Analise da intensidade de volume diferencialmente expressa de proteinas do plasma seminal

de caprinos da raga Moxotd nos periodos seco e chuvoso do semidrido nordestino

Roberta Vianna do Valle!, Angela Maria Xavier Eloy®, Nadiana Maria Mendes da Silva®, Jodo Ricardo Furtado®

!Aluna do programa de pés-graduagio em Zootecnia da UVA/Embrapa. Bolsista FUNCAP. e-mail: betadovalle@yahoo.com.br
2pesquisadora Embrapa Caprinos e Ovinos, Sobral-CE
®Bolsista de DTI CNPq

“Assistente de laboratorio da Embrapa Caprinos e Ovinos

Introducgéo

O estresse provocado por temperaturas ambientais elevadas, além de interferir nos parametros
fisiolbégicos como temperatura retal e frequéncia respiratéria, afeta o desempenho reprodutivo dos
animais via eixo hipotalamo-pituitaria-génada (River e Rivest, 1991). A composi¢do molecular do
plasma seminal possui caracteristicas inerentes a cada espécie, podendo diferir entre os tipos e a
atuacdo das proteinas espermaticas.

Os componentes do plasma seminal, especialmente as proteinas, desempenham um papel
importante em todos os processos relacionados com a capacidade fecundante dos espermatozoides.
Diversas técnicas avancadas na protedmica, como eletroforese bidimensional, espectrometria de
massa e cromatografia liquida, tém sido empregadas para a detec¢do de marcadores bioquimicos de
fertilidade, de congelabilidade dos espermatozoides e viabilidade do sémen (Jobim et al., 2003) de
varias espécies de animais domésticos. A protedmica tem como objetivo estudar conjuntos de
proteinas expressas pela célula em um dado momento e sob determinadas condi¢fes. Sendo assim, a
eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2DE-PAGE), representa 0 método classico e

também mais utilizado para a separacgdo e caracterizacdo de proteinas do plasma seminal.

Objetivos

O objetivo desse trabalho foi identificar proteinas com intensidade de porcentagem de volume
(%\Vol) diferencialmente expressas no plasma seminal de caprinos da raga Moxoté nos periodos
seco e chuvoso, com identificagdo do ponto isoelétrico e massa molecular, atraves da técnica de

eletroforese bidimensional.

Metodologia

O experimento foi realizado na fazenda sede da Embrapa Caprinos e Ovinos e no Ndcleo de
Biotecnologia de Sobral (NUBIS), localizada no municipio de Sobral, Ceara, na regido semiarida do
Nordeste, a 3°42' de latitude Sul e 40°21' de longitude Oeste, e uma altitude de 83 metros. A

temperatura media anual é de 28°C, com médias, minimas e méaximas, de 22°C e 35°C,



respectivamente, e umidade do ar de 69%. Foram utilizados cinco reprodutores caprinos da raca
Moxoto, clinicamente sadios, com peso vivo entre 34 e 39 kg e idade variando de trés a seis anos,
mantidos sob sistema intensivo de criagéo, recebendo suplementagéo alimentar.

O sémen foi colhido, semanalmente, nos meses de maio e junho de 2010 (periodo seco) e de
janeiro e fevereiro de 2011 (periodo chuvoso) através de vagina artificial. Em seguida, o sémen foi
submetido a duas centrifugacGes, sendo a primeira a 1.500 g, & 4°C por 30 minutos para a separagdo
do plasma seminal e, a segunda, a 10.000 g, a 4°C por 60 minutos visando retirar os fragmentos
celulares. As analises de proteinas totais do plasma seminal foram realizadas através do método
descrito por Bradford (1976).

Realizou-se um pool individual de cada animal, totalizando 10 pools, sendo cinco do periodo
seco e cinco do periodo chuvoso, todos em duplicata.

