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Resumo

A identificacdo de proteinas presentes no sémen possibilitara a busca por marcadores de
congelabilidade. O presente trabalho teve como objetivo identificar proteinas espermaticas relacionadas com a
protecao durante a criopreservacdo. O sémen de quatorze reprodutores foi coletado uma vez por semana,
descongelado, ressuspenso ¢ analisado. Para o estudo da protedmica, estes foram submetidos a eletroforese
bidimensional. A busca por marcadores de congelabilidade, foi feita pela divisdo dos animais em dois grupos:
congelabilidade boa (GFEs) e ruim (PFEs), através dos resultados de vigor e motilidade apos a descongelagéo.
Isto possibilitou comparar as proteinas presentes em cada grupo e correlaciona-las com a criopreservacdo do
sémen. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso. A andlise estatistica foi processada
através da avaliagdo das médias e desvios padrdes, com os testes de Mann-Witney e o teste t de Student. Para
comparagdo foi utilizado o teste ANOVA com poés-teste de Tukey (5%). Os animais de GFEs =2,2 + 0,8 ¢ 41,8
+229 e o0sdePFEs=1,9+0,6 ¢ 26,8+ 17,5. Foram encontrados 263 + 62,2 spots por gel e um total de 234,2 +
54,6 spots de forma consistente nos géis dos animais. Foram encontrados 5 spots que divergiram entre os grupos
(3 mais expressos no PFES e 2 spots no GFEs). No estudo da composi¢do proteica da membrana espermatica, os
cinco spots detectados podem atuar como possiveis marcadores de congelabilidade para o sémen suino.
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Abstract

The identification of proteins present in the semen wil enable the search for freezin markers. This study
aimed identify the spermatic proteins that are related to the protection during cryopreservation. The semen from
fourteen boars was collected once a week, thawed, ressuspended and analyzed. For the study of proteomic, they
were subjected to two-dimensional electrophoresis. To search for freezability markers, was made a division of
the animals into two groups: good and bad freezability, through the results of vigour and motility after thawing.
This made possible the comparison of the proteins present in each group and correlation between them and
semen cryopreservation. The experimental lineation was in randomized blocks. The statistical analysis was
made by evaluating the means and standard deviations, in which were applied the Mann-Whitney and Student t
test. For comparison was used the ANOVA test with Tukey post-test was used (5%). The animals of GFEs = 2.2
+ 0.8 and 41.8 + 22.9 and the PFEs = 1.9+ 0.6 and 26.8 + 17.5. Were found 263 + 62.2 spots per gel and a total
of 234.2 + 54.6 spots was consistently detected in the gels of the animals. The five spots that differed between
groups were found (3 with greater intensity in PFES and 2 spots in GFEs). In the study of protein composition of
the membrane sperm, the five spots detected can act as potential markers for boar semen freezability.

Keywords: cryopreservation, proteomics, swine semen, spermatozoa.

Introducao

A suinocultura tecnificada utiliza cada vez mais a inseminagdo artificial (IA) como componente do
manejo reprodutivo, principalmente devido ao surgimento de linhagens genéticas de machos terminais que
agregaram as carcagas qualidades exigidas pela tipifica¢do da industria de carnes. Apos a IA, o sémen ¢é exposto
a um ambiente diferente, com altera¢do significativa na funcdo espermatica, ocorrendo uma diminui¢cdo do
nimero de espermatozoide no trato genital feminino nas primeiras horas (Bortolozzo et al., 2005). A qualidade
espermatica dos ejaculados ¢ um dos principais fatores considerados para a sele¢do de reprodutores em uma
criacdo (Toniolli, 1999).

Até o inicio da década de 70, a tecnologia da congelagdo do sémen suino era pouco desenvolvida e
resultava sempre na perda da capacidade de fertilizagdo dos espermatozoides (Bortolozzo et al., 2005), uma vez
que varios fatores limitavam a utilizagdo do sémen congelado, sendo a baixa fertilidade o principal, porém néo o
unico fator (Reed, 1985).
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Reconhece-se a sensibilidade do espermatozoide a baixas temperaturas, manifestada ja na faixa de +15
a +5°C (Wilmut e Polge, 1972). O processamento dispendioso, a utilizagdo de muitas células por dose, momento
critico de inseminacdo, sdo pontos que dificultam a expansdo e utilizacdo do sémen congelado em escala
comercial (Reed, 1985).

Ha também uma grande variabilidade na resposta dos ejaculados de machos suinos a congelacdo, a qual
nao ¢ possivel ser identificada pelos pardmetros convencionais de avaliagdo do sémen in natura (Bortolozzo et
al., 2005). Assim, apenas determinada propor¢do de cachagos esta habilitada a fornecer material fecundante
capaz de resistir a esse processo (Treu, 1975), havendo poucos estudos que identifiquem as causas dessa
variagdo individual.

Visando a otimizagdo dos custos de produgdo, a técnica de criopreservagdo vem sendo aprimorada.
Contudo, os resultados da aplicagdo desses métodos sdo ainda insuficientes, no tocante a preservagdo da
fecundidade em niveis que atendam a demanda da produg@o comercial de leitdes. Assim sendo, o uso do sémen
congelado ainda esta restrito a eventuais importagdes para introdugdo de material genético e pesquisa (Scheid,
1991).

Consideraveis esfor¢os da pesquisa devem ser aplicados na solucdo da problematica da conservagdo do
sémen suino. A elevagdo dos resultados de fertilidade com o uso do sémen congelado depende da geracao de
novos conhecimentos em um vasto campo da ciéncia, que inclui desde areas como bioquimica e criobiologia, até
aspectos aplicados as metodologias de congelagdo e a determinagdo do momento ideal de inseminacdo (Mariano
et al., 1992).

A protedmica atualmente tem-se mostrado uma tecnologia importante, devido ao papel central das
proteinas ¢ interagdes proteina-proteina na funcgdo celular (Cox e Mann, 2007). Ela também melhora o
entendimento dos eventos moleculares ¢ como eles afetam a fungdo bioldgica da célula espermatica (Brewis e
Gadelha, 2010). Contudo, ainda poucos estudos empregam abordagens protedmicas para analisar a infertilidade
masculina.

