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1. INTRODUCAO

Durante muitos anos, o plasma seminal foi considerado apenas como um
meio de transporte e sustentacdo dos espermatozéides, desde a ejaculagéo
ate a fertilizacdo (KRAUS et al., 2005; TROEDSSON et al., 2005). Porém,
WOLFE et al. (1993), baseando-se nas diferencas apresentadas na qualidade
seminal, com o0 uso de bovinos férteis e com degeneracdo testicular
experimental, sugeriram que os contetdos do plasma seminal influenciavam na
fertilidade masculina.

Para a ocorréncia de fertilizacdo, o plasma seminal do macho precisa
apresentar uma composicdo apropriada, ndo s6 no momento da ejaculacéo,
como também durante o transporte espermatico no trato reprodutivo da fémea
(SYNTIN et al, 1996; STRZEZEK et al.,, 2002; 2005). Existem evidéncias de
que as proteinas do plasma seminal desempenham papel importante na
fertilidade masculina, conforme descrito em humanos (AUTIERO et al., 1991) e
em suinos (STRZEZEK et al., 2002), o que pode ser atribuido em parte a
inducao da reacéo acrossomica (Siciliano et al., 2008).

A maioria dos estudos que identificaram proteinas presentes no plasma
seminal em diferentes espécies foi conduzida com eletroforese uni ou
bidimensional, caracterizando primeiramente o peso molecular aparente, com
posterior busca da identificacdo de propriedades que possam caracterizar a
proteina. Esses estudos visam caracterizar marcadores bioquimicos que
possam identificar individuos com niveis distintos de qualidade de sémen,
capacidade de suportar criopreservacao de sémen e potencial fertilidade em
humanos (Autiero et al., 1991), suinos (Strzeyek et al., 2002), bovinos (Jobim et
al., 2004), peixes (Zilli et al., 2005) e bufalos (Asadpour et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a frequéncia e peso molecular de
proteinas identificadas em distintas porcdes ricas em espermatozoides do plasma
seminal de diferentes machos suinos.

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 método da méao enluvada, utlizando frascos de 10 mL
aguecidos a 38°C e cobertos com filtro, a fim de s eparar a fracdo gelatinosa do
sémen (HANCOCK & HOVEL, 1959). O ejaculado foi dividido durante a coleta
em duas por¢des: Porcdo 1 (P1) correspondendo aos primeiros 10 mL da
fracdo rica em espermatozoides; e Porgéo 2 (P2) correspondendo ao restante
da frac&o rica em espermatozoides. ApoOs a coleta, aliquotas de 1 ml de P1 e
P2 foram centrifugadas a 2.500 x g por 5 min. Logo apés, 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 obtengdo somente do plasma. Do
sobrenadante, retiraram-se 10 ul, aos quais foram adicionados 30 pl de H20
deionizada e 20 pl de tampédo de amostra constituido de: 20% de Glicerol; 10%
Tris-HCI 0,6173 M, pH 6,8; 2% B- Mercaptoetanol; 20% Dodecil Sulfato de
Sddio a 10% — SDS ; 2,5 mg de Azul de Bromofenol e H20O deionizada.
Posteriormente, as amostras foram aquecidas a 100C por 10 min, para
desnaturacao das proteinas.

A eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) foi realizada com o sistema
BIORAD 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
solucéo descorante constituida por 40% Metanol 10% acido acético glacial e
50% H20 deionizada, por 1 h, em banho-maria, a 75C . A andlise foi baseada
na visualizacdo e distincdo das bandas protéicas formadas durante a
eletroforese. Os dados obtidos da eletroforese foram analisados pelo software
TotalLab TL100e, v. 2006. Todas as analises estatisticas foram conduzidas
através do software Statistix 8.0® (2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Considerando todas as coletas, o SDS-PAGE identificou 19 bandas
protéicas, poréem nenhum dos ejaculados apresentou todas essas bandas. As
amostras de plasma seminal do macho D apresentaram 13 bandas, as do
macho B apresentaram 12 bandas, e as amostras dos machos A e C
apresentaram 11 bandas (Tabela 1). Somente sete bandas (com peso
molecular de 18, 19, 44, 65, 70, 80 e 100 kDa) foram identificadas no minimo
uma vez em cada por¢cdo de cada macho. Os machos B e C apresentaram o
mesmo numero de bandas, em ambas as por¢ces. No entanto, foi identificada
variacdo no numero de bandas, entre as porgdes, para os machos A (P1 = 11
bandas e P2 = 10 bandas) e D (P1 = 13 bandas e P2 = 11 bandas). A PSP com
22 kDa apareceu somente na primeira por¢ao dos ejaculados dos machos A e
D assim como a PSP 132 kDa apareceu somente na primeira porcao do
ejaculado do macho B.

Na avaliacédo 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 diferencas na composicao
protéica do plasma seminal pode ser atribuidas a época do ano, nutricdo, raca
e fracdo do ejaculado, o que dificulta a busca de um marcador para selecionar
machos de alta fertilidade, conforme o constado por ROCA et al., 2006.

Tabela 1 - Freqiiéncia e peso molecular de proteinas identificadas em distintas porcfes do
plasma seminal de diferentes machos suinos.

Proteina Macho A Macho B Macho C Macho D
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2
18 33,3 16,7 16,7 16,7 16,7 16,7 16,7 16,7
19 50,0 50,0 100 83,3 66,7 50,0 16,7 16,7
21 16,7 16,7 0 0 0 0 0 0
22 16,7 0 0 0 0 0 16,7 0
23 0 0 0 0 50,0 50,0 16,7 16,7
28 0 0 0 0 16,7 16,7 33,3 16,7
42 0 0 0 16,7 50,0 50,0 50,0 33,3
44 33,3 16,7 16,7 66,7 66,7 66,7 50,0 33,3
65 16,7 16,7 66,7 66,7 16,7 16,7 33,3 16,7
70 100 100 33,3 33,3 83,3 83,3 83,3 83,3
80 50,0 66,7 83,3 83,3 100 100 100 100
87 33,3 50,0 0 0 0 0 0 0
90 0 0 16,7 16,7 0 0 50,0 16,7
94 0 0 16,7 16,7 0 0 0 0
100 16,7 33,3 50,0 50,0 66,7 50,0 33,3 33,3
113 33,3 16,7 0 0 0 0 0 0
120 0 0 33,3 50,0 50,0 50,0 16,7 0
128 0 0 16,7 16,7 0 0 0 0
132 0 0 16,7 0 0 0 0 0
Total 24 23 28 31 35 33 30 23

P1 = primeiros 10 mL da por¢éo do ejaculado rica em espermatozdides e P2 = restante da
porcéo do ejaculado rica em espermatozoides.

4- CONCLUSAO

Portanto neste estudo ficou comprovada a variabilidade entre as fracfes
e 0s machos em relacdo ao nimero e as proteinas. Demonstrando que estudos
mais detalhados ainda sdo necessarios para ajustar ndo apenas os efeitos
individuais, mas também para investigar de forma mais precisa a estrutura e as
funcdes destas proteinas na busca de um marcador bioquimico para
caracteristicas reprodutivas de um macho.
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