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1. INTRODUCAO

A suinocultura tecnificada apresenta varias ferramentas tecnolégicas que
permitem ao Brasil ser um dos grandes produtores de carne suina do mundo,
medidas de controle sanitario, manejo nutricional, biotecnias reprodutivas sao
fatores que favorecem o desenvolvimento e a obtencdo de resultados mais
significativos na suinocultura. Porem varios fatores ainda devem ser melhor
estudados, como o processo de criopreservacdo de sémen, onde varios fatores
estdo sendo estudados dentre estes o plasma seminal.

Durante muitos anos, o plasma seminal foi considerado apenas como um
meio de transporte e sustentacdo dos espermatozoéides, desde a ejaculacdo até a
fertilizacdo (KRAUS et al., 2005; TROEDSSON et al., 2005). Porém, WOLFE et al.
(1993), baseando-se nas diferencas apresentadas na qualidade seminal, com o uso
de bovinos férteis e com degeneracado testicular experimental, sugeriram que 0s
conteudos do plasma seminal influenciavam na fertilidade masculina. As interacdes
entre os espermatozdides e o plasma seminal iniciam-se desde a espermatogénese,
mas € durante a passagem pelo epididimo que acontece a maturacdo da célula
espermatica,e alteracbes biolégicas em sua membrana plasmatica devido a
interacdo com o meio (NAABY-HANSEN et al., 1997). Conforme descrito por
SYNTIN et al. (1996), durante o transporte epididimario, os espermatozoéides
adquirem proteinas selecionadas, secretadas por células epiteliais da cabeca e da
por¢cdo proximal do corpo do epididimo. Nos suinos, essas regides seriam
responsaveis pela secrecao de 70 a 80% de todas as proteinas secretadas no
epididimo. Porém, as glandulas vesiculares dos suinos sdo responsaveis pela
secrecao de 80 a 90 % das proteinas contidas no plasma seminal, enquanto que o
restante seria proveniente da préstata e do epididimo (STRZEZEK, 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o nimero de bandas protéicas das
diferentes porc¢des do ejaculado suino de diferentes machos.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados quatro machos suinos F1 (Landrace X Large White),
instalados na Fazenda da Palma. Foram realizadas seis coletas de cada macho,
durante 15 dias, totalizando 24 ejaculados. Os ejaculados foram coletados pelo



meétodo da mao enluvada, utilizando frascos de 10 mL aquecidos a 38°C e cobertos
com filtro, a fim de separar a fragdo gelatinosa do sémen (HANCOCK & HOVEL,
1959). O ejaculado foi dividido durante a coleta em quatro porc¢des: Porcdo 1 (P1)
correspondendo aos primeiros 10 ml, por¢cdo transparente; Porcdo 2 (P2)
correspondendo aos primeiros 10 ml da fracdo rica em espermatozoides; Porcao 3
(P3) correspondendo ao restante da fracao rica em espermatozéides.e a Por¢éo 4
(P4) correspondendo todo o ejaculado.

Apébs a coleta, aliquotas de 1 ml de P1, P2, P3 e P4 foram centrifugadas a
2.500 x g por 5 min. Logo apds, as amostras foram colocadas em um recipiente com
gelo por 1 h. O plasma seminal foi novamente centrifugado a 10.000 x g por 10 min,
para a obtencdo somente do plasma. Do sobrenadante, retiraram-se 10 ul, aos quais
foram adicionados 30 ul de H,O deionizada e 20 ul de tampdo de amostra
constituido de: 20% de Glicerol; 10% Tris-HCI 0,6173 M, pH 6,8 2% [3-
Mercaptoetanol; 20% Dodecil Sulfato de Sédio a 10% — SDS ; 2,5 mg de Azul de
Bromofenol e H,O deionizada. Posteriormente, as amostras foram aquecidas a
100<C por 10 min, para desnaturagdo das proteinas.

A eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) foi realizada com o sistema BIO-
RAD Mini-Protean 3 Cell®, segundo LAEMMLI (1970). Foram feitas corridas com
géis de poliacrilamida concentrados a 15% (MANASKOVA e JONAKOVA, 2007),
primeiramente, com uma voltagem de 70 V por 20 minutos, para promover a
concentracdo das proteinas e, apos, a 120 V por 70-80 minutos. Como padréo, foi
utilizado o marcador molecular BenchMark Protein Ladder®. Os géis foram corados
com Coomassie Brilliant Blue por 20 minutos (SYNTIN et al., 1996). O processo de
descoramento dos géis foi feito em solugcéo descorante constituida por 40% Metanol
10% acido acético glacial e 50% H,O deionizada, por 1 h, em banho-maria, a 75<C.
A analise foi baseada na visualizacdo e distincdo das bandas protéicas formadas
durante a eletroforese. Os dados obtidos da eletroforese foram analisados pelo
software TotalLab TL100®, v. 2006. Todas as anélises estatisticas foram conduzidas
através do software Statistix 8.0® (2003).

3. RESULTADO E DISCUSSAO

No total foram encontradas nove bandas, sendo que a maior frequéncia foi
observada em ejaculados com duas bandas. Esses resultados sdo coerentes com
os de BIANCHI et al. 2008, apenas diferem pela metodologia empregada que neste
teve o plasma seminal congelado e diluido em solucéo salina. Em relacéo a fracdo e
0 numero de bandas, a fragdo 1 foi a que observou-se menor nimero de bandas,
diferindo estatisticamente das demais fracbes (P<0,05) (Tabela 1). A primeira fracédo
do ejaculado pode constar menos bandas devido sua origem ser somente das
glandulas anexas, e sua funcdo somente € a limpeza do uretra assim como
tamponar o pH do canal para a passagem das demais fracbes rica em
espermatozoides e que sua origem comecam no epididimo conforme o descrito por
STRZEZEK, 2002.

Na fracdo 4 que corresponde a todo ejaculado n&do teve um aumento
significativo no numero devido algumas proteinas presentes ter 0 mesmo peso
molecular assim como também ocorre a interacédo entre polipeptideos.

Tabela 1- Bandas protéicas detectadas em diferentes fracdes do plasma seminal de
suinos.

Fracao Bandas protéicas




2,540,42
4,8+0,4°
4,6+0,4°
4,6+0,4°

Médias + EPM com expoentes diferentes na coluna diferem por P< 0,05.

A OWDNPRF

Foram observadas diferencas no padrdo do perfil eletroforético entre os
machos e o numero de bandas conforme Tabela 2. Essas diferencas demonstram o
efeito individual do macho é um fator que influencia sobre esta variacdo na
composicao protéica do plasma seminal, pois 0 macho C apresentou 1,5 bandas a
mais que o macho A.

Tabela 2 - Bandas protéicas detectadas em diferentes fra¢cdes do plasma seminal de
suinos

Macho Bandas protéicas
A 3,320,4°
B 4,4+0,4%°
C 4,8+0,4%
D 3,9+0,4%

Médias + EPM com expoentes diferentes na coluna diferem por P< 0,05.

Na avaliacdo das proteinas presentes no plasma seminal pela técnica da
eletroforese unidimensional, onde as proteinas sdo separadas somente pelo seu
ponto isoelétrico descrevendo seu peso molecular aproximado dificultam a escolha
de um marcador, pois conforme o verificado nesse experimento existe uma variacao
entre os machos. Assim como outras diferengas na composi¢ado protéica do plasma
seminal pode ser atribuidas a época do ano, nutricdo, raca e fracdo do ejaculado, o
gue dificulta a busca de um marcador para selecionar machos de alta fertilidade,
conforme o constado por ROCA et al., 2006.

Estudos deverdo ser conduzidos utilizando a técnica da eletroforese
bidimensional ou por espectrometria de massa para diminuir essas diferencas. Estas
alternativas devem ser utilizadas quando se busca um marcador bioquimico para
fertilidade ou congelabilidade de machos.

4. CONCLUSAO

Portanto neste estudo ficou comprovada a grande variabilidade entre as
fracdes e os machos em relagdo ao numero de bandas demonstrando que estudos
mais aprimorados devem ser utilizados na busca de um marcador bioquimico para
caracteristicas reprodutivas de um macho.
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