Os trabalhos de protedmica tiveram por objetivo a associa¢do de proteinas do sémen suino com a sua
protecdo ao processo de criopreservacdo, bem como a possibilidade de identificacdo de varrdes com qualidade
seminal compativel a uma boa criopreservagao.

Constituintes do plasma seminal

Sua funcao ¢ atuar como veiculo para os espermatozoides ejaculados, diluindo e fornecendo substratos
metabolizaveis para as células (Miller et al., 1990). Ele é essencial para as fungdes espermaticas in vivo, da
ejaculacdo até a fertilizacdo (Kraus et al., 2005). O plasma seminal é um fluido muito complexo (Rossato et al.,
2002), constituido de agua, ions inorganicos, acido citrico, aglcares, sais organicos, prostaglandinas e um
numero variado de proteinas. Ele é produzido pela rete testis, epididimo e glandulas acessorias (Almeida, 2006)
e fornece substratos que servem como fonte de energia para o metabolismo espermatico (Mann e Lutwak-Mann,
1981). O plasma possui também substancias enzimaticas e ndo-enzimaticas que servem como mecanismo de
defesa antioxidante. Ele contém outros componentes antioxidantes, dentre eles a vitamina E, vitamina C, urato e
a albumina (Almeida, 2006).

Os agucares do plasma seminal, tais como a glicose e a frutose, atuam como principais fontes de ATP,
mantendo a motilidade espermatica (Mukai e Okuno, 2004Ve). Moléculas como o bicarbonato, sdo responsaveis
por varias fungdes na célula espermatica. A nivel bioquimico, o bicarbonato aumenta o pH intracelular, estimula
a atividade respiratoria e facilita a abertura dos canais de célcio, fundamentais para a capacitacdo espermatica
(Jaiswal e Conti, 2001).

As proteinas plasmaticas, sdo os constituintes organicos encontrados em maior quantidade e sdo
importantes fisiologicamente para o sémen, estando na forma de complexos associados, com composicdo,
conformag@o e tamanho especifico para cada espécie animal (Jelinkova et al., 2003).

As principais caracteristicas da superficie do espermatozoide sdo adquiridas durante sua maturagdo
epididimaria, mas também durante a ejaculagdo, pela adsor¢do de componentes especificos do plasma seminal
(Amann et al., 1993). Estes elementos sdo principalmente glicoproteinas (Magargee et al., 1988). Varios estudos
protedmicos t€m sido conduzidos para determinar o conteido do plasma seminal, j4 que essas informagdes
podem servir como ferramentas no diagnostico de defeitos na espermatogénese (Alkimin, 2010).

Membrana plasmatica do espermatozoide

O espermatozoide ¢ uma célula alongada, formada por duas regides altamente especializadas: a cabeca,
na qual estd contido o DNA, pequena quantidade de citoplasma e o acrossomo, que ¢ uma vesicula contendo
enzimas hidroliticas, vital para sua penetragdo através da zona pelucida; e o flagelo, envolvido com a motilidade
da célula (Brewwis e Gadelha, 2010). Neste segmento encontra-se a pe¢a intermediaria, contendo as
mitocondrias, relacionadas com a produgdo de energia (ATP) via fosforilagio oxidativa (Manella, 2000).

A membrana espermatica apresenta diferencas entre as espécies animais, com uma composi¢dao de
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fosfolipidios e proteinas, além da temperatura de transicdo de fase que pode ser variavel para cada tipo de
fosfolipidio (Buhr et al., 1994). Tanto a cabeca, quanto a pe¢a intermediaria e a cauda do espermatozoide sdo
cobertos por ela (De Jonge e Barratt, 2006).

Durante o processo de resfriamento, a separagdo lateral de fases pode ocorrer e as proteinas podem ficar
agrupadas em locais onde ha lipidios ainda em estado fluido, e assim a fung¢do das mesmas, importante para a
integridade estrutural e/ou funcionamento da célula, pode ser afetada (Levis, 2000). Em funcdo da separagdo de
fases, ha um aumento da permeabilidade da membrana com perda de cations ¢ enzimas, redugdo da atividade
enzimatica e perturbagdes nos processos de difusdo (De Leeuw et al., 1990). Além disso, o desequilibrio idnico
intra e extracelular podem reduzir a motilidade espermatica (Watson, 2000).

Na faixa de temperatura de 25 a 5°C, ocorre a reducdo da fluidez dos lipidios da membrana do
espermatozoide suino, o que poderia explicar sua maior sensibilidade ao resfriamento (Buhr et al., 1994). Um
componente importante que participa da integridade da membrana ¢ o colesterol, sendo a relagdo
colesterol:fosfolipidios da membrana espermatica do suino mais baixa (0,12) do que a dos bovinos (0,38) e
ovinos (0,36), podendo ser outro fator responsavel pela sua maior sensibilidade a baixas temperaturas, pois afeta
o estado de fluidez da membrana (Peltoniemi et al., 1999).

Os principais fatores que afetam a morfologia espermatica sdo temperatura e umidade elevadas,
ocasionando reducdo no niimero de células normais (Suriyasomboon et al., 2006). No teste de resisténcia
osmotica (Gadea, 2005), ha uma resposta celular a uma solu¢do hiposmotica. Os espermatozoides integros, com
membrana funcional, mantém um equilibrio osmédtico com o ambiente em que se encontram. Ao sofrerem o
choque osmotico, eles apresentam edema, dobrando ou enrolando a cauda, indicando que possuiam membranas
funcionais antes do teste (Dell'Aqua Jr et al., 2002; Bernardi, 2008).

Desta forma, a integridade da membrana espermatica exerce um papel fundamental na sobrevivéncia do
espermatozoide no trato genital da fémea e na manutengdo de sua capacidade fertilizante (Parks ¢ Grahan, 1992).
Pesquisas envolvendo a tecnologia da protedmica acabam por melhorar o entendimento dos eventos moleculares
e como eles afetam a funcdo bioldgica da célula espermatica e, assim, permitirem um maior conhecimento sobre
os eventos que envolvem a fertilizagdo (Gadella, 2008).

Conservac¢ao do Sémen

Uma das principais expectativas de uso da IA em suinos depende do desenvolvimento de novas técnicas
de armazenamento do s€émen (Cameron, 1998).

