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RESUMO

Neste trabalho foi estudada a correlacdo entre o perfil proteico do plasma seminal e a motilidade e
viabilidade espermatica em coelhos submetidos ao tratamento com vetores de expressdo contendo o gene
da eritropoetina (EPO) e com EPO recombinante humana. Foram identificadas, em coelhos submetidos ao
tratamento com vetor de DNA contendo o gene da EPO, duas bandas proteicas associadas a alteracdes na
motilidade espermatica — 48kDa a baixa motilidade (P<0,05) e 18kDa a alta motilidade (P<0,05) — e esse
fator foi associado a maior viabilidade espermética (P<0,05). Em coelhos submetidos ao tratamento com
EPO recombinante, um fator proteico, 63kDa, associou-se a alta motilidade espermética (P<0,05),
enquanto dois, 26 e 40kDa, foram associados a alta viabilidade espermatica (P<0,05). Esses resultados
sugerem que o doping genético pode ocasionar mudangas no perfil proteico do plasma seminal,
provocando alteragfes na motilidade e viabilidade espermatica.
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ABSTRACT

In this study the correlation between seminal plasma protein profile and the sperm motility and sperm
viability in rabbits submitted to treatment with an expression vector containing EPO gene and with
human recombinant EPO was evaluated. In rabbits submitted to treatment with EPO expression vector,
two protein bands were associated to sperm motility — 48kDa associated to low motility (P<0.05) and
18kDa to high motility (P<0.05) — and this protein band was also associated to high sperm viability
(P<0.05). In rabbits submitted to treatment with human recombinant EPO, a protein factor, 63kDa, was
associated to high sperm motility (P<0.05) while two protein factors, 26 and 40kDa, were associated to
high sperm viability (P<0.05). These results suggest that gene doping leads to changes in rabbit seminal
plasma protein, altering sperm motility and sperm viability.
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INTRODUCAO

O doping genético caracteriza-se pela utilizacdo
ndo-terapéutica de genes, elementos genéticos
e/ou células que potencializem a performance
atlética (Wells, 2009). Seu uso € proibido em
competi¢des esportivas, porém ainda ndo foi
desenvolvido um mecanismo eficiente de
deteccdo dessa pratica. Dentre 0s genes
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candidatos a pratica de doping genético, estdo o
do hormdnio do crescimento, os reguladores da
miostatina e o da eritropoetina (EPO) (Haisma e
De, 2006; Baoutina et al., 2010; Thevis et al.,
2011).

A EPO é um horménio glicoproteico com
importante funcdo na regulacdo da eritropoese
em resposta as alteragfes nos niveis de oxigénio
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circulante e, embora seu uso seja ilegal, sua
forma recombinante é muito utilizada em
competigdes esportivas devido ao seu efeito de
incremento na capacidade aerébica, inclusive em
corridas de cavalo, caracterizando o doping
(Jelkmann, 2003; Toutain, 2010). O uso da EPO
recombinante em corridas de cavalo caracteriza-
se como uma problematica pelos efeitos
indesejados a satde animal (Bailly-Chouriberry
etal., 2010; Yu et al., 2010).

Os reflexos reprodutivos do uso da EPO ainda
ndo foram descritos in vivo. Estudos in vitro, a
partir do cultivo de células, demonstraram que
seu uso estimula a esteroidogénese, provocando
aumento da producdo de testosterona em células
de Leydig, sugerindo que a administracdo de
EPO in vivo afeta a espermatogénese (Mioni et
al., 1992; Yamazaki et al., 2004).

O plasma seminal é uma mistura de fluidos
secretados pelo testiculo, epididimo e glandulas
sexuais  acessOrias, e contém diferentes
componentes, tais como acgUcares, lipideos,
proteinas e ions. O plasma seminal esta
envolvido na manutencdo das  funcdes
esperméticas e na fertilizagdo (Wojtczak et al.,
2005; Kareskoski e Katila, 2008).

O papel do plasma seminal e suas proteinas na
maturidade espermatica tém sido amplamente
estudados, apresentando resultados contrastantes
nas diferentes espécies animais. Em humanos,
touros e carneiros, o plasma seminal auxilia a
motilidade espermaética através do incremento da
viabilidade e integridade de membrana das
células (Pickett et al., 1975; Baas et al., 1983).
Vasconcelos et al. (2009) demonstraram que o
perfil proteico do plasma seminal de cavalos
muda ao longo da maturacdo sexual e sugeriram
que proteinas inibidoras de proteases presentes

no plasma podem atuar como marcadores de
qualidade seminal em equinos. Por outro lado,
em coelhos, estudos demonstraram que
alteracfes na concentracdo do plasma seminal
podem potencializar manutengdo espermatica,
obtendo-se um incremento nos pardmetros de
motilidade espermatica a partir da adicdo de
outros componentes ou aumento da diluicdo do
sémen (Castellini et al., 2000).

