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1 INTRODUGCAO

O plasma seminal € uma mistura de fluidos secretados pelo testiculo,
epididimo e glandulas sexuais acessorias; contém diferentes componentes, tais
como acucares, lipideos, proteinas e ions. O plasma seminal esta envolvido na
manutencdo das funcdes espermaticas e na fertilizacdo (Kareskoski & Katila,
2008; Wojtczak et al., 2005).

O papel do plasma seminal e suas proteinas na maturidade espermatica
tem sido amplamente estudado, apresentando resultados contrastantes nas
diferentes espécies animais. Em humanos, touros e carneiros o plasma seminal
auxilia a motilidade espermética através do incremento da viabilidade e
integridade de membrana das células (Baas et al.,1983; Pickett et al.,1975). Por
outro lado, em coelhos, estudos demonstraram que o plasma seminal ndo é o
meio ideal para a manutencdo espermatica, obtendo-se um incremento nos
parametros de motilidade espermatica a partir da adicdo de outros componentes
ou aumento da diluicdo do sémen (Castellini et al., 2000).

O Doping Genético é caracterizado pela utilizacdo ndo-terapéutica de
genes, elementos genéticos e/ou celulas que potencializem a performance atlética
(Wells, 2009); seu uso é proibido em competicBes esportivas, porém ainda néo foi
desenvolvido um mecanismo eficiente de deteccdo dessa pratica. Dentre os
genes candidatos a pratica de doping genético estdo o do horménio do
crescimento, os reguladores da miostatina e o da eritropoetina (EPO) (Haisma &
De, 2006).

A EPO é um horménio glicoproteico com importante funcdo na regulacdo
da eritropoese em resposta as alteracdes nos niveis de oxigénio circulante e,
embora seu uso seja ilegal, sua forma recombinante é muito utilizada por atletas
em competicdes esportivas devido ao seu efeito de incremento na capacidade
aerobica (Jelkmann, 2003).

Os reflexos reprodutivos do uso da EPO in vivo ainda ndo foram descritos.
Estudos in vitro, a partir do cultivo de células, demonstraram que seu uso estimula
a esteroidogénese, provocando o aumento da producdo de testosterona em
células de leydig, sugerindo que a administracdo de EPO in vivo afeta a
espermatogénese (Mioni et al.,1992; Yamazaki et al., 2004).

Este trabalho buscou avaliar a correlacao entre o perfil das proteinas do
plasma seminal e a motilidade esperméatica em coelhos submetidos a doping
genético.
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2 MATERIAL E METODOS

Para este experimento, foram utilizados 12 coelhos adultos da raca Nova
Zelandia Albino pesando entre 4,5 e 5Kg. Os coelhos foram divididos em 3
grupos: grupo | recebeu 3 injecdes sub-cutaneas semanais contendo 25Ul/kg de
EPO Recombinante comercial, o grupo Il recebeu 2 inje¢des intra-musculares de
vetor contendo o gene (cDNA) da EPO de coelhos e promotor CMV
(P TARGET/EPO) no dia 0 do estudo e o grupo lll (controle) recebeu apenas o
vetor () TARGET) sem o gene da EPO também no dia 0 do estudo. Os grupos Il e
[Il receberam um total de 400pg de DNA plasmidial injetados na musculatura da
perna. A eritropoetina recombinante comercial utilizada foi Eprex (Issy-les-
Moulinaux, France).

Um ejaculado por macho foi coletado semanalmente ao longo de 5
semanas. A motilidade espermatica foi avaliada por microscopia de contraste de
fase e o perfil proteico dos ejaculados foi analisado in silico através de imagens
de eletroforeses. As eletroforeses (SDS-PAGE) unidimensionais do tipo
descontinuas foram realizadas com o sistema BIO-RAD Mini-Protean 3 Cell®.
Foram usados géis de poliacrilamida concentrados a 15%. As amostras foram
concentradas a 50V por 20min, e a corrida a 100V por aproximadamente 2h.
Como padrao foi utilizado o marcador de peso molecular BenchMark Protein
Ladder™. Os geéis foram corados a temperatura ambiente com Coomassie
Brilliant Blue em over-night e, posteriormente, analisados com o software TotalLab
TL 100 v. 2006.

Apés a coleta dos dados, foram computadas as medidas descritivas de
motilidade espermatica por banda e por tratamento e, posteriormente, aplicado
teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney para comparacao das médias.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir de andlises in silico, foram eleitas dez bandas proteicas mais
claramente identificadas no dia 0 do experimento. Os fatores encontrados
apresentaram pesos moleculares entre 18kDa e 190kDa. Apenas duas bandas,
95kDa e 33kDa, estavam presentes em todas a amostras coletadas.

A partir dos resultados do teste de Mann-Whitney, concluiu-se que em
coelhos submetidos ao doping genético, grupo I, a presenca do fator proteico de
48kDa esta correlacionada a motilidade espermatica inferior a 70%.
Contrariamente, a presenca da banda proteica de 18kDa correlacionou-se
positivamente a motilidade, demonstrando que sua presencga relaciona-se a alta
motilidade.

Em coelhos submetidos ao tratamento com EPO recombinante, grupo II,
apenas o fator proteico de 63KDa demonstrou relacdo direta com a motilidade
espermética. A presenca dessa banda proteica esta relacionada a motilidade
superior a 70%. Coelhos do grupo controle ndo demonstraram em seus
ejaculados relacdo entre motilidade espermética e a presenca dos fatores
proteicos analisados.

Segundo Mioni et al. (1992), a administracédo de eritropoetina recombinante
estimula o processo de esteroidogénese em células de leydig cultivadas in vitro.
Posteriormente, foi ratificado tal resultado a partir da identificagdo de receptores
proteicos de membrana para EPO em células de leydig. Nesse mesmo estudo
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verificou-se 0 aumento da producdo de testosterona em células de leydig
cultivadas sob a administracao de rHUEPO (Yamazaki et al, 2004).

Souza et al. (2010), relacionou o aumento dos niveis de secrecao
andrégena com alteracbes na expressdo de algumas proteinas do plasma
seminal de carneiros. Outros estudos ja demonstraram a influéncia de fatores
proteicos em parametros reprodutivos animais. Segundo Campos et al. (2010),
existe associacdo entre a presenca do fator proteico de 38kDa no plasma seminal
de peixes (Rhamdia quelen) e baixa motilidade espermatica. Bianchi et al. (2008)
demonstrou que a presenca do fator proteico 26 kDa esta associada a baixa
integridade de membrana plasmatica pds-descongelamento de espermatozoides
suinos.

O aumento dos niveis de EPO, portanto, ao estimular o aumento dos niveis
de testosterona, pode acarretar mudanca no perfil proteico do plasma seminal,
acarretando alteracdo na motilidade espermatica. Gacci et al. (2010) sugere que
alteracbes nos niveis de testosterona provocam mudancas na motilidade
espermética. Ergun et al. (2007), demonstrou que o incremento na producdo de
testosterona esta relacionado a diminuicdo na motilidade espermatica em
humanos.

4 CONCLUSOES

Estes resultados sugerem que a administracdo de rHUEPO e vetores
contendo o gene da EPO provocam alteracdes nos perfis proteicos do plasma
seminal e, consequentemente, alteracdes na motilidade espermética.
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