Para a eletroforese bidimensional, um volume contendo 400 ug de proteina foi adicionado a
uma quantidade de solucdo de re-hidratacdo (Uréia 7M, Tiouréia 2M, Ditiotreitol (DTT) 65 mM,
anfdlitos livre 0,5% (IPG buffer, 4-7), CHAPS 0,5% ¢ “tragos” de azul de bromofenol suficientes
para 250 pg. Essa solucdo foi incubada com tiras de 13 cm com gradiente de pH imobilizado de 4-7
por, aproximadamente, 16 horas. A focaliza¢do isoelétrica foi conduzida em um equipamento
ETTAN™ IPGphorlI™, sendo as tiras incubadas em duas solugdes de equilibrio logo apés essa
etapa. A primeira continha Tris (pH 8,8; 1,5 M) 50mM, Glicerol 87%, Uréia 6M, SDS 2%, “tragos”
de azul de bromofenol, agua Milli-Q (g.s.p. 50 mL), adicionadas a 57,8 mg de DTT, enquanto que a
segunda era adicionada 69,3 de iodocetamida ao invés de DTT. Os tempos de imersdo das tiras
foram de 15 minutos para cada solu¢do, sob agitacdo. Apds o equilibrio, as fitas foram posicionadas
no gel 2D SDS-PAGE. Apds a corrida, os géis foram fixados por 15 minutos em solucédo | (etanol
30%, é&cido fosforico 2%) e corados em 200mL/gel solugdo Il (Coomassie Blue G-250 — solugédo
aquosa a 2%) por cerca de 24 horas. Depois os géis foram digitalizados através do programa
LabScan (Amersham Biosciences). Em seguida a analise das imagens foi realizada através do
programa Image Master 2D versdo 6.0 (Amersham Biosciences). Os dados foram analisado atraves
da estatistica descritiva, sendo realizada a comparacao da intensidade de %Vol dos spots entre 0s

periodos seco e chuvoso.

Resultados e Discussdes

Dados de intensidade de spots por %Vol diferencialmente expressos entre os periodos seco e
chuvoso foram detectados através de histograma (Figura 1). Os spots que foram identificados
apresentaram no periodo seco uma diferenca de volume pelo menos maior que duas vezes em
relacdo ao periodo chuvoso. E importante frisar que os spots, em geral, ndo apresentarem nenhum

desvio padréo da média de intensidade em ambas repeticdes.



Os spots 105 e 107 apresentaram uma média aritmética de intensidade de %Vol
diferencialmente expressa no periodo seco e chuvoso de, aproximadamente, 0,20% e 0,10%, e
0,31% e 0,22%, respectivamente, sendo esses spots mais expressos no periodo seco, de acordo com
o0 histograma gerado pelo programa Image Master. Em relacdo aos pontos isoelétricos (pl) e massa
molecular (MW), Régo et al. (2011), estudando o plasma seminal de ovinos Santa Inés,
identificaram spots com pl variando entre 4,2 a 6,1 e MW entre 16,6 a 61,3 kDa como sendo Ram
Seminal Vesicles Protein 22 kDa (RSVP-22). Provavelmente os spots 105 e 107, que apresentaram
pl 5,4 e 52 e MW 57,5 e 57,8 kDa, respectivamente em ambos os periodos estudados, sejam a
RSVP-22.

Observou-se uma elevada intensidade de %Vol diferencialmente expressa nos spots 292 e 265
no periodo seco em relagdo ao periodo chuvoso, com pl 48 e 6,1 e MW 155 e 24,3,
respectivamente. As proteinas referentes aos spots 206 e 265 apresentaram pl 6,1 e MW de 24,3
kDa, semelhantes aos valores da espermadesina detectadas no fluido das glandulas sexuais

acessorias (Moura et al., 2006) e plasma seminal de bovinos (Tedeschi et al., 2000).
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Figura 1: Resultado da analise computacional de alguns spots diferencialmente expressos nos periodos
seco e chuvoso de plasma seminal de caprinos Moxoté no semiarido do Nordeste. No grafico as barras
vermelhas indicam o desvio padrdo da média da intensidade dos volumes e a azul indica a média

aritmética.

Consideracoes finais

A andlise computacional de géis bidimensionais do plasma seminal de caprinos da raca Moxotd
revelou que essas proteinas detectadas sdo diferencialmente expressas, sendo observado maior
intensidade de volume no periodo seco em relagdo ao chuvoso. Entretanto, os mecanismos
moleculares e bioquimicos que controlam a diferenciacdo dos varios tipos celulares ainda néo estéo
elucidados, necessitando de mais estudos. Esses resultados sdo fruto do primeiro estudo da

protedmica seminal realizado na raca Moxoto na regido semiarida.
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