Refrigeracio do sémen

O sémen suino tem sido tradicionalmente armazenado em temperaturas entre 15 e 18°C apds a diluigdo
(Laforest ¢ Allard, 1996). Essa temperatura, entretanto, ¢ limitante para o armazenamento por periodos
prolongados, em virtude de ndo reduzir muito o metabolismo dos espermatozoides ¢ ndo impedir a multiplicagdo
bacteriana, que influencia na qualidade do ejaculado, podendo limitar o periodo de armazenamento (Weitze,
1990).

Criopreservacio do sémen

A criobiologia por definicdo significa cryo= frio, bios= vida e logos= ciéncia, que ¢ um ramo da
biologia que estuda os efeitos das baixas temperaturas sobre as células, tecidos e organismos vivos. Seus
primeiros registros de utilizagdo datam de 2500 a.C (Almodin e Costa, 2011), entretanto, sua aplicagdo para a
conservacdo de sémen so6 foi iniciada por Polge et al. (1949). A congelagdo de ejaculados de cachagos representa
apenas 1% do sémen usado a nivel mundial, apesar do mesmo estar disponivel para uso sob esta forma desde a
década de 1970 (Saraiva et al., 2005).

O espermatozoide suino € bastante sensivel a congelagdo. Seu emprego na inseminagéo artificial esta
associado a uma redugdo de 10 a 20% na taxa de parigdo e de 1 a 3 leitdes por leitegada. Além disso, um menor
numero de doses ¢ obtido por ejaculado submetido a congelag@o, o que aumenta os custos por dose produzida
(Bortolozzo et al., 2005).

A reducdo da fertilidade ocorre devido a dois aspectos durante o protocolo de congelacdo, que sdo:
morte celular e danos na capacidade funcional dos espermatozoides que sobrevivem (Watson, 2000). O estresse
inicial se da quando o espermatozoide esta proximo a temperatura de 5°C (Squires et al., 1999) com a passagem
do estado liquido cristalino para o estado de gel (Grajam, 1996; Medeiros et al., 2002). Pode-se evitar a
formacao intracelular de cristais de gelo com a remog¢ao da maior parte de agua de dentro das células (Visintim,
2002).

A criopreservagao, supera o limite temporal no uso de um ejaculado, mas reduz a capacidade fertilizante
da populacdo espermatica. Restricdes ao uso do sémen congelado apresentam-se também sob a forma de uma

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.41, n.1, p.297-311, jan./mar. 2017. Disponivel em www.cbra.org.br 299



Qo

Toniolli et al. Proteinas do sémen ¢ sua relagdo com a resisténcia a congelagdo em ejaculados de diferentes varrdes.

variagdo individual de ejaculados de reprodutores que suportam ou ndo a criopreservagdo (Johnson, 1985; Reed,
1985). Nem todos os animais apresentam resultados ruins para a criopreservagdo, o que permite classifica-los
como sémen bom ou ruim para a congelacgio (Casas et al., 2009).

Observou-se que machos de uma mesma espécie, apresentavam diferencas em relagdo aos resultados de
fertilidade, com o uso de sémen resfriado e com s€émen congelado. Este problema foi particularmente observado
na espécie suina, onde o cachago com fertilidade normal em monta natural ou inseminag¢ao artificial com sémen
resfriado, apresentou espermatozoides inviaveis apds o processo de criopreservagao (Larsson et al., 1976).

Os resultados insatisfatorios estdo relacionados com o fato do espermatozoide suino ser bastante
sensivel a baixa temperatura, mas a resisténcia das células espermaticas parecem ser mais dependentes das
caracteristicas individuais do que ao processo de criopreservagdo em si (Medrano et al., 2009). Nem todos os
animais apresentam resultados ruins para a criopreservagdo, o que permite classifica-los como sémen bom ou
ruim para a congelagdo (Casas et al., 2009).

Uma particularidade da criopreservagdo ¢ que cada animal tende a apresentar resultados semelhantes
apos a congelacdo seminal quando comparado com seus resultados anteriores, ou seja, o animal que apresentou
uma boa congelabilidade, tende a apresentar sempre bons resultados (Rath et al.,, 2009), levando entdo a
considerar sua origem genética como um fator dependente para a protecdo espermatica apds a criopreservacao
(Thurston et al., 2002; Roca et al., 2000).

Essas caracteristicas particulares que faz com que cada animal apresente o0 mesmo resultado para a
criopreservacdo, ainda ndo foram determinadas. Estudos vem sendo realizados com o intuito de aumentar o
conhecimento a respeito da base molecular do sémen, identificando as proteinas e a intensidade com que estas
estdo expressas nos animais (Moura et al., 2006) e correlaciona-las com a prote¢do espermatica apds a
criopreservagao.

O aumento do uso de programas de inseminagdo artificial em granjas comerciais de suinos, exige cada
vez mais o desenvolvimento de técnicas que possibilitem um aumento na produgdo dessas granjas. Necessario se
faz o aperfeicoamento de biotécnicas, que possam ser utilizadas como ferramentas para a otimizagdo da
utilizagdo da inseminag@o artificial (Corréa et al., 2001).

A conservacdo de sémen suino e sua utilizagdo na inseminagdo artificial, se faz através de seu
resfriamento, sendo limitada a viabilidade do sémen. Para se aumentar o periodo desta viabilidade, necessita-se
do uso do sémen congelado (Hess, 1960).

Apesar dos dados atuais de produtividade com sémen congelado serem desanimadores em termos de
perspectivas do uso da técnica em grande escala, alguns pesquisadores apontam para um futuro promissor, com
os avangos das novas tecnologias ¢ equipamentos de congelagdo de sémen (Wolders e Ten Napel, 2005).

Entre as vantagens da criopreservagdo, destacam-se também a otimizagdo do uso de machos com
comprovada superioridade genética, com a possibilidade do armazenamento de sémen por tempo ilimitado e a
quebra das barreiras geograficas (Barreto et al., 2008). No entanto, alguns animais apresentam resultados ruins
quanto a congelacdo de sémen e as caracteristicas particulares que levam alguns ejaculados a resistirem ao
processo de criopreservagdo melhor do que outros, permanece sem ser identificada (Casas et al., 2010).

