a lavagem
ou a diluicdo do ejaculado e, até mesmo, a remocdo de proteinas, o que implicara em

mudanca na composi¢do protéica na populacdo de espermatozoides (HAMMERSTEDT et al.
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1990; COLLIN & BAILEY, 1999), interferindo, negativamente no mecanismo da
fecundacdo. Portanto, com a remocéo de determinadas proteinas pode haver modifica¢Ges na
relacdo dos lipidios, impedindo os processos de reacdo acrossdmica, de ligacdo do
espermatozdide a zona pelucida e de fecundagdo (LESSARD et al., 1999).

O plasma seminal tem como func@es, dentre outras, o transporte dos espermatozdides,
a garantia da sobrevivéncia dessas células no sistema genital feminino previne a capacitacdo
espermatica prematura (YANAGIMACHI, 1994) e protege as células espermaticas contra
danos peroxidativos (SCHONECK et al., 1996). E, ainda, neutraliza o pH &cido da vagina,
tendo uma agdo imunossupressora. O papel do plasma seminal deve-se a sua composicao:
grande quantidade de proteinas, incluindo enzimas, hormonios, fatores de crescimento,
fatores antifertilidade ou imunossupressivos, ligadores de andrégenos, inibina e
imunoglobulinas (YANAGIMACHI, 1994).

O plasma seminal também € rico em antioxidantes. Apesar disso, as células
espermaticas se tornam sensiveis, principalmente, quando submetidas ao estresse térmico,
levando a producdo de espécie oxigénio reativo (ROS), aumento de peroxidacdo lipidica,
queda da motilidade e danos no citoesqueleto (WILLIAMS & FORD, 2004).

Em funcéo dos fatores acima mencionados é questionavel a criopreservacao de sémen
caprino durante a época de transi¢cdo seca-chuvosa, que compreende 0s meses de dezembro a
janeiro, na grande maioria do semi-arido nordestino. SANTOS et al. (1999) constataram, em
caprinos das ragas Anglo-nubiana, Pardo Alpina e Saanen, que a producdo de doses de sémen
aprovada para uso, nesta época € baixa, e ndo compativel com o custo do processamento.

Além da MIP a descongelacdo, também, a morfologia espermatica, considerando os
defeitos totais, na maioria dos reprodutores, sofreu aumento. No entanto, convém lembrar
gue, mesmo no sémen a fresco, a taxa dos defeitos foi alta e em desacordo com os padrdes de
qualidade para uso na inseminacgéo artificial (SILVA et al., 1993). O fato de que ocorreu
aumento no percentual de defeitos a descongelacédo evidenciou o conhecido efeito negativo da
criopreservacdo (Watson, 2000), com a possibilidade de ter, também, ocorridos danos
funcionais as células espermaticas, contribuindo para a reduzida fertilidade ao parto,
observada no estudo.

A criopreservacao afeta a integridade do acrossoma e pode antecipar a capacitacao e
queda na capacidade de fecundacdo in vitro (MARTIN et al., 2000; WATSON, 2000).
PARKS e GRAHAM (1992) afirmam que, a criopreservacdo do espermatozdide provoca
alteracGes nas membranas plasmaticas, reduzindo a fertilidade. Essa reducdo é atribuida as
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alteracdes estruturais e funcionais das membranas durante os processos de resfriamento,
congelacdo e descongelacdo e, traz como consequéncia queda na qualidade da célula
espermatica. A observacdo de alteraces no nimero de defeitos morfoldgicos, na integridade
do acrossoma e na MIP deve ser considerada uma vez que existe correlacdo positiva e elevada
entre elas e a capacidade fecundante da célula espermatica (BELLACHEY et al., 1988;
NAGY et al., 2000).

No entanto, neste trabalho, o controle de qualidade do sémen, ndo foi acompanhado
de testes funcionais como preconizados por VALCARCEL et al. (1994) e WATSON (1995),
principalmente em programas de inseminagdo artificial. Em vista disso, ndo foram
identificados alguns dos fatores funcionais que poderiam ter influenciado a taxa de
fertilidade. Os danos causados as membranas e organelas espermaticas nem sempre sdo
observados pelas avaliacbes morfolégicas de rotina, através da microscopia oOptica,
resultando numa avaliacdo incompleta da funcionalidade das células espermaticas (SILVA,
1998).

Um dos fatores funcionais que poderia ser, também, considerado entre o0s
responsaveis pela baixa fertilidade alterada pelo processo de criopreservacdo é a mudanca na
composicdo lipidica, importante fator de integridade estrutural e funcional (PARKS &
LYNCH, 1992). Este fator afeta a mitocondria, diminuindo a producdo de energia
(NISHIZONO et al., 2004), e altera a permeabilidade da membrana espermatica aos ions
Ca™, HCO e K", antecipando a capacitacdo e a reacéo acrossomica (PURDY & GRAHAM,
2004).

