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Plasma seminal ovino e sua aplicacio na biotecnologia reprodutiva
Ram seminal plasma and use in reproductive biotechnology
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Resumo

O plasma seminal de ovinos tem importante atuagdo na fungdo espermatica e na fertilizagdo. Em ovinos,
a adi¢do do plasma seminal ou de suas proteinas tem apresentado resultados favoraveis na qualidade do sémen
ovino criopreservado. Entretanto, resultados divergentes tém sido obtidos, possivelmente relacionados a variacdo
da composicdo do plasma seminal. Compreender a fungdo e os mecanismos que envolvem a interagdo plasma
seminal-espermatozoide poderia ajudar na formulacdo de diluidores seminais e aperfeigoar protocolos de
criopreservacao.
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Abstract

The ram seminal plasma plays a important role in sperm function and fertilization. The addition of
seminal plasma or its proteins has presented favorable results in cryopreserved ram semen quality. However,
divergent result has been obtained, possibly related to variation in the composition of seminal plasma.
Understand the role and mechanisms involved in sperm-seminal plasma interaction could help to formulating
seminal extenders and improve cryopreservation protocols.
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Introducao

O plasma seminal é uma secrecdo fisiologica originada das diversas glandulas do trato reprodutivo
masculino, apresentando importante fungdo na fisiologia espermatica (Mann, 1978). Entretanto, tanto efeitos
inibitérios como protetores dos diferentes componentes do plasma seminal t€ém sido encontrados (Muifio-Blanco
et al., 2008).

Varias pesquisas nas mais diversas espécies tém sido realizadas visando atestar o efeito do plasma
seminal na qualidade espermatica e na fertilidade, bem como identificar os componentes responsaveis por essa
acdo (Muifio-Blanco et al., 2008). Em ovinos, proteinas do plasma seminal t&ém desempenhado importante papel
na conservacdo seminal. Com esta revisdo, busca-se abordar os efeitos de proteinas do plasma seminal na
conservagao do s€men ovino e suas possiveis implicagdes na biotecnologia reprodutiva.

O plasma seminal ovino e a protecio da membrana de espermatozoides

Trabalhos iniciais com plasma seminal demonstraram efeito positivo na motilidade e no aumento da
resisténcia de espermatozoides ao choque pelo frio (cold-shock), bem como efeitos deletérios em sua motilidade
em diversas espécies (Pursel et al., 1973; Dott et al., 1979; Baas et al., 1983). Em ovinos, a adigdo de plasma
seminal manteve a motilidade de espermatozoides submetidos a altas diluigdes bem como na reversao dos efeitos
induzidos pelo cold-shock, sendo esta propriedade atribuida as proteinas do plasma seminal (Ashworth et al.,
1994; Barrios et al., 2000; Pérez-P¢ et al., 2001b). Essas proteinas ligam-se a membrana plasmatica de
espermatozoides danificados, restaurando-a (Barrios et al., 2000). Esse efeito protetor foi atribuido as proteinas
de 14 kDa e 20 kDa (Barrios et al., 2005), secretadas especificamente pelas vesiculas seminais ovinas,
denominadas de RSVP14 e RSVP20, respectivamente (Fernandez-Juan et al., 2000).

A estabilizacdo da membrana esta relacionada a acdo decapacitante dessas proteinas, pois grande parte
das proteinas RSVP14 e RSVP20 sdo liberadas da membrana do espermatozoide ovino apds a capacitagio e
reagdo acrossomal, com redistribui¢do das proteinas remanescentes nas regides equatorial e pos-acrossomal,
sitios de interag@o espermatozoide-odcito durante a fertilizacdo (Barrios et al., 2005).

A interagdo dessas proteinas com a membrana de espermatozoides se deve a presenga de dominios de
fibronectina tipo II na RSVP-14 (Barrios et al., 2005), caracteristico da familia de proteinas BSP (Binder of
SPerm), encontradas no plasma seminal de varias espécies de mamiferos (Manjunath et al., 2009), com
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propriedade de ligagao as fosfatidilcolinas na membrana espermatica, as lipoproteinas de alta e baixa densidade
(HDL e LDL) e a heparina (Manjunath e Thérien, 2002), essenciais na capacitacdo espermatica e na ligacao dos
espermatozoides ao epitélio do oviduto (Manjunath et al., 2009). A RSVP-14 tomaria parte da estrutura proteica
que rodeia a membrana espermatica, ao estabilizar seus fosfolipideos, exercendo efeito protetor e de
decapacitacdo (Barrios et al., 2005).