Este trabalho teve o objetivo de avaliar a
correlacdo entre o perfil das proteinas do plasma
seminal e a motilidade espermatica em coelhos
submetidos a doping genético e convencional.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 coelhos adultos da raga
Nova Zelandia Albino, com pesos entre 4,5 e
5kg, mantidos no Biotério Central da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), em
gaiolas unitérias, sob condi¢des controladas de
alimentacéo, temperatura e iluminacdo. O estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPel (Registro n°
200935). Os animais foram distribuidos em trés
grupos de quatro animais (Tab. 1). O grupo |
recebeu trés injecBes subcutineas semanais de
25Ul/kg de rHUEPO comercial diluida em
solucdo salina ao longo de cinco semanas. O
grupo 1l recebeu duas inje¢Bes intramusculares
no dia 0 do estudo de uma dose de 200ug do
vetor contendo 0 gene da eritropoetina
(pTarget/EPO) cada uma. O grupo 11l (controle)
recebeu duas injecGes intramusculares contendo
a mesma quantidade de vetor, porém com o gene
da eritropoetina ausente (pTarget). A rHUEPO
comercial (grupo 1) utilizada nos testes foi Eprex
(Issy-les-Moulinaux, France) e os vetores (grupo
Il e 1) previamente construidos (Collares, 2010;
Collares et al., 2012).

Tabela 1. Grupos do estudo e seus correspondentes dados de tratamento submetido, via de inoculagéo,

dosagem inoculada e nimero de animais

Grupo* Tratamento Via Dosagem
I rHUEPO Subcuténea 25UI/Kg

I pTarget/EPO Intramuscular 2x200pg

11 Controle Intramuscular 2x200ug

*n = 4 animais/grupo.

Um ejaculado por macho por semana foi
coletado usando vagina artificial ao longo do
estudo. Do sémen coletado, foram realizadas
avaliagbes de motilidade e viabilidade
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espermatica. A motilidade espermética foi
medida em amostras diluidas 1:10 em Ringer
com lactato de sodio (BASA Pharmaceutical
Industry, BRA) a 37°C por dois avaliadores, de
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forma independente, em microscépio com
contraste de fase e aumento de 200x. A
viabilidade espermatica foi obtida por meio do
kit Live/Dead Sperm Viability kit (Invitrogen),
de acordo com o protocolo sugerido pelo
fabricante.

Uma aliquota de sémem coletado de cada macho
ao longo do estudo, uma vez por semana, foi
centrifugada a 3000 g por 10 min, a fim de
separar 0s espermatozoides e a por¢do plasmatica
do sémen. A SDS-PAGE foi realizada como
previamente descrita por Campos et al. (2010).
Os géis foram corados & temperatura ambiente
com Coomassie Brilliant Blue (Sigma Chemical
CO. — St. Louis, EUA) em over-night. Os géis
foram analisados com o software TotalLab TL
100 v. 2006 (Nonlinear Dynamics — Newcastle,
Inglaterra).

Amostras de sangue (1ml) foram coletadas uma
vez por semana ao longo das cinco semanas do
estudo, obtidas da artéria auricular. As amostras
foram enviadas para o Laboratério de Analises
Clinicas Ary Costa (Pelotas, RS), o qual utilizou
0 método automatizado ABX Micros 60 e a
microscopia  6ptica para realizagdo  de
hemograma completo.

Para o nimero de eritrdcitos, usou-se analise de
varidncia seguida de teste Tukey para a
comparacdo de médias. Os dados de motilidade
espermatica foram categorizados em menor que

70% e igual ou maior que 70%, enquanto os de
viabilidade esperméatica em menor que 80% e
igual ou maior que 80%. Com isso associou-se a
motilidade e/ou viabilidade espermatica a
presenca ou auséncia de cada banda proteica no
plasma seminal através do teste de Mann-
Whitney.

RESULTADOS

Diferencas nas caracteristicas sanguineas foram
observadas nos diferentes grupos e diferentes
tempos (Collares, 2010). O grupo | (rHUEPO)
apresentou incremento no nimero de eritrcitos
ao longo do trabalho (P<0,05). O grupo II
(pTarget/EPO)  demonstrou incremento  no
namero de eritrécitos durante a primeira semana
do estudo (P<0,05). O grupo Il (controle)
manteve 0 numero de hemécias constantes ao
longo do estudo.

