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RESUMO - Esse trabalho objetivou identificar as proteinas do plasma seminal que
estejam relacionadas com a protecdo espermatica durante o processo de
criopreservacao. Amostras de sémen de 14 varrdes foram coletadas e duas aliquotas
foram separadas e destinadas a criopreservacdo do sémen e ao estudo protedmico do
plasma seminal. Os ejaculados foram submetidos a uma curva de resfriamento lenta. O
sémen descongelado foi ressuspenso e analisado quanto ao vigor e motilidade. Para o
estudo das proteinas do plasma seminal, estes foram submetidos a eletroforese
bidimensional. Os géis foram corados, digitalizados e analisados por meio do aplicativo
PDQuest. Para a busca por marcadores de congelabilidade, foi feita uma divisdao dos
animais em dois grupos: congelabilidade boa (GFEs) e ruim (PFEs), segundo os
resultados de vigor e motilidade apds a descongelagdo. O delineamento experimental foi
inteiramente casualisado. Seis animais foram considerados do grupo GFEs e
apresentaram uma média para vigor e motilidade espermatica de 22 + 0,8 e 41,8 +
22,9, respectivamente, enquanto o grupo PFEs foi composto por oito animais que
apresentaram média de 19 + 0,6 de vigor espermatico e 26,8 + 17,5 de motilidade
espermatica. Foram encontrados 28 spots que divergiram significativamente entre os
grupos, correspondendo a 16 proteinas. Dois desses foram expressos com maior
intensidade no grupo GFEs, e correspondeu a apenas uma proteina caracteristica do
plasma seminal, a Carbohydrate-binding protein. Assim, conclui-se que a Carbohydrate-
binding protein pode ser utilizada como um marcador de congelabilidade para a espécie
suina.
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ABSTRACT - This study aimed to identify proteins in seminal plasma that are related to
sperm protection during the cryopreservation process. Semen samples from 14 boars
were collected and two aliquots were separated and subjected to cryopreservation of
semen and seminal plasma proteomic study. The ejaculates were subjected to a slow
cooling curve. The thawed semen was resuspended and analyzed for vigor and motility.
To study the seminal plasma proteins, they were obtained by centrifugation as whole
sémen and subjected to two-dimensional electrophoresis. The gels were stained,
scanned, and analyzed using the PDQuest application. To search for markers freezability
was made a division of the animals into two groups: good freezability (GFEs) and bad
(PFEs), through the results of vigour and motility after thawing. The experimental design
was completely randomized. Six animals were considered GFEs the group and had a
mean sperm motility and vigor to 2.2 + 0.8 and 41.8 £ 22.9, respectively, while the PFEs
group consisted of eight animals had an average of 1.9 + 0.6 to 26.8 + 17.5 vigor and
sperm motility. Twenty-eight spots were found that_differed significantly between
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groups, corresponding to 16 proteins. Two of these were expressed with greated
intensity in GFEs and corresponded to only one protein of seminal plasm, the
Carbohydrate-binding protein. So,concluded that Carbohydrate-binding protein can be
used as a freezer marker for the swine species.

Keywords - Freezing; markers; proteins; seminal plasm; swine.
INTRODUCAO

As Dbiotécnicas reprodutivas aplicadas a suinocultura tém resultado em
desenvolvimento do setor, permitindo maiores ganhos genéticos e econdmicos com o
aperfeicoamento da técnica de inseminagao artificial. Trabalha-se atualmente o conceito
da genética liquida, que consiste na aquisicdo de doses de sémen resfriado de centrais
de inseminacdo para fins de melhoramento genético do plantel, em vez da aquisicao de
reprodutores, reduzindo assim riscos sanitarios (Fisher et al., 2019). No entanto, esta
proposta esta restrita a alguns estados do pais, pois trabalha-se com o sémen suino
resfriado, envolvendo cuidados em seu manuseio, transporte, temperatura de
armazenamento e viabilidade das doses, que é mais curta quando comparada a um
sémen criopreservado.

