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RESUMO

Neste estudo, identificaram-se polipeptideos associados a integridade da membrana plasmatica (IMP) de
espermatozodides suinos apos o processo de congelamento/descongelamento. Por meio do perfil protéico
do plasma seminal em SDS-PAGE, observou-se a presenga de nove bandas polipeptidicas com pesos
moleculares que variaram de 11,97 a 122,52kDa. Detectou-se que uma banda de 26,58kDa esteve
associada a baixa IMP (<55%). Néo foi verificada associacdo entre as outras bandas e a IMP. Conclui-se
que o fator polipeptidico de 26,58kDa esta associado a baixa integridade da membrana plasmatica do
espermatozodide suino apds o congelamento/descongelamento.

Palavras-chave: suino, sémen, proteina, criopreservacao, marcador bioquimico
ABSTRACT

Polypeptides associate to membrane integrity (MI) of swine spermatozoa submitted to freezing and
thawing were identified. The protein profile of seminal plasma analyzed by SDS-PAGE allowed the
identification of nine polypeptide bands with molecular weight ranging from 11.97 to 122.52kDa. One
26.58kDa band was associated with reduced MI (<55%). No associations among other bands and MI
were observed. The 26.58kDa factor is associated with reduction of membrane integrity of swine
spermatozoa after freezing and thawing.
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INTRODUCAO especificos para cada espécie e elas sdo estaveis,
dependendo das condi¢des do sémen (Jelinkova
O plasma seminal ¢ um fluido com papel etal., 2003).
essencial para fungdes espermaticas in vivo,
desde a ejaculagdo, até a fertilizagdo (Kraus et O evento da fertilizagdo nos mamiferos inclui
al., 2005). O plasma seminal contém diferentes interacdes bioquimicas altamente reguladas, tais
componentes, tais como: proteinas que sdo os como: ligagdo de proteinas seminais na
constituintes organicos do fluido seminal, superficie dos espermatozoides durante a
encontrados em maior quantidade. Essas ejaculagdo, interagdo de proteinas de membrana
proteinas sdo importantes fisiologicamente para dos espermatozoides com células epiteliais do
0 sémen e estdo presentes na forma de oviduto, capacitagdo espermatica,
complexos associados. A composi¢do, a reconhecimento dos gametas, ligacdo entre os
conformacdo e o tamanho dessas proteinas sdao gametas, reagdo acrossomica, penetragdo do
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espermatozdide na zona pelicida e fusdo dos
gametas (Jansen et al., 2001; Suarez et al., 2001;
Strzezek et al., 2005). A membrana plasmatica
do espermatozdide pode sofrer remodelagdes
quando o espermatozdide interage com proteinas
do plasma seminal durante a ejaculagdo. Dois
tipos de interacdes protéicas podem estar
envolvidos nesse processo: a interacdo de
proteinas com a membrana espermatica e
interagbes mutuas entre proteinas de formas
monoméricas (Manaskova et al., 2003).

Outras  fungdes e  caracteristicas  dos
espermatozdides que podem ser influenciadas
por proteinas do plasma seminal incluem a
capacitacdo e a rea¢do acrossdmica (Manjunath e
Thérien, 2002), bem como a motilidade
espermatica (Curi et al., 2003), e a integridade
gendomica (Chen et al, 2002). Por isso, a
caracterizagdo de proteinas presentes no plasma
seminal de diferentes espécies, pela identificagdo
dos polipetideos, pode fornecer elementos para a
certificacdo da fertilidade e da congelabilidade
do sémen (Killian et al., 1993; Roncoletta et al.,
1999; Jobim et al., 2004; Moura et al., 2006).

