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INTRODUCAO

A maioria dos protocolos de congelamento de sémen suino atualmente utilizados derivam do método
que se baseia na presenca do plasma seminal que é retirado somente quando a curva de resfriamento atingir
15 °C (12), e noutro (7) pelo qual, imediatamente ap6s a coleta do ejaculado é feita & remocédo do plasma
seminal através de centrifugacdo. A influéncia do plasma seminal na qualidade espermética é contraditéria,
tendo sido observado que a sua presenga provocou maior sensibilidade ao choque térmico (8) e que a remogéo
do plasma ndo interferiu na viabilidade po6s-descongelamento (10). Da mesma forma, ndo foi observado
influéncia do plasma seminal na qualidade espermatica, ao adiciona-lo na fragéo rica do ejaculado (6). O
objetivo deste trabalho foi caracterizar o perfil das proteinas do plasma de ejaculados de machos suinos.

MATERIAIS E METODOS

Animais utilizados: Foram utilizados trés machos suinos cruzados (Landrace x Large White) com
aproximadamente 24 meses de idade, os quais apresentavam fertilidade conhecida e eram mantidos em baias
individuais, sob as mesmas condi¢des ambientais, na Estagdo Experimental da Palma, Universidade Federal
de Pelotas (Brasil).

Coleta do Sémen: As coletas foram realizadas através do método da méo-enluvada (1), usando um
copo plastico protegido por um copo isotérmico recoberto por gaze, a fim de separar a fragdo do ejaculado rico
em gel.

Perfil das proteinas do plasma seminal (SDS-PAGE): O plasma seminal foi diluido trés vezes em
solucdo fisiolégica (NaCl 0,9%). Cada amostra foi preparada para a corrida com 50 pl de plasma seminal e 25 pl
de tampao de amostra (Glicerol; Tris-Hcl 0,6173M - pH 6,8; B-mercaptoetanol; SDS 10%; azul-de-bromofenol;
H,0), apds foram submetidas a fervura por 10 minutos para desnaturacdo protéica. A eletroforese do tipo
SDS-PAGE foi feita pelo método vertical (11) com o sistema BIO-RAD Mini-Protean 3 Cell®. Foram feitas
corridas com geéis concentrados a 15% com uma voltagem de 100 V por 2 horas. Como padréo foi utilizado o
marcador molecular BenchMark Protein Ladder™ (Invitrogen®, Carlsbad, USA). Os géis foram corados a
temperatura ambiente com Coomassie Brilliant Blue em ‘over-night’. O processo de descoramento dos géis foi
realizado em solucdo descorante por 2 horas em banho-maria a uma temperatura de 75°C. A analise dos
zimogramas foi baseada na clara visualizacdo e distincdo das bandas protéicas formadas durante a
eletroforese, buscando identificar proteinas associadas a integridade de membrana dos espermatozoéides.
Foram analizados os perfis protéicos de todas as coletas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas caracterizadas no plasma seminal suino foram: 140, 100, 85, 68, 45, 26, 18, 15 e 12 kDa
(Figura 1). Das amostras analisadas, um grupo de proteinas (85, 68, 15 e 12 kDa) estavam presentes em todos
os ejaculados. No entanto as bandas de 140, 100, 45, 26 e 18 kDa apresentaram variagdes (presenca e
auséncia) entre as diferentes coletas. Outras bandas, além destas nove descritas acima, foram visualizadas
com uma menor definigdo. Evidéncias tém sido apresentadas demonstrando o papel de proteinas do plasma
seminal na preservagcdo do sémen de machos suinos (2, 3, 4). Foi demonstrado em um trabalho (5), a
importancia biolégica de proteina de 26 kDa, presente no plasma seminal do machos suinos, e que a
concentracdo elevada (unidades relativas maiores de 10) no ejaculado, correspondeu ao aumento das taxas
pari¢do (mais de 86%) e no aumento do nimero de leitdes nascidos vivos (mais de 11). A influéncia do plasma
seminal sobre os espermatozoides foi demonstrada quando se adicionou 10-12% do plasma seminal na dose
inseminante, trazendo efeito benéfico na viabilidade do sémen do macho. A taxa de retorno ao cio em vacas
sofreu variagao de acordo com a presenca de diferentes glicoproteinas no plasma seminal de touros, em que a
presenca de proteina de 16 kDa era mais prevalente em ejaculados de touro com baixa fertilidade. Além das
fungBes regulatdrias no processo da fertilizacdo, as proteinas do plasma seminal tém um importante papel na
resposta inflamatoria uterina, intermediada por leucdcitos, apds a deposicdo do sémen no trato reprodutivo da
fémea (9). No entanto, até o0 momento poucos trabalhos apresentam correlagbes das proteinas do plasma
seminal com parametros de sémen suino utilizado em inseminacéo artificial. Trabalhos futuros a fim de avaliar
a fertilidade de machos selecionados a partir de marcadores de congelabilidade sdo necessarios, a fim de
esclarecer mais detalhes da biologia seminal de ejaculados suinos e sua correlacdo com parémetros de
avaliacdo seminal e fertilidade.



CONCLUSAO
Através da caracterizagdo em SDS-PAGE foi possivel identificar um grupo proteinas conservadas e
outro grupo com variagdo nos ejaculados. As proteinas do grupo varidvel podem ser estudadas como
potenciais marcadores bioquimicos para predizer parametros de avaliagdo espermatica e fertilidade a fim de
contribuir para a sele¢éo de reprodutores em potencial.
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Figura 1. Perfil em SDS-PAGE das proteinas do plasma seminal dos machos suinos (1, 2, 3), mostrando a
distribuicdo das bandas de acordo com seu peso molecular (M: Marcador de Peso Molecular).