A criopreservacao permite a conservacao de ejaculados de animais de alto valor
genético por tempo indeterminado (Toniolli et al, 2009b), reduzindo custos de
manutencao de reprodutores, uma vez que se possa adquirir sémen congelado com
qualidade comprovada (Castelo et al., 2008). Estudos da criopreservacao nas ultimas trés
décadas, resultaram em avancos na aplicacao dessa biotécnica, no entanto o emprego do
sémen congelado na espécie suina, apresenta indices produtivos insatisfatérios (Johnson,
1998), assim sendo, uma previsao antecipada da boa congelabilidade de um ejaculado,
permitiria a selecdo prévia de reprodutores suinos, o que poderia melhorar os resultados
de fertilidade do sémen assim conservado.

A utilizacdo do sémen suino criopreservado seria um salto importante para o
melhoramento genético principalmente em plantéis menores (Yeste, 2017). Neste sentido,
varios estudos tém sido realizados com o objetivo de viabilizar essa biotécnica, tanto
propondo novos protocolos de congelacao, como estudando os componentes do plasma
seminal e suas propriedades sobre a criopreservacao da célula espermatica suina,
inclusive levando em consideracao as variagdes individuais dos reprodutores (Bianch et
al, 2011; Fernandez-Gago et al,, 2013; Yeste, 2017).

Varios sdao os fatores que podem levar a essa variacao individual, entre eles os

componentes do plasma seminal (Bianchi et al., 2011). As secrecdes provenientes das
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glandulas sexuais acessorias sao capazes de aumentar a capacidade de fertilizagdo do
sémen (Rodriguez-Martinez et al,, 2009). Elas afetam a capacitacdo espermatica, a reacao
acosmica (Fernandez-Gago et al, 2013), a motilidade (Li et al., 2018), a integridade do
DNA (Chen et al, 2002) e a interacao com o oocito (Recuero et al., 2019). Contudo, as
diferengas individuais no conteldo desses componentes no plasma seminal, em sua
maioria proteinas, podem explicar as diferencas na qualidade da congelacdo do ejaculado
(Li et al,, 2018).

O estudo do proteoma do plasma seminal e da membrana da célula espermatica
tem revelado centenas de proteinas que podem ou ndo estar relacionadas a boa ou a ma
congelabilidade do sémen, cabendo entdo a identificagdo de possiveis marcadores de
fertilidade e/ou congelabilidade do sémen suino (Strzezek et al/, 2005). A indicacao
desses marcadores permite ao criador reducdo de custos, ja que ao saber que o
ejaculado de um animal pode nao apresentar bons resultados de congelabilidade, evita-
se 0s custos com a criopreservacao do sémen deste animal. Assim, esse trabalho
objetivou estudar o perfil eletroforético das proteinas do plasma seminal e da membrana
espermatica de ejaculados suino e comparar os perfis proteicos a fim de encontrar

possiveis marcadores de congelabilidade.
MATERIAL E METODOS
Animais, Coleta e Avaliacao dos ejaculados /in natura

A cada semana, o sémen de 5 varrdes foi coletado, sendo retiradas duas aliquotas
de cada ejaculado, destinadas a criopreservacao do sémen e ao estudo protedmico do
plasma seminal. Um total de 14 varroes foram utilizados para esse estudo, e cada varrao
teve seu sémen coletado 5 vezes (n = 70). Os experimentos deste estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica Animal, registrado sob o numero 11518234-9/72
(CEUA/UECE).

Os animais utilizados para o estudo foram provenientes do Laboratério de
Reproducdo Suina e Tecnologia do Sémen, localizado na Faculdade de Veterinaria, na
Universidade Estadual do Ceara (animais Dalland) e da Granja Suinicola Xerez S/A
(animais TOPIGS) no Municipio de Maranguape, Ceara. Eles apresentavam idade variando
entre 12 e 24 meses e encontravam-se em sistema rotineiro de coleta de sémen (coletas
semanais). Os animais eram alimentados com ragdo balanceada de boa qualidade, com

0s niveis proteicos, energéticos e minerais dentro dos padrbes estipulados para
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reprodutores em sistema de trabalho (3.150 Kcal e 14% de PB; 2,5 Kg/dia em dois
arracoamentos).