Como fonte inovadora para a viabilizacdo do uso de sémen congelado, estudos tem sido realizados a fim
de identificar substancias presentes no ejaculado que possibilitem a busca por marcadores de congelabilidade
através da caracterizagdo de proteinas especificas envolvidas na atividade espermatica (Collares et al., 2005) e
que estariam associadas a ejaculados vidveis apos a descongelag@o.

Todos os fatores que tornem esta fonte proteica mais acessivel merecem ser estudados. Para isto, a
busca por novas alternativas em pesquisas, € imprescindivel, objetivando maximizar o uso de novas biotécnicas e
proporcionar maiores taxas de sucesso (Nagai, 1996).

Proteomica

A protedmica ¢ um estudo dos produtos proteicos expressos pelo genoma e serve para identificar
mecanismos celulares envolvidos em processos bioldgicos. Além disso, ela permite o conhecimento de suas
estruturas proteicas, localizagdo, modificagdo, interacdo, atividade e fungdes (Carbonaro, 2004). Ela constitui-se
em uma importante tecnologia, disponivel aos pesquisadores da era pds gendmica, ja que esta molécula esta
presente em todas as células, constituindo ponto fundamental sob o aspecto estrutural e funcional nos
organismos vivos. Cada proteina ¢ especializada para uma determinada fungdo, conhecé-la significa entender
melhor determinado processo bioldgico presente em um individuo (Cox e Mann, 2007 ).

No estudo das proteinas, a sua compreensao, identificacdo, quantificacdo e caracterizagdo, permitem
identificar as funcdes de diversos tipos celulares, incluindo o espermatozoide. O estudo proteico do
espermatozoide é bem mais simples, quando comparado ao das células somaticas. Isso ocorre em virtude da
célula espermatica ser altamente especializada com uma quantidade minima de citosol e organelas (Boerke et al.,
2007).

A analise protedmica em espermatozoides ¢ de grande importancia, pois ela permite uma avaliagdo da
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infertilidade, auxiliando em diagndsticos do estado fisioldgico dos orgaos reprodutivos. Ela também permite um
maior entendimento sobre as interagdes das proteinas do plasma seminal com o espermatozoide, bem como a
interacdo das células e seus ligantes que ocorrem na superficie espermatica (Strzezek et al., 2005). Em virtude
dessas caracteristicas, as informacdes a seguir tiveram como objetivo realizar um relato sobre a técnica de
protedmica e a sua importancia na avaliagdo da fertilidade de machos domésticos.

Estudo das proteinas

Esta ferramenta tem-se apresentado de grande importancia na biotecnologia da reprodug@o animal, uma
vez que em diversas espécies com alto valor econdmico, técnicas avancgadas de protedmica t€m sido empregadas
para a detec¢@o de marcadores bioquimicos da fertilidade e da congelabilidade do sémen (Strzezek et al., 2005).

As diferencas de fertilidade observadas entre animais, muitas vezes, ndo sdo detectadas pelos testes
rotineiros empregados na avaliagdo da qualidade do sémen. (Den Daas et al., 1992; Amann, 1993). Andlises
bioquimicas, associadas aos critérios de avaliagdo espermatica, poderiam auxiliar na identificacdo de diferencgas
importantes entre a fertilidade potencial dos animais. Neste sentido, estudos desenvolvidos mostram que ha
evidéncia de associacdes significativas entre a expressdo de proteinas seminais e a fertilidade dos machos
avaliadas in vivo e in vitro. Tais proteinas podem ser consideradas como potenciais marcadores moleculares da
fertilidade (Moura et al., 2000).

As proteinas podem tanto ser provenientes da membrana plasmatica quanto do plasma seminal. As da
membrana espermatica podem funcionar como moléculas receptoras ou de adesdo com fungdes importantes nos
eventos de reconhecimento e sinalizagdo da fertilizagdo (Chen et al., 2002). Ja as do plasma seminal podem
afetar a fungfo seminal, indo desde a motilidade espermatica (Elzanaty et al., 2007), até eventos chaves
relacionados a fungéo espermatica, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario (Chen et al., 2002).

Proteinas espermaticas

A célula espermatica nido possui capacidade de producdo proteica, sendo que sua composicdo de
superficie ndo pode ser alterada pela inser¢do de novas proteinas sintetizadas. Desta forma, futuras mudancas em
sua composi¢do requerem mecanismos alternativos para que isto seja possivel. Estas alteragdes incluem
mudancas de localizacdo, expressdo proteica, estrutura molecular e mobilidade lateral dos componentes da
bicamada (Myles et al., 1990). Segundo Metz et al. (1990) tais alteracdes podem agir permitindo um aumento da
resisténcia celular a danos citoplasmaticos por choque térmico.

Dentro do utero, ocorre uma série de mudangas na superficie espermatica, como a reorientagdao ¢
modificagcdo nas moléculas, que ocorrem quando o espermatozoide ¢ ativado por fatores capacitantes ¢ pela
hiperativacdo. Estas mudancas na superficie permitem a ligagdo entre a célula espermatica e a matriz extracelular
do odcito (zona pelicida), através de proteinas membranares que reconhecem e permitem esta ligagdo, e que
também induzem a rea¢do acrossomal. Um outro conjunto de proteinas membranares (regido equatorial do
espermatozoide) esta envolvido na adesdo e fusdo dos gametas durante a fertilizagao (Gadella, 2008).

Proteinas do plasma seminal

O plasma seminal ¢ um fluido organico que tem como fungo transportar os espermatozoides até o local
onde acontecerd a fertilizagdo. Ele ¢ constituido de secrecdes provenientes das glandulas acessorias, que sdo
misturadas aos espermatozoides durante a ejaculagio (Moura et al., 2006). Além disso, seus constituintes podem
atuar modulando a funcdo espermatica (Moura et al., 2007).

Em um estudo protedmico do fluido da glandula sexual acessoéria de touros Holstein, foram
identificadas proteinas como albumina, nucleobindinas, osteopontina, espermadesina e BSP (Bull seminal
plasma proteins). Elas foram encontradas com diferentes graus de variagdo, que sugerem a existéncia de um
mecanismo complexo, pelo qual a sintese de proteinas do AGF ¢ controlada e que elas modulam fungdes
espermaticas importantes apos a ejaculagdo. O plasma seminal de touros de alta fertilidade apresentavam grande
quantidade de BSP A1/A2 ¢ A3, BSP 30 kDa, clusterina, albumina, PLA, ¢ osteopontina e sua mistura aos
espermatozoides de touro de baixa fertilidade aumentaram a capacidade de penetragdo nos odcitos (Moura et al.,
2007).