No entanto, vale ressaltar que a fertilidade é um atributo que envolve os dois sexos,
masculino e feminino. Portanto, a baixa taxa de prenhez obtida apos a inseminacdo artificial,
isto é, 15,26%, considerando a média de todos os reprodutores poderia ser oriunda nao
apenas da baixa eficiéncia da célula espermatica, apos descongelagdo, mas também associada
a possiveis problemas de manejo, particularmente da nutricdo e reprodutivos da fémea.
Ressalte-se que as fémeas poderdo ter contribuido para a baixa taxa de prenhez devido as
condi¢cbes de manejo, especificamente nutricional. Ja foi descrito que a deficiéncia da
nutricdo mesmo de macro e microminerais pode ser causa de falhas na manutengdo da
prenhez, implicando na reabsorcéo e em abortos (SILVA & UNANIAN, 1989).
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2. Proteinas da membrana plasmatica dos espermatozdides identificada

pela eletroforese 2-D

O componente protéico da membrana plasmatica do espermatozdide é fundamental
como fator de ligacéo e receptor no mecanismo de fecundagéo in vivo e in vitro.

Considerando o contetdo de proteina total da membrana dos espermatozdides, é
interessante observar que houve influéncia da época de colheita e processamento do ejaculado
sobre este pardmetro. A maior concentracdo de proteina total seminal deu-se na época de
transicdo chuvosa-seca (EIA I1) refletindo a influéncia da qualidade do volumoso, achado este
semelhante ao descrito por PINHEIRO et al. (1996) que estudaram os niveis de proteina total
do plasma seminal de caprinos ao longo do ano.

Ao pesquisar o componente protéico da membrana plasmatica dos espermatozdides,
por meio de eletroforese bidimensional, foi enfocada a identificacdo de peptideos, isto é
proteinas de baixo peso molecular, em funcdo da sua importancia e constatada relacdo, cada
vez mais crescente, com a capacidade de fecundar (BELLIN et al., 1998; KILIAN et al.,
1999; MARQUES et al., 2001; SILVA et al., 2003).

Embora, o direcionamento do nosso estudo foi a identificacdo de peptideos, os demais
trabalhos, que utilizaram espermatozoides, constataram que, a maioria das proteinas era de
baixo peso molecular, independentemente da condicéo dos espermatozoides, isto é, frescos ou
congelados (REYES-MORENO et al., 2002; LIMA DIAS, 2000). Este fato condiz com a
proposta e os resultados do nosso estudo.

Do ponto de vista qualitativo e, principalmente, quantitativo, o Unico material “rico”
em proteinas, em funcgéo das secrec¢des das glandulas anexas, € o plasma seminal (SHIVAJI et
al., 1990), mas o plasma seminal ndo fez parte do nosso trabalho. No entanto, ao ser ejaculado
grande parte das proteinas do plasma seminal esta ligada a membrana do espermatozéide.
Assim sendo, é racional admitir que as proteinas encontradas na membrana plasmaética,
também, estdo presentes, em maior ou menor frequéncia, no plasma seminal (MANJUNATH
& SAIRAM, 1987).

Em referéncia ao material analisado, a membrana plasmatica de espermatozdides de
caprinos a descongelacdo, & possivel que ocorreram alteracbes no conteudo protéico
encontrado, uma vez que, o estresse térmico durante o processo de congelagdo pode levar a
diminuicdo da quantidade de proteinas (OLERO et al., 1997; WATSON, 2000; LIMA DIAS,
2000).
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Neste estudo, os pesos moleculares das proteinas da membrana plasmatica dos
espermatozodides dos reprodutores caprinos variaram de 5,7 a 65,4 kDa. Considerando a
totalidade das proteinas observadas esses pesos sdo semelhantes aos encontrados, em bovinos
por ARORA & JAIN (1994), de 7 a 71 kDa, e por LIMA DIAS (2000), peptideos de 3,8 a 45
kDa.

A técnica da eletroforese bidimensional permitiu visualizar um grande numero de
proteinas, com maior freqiiéncia daquelas de baixo peso molecular, ou seja, inferiores a 14,5
kDa. Achados semelhantes foram descritos por SOUZA (2004) no plasma seminal de ovinos
da raga Santa Inés em func¢do da idade e do desenvolvimento corporal, além daquelas de peso
molecular inferior a 16,6 kDa.