A analise in silico dos géis de poliacrilamida
resultantes da SDS-PAGE demonstraram a
presenca de dezenas de bandas, muitas vezes
sobrepostas e de dificil separacdo padronizada. A
partir de tais analises, foram, portanto, eleitas dez
bandas proteicas mais claramente identificadas.
Os fatores encontrados apresentaram pesos
moleculares entre 18 e 190kDa (Tab. 2; Fig. 1).
Apenas duas bandas, 33 e 95kDa, estavam
presentes em todas a amostras coletadas.

Tabela 2. Bandas selecionadas pelo estudo para andlise, seus respectivos pesos moleculares e frequéncia
de ocorréncia nas amostras totais e por grupo, em coelhos

Banda Peso Frequéncia Frequéncia Frequéncia Frequéncia
total grupo | grupo Il grupo Il

1 190kDa 0,9166 0,9523 0,8695 0,9375

2 95kDa 1 1 1 1

3 63kDa 0,55 0,5714 0,4347 0,6875

4 59kDa 0,7833 0,8571 0,7391 0,75

5 48kDa 0,45 0,3333 0,4782 0,5625

6 40kDa 0,1166 0,0952 0,1304 0,125

7 33kDa 1 1 1 1

8 29kDa 0,05 0 0,0434 0,125

9 26kDa 0,1833 0,1904 0,1739 0,1875
10 18kDa 0,9 0,8571 0,8695 1
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Figura 1. (A) intensidade de pixel de cada banda presente no plasma seminal dos coelhos. As setas
apontam o peso molecular de cada banda. Mr: mobilidade relativa.kDa: kiloDalton. (B) SDS-PAGE de
uma amostra contendo todas as bandas proteicas selecionadas para analise no trabalho.

Nos coelhos submetidos ao tratamento com EPO
recombinante, grupo I, apenas o fator proteico de
63kDa demonstrou relagdo direta com a
motilidade espermatica. A presenc¢a dessa banda
proteica estd relacionada & motilidade
espermatica acima de 70% (P<0,05). Nos
coelhos submetidos ao doping genético, grupo II,
a presenca do fator proteico de 48kDa estd
correlacionada a motilidade espermatica abaixo
de 70% (P<0,05). Contrariamente, a presenca da
banda proteica de 18kDa correlacionou-se
positivamente a motilidade, demonstrando que
sua presenga relaciona-se a alta motilidade
(P<0,05).

Quanto a viabilidade espermética, as analises
demonstraram que a presenca dos fatores
proteicos de 26 e 40kDa, de forma isolada,
relaciona-se & maior viabilidade espermatica
(acima de 80%; P<0,05) em coelhos submetidos
ao doping convencional, grupo I. A presenga do
fator proteico de 18kDa relacionou-se, também,
positivamente a maior viabilidade espermatica
em coelhos do grupo Il (P<0,05), submetidos ao
doping genético.

Nos coelhos do grupo controle ndo se observou
relagdo entre a motilidade ou viabilidade
espermatica e a presenga dos fatores proteicos
analisados.
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DISCUSSAO

Este estudo demonstrou incremento no ndmero
de eritrécitos em coelhos submetidos ao
tratamento com eritropoetina recombinante,
confirmando a funcdo regulatéria dessa proteina
na eritropoese (Collares, 2010). Demonstrou
também o incremento no numero das células
vermelhas nos coelhos submetidos a doping com
0 gene da eritropoetina, confirmando resultados
obtidos em estudos anteriores (Rizzuto et al.,
1999; Fattori et al., 2005). Diferentemente de
Rizzuto et al. (1999), este trabalho ndo submeteu
o0s animais a diferentes formas de transfec¢éo do
plasmidio ao tecido, limitando-se a utiliza¢do de
injecdo intramuscular sem posterior
eletroporagdo, que é um método de transfeccdo
que utiliza um pequeno choque elétrico no tecido
para aumentar a transfeccdo de DNA para a o
tecido alvo. Provavelmente a eletroestimulacdo
incrementaria os resultados (Rizzuto et al.,
1999).

O padréo proteico do plasma seminal de coelhos
encontrado neste estudo difere daquele descrito
por Lavon (1972). H4 caréncia de trabalhos nesse
sentido, e novos trabalhos, buscando a
caracterizacdo proteica do plasma seminal de
coelhos, seriam interessantes, em fungdo da
importancia desse modelo mamifero.
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Mioni et al. (1992) demonstraram que a
administracdo de EPO recombinante estimula o
processo de esteroidogénese em células de leydig
de ratos cultivadas in vitro, despertando a
hipétese de que a EPO pode acarretar alteracdes
na espermatogénese, visto que tais células séo
reguladoras da espermatogénese.