Em suinos, Bianchi et al. (2008) identificaram um polipeptideo de 26,58 kDa presente no plasma
seminal. Segundo esses autores esta substancia esta associada a baixa integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides, quando estes sdo submetidos a congelacdo/descongelacdo, o que explicaria a maior
sensibilidade espermatica desta espécie para os danos causados pelo frio.

Em cachagos, mais de 90 % das proteinas do plasma seminal sdo representadas pela familia das
espermadesinas, um grupo de glicoproteina de 12-16 kDa, que se ligam a superficie espermatica. Elas possuem
de 110 a 113 aminoacidos na sua estrutura ¢ compreendem um unico dominio proteico estabilizado por pontes
dissulfidicas (Caballero et al., 2008).
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A espécie suina ¢ a que apresenta maior diversidade de membros dessa familia, com as seguintes
espermadesinas identificadas no plasma seminal: as AWN, AQN-1, AQN-3 (Calvete et al., 1996) e PSPI/PSP-II
(Varela et al., 1997). Estas duas ultimas representam mais de 50 % do total de proteinas presente no plasma
seminal. Em fun¢8o de sua capacidade de unido a heparina, as elas sdo classificadas em proteinas que se unem
(AQN-1, AQN-3, AWN) e proteinas que ndo se unem (heterodimero PSP-I/PSP-II) a heparina (Calvete et al.,
1996).

Essas proteinas influenciam a motilidade espermatica (Centrion et al., 2003) ligando-se a superficie do
espermatozoide ejaculado (Topfer-Petersen et al., 2000) e atuam também na capacidade de penetra¢do no oocito
(Caballero et al., 2004), o que sugere a existéncia de um complexo mecanismo destas proteinas no macho.

Estudos demonstraram que apos a ejaculagdo, um espermatozoide apresenta aproximadamente entre 10
e 60 milhdes de moléculas de espermadesinas recobrindo sua superficie. Entretanto, a maioria destas moléculas ¢
eliminada apos o processo de capacitagao in vitro (Dacheux et al., 2005). Esta cobertura proteica teria a fungdo
de prevenir reagéo acrossdmica prematura, sendo a mesma liberada apds a capacitacdo (Jansen et al., 2001).

Protedmica do sémen

O estudo do proteoma permite obter informagao sobre os perfis de expressdo das proteinas referentes a
sua abundancia e localizagao (Yamakawa et al., 2007). Ela ¢ uma das principais alternativas para compreender as
interacdes do plasma seminal com a superficie dos espermatozoides (Strzezek et al., 2005).

A identificacdo dos grupos proteicos presentes no ejaculado pode dar suporte a diversas linhas de
pesquisas, tais como: criopreservacdo de gametas, busca de marcadores de congelabilidade e melhoramento de
técnicas de fertilizacdo in vitro, através da caracterizagdo de proteinas especificas envolvidas na atividade
espermatica (Collares, 2005). Desta forma, a caracterizag@o de proteinas presentes no sémen, com a identificacdo
de alguns desses polipeptideos, vém sendo utilizada como marcador seletivo de fertilidade e de congelabilidade
do sémen (Jobim et al., 2004; Moura et al., 20006).

Uma das ferramentas mais utilizadas para o estudo do proteoma, proposta por O’Farrel (1975) é a
eletroforese bidimensional, que consiste em separar, sob a influéncia de um campo elétrico, as moléculas através
de suas cargas. Para isto, sdo realizadas duas corridas eletroforéticas sequenciais. Ocorre a focalizagdo isoelétrica
(IEF), que separa as proteinas proximas ao seu ponto isoelétrico (Voet e Voet, 2006).

Logo apos a focalizagdo isoelétrica, ocorre a eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS-
PAGE que separa as proteinas de acordo com suas massas moleculares, agindo como uma peneira molecular, em
que as moléculas de menor peso migram mais facilmente na vertical do gel e as moléculas de maior peso
molecular ficam retidas na sua porg¢do superior (Rocha et al., 2009).

A eletroforese 2D resulta da combinacdo de duas técnicas: a focalizag@o isoelétrica, seguida por uma
separacdao de SDS-PAGE. Quando bem sucedida obtém-se um gel de poliacrilamida contendo numerosos spots,
bem separados, cada um correspondendo a uma proteina (Santos et al., 2004).

Protedmica e a criopreservacio seminal

A criopreservacdo ¢ uma importante biotécnica dentro da reprodug@o animal, por superar o limite do
uso temporal do sémen. Apesar de seu potencial, ela reduz a capacidade fertilizante de uma determinada
populagdo espermatica, tendo sido observado uma variagdo individual em suinos que tiveram o sémen congelado
(Mies Filho et al., 1978).

Ja foi observado que células e organismos multicelulares respondem a situagdes estressantes, induzindo
ou aumentando a sintese de grupos de proteinas. No caso de estresse como o choque térmico, essas proteinas
foram identificadas como HSPs (Heat shock proteins) (Lindquist, 1986). Essa classe de proteinas prové a
resisténcia contra o estresse oxidativo (Fukuda et al., 1996), a apoptose (Powers et al., 2008) e media protecao
celular durante estresse térmico (Casas et al., 2010).

O potencial da proteina HSP9OAA, foi testado por sua capacidade de predizer a habilidade de
congelagdo do sémen suino. Foi observada uma queda na concentragdo desta proteina ao longo da
criopreservacdo. Sua concentragdo foi maior em ejaculados de boa congelagdo, ou seja, aqueles que com
motilidade superior a 40% no pos resfriamento (17°C) e durante adi¢do de glicerol (5°C). Essa proteina pode
interferir em agdes futuras do ejaculado frente ao choque térmico e sua diminui¢do seria em consequéncia dos
danos estruturais que a célula espermatica sofre durante a congelag@o (Casas et al., 2010).