As proteinas identificadas nas membranas dos espermatozoides de caprinos
descongelados, respectivamente de 11,8 e 14,1 kDa foram, também, observadas nos
espermatozéides pos-descongelacdo, de bovinos, por LIMA DIAS (2000), utilizando
eletroforese unidimensional e SYNTIN et al. (1996), utilizando eletroforese 2-D. O peptideo
de 14,1 kDa é semelhante a proteina descrita por NAZ & AHMED (1994) na membrana do
espermatozdide humano a fresco, responsavel pelo processo de ligacdo a zona peldcia ou
associada a uma atividade semelhante aos fatores de crescimento, como sugerido por
EINSPANER et al. (1993).

Ainda, os pesos moleculares, 6,9 e 10,3 kDa, observados ha membrana espermatica
de caprinos foram, também, encontrados por ARORA & JAIN (1994), pesquisando
componentes protéicos presentes na cabeca de espermatozoides bovinos.

Os peptideos, 8,4 e 10,3 kDa, identificados nos espermatozdides dos caprinos, no
sémen descongelado, sdo semelhantes aos descritos por LIMA DIAS (2000), peptideos de 8,5
e 10,3 kDa, em espermatozdides de bovinos, no sémen a fresco. Segundo 0 autor esses
peptideos, estavam correlacionados a motilidade de 70 a 80%. Nos caprinos, a motilidade alta
(68 a 86%) no sémen a fresco diminuiu a descongelacédo (21 a 28%). Tratando-se de sémen
congelado esses peptideos, provavelmente, atuam de forma inversa. Este resultado condiz
com o relatado por AL-SOMAI et al. (1994), que observaram ser esses peptideos associados a
queda da motilidade na p6s-descongelacdo. No entanto, resultados contrarios foram descritos
por SOUZA (2003). Este autor observou que a existéncia de proteinas no plasma seminal de
ovinos, pos-puberes, estava associada a melhora na motilidade individual progressiva e

concentracdo espermaética.
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Em particular, a proteina de 10,3 kDa foi também, descrita como inibidora de
Na*K*ATPase e em parte responsavel pela motilidade (CHAO et al., 1996). Os peptideos de
10 a 12 kDa, que estavam presentes em todas as amostras e épocas de inseminacdo artificial
foram semelhantes aos relatados por De LAMIRADE et al. (1984) no plasma seminal de
bovinos, coelhos e suinos, sendo considerados pelos autores como inibidores de motilidade.

E interessante observar que, em geral, a proteina de 10,3 kDa aparece com maior
frequiéncia, ndo apenas neste estudo como, também, na maioria dos trabalhos de identificacdo
de proteinas do sémen em outras espécies animais.

Os peptideos de 5,7 kDa encontrados na membrana plasmatica de caprinos foram,
também, identificados no plasma seminal de bovinos (UNANIAN et al., 2001) e suinos
(STRZEZEK et al., 1992). Nesta ultima espécie tendo sido associados ao efeito inibidor sobre
a motilidade, tanto no sémen a fresco quanto congelado. Ainda, SHIVAIJI (1988) estudando
plasma seminal de ratos e humano, observou que as proteinas acima de 5 kDa se assemelham
ao semiplasmin, peptideo relacionado a baixa motilidade e a rea¢do acrossomica.

Os peptideos de peso molecular de 5,7 e 6,4 kDa foram ambos identificados na
membrana espermatica somente dos reprodutores 109, 110 e 115, na primeira época de
inseminacdo artificial. Enquanto nos reprodutores 42, 126 e 148 foram identificados, apenas o
peptideo de 6,4 kDa, nesta mesma época. Estes peptideos também foram observados na
membrana plasmatica de espermatozoides ejaculados e plasma seminal de roedores
(AARONS et al, 1991; IRWIN ET AL., 1983). Nestes animais esses peptideos foram
considerados inibidores de protease, propiciando a indugdo da reacdo acrossémica necessaria
a penetracdo dos espermatozoides nos ovocitos.

Por outro lado, a abundancia de proteinas espermaticas de baixo peso molecular
evidenciada neste estudo podera ser responsavel pela baixa fertilidade encontrada apés a
inseminacdo artificial. O que esta de acordo com os achados de UNANIAN et al. (2001) ao
apontarem a presenca de proteinas de baixa massa molecular como a causa para a baixa
fertilidade, em bovinos da raca Nelore. Neste sentido, os resultados do nosso estudo estéo,
também de acordo com os de KILLIAN et al. (1993), que descreveram a existéncia de
proteinas de 16 kDa como responsaveis pela baixa fertilidade em touros.