Antes de cada coleta, foi realizada a higienizacao do prepucio com agua corrente,
seguida de esgotamento prepucial por pressao manual no sentido caudo-cranial e
secagem da regido com papel toalha descartavel. Para a coleta do sémen foi empregada
a técnica da mao enluvada (Hancock e Hovell, 1959) com utilizacdo de manequim, sendo
aproveitado o ejaculado total, apés a separacdo da parte gelatinosa, com o sémen
colhido em recipiente plastico, coberto por filtro e protegido em copo térmico de coleta
aquecido a 37 °C. Apos a coleta, o ejaculado foi levado ao laboratério para as analises.

Cada ejaculado in natura foi avaliado através das seguintes caracteristicas: volume
(mL, em balanca digital de precisdo), concentracdo (x10° sptz / mL, em espectrofotdbmetro
Minitub do Brasil para sémen suino), total de espermatozoides (x10° sptz, é o volume x
concentracao), vigor espermatico (notas de 0 a 5 — Toniolli et al, 2009a), motilidade
espermatica (valores de 0 a 100% - Martin Rillo et al, 1996). Apenas os ejaculados que

apresentaram vigor > 3,5 e motilidade > 85%, foram utilizados para o experimento.

CRIOPRESERVAGAO

Resfriamento e congelacao do sémen

De cada ejaculado foi retirado um total de 2,5 x10° sptz incubados inicialmente
sob a forma in natura a 30 °C por 15 minutos. Apos este periodo foi realizada uma pré-
diluicdo no diluente Beltsville Thawing Solution (BTS®) a uma proporcdo de 3 : 1
(diluente: sémen), os quais ja se encontravam previamente aquecido a 30 °C. A curva de

congelacdo utilizada ocorreu conforme descrito por Barros et al. (2015).

Descongelacao, Analises e Grupos experimentais

Para a descongelagdo, cada palheta foi aquecida a uma temperatura de 37 °C,
durante 50 segundos em banho-maria e em seguida seu conteudo foi adicionado em 2
mL do diluente de ressuspencao (BTS®) em tubo de ensaio também a 37 °C. O sémen
ressuspenso permaneceu a esta temperatura por 10 minutos, em seguida foi analisado
quanto ao vigor espermatico (0 a 5 — Toniolli et al., 2009) e motilidade espermatica (0 a
100% - Martin Rillo et al., 1996). Para tanto, foi utilizada uma aliquota 15 uL do sémen
ressuspenso, colocada entre lamina e laminula e analisada em microscopia 6ptica com

aumento de 200x.
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De acordo com os resultados dessas analises, os ejaculados foram separados em
dois grupos: o de congelabilidade boa (GFEs - Good Freezability Ejaculates) e o de
congelabilidade ruim (PFEs - Poor Freezability Ejaculates). Esta separacao foi feita através
dos resultados do vigor e motilidade espermatica, onde foram utilizados valores minimos
de vigor > 2,0 e de motilidade > 40% para serem considerados do grupo de
congelabilidade boa e os demais foram considerados de congelabilidade ruim (Casas et
al., 2010).

ANALISE PROTEOMICA

Para o protocolo de protedmica, imediatamente apds a avaliagdo do sémen in
natura, aliquotas de sémen totalizando 10 x10° sptz foram separadas em tubo de ensaio
de 50mL contendo o inibidor de protease phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) até
atingir uma proporcao de 0,5% (v/v). O sémen juntamente com o inibidor de protease foi
centrifugado a 700 g, 4 °C por 10 minutos, para separacao das células espermaticas do
plasma seminal. O plasma seminal foi retirado e novamente centrifugado a 10.000 g, 4 °C
por 60 minutos. Em seguida, do sobrenadante foram retiradas 3 aliquotas de 2 mL cada,

acondicionadas em microtubos a -80 °C.

Quantificacdo da concentragdo de proteina total no plasma seminal

Uma aliquota de cada amostra do plasma seminal foi descongeladas a
temperatura ambiente e quantificadas quanto a concentracdo de proteinas total,
seguindo o protocolo de Bradford (1976), utilizando como solugdo padréo a albumina

séria bovina.