O plasma seminal e sua importancia nas biotecnologias reprodutivas

O papel fisiolégico conferido pelas proteinas do plasma seminal aos espermatozoides tem seu reflexo
no manejo e nas biotecnologias reprodutivas, particularmente como marcadoras de fertilidade de reprodutores,
criopreservacdo do sémen e congelabilidade seminal, e nos resultados da inseminagdo artificial.

Sele¢do de reprodutores por sua congelabilidade seminal

Como proteinas do plasma seminal estdo relacionadas com a fung@o espermatica, elas tém sido alvo na
busca de marcadores moleculares que caracterizem reprodutores segundo a qualidade seminal apds
criopreservagao.

Diferentes proteinas seminais podem afetar a qualidade do sémen apos criopreservagdo de modo
diverso, podendo apresentar correlagdes positivas ou negativas com paradmetros seminais, influenciando na
viabilidade espermatica pos-descongelamento. Moura et al. (2010) verificaram a existéncia de spots proteicos do
plasma seminal de carneiros com correlag@o positiva ou negativa com a integridade da membrana plasmatica de
espermatozoides criopreservados ¢ observaram que essas diferentes proteinas poderiam atuar de maneira
complementar na estabilidade da membrana e, consequentemente, na viabilidade e motilidade seminal.

Plasma seminal como marcadores de fertilidade

Estudos baseados na comparagdo da composi¢do do plasma seminal entre reprodutores de diferentes
fertilidades tém sugerido que o plasma seminal pode influenciar na fertilidade desses animais (Killian et al.,
1993).

Diferengas significativas tém sido encontradas na caracterizagdo proteica do plasma seminal entre
reprodutores ovinos de alta e¢ de baixa fertilidade e muitas dessas proteinas estdo relacionadas a qualidade
seminal. Yue et al. (2009) observaram que o conteudo relativo de bandas proteicas diferia de animais de alta e de
baixa fertilidade, além de estar relacionado também com a qualidade seminal.

Plasma seminal e sua relagdo com a estacionalidade reprodutiva

Em médias e altas latitudes, o fotoperiodo € o principal fator que controla a atividade sexual em
pequenos ruminantes (Chemineau et al., 1991), com influéncias na qualidade e congelabilidade seminal em
ovinos (D’ Alessandro e Martemucci, 2003).

Diferencas no perfil proteico do plasma seminal de ovinos entre as estagdes reprodutiva e nao
reprodutiva foram observadas por Cardozo et al. (2006), com algumas das proteinas mais abundantes na estacao
nao reprodutiva apresentando correlagdo negativa com a viabilidade espermatica, além da maior expressao das
proteinas RSVP14 e RSVP20 durante a estagdo reprodutiva, o que explica a melhor protecdo dos
espermatozoides do plasma seminal obtido nessa estacdo. Essas mudancas foram atribuidas a variacdo sazonal
dos niveis de gonadotrofinas, a qual afetou a funcdo enddcrina gonadal e a secre¢do da vesicula seminal e do
epididimo. De fato, a adi¢do ao sémen criopreservado de ovinos de plasma seminal coletado na estagdo
reprodutiva promoveu a motilidade e a fertilidade dos espermatozoides (Maxwell et al., 1999; Dominguez et al.,
2008), melhor reversdo dos danos de membrana espermatica apos cold-shock (Pérez-P¢é et al., 2001a) e maior
viabilidade quando da adig¢@o desse plasma seminal na criopreservacdo (Leahy et al., 2010b).

Variagdes sazonais nas defesas antioxidantes tém sido encontradas no plasma seminal ovino. Marti et
al. (2007) encontraram maior atividade antioxidante na estagdo ndo reprodutiva, o que poderia auxiliar na
fertilizagdo do sémen quando as condigdes reprodutivas ndo sdo Otimas. Entretanto, Yeni et al. (2010) ndo
verificaram diferengas na capacidade antioxidante total durante o ano, apesar de ocorrer maior lipoperoxidagao
no verdo e outono, indicativo de maior estresse oxidativo. Casao et al. (2010) sugerem que a melatonina
participa na regulacdo das defesas antioxidantes do plasma seminal de ovinos, pois esta teve correlagdo com os
teores da glutationa redutase, superoxido dismutase e catalase seminais. Esses resultados demonstram que a
variagd@o sazonal da atividade antioxidante do plasma seminal estd em consonédncia com as alteragdes estacionais
da qualidade do sémen.
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Plasma seminal ovino na conservagdo seminal

A inseminacdo artificial é uma biotecnologia reprodutiva que possibilita a rapida multiplicagdo das
caracteristicas zootécnicas de interesse de reprodutores, levando ao aumento da produtividade dos rebanhos. Em
ovinos, seu uso com sémen criopreservado tem sido limitado devido a baixa fertilidade obtida em ovelhas na
inseminagdo por via cervical (Maxwell e Watson, 1996).