Posteriormente, estudos in vivo demonstraram
gue a administracdo de EPO recombinante em
humanos provoca incremento na producdo de
testosterona (Foresta et al., 1994). Souza et al.
(2010) relacionaram 0 aumento nos niveis de
secrecdo androgena com alteragdes na expressdo
de algumas proteinas do plasma seminal em
carneiros. Yamazaki et al. (2004) identificaram a
presenca de receptores proteicos especificos para
EPO na membrana de células de Leydig. Gacci
et al. (2010) sugeriram que alteragBes
nas concentracbes de testosterona provocam
modificacfes na motilidade espermatica. Ergun
et al. (2007) demonstraram que o incremento na
producdo de testosterona estd relacionado a
diminuicdlo na motilidade espermatica em
humanos. Além disso, a associacdo entre
testosterona, motilidade e alteragBes no plasma
seminal foi demonstrada em coelhos (Yousef,
2005; Yousef et al., 2005). Assim, as proteinas
podem ter sido alteradas pelo doping genético
por EPO.

O presente trabalho é pioneiro na verificagdo
de caracteristicas reprodutivas em animais
submetidos ao doping convencional -
administracdo de rHUEPO — e doping genético —
administracdo de vetores contendo o gene
da eritropoetina. Sugere que fatores proteicos
distintos  correlacionam-se  diferentemente
com motilidade e viabilidade espermaética,
dependendo do tipo de tratamento ao qual o
animal foi submetido. Outros estudos ja
demonstraram a influéncia de fatores proteicos
na motilidade espermatica (Muller e Kirchner,
1978). Segundo Campos et al. (2010), existe
associacdo entre a presenca do fator proteico de
38kDa e baixa motilidade em peixes (Rhamdia
quelen). Yue et al. (2009) demonstraram que
proteinas com 78, 49, 44, 25, 21 e 15kDa
estavam associadas a baixa motilidade em
ovinos. Outros estudos ainda demonstram a
influéncia de diferentes fatores proteicos na

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.65, n.1, p.75-81, 2013

motilidade espermatica de caprinos (Dungdung e
Majumder, 2003), aves (Mohan et al., 1995),
humanos (Iwamoto e Gagnon, 1988) e bovinos
(Baas et al., 1983).

Em relagho a viabilidade espermética
(integridade de membrana), outros estudos
anteriores ja identificaram um fator proteico de
26kDa associado a integridade de membrana
plasmatica superior a 55% em espermatozoides
suinos pos-descongelamento (Bianchi et al.,
2008). Bancos de dados in silico apontam que
um grupo proteico de 26kDa, chamado de
Sialoproteinas, tem por fungdo a inibicdo da
aglutinacdo das cabecas dos espermatozoides.
Strzezek (2002) apontou que a deficiéncia
desse grupo pode comprometer o potencial
espermatico de fertilizacdo. Yue et al. (2009)
também identificaram proteinas de 72, 37 e
18kDa associadas a alta viabilidade espermatica,
enquanto um fator de 15kDa foi associado a
baixa viabilidade espermatica em ovinos. Além
disso, Killian et al. (1993) correlacionaram o
fator proteico de 26kDa a alta fertilidade em
touros. Alvarez e Storey (1995) demonstraram
que a Albumina presente no plasma seminal esta
envolvida tanto com a protecdo da membrana
plasmatica quanto com a manutencdo da
motilidade, uma vez que essa proteina absorve o
peréxido de lipidio, protegendo as células.

Embora vérios estudos tenham encontrado
associacao entre proteinas do plasma seminal e
caracteristicas reprodutivas, ainda pouco se
conhece sobre a maneira como essas proteinas
agem sobre 0s espermatozoides. Estudos
anteriores tém fornecido evidéncias de que
agem por adsor¢cdo a membrana das células
espermaticas (Desnoyers e Manjunath, 1992;
Manjunath e Therien, 2002; Asadpour et al.,
2007). Em bovinos, as proteinas BSP A1/A2 e
BSP 30kDa séo adsorvidas na membrana
espermatica e induzem o influxo de colesterol da
membrana mediando a capacitacdo espermatica
(Manjunath e Therien, 2002). Desse modo,
podemos hipotetizar que os fatores proteicos
encontrados em associacdo no presente estudo
devem agir por adsorcdo a membrana das
células. Contudo, mais estudos s&o necessarios
para elucidar esse mecanismo.
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CONCLUSAO

A administragdo de rHUEPO e vetores contendo
0 gene da eritropoetina provocam alteracGes nos
perfis proteicos do plasma seminal e,
consequentemente, alteragBes na motilidade e
viabilidade espermatica em coelhos.
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