Eletroforese bidimensional de proteinas do plasma seminal

Um volume do plasma seminal contendo 750 pg de proteina total foi adicionado
ao tampdo de hidratacao (8M uréia, 1M tiouréia, 2% CHAPS, 10% glicerol, 2% anfdlitos
na faixa de pH 3 a 10 nao linear, 25 mM DTT e 0,002% de azul de bromofenol) em uma
quantidade suficiente para 450 pL. Essa solucdo foi adicionada as canaletas da bandeja
de hidratacao e incubada com tiras de gradiente de pH imobilizado (GE Healthcare, USA)
de 24 cm, com faixa de pH néo linear de 3 a 10, por um periodo de aproximadamente
20 horas (Bradford, 1976; Souza et al., 2010; Moura et al., 2010).

A focalizacao isoelétrica foi conduzida em um equipamento IPGphor Il (GE
Lifesciences, USA) com a seguinte programacdo: 200V (120 min.), 1000V (60 min.
gradiente), 1000V (30 min.), 7000V (180 min. Gradiente), 7000V (70000 Vh) e 100V (12:30
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h.), totalizando 64.700 Vh. Apds a focalizagdo, as tiras foram equilibradas no tampao de
equilibrio | (6M uréia, 50mM Tris- HCl pH 8.8, 29, 3% glicerol, 2% SDS e 1% DTT) por 15
minutos e em seguida incubadas por mais 15 minutos com a solucdo de equilibrio Il
(mesma composicao da solucao |, substituindo-se o DTT por 2,5% de iodoacetamida).
Apods a etapa de equilibrio, as tiras foram posicionadas no topo de géis homogéneos de
poliacrilamida (12,5%) e fixadas em agarose (5% em SDS-PAGE tampao de corrida). O
conjunto foi submetido a corrida eletroforética a 500V, com 40mA por gel
(EttanTMDaltSix - GE Lifesciences, USA) (Souza et al,, 2010).

Os géis foram corados em azul coloidal de coomassie, baseado no protocolo
descrito inicialmente por Candiano et al. (2004) e adaptado posteriormente (Van Tilburg
et al., 2013).

Digitalizacao e analise dos géis

Os géis bidimensionais foram digitalizados a 600 dpi (Image Scanner Ill; GE
Lifesciences, USA) em modo transparente e as imagens armazenadas em arquivo do tipo
tiff para posterior avaliagdo com o software PDQuest, version 7.3.0 (Bio-Rad, USA).
Seguindo uma metodologia anteriormente descrita em detalhe (Moura et al., 2010; Souza
et al,, 2010; Van Tilburg et al., 2013). Um total de 14 géis foi utilizado para esta analise.

Um gel representativo (master gel) foi criado com base nos geis de todos os
individuos. Spots presentes consistentemente nos mapas também foram adicionados ao
gel sintético, conforme descrito (Moura et al, 2006; Moura et al, 2010). A quantificacdo
dos spots foi dada em partes por milhdo (ppm) da densidade 6ptica integrada total de

cada gel, fornecida pelo aplicativo (Moura et al., 2006).

Digestao das proteinas

As proteinas separadas por electroforese 2-D e marcadas como spots nos géis
foram descoradas e submetidas a digestdo com tripsina (Moura et al, 2010).
Resumidamente, cada spot foi cortado individualmente a partir de trés géis, em pedacos
de 1 mm? e transferidos para tubos limpos. O corante e o SDS foram removidos dos
spots apods trés lavagens com 400 pyL de uma solugdo que contém acetonitrila (50 %) e
bicarbonato de amoénio (50 %, 25 mM, a pH 8,0). Os pedacos de gel foram desidratados,
depois de duas lavagens com 200 pL de acetonitrila durante 5 minutos e a temperatura
ambiente e secados em “speed vacuum”. Os pedacos de gel foram incubados com
tripsina (20 ng por spot) durante 20 horas a 37 °C. Ap6s a incubacéao final, os peptideos

foram extraidos por trés lavagens com acido trifluoroacético a 5%, acetonitrila 50%, em
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bicarbonato de amoénio (50 mM). Os sobrenadantes foram concentrados em micro tubos
usando um concentrador a vacuo “speed vacuum”. Um pedago de gel em branco, sem
spots, e um pedaco de albumina do marcador de peso molecular foram submetidos ao

mesmo procedimento e utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente.

