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1. INTRODUCAO

Biotécnicas de reproducdo assistida, tais como a inseminacgao artificial (1A),
foram introduzidas na ovinocultura com o objetivo de acelerar o ganho genético de
animais superiores, visando o incremento da eficiéncia reprodutiva (SMITH, 1986). A
criopreservacdo do sémen amplia as vantagens da IA, permitindo a eliminacdo do
contato fisico entre animais e limitando a proliferagdo de doencas sexualmente
transmissiveis. Porém, a IA ndo € amplamente utilizada na espécie ovina, em funcéo
de diversos fatores limitantes: a anatomia da cérvice ovina que impede a passagem
de cateteres; a auséncia de uma técnica de IA eficaz, simples e de baixo custo; e a
limitacdo dos métodos de avaliagdo da qualidade de sémen criopreservado para
estimar a capacidade fecundante das células esperméaticas (NAQVI et al., 1998; LUZ
et al., 2000).

A baixa fertilidade com sémen congelado é atribuida, em geral, as alteracbes
na estrutura das membranas plasmatica, acrossomal e mitocondrial, em funcédo da
ocorréncia de choque térmico durante o processo de criopreservacao (PARKS &
GRAHAM, 1992). Sendo assim, a reduzida fertilidade obtida com sémen ovino
congelado pode ser atribuida a diversos processos ocorridos durante a
criopreservacdo, como o choque térmico, o estresse osmotico e o efeito citotoxico
decorrente da adicdo e remocdo de substancias crioprotetoras, além da
desidratacéo celular e formacéo de cristais de gelo (WATSON, 2000).

Algumas proteinas identificadas no plasma seminal podem ser associadas
com a congelabilidade do sémen (JOBIM et al., 2003; RONCOLETTA et al., 1999) e
com algumas caracteristicas espermaticas (ROMITTO et al., 2003).Desta forma, a
deteccdo de fatores protéicos do plasma seminal que possam ser empregados como
marcadores bioquimicos pode ser usada como um critério para a predicdo da
fertiidade masculina (FRASER et al., 2006), bem como, torna-se essencial para a
identificacdo de propriedades e fungcdes de proteinas envolvidas nos mecanismos de
regulacédo das funcdes do trato reprodutivo masculino (STRZEZEK et al., 2005).
Portanto, o estudo do perfil protéico do plasma seminal de machos ovinos seria



justificado pela possivel identificacdo de bandas protéicas, cuja presenca ou
auséncia, possa ser associada com parametros de qualidade seminal.

O presente estudo objetivou avaliar o perfil protéico do plasma seminal de
machos ovinos, identificando marcadores associados com a qualidade do sémen
apos o descongelamento.

2. MATERIAS E METODOS

Foram realizadas oito coletas de sémen de sete machos ovinos, durante os
meses de maio e junho de 2008, totalizando 56 amostras. As coletas foram
realizadas utilizando vagina artificial, previamente aquecida a 42C, com o uso de
uma fémea imobilizada como manequim.

A avaliagdo da integridade do acrossoma foi realizada somente apds o
descongelamento, com base na técnica descrita por Kawamoto et al. (1999).
Inicialmente, amostras de 20uL foram centrifugadas a 86 x g por 10min, sendo o
sobrenadante desprezado. ApdOs, o pellet era re-suspenso em 80 uL de PBS
(Phosphate Buffer Saline) a 1%, sendo a amostra agitada e centrifugada novamente
a 16000 x g por 10min. O sobrenadante era novamente desprezado e o pellet
resultante re-suspenso em 20 uL de PBS. A partir dessas amostras, foram
confeccionados esfregacos em laminas. Depois de secas, as laminas foram
submersas em alcool etilico absoluto 95,55% por 5min, sendo novamente lavadas
em PBS. Em uma sala escura, adicionaram-se as amostras, por 10min, 20 uL de
Lectin from Arachis hypogaea FITC Conjugate (20 mg/mL). Posteriormente, as
laminas foram lavadas em agua deionizada e drenadas. ApOs esse procedimento,
adicionaram-se 10 yL de solucéo de Glicerol com PBS (9:1 v/v). As laminas foram
avaliadas sob aumento de 1000 x, em microscopio de epifluorescéncia, em filtro WU
com excitacbes de 450-490nm e emissdo de 520nm. ApdOs a contagem de 100
espermatozoides por lamina, foram consideradas células com acrossoma integro
aguelas que apresentavam fluorescéncia verde no acrossoma. Quando toda a célula
nao era corada e a coloracdo verde nao era aparente, foi considerado que o
acrossoma nao estava integro ou havia sofrido a reacdo acrossémica.

