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INTRODUCAO

O plasma seminal é um fluido com papel essencial para fungbes espermaticas in vivo, desde a
ejaculacéo, até a fertilizagédo (7). O plasma seminal contém diferentes componentes, entre estes, proteinas,
as quais sdo 0s maiores constituintes organicos do fluido seminal, apresentando fundamental importancia
fisiologica ao sémen, estando presente na forma de distintos complexos associados. A composigéo, a
conformacdo e o tamanho destas proteinas sdo especificos para cada espécie, as quais sdo estaveis
também sob determinadas condigbes (4). A membrana plasmatica do espermatozoide sofre extensivas
remodelagdes quando o espermatozdéide interage com proteinas do plasma seminal durante a ejaculagao (9).
Desta forma, com a caracterizagdo de proteinas presentes no plasma seminal de diferentes espécies, alguns
desses polipeptideos vém sendo utilizados como marcadores seletivos de fertilidade e de congelabilidade do
sémen (5). Roncoletta et al. (10) demonstraram que a presenca de um fator polipeptidico de 61 kDa no
plasma seminal estd associado com a alta congelabilidade do sémen de touros da raga Gir. Este trabalho
teve por objetivo identificar polipeptideos provavelmente associados a integridade de membrana plasmatica
de sémen suino submetido ao congelamento e descongelamento.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizada 6 coletas de cada um de trés machos suinos adultos mantidos sob as mesmas
condi¢cdes ambientais e de manejo. Somente a porgao do ejaculado com maior concentragdo espermatica foi
utilizada para o processo de congelamento (13). Imediatamente apds a coleta do sémen, para cada macho foi
obtida da fragéo rica em espermatozéides uma aliquota de 20 ml em tubo conico de 50 ml, e diluida (1:1, v/v)
no diluente BTS. Apés a diluigao inicial foi feito o resfriamento por 60 min a 24 °C, e seguiu-se o resfriamento
por mais 60 min até 15 °C, quando entéo foi feita a centrifugacdo a 800 x g por 10 min (SORVALL®RCS). O
sobrenadante foi descartado e o pellet de espermatozéides foi re-suspenso no diluidor de resfriamento (80%,
v/v, de solugdo de lactose a 11%; 20%, v/v, gema de ovo) para uma concentragdo de 450 x 10°
espermatozoéides/ml. O resfriamento foi realizado durante 90 min até 5 °C. No processo de congelamento foi
utilizada a N,N-Dimetilacetamida (DMA) 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, e o respectivo crioprotetor para concentragéo flnal de 5%, v/v, (DMA 5%). O envase das doses de
sémen foi feito em palhetas de 0,5 ml, com 150 x 10° espermatozdides/palheta. As palhetas foram
congeladas horizontalmente, 5 cm acima do vapor de nitrogénio liquido, por 20 min, sendo apds
armazenadas em nitrogénio liquido a -196 °C até o descongelamento. As palhetas foram descongeladas a 37
°C por 20 s, sendo re-suspensas em tubo conico contendo 10 ml de BTS previamente aquecido a 37 °C
(1:20, v/v). Uma aliquota de sémen apds a coleta foi centrifugada (2000 x g, 10 min, 4 °C) para obter o
plasma seminal. Para a andlise as amostras de sémen foram descongeladas e recentrifugadas (3000 x g, 10
min, 4 °C). O plasma seminal foi diluido trés vezes em solugéo fisioldgica (NaCl 0,9%). Cada amostra foi
preparada para a corrida em eletroforese com 50 ul de plasma seminal e 25 ul de tampao de amostra
(Glicerol; Tris-Hcl 0,6173M - pH 6,8; B-mercaptoetanol; SDS 10%; azul-de-bromofenol; H20), apds foram
submetidas a fervura por 10 min para desnaturagéo protéica. A eletroforese unidimensional SDS-PAGE (8) foi
realizada, utilizando-se géis concentrados a 15%. As amostras foram concentradas a 50 V por 20 min, e a
corrida a 100 V por aproximadamente 2 h. 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. Apds o
descongelamento foi feita a avaliagdo da integridade de membrana plasmatica espermatica (IMP) por
fluorescéncia (3). Apds o descongelamento das palhetas foi feita a distribuicdo de freqiiéncias dos resultados
de IMP dos espermatozdides e feita a categorizagdo em menor de 55% e igual ou maior que 55%. Com isso
foi relacionado a integridade no descongelamento com 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 dos
machos analisados. O peso molecular das bandas variou de 11 a 122 kDa. Uma banda de 26 kDa (Figura 1)
apresentou uma associagao com a IMP. Foi observado que, em 88% das amostras que apresentavam IMP =
55%, a banda de 26 kDa estava ausente (Tabela 1). Por outro lado, n&o foi observada a associa¢ao de outras
bandas detectadas com a integridade de membrana. O plasma seminal contém fatores protéicos especificos
que provocam importantes efeitos tanto na capacidade de fertilizagdo do espermatozéide quanto na fisiologia
reprodutiva da fémea (11). Entretanto, os efeitos bioldgicos 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 26 kDa chamado Sialoproteinas,
que tem por fungdo a inibicdo da aglutinagéo das cabegas dos espermatozéides. A deficiéncia deste grupo
pode comprometer o potencial espermatico de fertlizagdo (12). Usando eletroforese bidimensional (2D-
PAGE), Flowers (1) demonstrou a importancia biolégica de duas proteinas (26 kDa, pl 6,2; 55 kDa, pl 4,8)
presentes no plasma seminal de suinos, relacionadas com altas taxas de paricdo (em torno de 86%). Killian
et al. (6) associaram quatro proteinas do plasma seminal com a fertilidade de touros, sendo que duas
proteinas (26 kDa, pl 6,2; 55 kDa, pl 4,5) foram detectadas em touros de alta fertilidade e outras duas (16
kDa, pl 4,1; 16 kDa, pl 6,7) estavam presentes em touros de baixa fertilidade. Jobim et al. (5) demonstraram
que ha diferencas 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 identificacdo de propriedades biolégicas do sémen podera ajudar a desenvolver novos
critérios que sdo precisos e objetivos na predicdo e melhoramento da fertilidade de machos (2).

CONCLUSAO
Neste estudo é demonstrada a associagdo de um fator polipeptidico que possui 26 kDa, com a baixa
integridade de membrana plasmatica do espermatozoéide suino ap6s o congelamento/descongelamento.
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Figura 1. Banda de 26 kDa do plasma seminal suino.

Tabela 1. Presenga (Sim) e Auséncia (Nao) de proteinas no plasma seminal relacionado com IMP >55%
descongelado.

Banda, kDa, n (%)

Macho  Perfil —755 96 85 63 43 26 17 12 11

1 Sim  5(83) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 2(33) 3(50) 6(100) 6 (100)
1 Nao 1(17) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(00) 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 Nao 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 Nao 2(40) 2(40) 0(0.0) 0(00) 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 5(31) 4(25) 0(0.0) 0(0.0) 5(31) 14(88) 6(38) 0(0.0) 0(0.0)
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