Espectrometria de massa

Como anteriormente descrito (Souza et al., 2012; Martins et al,, 2013; Van Tilburg
et al, 2013), as digestdes proteoliticas (5 pL) foram injetados em solvente A para a
dessalinizacdo em linha e a pré-concentragao. Apds lavagem por 3 minutos com solvente
A em 5 uL / min, os peptideos presos foram levados de volta através do fluxo de
solvente com gradiente para a coluna analitica, HSS T3 (fused silica capillary, C-18 5 pym,
0,07 5mm x 150 mm), usando uma valvula de comutacao de 10 portas. A coluna analitica
foi executada em gradiente (5 a 80% de solvente B; acetonitrila/agua/acido formico;
95/5/0.2; por 40 min). O espectrdmetro de massa foi calibrado usando fragmentos de
ions do produto Glu-Fib conforme necessario para manter a precisdo da massa dentro de
10 partes por milhao.

Para a identificagdo de proteinas, seguiu-se o protocolo descrito por Gonzalez et
al. (2014). Resumidamente, as pesquisas de ions de MS/MS foram realizadas sobre os
espectros processados contra as bases de dados Swissprot e NCBInr utilizando MASCOT
Daemon na plataforma de busca Matrix Science (Inc., Boston, MA, EUA). As pesquisas
foram feitas usando o banco de dados NCBInr com o pressuposto de que havia um
maximo de uma falta clivagem tripsina e peptideos que foram mono-isotopico. As
modificacbes pods-traducionais variaveis consideradas foram oxidacao da metionina e
carbamidometilacdo dos residuos de cisteina como modificagbes fixa. A tolerancia dos
peptideos da massa e a tolerancia dos fragmentos de massa foram inicialmente definidas
para 0.1 e 0,1Da, respectivamente, por MS/MS de ions da procura. No entanto, os IDs
dos peptideos candidatos foram aceitos apenas se os valores de m/z foram observados
dentro de 0,1Da da massa teorica da ID do candidato, como determinado e revisto

manualmente os resultados da pesquisa MASCOT.

Pesquisa em banco de dados
Os espectros i6nicos obtidos para cada peptideo foram submetidos a buscas

utilizando a ferramenta MASCOT (www.matrixscience.com) no banco de dados
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SWISSPROT, utilizando o modo MS/MS ion search (Souza et al., 2012). Para busca, foram
considerados valores de massa monoisotdpicos, com carga +2, +3 e +4 e tolerancia de
massa dos peptideos de +100ppm e dos fragmentos de +0,1 Da, tendo apenas 1
clivagem perdida. As modificacbes pods-traducionais variaveis consideradas foram
carbamido metilacao dos residuos de cisteina e oxidacdo dos residuos de metionina. A
identificacdo foi considerada ndo ambigua quando o escore da proteina for significativo
(P<0,05), e pela coincidéncia proxima da massa molecular e pl tedricos e experimentais

da proteina.

Analise estatistica

O presente trabalho foi conduzido sob um delineamento experimental
inteiramente casualizado com dois grupos experimentais (boa e ma criopreservacao do
sémen). Todas as varidveis quantitativas foram avaliadas quanto a normalidade de sua
distribuicdo utilizando o teste de Shapiro-Wilk (P>0,05), bem como a avaliagdo da
assimetria e curtose, por meio do procedimento UNIVARIATE com as opcSes NORMAL e
PLOT do aplicativo estatistico SAS (v. 9.2, SAS Institute, NC, EUA). As vaiaveis foram
transformadas por meio de Log(x+1) ou arco-seno [raiz quadrada(x/100)] para ajuste da
distribuicdo normal, se necessario, e aquelas que ndo obtiveram um ajuste adequado
foram consideradas nao-paramétricas.