Para caracterizacdo das proteinas do plasma seminal (PPS), ap0s a coleta,
aliquotas de 400ul do ejaculado foram centrifugadas duas vezes a 5.250 x g por
10min. Do sobrenadante resultante, retirou-se 10ul, aos quais foram adicionados

20ul de H20 deionizada e 15ul de tampdo de amostra constituido de: 20% de
Glicerol; 10% TRIS-HCI 0,6173M, pH 6,8 ; 2% B-Mercaptoetanol; 20% SDS o de
sédio a 10%); 2,5mg de Azul de bromofenol; e H20 deionizada. As amostras foram
submetidas a desnaturacao das proteinas em termociclador a 100<C por 10min.

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 & JONAKOVA, 2007),
primeiramente, com voltagem de 70V por 20min, para promover a concentracao das
proteinas e, apés, a 140V por 70-80min, para promover a separacdo das mesmas.
Como padrao, foi utilizado o marcador BenchMark Protein Ladder®. Os géis foram
corados com Coomassie Brilliant Blue por 20min a 60T (SYNTIN et al., 1996). O
descoramento dos géis foi feito em solug¢do constituida por: 40% de metanol; 10%
de &cido acético glacial; e 50% de H20 deionizada, por 1h, em banho-maria a 60<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.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A integridade do acrossoma pos-descongelamento foi associada com as
bandas com 18 e 21 kDa (P < 0,05, para todas as bandas). A presenca da banda
com 18 kDa foi relacionada com maior integridade do acrossoma (24,6 + 3,2%) do
gue nos ejaculados sem esta banda (14,7 = 2,4%), para o macho 4. A auséncia da
banda com 21 kDa, para o macho 7, foi associada com maior integridade do
acrossoma (25,1 * 2,2%) em comparacdo com ejaculados com presenca desta
banda (8,0 £ 1,0%). Para o macho 5, a auséncia da banda com 21 kDa implicou em
maior integridade do acrossoma (25,3 + 2,6%) em comparacdo com a auséncia
desta banda (13,3 £ 2,4%).

A andlise intra-machos permitiu avaliar como uma mesma proteina atua em
diferentes individuos. Algumas das proteinas identificadas apresentaram efeito
semelhante com relagéo a parametros de qualidade seminal, em diferentes machos.
Na analise intra-machos, as proteinas com 18 e 21 kDa foram associadas com a
integridade do acrossoma, em individuos distintos. Em suinos, a presenca de uma
proteina com 80 kDa foi associada com integridade do acrossoma pos-
descongelamento em torno de 70%, apenas em um macho com qualidade seminal
inferior aos demais individuos incluidos no estudo (CORCINI, 2008).

Outro fator que merece ser investigado futuramente é a proteina com 18 kDa
cuja presenca no plasma seminal foi associada com maior integridade de acrossoma
no macho 4. Supondo que esta proteina seja a mesma identificada em eqliinos
como sendo associada negativamente com a fertilidade (BRANDON et al., 1999),
estes resultados seriam contraditorios.

Em um estudo realizado com bovinos da raca Nelore, a proteina com 18 kDa
se apresentou nos touros mochos, com 100% de aptidao reprodutiva (CHACUR et
al., 2006). Neste mesmo estudo foi encontrado uma proteina com 20 kDa, esta
estava presente em 100% nos géis das eletroforeses dos touros da variedade
padrdao. Sendo a de 20 kDa descrita como seminalplasmin, e relatada como
promotora de alta fertilidade e protecdo a membrana plasmatica dos
espermatozoides de ovinos submetidos ao choque térmico (BARRIOS et al., 2000).

4. CONCLUSAO

As proteinas do plasma seminal ovino com peso molecular de 18 e 21 kDa
podem ser um possivel marcador bioquimico de integridade de acrossoma.
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