Proteinas do plasma seminal bovino (BSP) foram
identificadas como tendo a propriedade de
ligagdo a superficie do espermatozoide,
diminuindo sua quantidade apos a
criopreservacdo do sémen, sugerindo alguma
relacdo com a congelabilidade do sémen (Nauc e
Manjunath, 2000). Entretanto, ¢ desconhecida a
influéncia destas proteinas sobre o processo de
criopreservacdo do sémen. Por outro lado, a
presenga de um fator polipeptidico de 61,8kDa
no plasma seminal de touros da raga GIR foi
identificado como associado a congelabilidade
do sémen desta raga (Roncoletta et al., 1999).
Contudo, nao foram estudados polipeptideos
relacionando proteinas do plasma seminal com a
integridade da membrana plasmatica de sémen
suino criopreservado.

Este trabalho teve por objetivo identificar
polipeptideos  provavelmente associados a
integridade da membrana plasmatica do sémen
suino submetido ao congelamento e ao
descongelamento.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados neste estudo trés machos suinos
adultos mantidos sob as mesmas condigdes
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ambientais e de manejo. Para a coleta,
processamento e criopreservacdo do sémen,
foram realizadas seis coletas de cada macho. As
coletas foram realizadas por meio da técnica da
mao-enluvada usando-se um copo plastico
protegido por um copo isotérmico recoberto por
gaze, a fim de separar a fra¢do do ejaculado rico
em gel. Somente a por¢do do ejaculado com
maior concentracdo espermatica foi utilizada
para o processo de congelamento (Westendorf et
al., 1975; Bordignon et al., 1996).

Imediatamente apos a coleta do sémen, para cada
macho foi obtida, da fracdo rica em
espermatozodides, uma aliquota de 20ml em tubo
conico de 50ml e diluida (1:1, v/v) no diluente
Beltsville Thawing Solution (BTS) (Pursel e
Johnson, 1975). Apos a diluigdo inicial, foi feito
o resfriamento por 90min a 24°C, e seguiu-se o
resfriamento por mais 90min até 15°C, quando
entdo foi feita a centrifugagio' a 800x g por
10min. O sobrenadante foi descartado, e o pelete
de espermatozodides foi re-suspenso no diluidor
de resfriamento (80%, v/v, de solugdo de lactose
a 11%; 20%, v/v, gema de ovo) para uma
concentragio de 1,5x10° espermatozéides/ml. O
resfriamento foi realizado durante 90min até
5°C. No processo de congelamento, foi utilizada
a N,N-Dimetilacetamida (DMA) (C4HyNO) com
peso molecular de 87,12 como crioprotetor
intracelular. O diluidor de congelamento a ser
adicionado a 5°C foi elaborado a partir do
diluidor de resfriamento, acrescido de 1,5% do
detergente Orvus Ex Paste, ¢ 0 respectivo
crioprotetor para concentragdo final de 5%, v/v,
(DMA 5%). O envase do sémen foi feito em
palhetas de 0,5ml, com concentragdo final de
500x10° espermatozoides/palheta. As palhetas
foram congeladas horizontalmente, S5cm acima
do vapor de nitrogénio liquido, por 20min, logo
apos estocadas em nitrogénio liquido a -196°C
até o descongelamento. As palhetas foram
descongeladas a 37°C por 20s, sendo re-
suspensas em tubo conico contendo 10ml de
BTS previamente aquecido a 37°C (1:20, v/v).

Uma aliquota de sémen fresco foi centrifugada
(2000x g, 10min, 4°C) logo apos a coleta. O plasma
seminal foi congelado e mantido em nitrogénio
liquido. Para a analise, as amostras foram
descongeladas e recentrifugadas (3000x g, 10min.,
4°C), para eliminar possivel contaminagdo com
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espermatozoides. O plasma seminal foi diluido trés
vezes em solucdo fisiologica (NaCl 0,9%). Cada
amostra foi preparada para a corrida com 50ul de
plasma seminal e 25ul de tampdo de amostra
(Glicerol; Tris-Hel 0,6173M - pH 6,8; B-
mercaptoetanol; SDS 10%; azul-de-bromofenol;
H,0), apods foram submetidas a fervura por 10 min
para desnaturagdo protéica.