O uso de diluidores seminais satisfatorios se faz necessario para a conservagdo do sémen visando a
inseminagdo artificial (Salamon e Maxwell, 2000). Porém, seu uso implica também a dilui¢do do plasma
seminal, reduzindo sua participagdo na fungdo espermatica. A adi¢do de plasma seminal em diluidores poderia
recuperar seu papel protetor nos espermatozoides.

A criopreservagdo altera a capacidade funcional do espermatozoide, reduzindo sua motilidade e
viabilidade, o que resulta em baixas taxas de concepcdo em ovelhas inseminadas cervicalmente (Salamon e
Maxwell, 2000). No entanto, a interagdo dos espermatozoides com componentes proteicos do plasma seminal
tem apresentado efeitos benéficos na motilidade e fertilidade do s€men ovino criopreservado (Maxwell et al.,
2007). A adigdo do plasma seminal ao sémen descongelado elevou a motilidade espermatica e reduziu o
percentual de células capacitadas e com reagdo acrossomal (Maxwell et al., 1999), além de promover a
fertilizacdo in vitro de oocitos (Ghaoui et al., 2007a). O efeito benéfico do plasma seminal também ¢é observado
em sua adig@o ao diluidor seguida da criopreservagdo (Cardozo et al., 2009; Leahy et al., 2010b).

A incubag¢do do plasma seminal ovino com sémen descongelado possibilita a recuperagdo de proteinas
seminais ligadas a superficie do espermatozoide perdidas no processo de criopreservagdo (Dominguez et al.,
2008). As proteinas seminais ovinas, como a lactoferrina, a proteina secretdria epididimaria E1, a proteina
sinaptossomal 29 e a RSVP-20, possuem propriedade de ligacdo a membrana plasmatica de espermatozoides e
aumentam a motilidade progressiva e de reparacdo do dano ultraestrutural apds incubagdo com espermatozoides
ovinos criopreservados (Bernardini et al., 2011).

O procedimento de criopreservagdo do sémen sexado confere um impacto deletério adicional a
qualidade seminal, muitos destes atribuidos a alta diluigdo do sémen necessaria durante a sexagem, reduzindo,
consequentemente, a participagdo do plasma seminal (Maxwell e Johnson, 1999). Além disso, a combinagdo da
sexagem com a criopreservacao causa alteragdes na ligacdo das proteinas do plasma seminal a membrana
espermatica e, consequentemente, de sua agdo na célula (Leahy et al., 2009). O perfil das proteinas de membrana
difere entre espermatozoides sexados e ndo sexados, uma vez que as proteinas de 14kDa com dominios de
fibronectina tipo 2, a citocromo oxidase 5a (Cox5a) e proteinas associadas a8 membrana (SLLP1) encontram-se
trés vezes mais abundantes na membrana de espermatozoides ndo sexados quando comparados aos sexados
(Leahy et al., 2011). Entretanto, a adi¢ao do plasma seminal pode melhorar a integridade e a funcionalidade da
membrana de espermatozoides sexados, o que demonstra ser ele efetivo na redu¢do dos danos causados pela
sexagem e pela criopreservagao (Leahy et al., 2009).

A presenca de enzimas antioxidantes no plasma seminal ovino também pode contribuir para a
manuten¢do da qualidade do sémen criopreservado contra os danos oxidativos. Entretanto, o processo de
criopreservacdo reduz a atividade das enzimas antioxidantes do plasma seminal e modifica sua distribui¢do na
membrana do espermatozoide (Marti et al., 2008). A adicdo de proteinas do plasma seminal antes da
criopreservacdo aumenta a atividade enzimatica antioxidante, além de restaurar a distribui¢do dessas enzimas
semelhantemente a do s€men fresco (Marti et al., 2008).