As variaveis paramétricas foram submetidas a andlise de variancia por meio do
procedimento GLM do SAS e as médias foram comparadas entre os grupos por meio dos
testes de T de Student ou de Tukey, segundo a sua instabilidade (CV% <15 ou >15,
respectivamente). As variaveis ndo paramétricas foram comparadas entre os grupos por
meio do teste de Mann-Whitney, utilizando o procedimento NPARTWAY com a opgao
WILCOXON do SAS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Parametros seminais

O sémen /n natura dos ejaculados analisados no experimento (ejaculado total)
apresentou aspecto normal, coloragao branca leitosa, volume médio de 2494mL e
concentracdo média de 314,3 x10° sptz / mlL. Tais caracteristicas estdo dentro da
normalidade para a espécie suina (Corréa et a/, 2001). O sémen de todos os ejaculados
in natura apresentou uma motilidade média (%) de 89 + 6,0 e vigor espermatico médio

de 4,2 + 0,4, encontrando-se dentro dos padrdes minimos estipulados pela metodologia
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para serem utilizados no experimento (85% e 3,5 para porcentagem de células méveis e
vigor, respectivamente). Um ejaculado com essas caracteristicas estaria acima do minimo
das caracteristicas desejaveis para se preparar doses de sémen para utilizagdo em

programas de inseminacao artificial (CBRA, 2013).

Grupos experimentais

Os animais foram separados em grupos de PFEs e GFEs, através dos resultados de
vigor e motilidade espermatica analisados logo apds a descongelacao seminal. O ponto
de corte para considerar o animal no grupo GFEs era vigor > 2,0 e motilidade > 40%.
Entre os 14 animais utilizados no presente estudo, seis foram considerados GFEs,
enquanto oito foram considerados PFEs. Os animais do grupo GFEs apresentaram uma
média para vigor espermatico de 2,2 + 0,8 e motilidade espermatica 41,8 + 229,
enquanto o grupo PFEs apresentou 1,9 + 0,6 de vigor espermatico e 26,8 + 17,5 de
motilidade espermatica.

Os resultados dos parametros avaliados apds a descongelacdgo quanto a
viabilidade do sémen congelado neste estudo confirmam que, mesmo sob as mesmas
condicbes de criopreservacao, o grau de alteracdes produzidas pelo choque térmico nao
é o mesmo para ejaculados proveniente de animais diferentes, conforme anteriormente
discutido por Gutiérrez-Pérez et al. (2009). Pérez-Patino et al. (2019) sugerem que a
criossobrevivéncia espermatica esta associada a diferencas quantitativas no proteoma

seminal desses animais.

Proteinas encontradas

Em média, foram detectados 28 spots por gel, de acordo com o pareamento
gerado pelo aplicativo PDQuest® com base no gel master (Figura 1A), o qual representa
uma combinagdo de todos os spots presentes no gel de referéncia (Figura 1B), além dos
spots adicionados dos outros géis, os quais foram pareados. Destes, 27 spots foram

diferenciais entre os grupos testados (Figura 1).
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Figura 1 - Mapa bidimensional das proteinas do plasma seminal de suinos. Fig. 1A:
representa o gel sintético gerado pelo aplicativo PDQuest (Bio Rad, USA), baseado na
combinacdao dos spots de todos os membros utilizados no estudo. Fig. 1B: mapa
referéncia (Animal #3246), do qual o gel sintético foi primeiramente gerado. As proteinas

foram coradas com Coomassie blue coloidal e identificadas por MALDI-ToF/ToF.

Um total de 58 spots de proteinas foi detectado em todos os géis de amostras de
plasma seminal de suinos da raga Piau usando eletroforese bidimensional na regido de
pH 3 a 10 e SD-PAGE 14% (Lazari et al., 2020), sendo identificadas 12 proteinas pelo
programa MASCOT (Shiomi, 2018).

Um total de 28 spots diferenciais foi detectado de forma consistente em todos os
géis pareados pelo aplicativo PDQuest®. Esses spots foram submetidos a espectrometria
de massas (ESI-QUAD-ToF), todos foram identificados e corresponderam a 16 proteinas
diferentes. Quanto aos totais de spots analisados, foi observado que dois spots (208 e

1504) foram expressos com maior intensidade no grupo GFEs (Figura 2).
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Figura 2 - Intensidades (médias e erros-padrdo) dos spots 208 e 1504 no mapa
bidimensional do plasma seminal de suinos, agrupados de acordo com os grupos
PFEs e GFEs.