A eletroforese (SDS-PAGE) unidimensional do
tipo descontinua (Laemmili, 1970) foi realizada
com o sistema BIO-RAD Mini-Protean 3 Cell**.
Foram usados géis concentrados a 15%. As
amostras foram concentradas a 50V por 20min, e
a corrida a 100V por aproximadamente 2h.
Como padrao foi utilizado o marcador de peso
molecular BenchMark Protein Ladder™". Os
géis foram corados a temperatura ambiente com
Coomassie Brilliant Blue' em over-night. Os géis
foram analisados com o software TotalLab TL
100 v. 2006°.

Apbs o descongelamento, foi feita a avaliagdo da
IMP espermatica por fluorescéncia (Harrison e
Vickers, 1990), por meio de sondas de diacetato
de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de
propidio (IP). Apds a incubagdo em temperatura
de 22°C por 15min, foi feita a avaliagdo em
microscopio de epifluorescéncia BX 51°, por
meio de excita¢do em filtro WU sob aumento de
400x. Foram contados 200 espermatozoides, em
uma mesma lamina, e classificados conforme sua
coloragdo em integros (corados em verde em
toda sua extensdo) ou lesados (corados em
vermelho).

Apbs o descongelamento das palhetas, foi feita a
distribui¢do de freqiiéncias dos resultados de
IMP dos espermatozoides e feita a categorizagio
em menor de 55% e igual ou maior que 55%.
Com isso relacionou-se a integridade no
descongelamento a presenga ou auséncia de cada
banda protéica no plasma seminal.

RESULTADOS E DISCUSSAO
No total, foram detectadas nove bandas protéicas no

perfil eletroforético do plasma seminal (Tab. 1). O
peso molecular das bandas variou de 11,97 a
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122,52kDa. Foram observadas diferencas no padrao
do perfil eletroforético entre as amostras analisadas.
Muitas proteinas com peso molecular semelhante
ao das bandas detectadas foram identificadas nos
bancos de dados in silico. Uma banda de 26,58kDa
(Fig. 1) apresentou associagdo com a IMP. Foi
observado que em 88% das amostras que
apresentavam IMP >55% a banda de 26,58kDa
estava ausente (Tab. 2). Nado foi observada a
associacdo entre outras bandas detectadas e a
integridade de membrana. O plasma seminal
contém fatores protéicos especificos que provocam
importantes efeitos tanto na capacidade de
fertilizacdo do espermatozoéide quanto na fisiologia
reprodutiva da fémea (Strzezek et al., 2005).
Entretanto, os efeitos biologicos especificos das
proteinas do plasma seminal nas fungdes
espermaticas sdo complexos e ndo compreendidos
totalmente. Nos bancos de dados in silico foi
encontrado um grupo protéico com peso molecular
de aproximadamente 26kDa chamado
Sialoproteinas, que tem por fungdo a inibi¢do da
aglutinacdo das cabecas dos espermatozoides. A
deficiéncia desse grupo pode comprometer o
potencial espermatico de fertilizacdo (Strzezek et
al., 2002). Usando eletroforese bidimensional (2D-
PAGE), Flowers (2001) demonstrou a importancia
biologica de duas proteinas (26kDa, pl6,2; 55kDa,
pl4,8) presentes no plasma seminal de suinos,
relacionadas com altas taxas de pari¢do (em torno
de 86%). Killian et al. (1993) associaram quatro
proteinas do plasma seminal com a fertilidade de
touros. Duas proteinas (26kDa, pl6,2; 55kDa,
pl4,5) foram detectadas em touros de alta
fertilidade e outras duas (16kDa, pl4,1; 16kDa,
pl6,7) estavam presentes em touros de baixa
fertilidade.