Na avaliagdo do perfil eletroforético das proteinas presentes na membrana espermatica de touros, apos
coleta, diluicdo, congelagdo e criopreservagdo seminal, foi observado que ocorreu uma diminuicdo da
heterogenicidade proteica, assim como a adi¢do de algumas proteinas de membrana, o que levou uma expressiva
alteracdo na composigdo proteica da membrana espermatica frente aos processos acima citados. Essas alteragoes
podem levar a variagdes dos padrdes de fertilidade dos animais (Roncoletta et al., 1999).

A identifica¢do de proteinas da membrana espermadtica, envolvidas no processo de fertilizagdo, pode
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servir como marcadores bioquimicos e auxiliar no desenvolvimento de testes que avaliem a fertilidade de
machos doadores de sémen. Esta identificagdo também pode ajudar na formulagao de melhores protocolos para a
criopreservacdo de s€men (Ollero et al., 1998).

A: Proteinas espermaticas x Criopreservacio do sémen suino

Os animais foram separados em grupos de PFEs (Ma congelabilidade) ¢ GFEs (Boa congelabilidade),
através dos resultados de vigor e motilidade espermatica analisados logo ap6s a descongelagdo seminal. O ponto
de corte para considerar o animal no grupo GFEs era vigor >2,0 ¢ motilidade >40%. Dos quatorze animais
utilizados no presente estudo, seis foram considerados GFEs (vigor espermatico de 2,2 + 0,8 e motilidade
espermatica 41,8 + 22), e oito foram considerados PFEs vigor espermatico de 1,9 + 0,6 e motilidade espermatica
26,8 £17.5).

Resultado 1

Os resultados dos pardmetros avaliados apos a descongelag@o quanto a viabilidade do sémen congelado
neste estudo confirmam que, mesmo sob as mesmas condi¢des de criopreservacdo, o grau de alteracdes
produzidas pelo choque térmico ndo foi 0 mesmo para ejaculados proveniente de animais diferentes.

Resultado 2

Quanto a analise das proteinas de membrana do espermatozoide suino, foi detectado em média, 263 +
62,2 spots por gel, o qual representa uma combinacdo da todos os spots presentes no gel de referéncia (Fig. 1).
Um total de 234,2 + 54,6 spots foi detectado de forma consistente nos géis dos quatorze animais. Ja no grupo
GFEs apresentou 211,8 + 64,4 spots em comum entre os seis animais do grupo, enquanto que no PFEs
apresentou 251 + 42,8 spots em comum entre os oito animais. Quanto aos totais de spots analisados, foi
detectado diferenca significativa (P < 0,05) na intensidade de cinco deles (Fig. 1).
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Figura 1. Gel Bidimensional de proteinas de membrana de espermatozoides suinos.
Resultado 3

Os spots 1, 2 e 3 foram encontrados em uma intensidade maior nos animais do grupo PFEs (Figura 2A e 2B), e
os spots 4 e 5 foram encontrados com uma maior intensidade nos animais do grupo GFEs (Figura 2C e 2D). O
spot 1, com 117,2 kDa e 5,3 pl, foi detectado nos oito animais do PFEs, enquanto que no grupo GFEs, foi
detectado nos seis animais (Fig. 2A). O spot 2, com 121,4 kDa e 5,0 pl, foi detectado em sete animais do grupo
PFEs e em cinco animais do GFEs (Fig. 2A). J4 o spot 3, com 49,8 kDa e 6,7 pl, foi encontrado em seis animais
de cada grupo (Fig. 2B).

A intensidade Optica integrada de cinco pontos foi diferente (P <0,05) entre os grupos (Fig. 2) e
suas identidades sdo apresentadas na tabela 1. As intensidades de manchas de proteina identificadas como
fragmento Fc de proteina de liga¢ao a IgG (manchas 1 e 2 — Fig. 1) ¢ precursor de lactaderina (mancha 3 —
Fig. 1) foram mais intensas nos mapas 2D de proteinas de membrana de esperma de animais PFE (Figura 2A e
2B, respectivamente). As intensidades do precursor da arilsulfatase A (mancha 4 — Fig. 1) e da subunidade alfa

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.41, n.1, p.297-311, jan./mar. 2017. Disponivel em www.cbra.org.br 303



Qo

1 da proteina de bloqueio da actina F (mancha 5 — Fig. 1) foram mais intensas nos mapas dos varrdes do GFE
(Figura 3C e D, respectivamente).
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Resultado 4

O spot 4, com 61,4 kDa e 5,3 pl, foi detectado nos oito animais do PFEs, enquanto que no grupo GFEs,
foi detectado em quatro animais (Fig. 2C). E o spot 5, com 36,8 kDa ¢ 5,8 pl, foi detectado em seis animais do
grupo PFEs, enquanto que no grupo GFEs, foi encontrado em cinco animais (Fig. 2D).

As diferencas quanto a intensidade da expressdo de determinadas proteinas podem variar para cada
animal, mesmo que estes sejam da mesma espécie. Estas diferentes expressdes podem influenciar diretamente na
protecdo espermatica ao processo de criopreservagdo do s€men, visto que em estudos anteriores mostraram
diferenga na intensidade de proteinas e correlacionaram com os resultados da criopreservagdo do sémen suino.
Foi observado que a proteina Acrosina (ACRBP) foi encontrada com maior intensidade em GFEs e a Triose
Fosfato Isomerase (TPI) foi mais expressas em PFEs, podendo entdo estas duas proteinas atuarem como
marcadores de congelabilidade para sémen suino.
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Figure 2. Intensidades dos spots significativamente mais expressos nos mapas bidimensionais de proteina
enriquecida com proteinas de membrana de esperma de varrdes nos grupos PFEs (A e B) e GFEs (C e D).

A) Pontos 1 e 2 identificados como fragmento Fc da proteina de ligaggo a IgG;

B) Ponto 3 identificado como precursor de Lactadherina;

C) Ponto 4 identificado como precursor de Arilsulfatase A;

D) Ponto 5 identificado como subunidade alfa da proteina de bloqueio da actina F 1.