A afinidade das proteinas com dominios de fibronectina tipo II (proteinas BSP) ao LDL e a caseina em
diluidores a base de gema de ovo e leite, respectivamente, pode implicar uma interacdo dessas proteinas com os
diluidores seminais, de modo que o LDL e a caseina sequestrariam essas proteinas, tornando-as menos
disponiveis para exercer seus efeitos na membrana espermatica (Bergeron ¢ Manjunath, 2006). A interagdo de
componentes de diluidores seminais a base de gema de ovo ou leite poderia ter implicagdes quanto ao modo
ideal de adigdo de proteinas do plasma seminal. Leahy et al. (2010b) avaliaram que a adigdo de proteinas do
plasma seminal diretamente ao ejaculado resultou em maior percentual de espermatozoides viaveis com
acrossoma intacto comparada a adigdo dessas proteinas ao criodiluente, ainda que ambos os métodos tenham
promovido a qualidade dos espermatozoides apds criopreservagao.

Plasma seminal e sua relagdo com a fertilidade na inseminagdo artificial ovina

A baixa fertilidade da inseminag@o cervical em ovelhas com sémen criopreservado é um fator limitante
dessa técnica, decorrente da anatomia excéntrica da cérvix ovina e da baixa viabilidade provocada pela
capacitacdo e reagdo acrossomal precoce do sémen criopreservado (Salamon e Maxwell, 2000). A reversdo da
criocapacitacao pela adicdo de plasma seminal ou de suas proteinas especificas poderia aumentar a fertilidade
dos espermatozoides criopreservados.

Em ovinos, a melhoria na qualidade do sémen criopreservado pela adi¢do de plasma seminal também ¢é
refletida na inseminacdo artificial por via cervical, com aumento na fertilidade de ovelhas (Maxwell et al., 1999;
Rebolledo et al., 2007). Entretanto, outros trabalhos ndo verificaram acdo benéfica do plasma seminal na
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fertilidade do s€men ovino criopreservado (O'Meara et al., 2007; Ghaoui et al., 2007b), ou nao observaram que
essa acdo ndo ¢ obtida consistentemente (Leahy et al., 2010a). Esses resultados discordantes provavelmente se
devem a variacdo da composi¢do do plasma seminal utilizado, ja que este varia segundo a raga, o individuo, a
nutri¢do, o estresse, entre outros. (de Graaf et al., 2008).

O plasma seminal apresentou efeito positivo na fertilidade do s€émen ovino resfriado. A adigdo de 30%
(v/v) de plasma seminal ovino a diluidores a base de Tris-gema de ovo aumentou a fertilidade de ovelhas apos
inseminagdo artificial por via cervical com sémen ovino resfriado a 5°C por 24 horas. Esses resultados estdo
relacionados ao efeito decapacitante do plasma seminal, o qual prolonga a fertilidade de espermatozoides ovinos
resfriados (Lopez-Pérez e Pérez-Clariget, 2011).

Perspectivas sobre o uso do plasma seminal nas biotecnologias reprodutivas

A reversdao dos efeitos da capacitagdo espermatica e dos danos de membrana pelo plasma seminal
ovino, a qual aumenta a fertilidade do espermatozoide criopreservado, tem importante implicagdo na
conservacdo do sémen nessa espécie. Neste sentido, Barrios et al. (2005) propdem que a adicdo da RSVP14 e
RSVP20 aos diluidores seminais poderia proteger o sémen ovino contra o choque térmico, permitindo melhorar
os procedimentos de criopreservacao.

Adicionalmente, uma melhor compreensdo do papel das diferentes proteinas do plasma seminal
possibilitaria o desenvolvimento de novas estratégias na conservagdo seminal. Apesar de se conhecer o papel de
algumas proteinas do plasma seminal, outras proteinas podem ter importante atuacdo como marcadoras de
fertilidade ou na protegdo dos espermatozoides ao estresse térmico ¢ ao estresse oxidativo, de modo que o
conhecimento dos mecanismos que envolvem a interagcdo proteina seminal-espermatozoide ou mesmo o uso
dessas proteinas como aditivos poderia ajudar na formulacdo de melhores diluidores seminais e aperfeicoar os
protocolos de criopreservacao (Muifio-Blanco et al., 2008).

Consideracoes finais

O plasma seminal ¢ seus componentes proteicos tém demonstrado importante desempenho na
conserva¢do do sémen de ovinos. Entretanto, os resultados divergentes entre autores reforcam o carater
complexo das varias atribui¢des que o plasma seminal possui nessa protegdo. A compreensdo da fun¢do dessas
proteinas na prote¢do do espermatozoide e na regulagdo de sua ag@o na reprodugdo ¢ de grande interesse na
elaboracdo de diluidores seminais e de processos de conservacdo do sémen dessa espécie, com importantes
implicagdes na criopreservacdo do sémen de reprodutores ovinos.
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