Tabela 1. Peso molecular de acordo com as
bandas protéicas detectadas no plasma seminal
de suinos

Bandas Peso molecular (kDa)
protéicas Média _ + DP
1 122,52 % 2,51
2 96,58 + 2,31
3 85,19 + 2,9
4 63,85 + 1,2
5 43,62 + 2,07
6 26,58 + 0,67
7 17,84 + 0,6
8 14,33 + 0,23
9 11,97 + 0,13

DP= desvio-padrio
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26kDa

Figura 1. Banda de 26,58kDa em plasma seminal
suino

A maioria das caracteristicas da superficie dos
espermatozoides ¢ adquirida no epididimo
(processo de maturagdo) e na ecjaculacdo pela
adsor¢ao de componentes especificos do plasma
seminal (Amann et al., 1993). E geralmente
aceito que a ligagdo de algumas proteinas do

plasma seminal estabiliza componentes da
membrana  plasmatica, mascara antigenos
expostos na superficie celular e previne contra a
reacdo acrossoOmica prematura (Strzezek et al.,
2005). E bem conhecido que a adsorgio de
elementos pela superficie celular ¢ um processo
dependente da temperatura. No caso de células
espermaticas, a adsor¢do pode ser afetada por
temperaturas de congelamento de forma que a
adsor¢do de proteinas no sémen congelado pode
ser diferente daquele mantido a temperatura
ambiente (Leeuw et al., 1990). No presente
estudo, os espermatozoides foram separados do
plasma seminal e congelados, o que ndo impede
a possivel influéncia desse fluido sobre as células
espermaticas durante o  periodo de
processamento.

Tabela 2. Presenca (Sim) e auséncia (N@o) de proteinas no plasma seminal de suinos relacionado com
integridade de membrana plasmatica >55% descongelado

Macho Perfil

Banda, kDa, n (%)

122,52 96,58 85,19 63,85 43,62 26,58 17,84 14,33 11,97
1 Sim 5(83)  6(100)  6(100)  6(100)  6(100)  2(33) 3(50)  6(100)  6(100)
1 Nio 1(17) 000.0) 0(0.0) 0(0.0) 0.0  4(67) 3(50) 0(0.0)  0(0.0)
2 Sim 3 (60) 3(60)  5(100)  5(100)  2(40)  0(0.0)  3(60)  5(100)  5(100)
2 Nio 2 (40) 2 (40) 0(0.0)  0(0.0) 3 (60) 5(100) 2 (40) 0(0.0)  0(0.0)
11 Sim 3 (60) 3(60)  5(100)  5(100)  3(60) 0(100) 4(80)  5(100)  5(100)
11 Nio 2 (40) 2(40)  0(0.0)  0(0.0)  2(40)  5(100)  2(40)  0(0.0)  0(0.0)
Total Sim 11(69)  12(75)  16(100) 16(100)  11(69)  2(12)  10(62) 16(100) 16 (100)
Total Nio 531) 4(25) 0(0.0)  0(0.0) 5(31) 14(88) 6 (38) 0(0.0)  0(0.0)

Em estudos realizados com suinos miniatura, CONCLUSAO

observou-se que o plasma seminal contém
fatores que modificam a célula espermatica antes
do congelamento e reduzem a capacidade de
penetracdo no odcito apds o congelamento
(Kawano et al., 2004). Evidéncias tém
demonstrando o papel de proteinas do plasma
seminal na tecnologia de preservacdo do sémen
suino (Ceremades et al., 2004). Portanto, o
achado deste estudo poderd favorecer
experimentos com sémen suino resfriado, em
especial a 5°C em que a susceptibilidade ao
estresse térmico ¢ maior. Em concordancia com
este estudo, Jobim et al. (2004) demonstraram
que ha diferengas nas proteinas do plasma
seminal de touros com boa e ma resposta ao
congelamento, sugerindo o estudo dessas
proteinas do plasma como marcadores de
congelabilidade. O uso de marcadores
bioquimicos para a identificagdo de propriedades
bioldgicas do sémen podera ajudar a desenvolver
novos critérios que sdo precisos ¢ objetivos na
predicdo e melhoramento da fertilidade de
machos (Fraser et al., 2006).
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O fator polipeptidico de 26,58kDa esta associado
a baixa integridade da membrana plasmatica do
espermatozodide suino apos 0
congelamento/descongelamento.
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