B: Proteinas plasmaticas x Marcadores de congelabilidade

Os animais foram separados em grupos de PFEs (Ma congelabilidade) e GFEs (Boa congelabilidade),
através dos resultados de vigor e motilidade espermatica analisados logo ap6s a descongelagdo seminal. O ponto
de corte para considerar o animal no grupo GFEs era vigor >2,0 e motilidade >40%. Dos quatorze animais
utilizados no presente estudo, seis foram considerados GFEs (vigor espermatico de 2,2 + 0,8 ¢ motilidade
espermatica 41,8 + 22), e oito foram considerados PFEs vigor espermatico de 1,9 £ 0,6 e motilidade espermatica
26,8 +17,5).

O ejaculado de todos os animais apresentavam caracteristicas semelhantes e pelas analises de vigor e
motilidade, também estavam em otimo estado para a criopreservagdo. Contudo, apés a descongelagdo, foi
possivel observar que alguns ejaculados foram mais sensiveis aos danos da criopreservagdo do que outros, sendo
separados em dois grupos (PFEs e GFEs). Os resultados ap6s a descongelagdo quanto a viabilidade do sémen
confirmaram que, mesmo sob as mesmas condi¢des de criopreservacao, o grau de alteragdes produzidas ndo foi
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0 mesmo para ejaculados provenientes de diferentes varrdes.
Resultado 1

Foram as proteinas encontradas no estudo. Em média, foram detectados 468 spots por gel (Fig. 1a), o
qual representa uma combinagdo da todos os spots presentes no gel de referéncia (Fig. 1b), além dos spots
adicionados dos outros géis. Um total de 28 spots diferenciais foi detectado de forma consistente em todos os
géis pareados pelo aplicativo PDQuest. Estes spots foram submetidos a espectrometria de massas, dos quais
vinte e oito foram identificados e corresponderam a dezesseis proteinas.
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Figura 1. Mapa bidimensional das proteinas do plasma seminal de suinos.
Figura 1a: gel sintético, baseado na combinagao dos spots de todos os membros do estudo.
Figura 1b: mapa referéncia (Animal #3246), do qual o gel sintético foi primeiramente gerado.

Resultado 2

Proteinas do Grupo GFEs. Quanto aos totais de spots analisados, foi observado que dois spots (208 e
1504) foram expressos com maior intensidade nesse grupo (Figura 2). Nos dois spots encontrados em maior
abundancia no grupo GFEs, foram identificadas a Carbohydrate-binding protein (AWN) no spot 208 e as Bone
morphogenetic protein e Inosine-5-monophosphate dehydrogenase, presentes no spot 1504. A NADH-
ubiquinone oxidoreductase foi encontrada em ambos os spots.

Dentre as quatro proteinas diferenciais identificadas nesse grupo, a Carbohydrate-binding protein foi a
Unica caracteristica do plasma seminal, as demais sdo proteinas celulares, associadas ao metabolismo celular e
geracdo de energia. Possivelmente a presenca de proteinas celulares deva-se a questdes metodoldgicas do estudo,
pois a centrifugacao realizada para separar o plasma seminal das células espermatica, através da forga centrifuga
gerada pode levar a saida de substincias do interior do espermatozoide e contaminar o plasma seminal ou até
mesmo proteinas da propria membrana pelo efeito fisico direto.

A Carbohydrate-binding protein (AWN) ¢ da familia das espermadesinas, encontrada no plasma
seminal do suino e que se liga a superficie do espermatozoide ejaculado (Haase et al., 2005). Membros dessa
familia apresentam funcdo de inibicdo de uma capacitagdo espermatica prematura, uma vez que esta pode ser
iniciada por acao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Rivlin et al., 2004), os quais podem ser produzidos
em excesso pela técnica de criopreservagdo. Essa proteina também promove uma economia de energia pela
célula espermatica através da diminui¢do da sua atividade metabdlica e motilidade. Ela previne a sintese de
EROs, e também contribui na sua eliminagdo por possuir atividade antioxidante (Schoneck et al., 1996). A este
respeito, pode-se supor que a maior quantidade dessa proteina no plasma seminal de suinos com alta
congelabilidade, proporciona uma melhor protegdo a membrana espermatica durante procedimentos de
congelacdo.
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Figura 2. Intensidades dos spots 208 e 1504 no mapa bidimensional do plasma seminal de suinos, agrupados de
acordo com os grupos PFEs e GFEs.

Resultado 3

Proteinas do Grupo PFEs. Vinte e seis spots foram encontrados com maior intensidade nesse grupo.
Estes foram subdivididos quanto a sua abundancia em trés categorias: alta, média e baixa abundancia (Fig. 3).
Dos 26 spots analisados, foram identificadas 10 proteinas presentes em maior abundancia no grupo PFEs. Como
também ocorrido no grupo GFEs foram identificadas 10 proteinas caracteristicas do plasma seminal e proteinas
celulares, subdivididas em dois subgrupos: a) as proteinas do plasma e b) as proteinas espermaticas.
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Figura 3. Intensidades dos spots mais expressos no grupo PFEs, no mapa bidimensional do plasma seminal de
suinos. Figuras 4a, 4b e 4c: Spots diferenciais com baixa abundancia nas PFEs
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a) Proteinas do plasma: Carbohydrate-binding protein (AQN1) foi a proteina encontrada no spot 3102, em alta
abundancia no plasma seminal suino, bem como a Beta-microseminoprotein (MSMB). A proteina Inibidora da
carbonic anidrase foi identificada nos spots 5512 e 5513, ambos em baixa abundancia. A proteina presente no
spot 6303 foi identificada como Epididymal secretory glutathione peroxidase, de forma significativa nas PFEs,
mas em baixa abundancia (Figura 3).

A proteina Carbohydrate-binding protein (AQN1) pertence a familia das espermadesinas, grupo de
proteinas mais estudadas do plasma seminal suino. Anélises da sequéncia de aminoacidos das espermadesinas
mostraram que elas pertencem a uma grande familia de proteinas reguladoras do desenvolvimento, possuindo
uma atividade ligante a zona pelicida estando implicada nos eventos de reconhecimento e ligacdo
espermatozoide-oodcito (SANZ et al., 1992), com sua fungdo atrelada a eventos que ocorrem no interior do
aparelho reprodutor feminino.

A proteina Beta-microseminoprotein (MSMB) ¢ uma proteina ndo glicosilada relativamente pequena
com uma massa molecular de 10 kDa sendo conhecida como proteina secretora prostatica (PRPS, PSP ou
PSP94), sendo um componente abundante no plasma seminal. Ela também pode ser detectada, em niveis baixos,
em outros tecidos humanos com capacidade secretora.