Ja, as proteinas de peso molecular 31,3 kDa encontradas se assemelham as
glicoproteinas descritas por MILLER & AX (1990) e BELLIN et al (1998), em plasma
seminal e espermatozdides de bovinos, e mesmo nos ratos (SHIVAJI et al., 1990). Mais
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recentemente foi constatado que essas proteinas fazem parte de um grupo, o heparin binding
protein (HBP) relacionado a capacitagéo e reacdo acrossomica (LENZ et al., 2000).

Ainda, a proteina de 38,3 kDa identificada neste estudo, também, foi descrita por
COOPER (1990), como tendo acdo agregadora no esperma de epididimo humano.

Uma outra proteina considerada como glicoproteina, € a de 61,3 kDa , encontrada em
nosso trabalho. Esta proteina foi descrita, no plasma seminal de hamsters, por SHIVAGI et
al. (1990), além de que foi sugerido ser similar a proteina de 71 kDa registrada em
espermatozdides oriundos do epididimo de ovinos. Ela foi considerada andrdgeno-
dependente, sendo sintetizada na cabeca do epididimo. Provavelmente, essa proteina tem
influéncia sobre a maturacdo espermatica e participa da fecundacdo dos ovocitos. Em
caprinos, PELLICER-RUBIO et al. (1997) descreveram uma glicoproteina com 60 kDa e a
relacionaram com a capacidade fecundante da célula espermatica. Essas duas proteinas por
apresentarem pesos moleculares muito proximos, e por serem ambas glicoproteinas, é
possivel fazerem parte de um mesmo grupo.

A proteina de 65,4 kDa foi também relatada por SHIVAII et al. (1990), na membrana
plasmatica de espermatozoOides ovinos, sendo originaria do epididimo e envolvida na
maturacdo da célula espermatica.

Embora a eletroforese bidimensional, usada neste estudo, identificou proteinas que
funcionalmente sdo ligadas ao processo de fecundacgdo, aparentemente, a presenca dessas
proteinas ndo influenciou positivamente a fertilidade. A atuagdo das proteinas de baixo peso
molecular, peptideos, provavelmente, se sobrepds as demais encontradas na membrana
plasmatica dos espermatozdides. Assim, a baixa fertilidade, neste estudo, possivelmente,
ocorreu em funcdo da maior presenca e atividade das proteinas de baixo peso molecular,
condizendo com os achados de UNANIAN et al. (2000). Entretanto, a fertilidade depende de
mudangas na superficie da membrana plasmatica dos espermatozoides, isto é adesdo e
liberacdo de proteinas, que atuam no processo da fecundacdo. Porém, o estresse térmico pode
provocar fraturas e desligamentos de proteinas (DONAGHUE et al., 1992), que

comprometem a ligacdo do espermatozdide a zona pelucida, impedindo a fecundacéo.
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CONCLUSAO

O estudo estabeleceu o protocolo para extracdo e identificagdo de proteinas da
membrana plasmatica de espermatozdides congelados de caprinos, para uso na eletroforese

bidimensional (2-D).

O perfil eletroforético revelou a presenca de peptideos de peso molecular 5,7 a 26,8
kDa e proteinas de 31,3 a 65,4 kDa.

N&o houve variagdo, entre reprodutores, quanto & presenca da maioria das proteinas

identificadas na membrana plasmaética de espermatozéides congelados de caprinos.

Os peptideos de 5,7 a 6,9 kDa ndo apareceram na membrana plasmatica de
espermatozdides congelados de caprinos em algumas das épocas de congelagao, sugerindo

variacdo do contetdo protéico em funcédo das épocas.
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ANEXOS

Anexo 1
Item 1 - Protocolo de congelacéo de sémen caprino - LATSIA, Embrapa Caprinos.
Meétodo e regime de coleta de sémen: vagina artificial; trés vezes por semana.
Avaliacdo Laboratorial - Valores minimos aceitaveis: Volume: 0,3 ml;
Concentracao: 1 x 10%sptz/mm?
Aspecto: leitoso;
MIP e Vigor: 60% e 3,0
Lavagem: Dupla centrifugacdo a 1.400 G (3.000 rpm), Solucdo de Krebs-Ringer-fosfato
(modificada), na proporgéo de 1 : 9; duragdo: 10 minutos, cada.
Diluicao*- Fracdo sem crioprotetor: adicionada a temperatura ambiente
Fracdo com crioprotetor (5%): a temperatura de 4 °C, e em trés etapas, a
intervalos de dez minutos entre elas.

*Calculo do volume de diluidor/ejaculado: volume X concentragdo X MIP +

concentracdo da palheta (0.3) + 2 duas etapas de diluigdo + 3 diluicdes com crioprotetor.