Mais de 250 proteinas ja foram identificadas no plasma seminal de suinos (Perez-
Patifio et al., 2016; Perez-Patifio et al., 2018), a maioria das proteinas presentes no plasma
seminal é proveniente do epididimo e estdao envolvidas na remodelacdo da membrana
espermatica, que ocorre durante o transito epididimario e apds a ejaculacao (Dacheux et
al., 2003), podendo influenciar na fertilidade dos machos (Perez-Patifio et al., 2018).

As proteinas epididimarias adquiridas pela membrana espermatica durante o
transito epididimario sdo classificadas de acordo com o tipo de interagdo com a célula
espermatica. Podem ocorrer ligacbes fracas, responsaveis pela quiescéncia dos
espermatozoides; ligagdes fortes, importantes no trato reprodutivo da fémea e na
fertilizacdao; modificacbes das proteinas da membrana plasmatica, encobrindo ou
expondo receptores; ou presenca de proteinas livres no fluido epididimario, colaborando
com a manutencao do meio (MARENGO, 2008).

Proteinas encontradas no grupo GFEs

Nos dois spots encontrados em maior abundancia no grupo GFEs, foram
identificadas a Carbohydrate-binding protein no spot 208 e as Bone morphogenetic
protein e Inosine-5-monophosphate dehydrogenase, presentes no spot 1504. A NADH-
ubiguinone oxidoreductase foi encontrada em ambos os spots.

A Carbohydrate-binding protein foi a Unica das proteinas encontradas, que é
caracteristica do plasma seminal, as demais sao proteinas celulares, associadas ao
metabolismo celular e geracdo de energia. Possivelmente a presenca de proteinas

celulares deva-se a questdes metodoldgicas do estudo, como a centrifugagdo realizada
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para separar o plasma seminal das células espermatica. Fato este ja descrito por
Vasconcelos (2009), que observaram que as células espermaticas também podem
também interferir indiretamente, nas reais concentracbes e determinacdes dos
constituintes do plasma seminal. Exemplificado pela técnica de centrifugagdo, a forca
centripeta gerada pela técnica pode levar a saida de substancias do interior do
espermatozoide e contaminar o plasma seminal. Sua funcdo é inibir a capacitacao
prematura, uma vez que esta pode ser iniciada por agao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Rivlin et al., 2004). Além disso, ela promove uma economia de energia pela célula
espermatica através da diminui¢ao da sua atividade metabdlica e motilidade. A reducao
dessa atividade, apesar de levar a uma reducao na produgao de ATP, resulta numa menor
producao de ROS. Com isso, a AWN ndo sO previne a sintese de ROS, como também
contribui na sua eliminagao por possuir atividade antioxidante (Schoneck et al., 1996).
Além disso, das proteinas encontradas, essa foi a Unica com relacdes diretas na
manutencao da qualidade espermpatica.

A Bone morphogenetic (BMP) é uma proteina de sinalizagao, que desempenha um
papel central em varios érgdos incluindo a proliferacao celular, diferenciacao, apoptose,
especificacdo do desenvolvimento fetal durante a embriogénese bem como os tecidos
adultos (Feng e Derynck, 2005). Contudo, a funcdo da BMP de sinalizagdo no plasma
seminal ainda ndo esta exclarecido.

A /nosine-5"-monophosphate dehydrogenase (IMPDH) é uma enzima chave
biossintese do nucleotideo guanina, bem como, sua fungcdo se torna vital para a
replicacdo de todas as células. A IMPDH participa de uma etapa limitante na sintese de
novo de nucleotideos de guanina, a partir de inosina 5'-monofosfato (IMP). Ela catalisa a
oxidacdao de IMP a xantosina 5-monofosfato (XMP), com concomitante conversdo de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+) a sua forma reduzida, NADH (Sintchak e
Nimmesgern, 2000).

Por fim, a Ubiguinona oxiredutase participa da cadeia transportadora de elétrons,
processo importante para a sintese de ATP e liberacdo de energia. Essa enzima consiste
no complexo |, que € onde ocorre a desidrogenizacdo do NADH e transporte de elétrons

para a coenzima Q.
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CONCLUSAO

Com relagdo as proteinas diferenciais encontradas entre os grupos testados, pode-
se concluir que a Carbohydrate-binding protein pode ser utilizada como um marcador de
congelabilidade para a espécie suina, estando presente em ejaculados que suportam bem

0 processo de criopreservagao espermatica.
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