A proteina Inibidora da carbonic anidrase (CA) pertence a um grupo de metaloenzimas contendo
zinco que catalisam a interconversio do diéxido de carbono a bicarbonato (CO, + H,O <& HCOs- + H+). Ela esta
presente em quase todos os orgdos, apresentando varias fungdes bioldgicas, sendo a mais importante delas ¢ a
participagdo na regulagdo de ions, dgua e¢ balango acido-base. Estudos demonstraram que testiculo, ductos
eferentes, epididimo, ductos deferentes, vesicula seminal e prostata em algumas espécies (Ekstedt e Ridderstale,
1992), contém atividade CA. Nos testiculos ela pode ser localizada nas células de sertoli e Leyding e no tecido
intersticial de suinos (Ekstedt et al. 1991). Harris ¢ Goto (1984) demonstraram que proteinas inibidoras da
atividade CA em testiculos de frango e dutos deferentes resultaram em uma redu¢do no volume espermatico e
plasma seminal por coleta. Logo a atividade da proteina inibidora da CA pode ser utilizada como um marcador
negativo da fertilidade em suinos.

A proteina Epididymal secretory glutathione peroxidase, apesar de ter sido encontrada de forma
significativa no grupo de PFEs, sua abundéncia foi baixa quando comparada as demais. Esta proteina secretada
pelo epididimo também foi também encontrada por Novak et al. (2010) e sua fungdo esté relacionada a protegao
da integridade ¢ a fungdo do espermatozoide contra o ataque das espécies reativas de oxigénio, que sdo gerados
durante o processo de maturagdo. Moura et al. (2010) também encontraram a glutatione peroxidase nos fluidos
da cauda do epididimo de touros da raca Holandesa. Talvez, essa proteina precise de uma concentragdo maior
para exercer sua atividade antioxidante em suinos.

Conclusoes

Sob as mesmas condi¢des de criopreservacao, cada animal apresenta um resultado para a congelagio do
sémen, pois o grau de altera¢des produzidas pelo choque térmico ndo é o mesmo para ejaculados provenientes de
diferentes animais. Essas diferencas podem estar relacionadas com a intensidade da expressdo de determinadas
proteinas, que variam para cada individuo, mesmo entre animais da mesma espécie. Estas diferentes expressoes
podem influenciar diretamente na protecdo espermatica ao processo de criopreservacdo do sémen.

Trabalho A

A capacidade das células espermaticas resistirem ao processo de criopreservacdo seminal é diferente
para cada animal, mesmo sendo da mesma espécie. Desta forma, o uso de marcadores de congelabilidade
representa uma vantagem para a criopreservagdo do s€émen, porque evita utilizar ejaculados que ndo conseguem
resistir ao estresse causado pela criopreservagdo. Foram encontradas cinco proteinas, onde duas delas podem ser
utilizadas como marcadores de boa congelabilidade, visto que estdo presentes em ejaculados que apresentam
viabilidade espermatica apds a criopreservagao do sémen.

Trabalho B
Diante do exposto sobre 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 o processo de criopreservacdo espermatica.

Perspectivas

A busca por melhores resultados na criopreservagdo do sémen é necessaria, pois alguns pesquisadores
apontam esta técnica para um futuro promissor, devido aos avangos das novas tecnologias ¢ equipamentos de
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congelacdo de sémen. Alguns, afirmam até que o uso do sémen criopreservado substituird o uso do sémen
refrigerado, onde o sémen congelado de suinos sera comercializado nos grandes Centros de Inseminagdo
Artificial e intensamente utilizado em granjas comerciais.

Através de maiores estudos, a criopreservagdo podera ter uma maior aceitacdo e ser executada com
maior frequéncia. J& os cachacos devem ser testados individualmente, utilizando marcadores moleculares de
congelabilidade espermaética, para predizer as possibilidades de cada animal para a criopreservacdo, antes de
serem utilizados na produgdo evitando-se gastos desnecessarios.

Consideracoes Finais

Apesar de ja ser conhecida uma grande quantidade de proteinas que atuam sobre a célula espermatica,
muitas questdes ainda precisam ser elucidadas, quanto as suas funcdes fisiologicas, forma e momento de
atuacdo, com a finalidade de se conhecer os fendmenos que cercam processos fisiologicos, tais como a
fertilizacdo.

Além disso, em virtude do seu potencial ligado a reprodugdo animal, a protedmica pode auxiliar na
identificacdo de marcadores de fertilidade ou de ejaculados aptos ao processo de congelacdo/descongelacdo em
machos de diversas espécies, e dessa forma tornar mais vidvel essa técnica para espécies com extrema
sensibilidade ao choque térmico, como os espermatozoides suinos e, principalmente, evitar gastos, sejam eles de
manutencdo de reprodutores com sémen de baixa qualidade para a congelagdo, ou com a técnica em si, ao se
congelar e descongelar um sémen que ndo trara bons resultados de fertilidade.

A congelabilidade do s€émen é uma caracteristica importante que pode levar ao melhoramento genético
animal através da realizacdo de técnicas como a inseminagdo artificial e a fertilizagdo in vitro. Ela ¢é
particularmente importante para a espécie suina, na qual ainda ndo existe um protocolo de criopreservagdo
seminal bem estabelecido. Contudo, diversos estudos tém demonstrado que o processo de criopreservacio
acarreta estresse oxidativo a célula espermatica, podendo ocasionar danos irreparaveis a célula com perda de
func@o.

Além disso, as diferencgas observadas nos resultados de fertilidade entre diversos animais, muitas vezes
nao sdo detectadas pelos testes rotineiros empregados na avaliagdo da qualidade do ejaculado. Esses métodos de
avaliacdo tem sido objeto de importantes progressos nos ultimos anos, como a introdugdo da protedmica para
busca de marcadores de fertilidade e/ou congelabilidade.

Desta forma, a identificacdo de marcadores de congelabilidade, permitird se colocar previamente em
evidéncia o potencial genético de um animal, contribuindo significativamente com a escolha especifica de
reprodutores superiores que poderdo apresentar ao final de processos como a criopreservacao, bons resultados de
fertilidade.
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