Envase: O sémen € aspirado em palhetas, previamente identificadas e, lacradas com

alcool polivinilico ou massa de modelar.

Vaporizacdo: Palhetas sobre a rampa de congelagéo, em posicado horizontal, numa altura
de dez centimetros do fundo do tanque e cinco da coluna de nitrogénio
liquido e submetidas aos vapores, por oito minutos.

Congelacdo: Palhetas mergulhadas em nitrogénio liquido e, transferidas para um botijao
criogénico.

Avaliacdo pds-descongelacdo: Aprovadas partidas com valores minimos aceitaveis para:

MIP e Vigor: 40,0% e 3,0

Item 2 - Diluidor a base de leite de vaca desnatado

Leite em po desnatado ..........cccceverevvrciieinnenn 10g
GlICOSE evivieieeie et 194mg
Agua destilada ..........cccccevveveeeeiieeeeeeeens 100ml

Diluir a glicose na agua destilada. Em seguida, adicionar o leite em pd e deixar em
agua fervente, durante 10 minutos. Deixar “esfriar” a temperatura ambiente e adicionar 100

Ul de penicilina e 50 mg de estreptomicina por 100 mL de diluidor.
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Anexo 3
Item 1 — Protocolo para extragdo de proteinas totais de membrana de espermatozdides
congelados de caprinos, adaptado de BERKELMAN & STENSTED (1998)

- Descongelar o sémen a 37 ° C, durante 30 segundos e adicionar tampé&o de lavagem: Solucéo
Tris-Cloreto (TC), pH 7,4; (Item 2);

- Centrifugar o conjunto a 4 °C a 300 G, durante 10 minutos por 4 vezes, para lavar os
espermatozdides e remover o diluidor;

- Adicionar o tampé&o de extracdo protéica, composto da Solugdo TC + Triton X 100, a 0,2%);
agitar por cinco minutos e centrifugar a 9.300 G durante 15 minutos;

- Recolher o sobrenadante e precipitar com 10% de Acido tricloroacético (TCA);

- Agitar em vortex e centrifugar a 9.300 G, durante 15 minutos;

- Lavar em acetona gelada e centrifugar por quatro vezes a 9.300 G durante cinco minutos.

- Secar 0 extrato protéico obtido, a temperatura ambiente até a dosagem.

Item 2 - Solucéo Tris-Cloride, pH 7.4 (Tampéo TC)

TEIS = A MMM o 48 mg
CaCl2 - 2 MM et es 22 mg
Agua DIdestilada (0.5.0) «..eveveereeereerreeeieiseee ettt 100 mL

Item 3 - Tamp&o de extragdo de proteina de membrana de espermatozoide
B IF- 101 7 0 T I PSPPI 20 mL
THIEON X 100 @ 0,290 ..oeiveeiecie ettt ettt re e nrs 40 pl

Item 4 - Solucdo de Reidratacédo (SR)

(=Y F= A Y TR 2,109
THOUMBIA = 2 Ml oottt e te et e e s reeteeneenraene e 0,759
Q.S P ettt ettt 5mL*

* Preparar 5 mL de Uréia/Thiouréia 9 M - incubar com 1% de Amberlyte, filtro em pd. Agitar
a frio (em geladeira) por 1 hora. Filtrar em millipore, 0,22 um. Armazenar em aliquotas de 1

mL, em freezer. No momento da reidratacdo, acrescentar por aliquota:

- Ditiotreitol (DTT) - 65 MM ..o 10 mg
- Pharmalyte 3-10; 0,590 ...cccveiiiieiieie ettt ettt nre e e e 5ul
10T I, G 0 L0 T 1R 10 i

- Azul de Bromophenol ..o tracos
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Item 5 - Solucdo de equilibrio

Tris-HCI = L5 M; PH 8,8 . 1,65 mL
U = BIM et 15,0 mL
(C] [ Tor=T o] B 0 OSSPSR 18,02 ¢
SDS = 200 ettt e b et et re s tena e re e 109
BromOTeNOL ... e Tracos
AQUa DIAESEIAAA §.S P. cvvveieereeieeeeeeee ettt 50,0 mL

Item 6 - Solucdo Corante PhastGel Blue R-350
Corante estoque
Dissolver 1 tablete em 80mL de agua bidestilada sob agitacdo, durante 10 minutos.

Adicionar 120mL de metanol e agitar até completa dissolucédo. Filtrar Corante

Preparar 1.000 mL para uso:

Corante estoque

IVIBEANON ..ttt nnnnn 900mL
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