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RESUMO

O bovino Pantaneiro é uma raca localmente adaptada que se desenvolveu no
bioma Pantanal brasileiro ao longo de quase 500 anos sob pressdo de selecdo natural. Estudos
acerca de animais localmente adaptados sdo essenciais para nortear as acdes dos programas de
conservacao de recursos genéticos animais. Assim, o objetivo deste trabalho foi correlacionar o
perfil eletroforético bidimensional das proteinas do plasma seminal com a congelabilidade do
sémen de touros Pantaneiros. Utilizou-se ejaculados de dezoito touros Pantaneiros, divididos
em dois grupos: de melhor e de pior congelabilidade. As amostras de sémen pré-
criopreservacdo foram avaliadas quanto a motilidade, vigor e morfologia espermatica e as
amostras de sémen pds-criopreservacao, avaliadas quanto a cinética pelo CASA, morfologia,
integridade de membrana e acrossoma. As amostras de plasma seminal foram obtidas por
centrifugacdo do sémen e as proteinas seminais separadas por meio de eletroforese
bidimensional em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE), corados com Coomassie coloidal G-
250 e analisados por meio do aplicativo PDQuest . Foram detectados 277 spots nos mapas
bidimensionais do plasma seminal de reprodutores Pantaneiros. Nove spots apresentaram
associacfes consistentes e significativas com 0s parametros seminais pés-criopreservacao.
Destes spots, cinco apresentaram diferenca (P<0,05) entre os grupos de melhor e pior
congelabilidade do sémen. A analise multivariada apontou cinco spots correlacionados
positivamente com os parametros de boa congelabilidade do sémen. Houve diferencas no perfil
proteico do plasma seminal entre os reprodutores de melhor e de pior congelabilidade do sémen
e a andlise dos géis revelou uma heterogeneidade nos perfis individuais. Devido & associagdo
dos spots 8305, 9217, 2603, 3514 e 2227 a proteinas encontradas em amostras de sémen de alta

congelabilidade e também relacionadas a eventos benéficos sobre as fungdes espermaticas,
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sugere-se que a presenca dos mesmos esta ligada a melhor congelabilidade do sémen de touros

Pantaneiros.

Palavras-chave: conservacéo, criopreservacao, eletroforese, proteinas.
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PROTEIN PROFILE OF THE SEMINAL PLASMA OF PANTANEIRO BULLS AND
THEIR RELATION WITH SEMEN FREEZABILITY

Paula Lorena Grangeira Souto®, Alexandre Floriani Ramos?
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ABSTRACT

The Pantaneiro cattle is a locally adapted breed that has been developed in the
brazilian Pantanal biome over almost 500 years under the pressure of natural selection. Studies
on locally adapted breeds are essential to guide the actions of the programs for conservation of
animal genetic resources. The aim of this study was to correlate the two-dimensional
electrophoretic profile of seminal plasma proteins with semen freezability from Pantaneiro
bulls. We used ejaculates from eighteen Pantaneiro bulls divided into two groups: best and
worst freezability. The sperm parameters motility, viability and morphology were evaluated
before cryopreservation and also were evaluated after cryopreservation and further were
evaluated CASA Kinetics, integrity membrane and acrosome. Seminal plasma samples were
obtained by semen centrifugation and seminal proteins were separated by two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). The gels were stained with colloidal
Coomassie G-250 and analyzed using the PDQuest™. Were detected 277 spots in two-
dimensional maps of the seminal plasma of Pantaneiro bulls. Nine spots showed consistent and
significant associations with semen parameters after cryopreservation. Five these spots showed
differences (P<0.05) between freezability groups. The multivariate analysis showed five spots
positively correlated with the semen parameters for good freezability. There were differences in
the seminal plasma protein profile between bulls of best and worst semen freezability. The
analysis of the gels also revealed heterogeneity in individual profiles. Due the association of
spots 8305, 9217, 2603, 3514 and 2227 with proteins found in animals with high freezability of
semen and it relating to beneficial events on sperm functions, it is suggested that their presence

is linked to better semen freezability of Pantaneiro bulls.

Keywords: conservation, cryopreservation, electrophoresis, proteins.
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1. INTRODUCAO

A manutencéo da diversidade de recursos genéticos animais € vital para qualquer
sistema de producdo, assim como € fundamental para garantir a seguranca alimentar,
principalmente diante das atuais taxas de crescimento demografico. No entanto, a
biodiversidade vem diminuindo e, além disso, se estima que em um futuro proximo varias
mudancas possam afetar gravemente os sistemas pecuarios. Dentre elas destacam-se as
evidentes mudancas climaticas globais, a evolucdo da resisténcia quimica dos patdgenos, as
novas demandas de mercado e as doengas emergentes. Sendo assim, as ragas que se adaptarem
a estas novas condicdes podem ser indispensaveis para garantir a producdo de alimentos no
futuro (FAO, 2007; SODHI & EHRLICH, 2010).

Quando uma raca é extinta antes da completa identificacdo dos seus atributos
adaptativos — que sdo resultado da interacdo complexa entre varios genes com o0 meio ambiente
— 0S recursos genéticos que poderiam contribuir de maneira notéria para a promog¢éo da satde
animal e para a produtividade séo perdidos para sempre (FAO, 2007; SODHI & EHRLICH,
2010). Além das razdes supracitadas, o fato de que as racas refletem a identidade historica e
cultural de populagdes, sendo um “patriménio vivo da humanidade”, também tem justificado os
esforcos para a conservacao de ragas localmente adaptadas.

Em algumas situacdes, a criagdo de bovinos localmente adaptados por pequenos
produtores é recomendada. Devido as caracteristicas como rusticidade e serem de pequeno a
médio porte, por conseguinte necessitando de investimentos menores quando comparado a
racas altamente especializadas, esses animais podem ser fonte de renda para esta parcela do
agronegocio brasileiro.

Com aproximadamente 500 anos de selecdo natural, o bovino Pantaneiro,

adquiriu caracteristicas Unicas de adaptacdo as condi¢Ges edafoclimaticas do Pantanal



brasileiro. Mesmo sendo um recurso genético animal tdo importante, o bovino Pantaneiro faz
parte da lamentavel estatistica que mostra que cerca de 50% da populacdo bovina adaptada ao
clima tropical brasileiro estd em processo de extin¢do ou ja se tornou extinta (PRIMO, 1992;
EGITO, 2007; MARIANTE et al.,, 2009; MENDES et al., 2012). Apesar disso, ainda ha
grandes lacunas no conhecimento acerca das caracteristicas adaptativas deste recurso genético
que podem ser importantes para fins de pesquisa, de producdo ou para atender a outras
necessidades humanas (FAO, 2007). Porém, para se justificar a conservacdo de uma raca faz-se
necessario, em principio, conhecer seus aspectos fisioldgicos para, posteriormente, identificar e
estimular os potenciais usos da mesma.

A criopreservacdo de gametas € uma ferramenta estratégica que permite
preservar material genético para utilizacdo futura. Na criopreservacdo de espermatozoides, a
utilizacdo de modernas técnicas criogénicas tem demonstrado crescente progresso
(MARIANTE et al., 2011). No entanto, existe grande variag@o de resultados tanto na qualidade
quanto no potencial fecundante dos espermatozoides submetidos ao estresse térmico pelo frio,
mesmo em animais com boa avaliacdo do sémen antes da criopreservacdo. Em geral, alteracdes
na capacidade funcional da célula durante o processamento reduzem a motilidade e viabilidade
espermatica, ocorrendo perdas em torno de 50% de espermatozoides viaveis (SALAMON &
MAXWELL, 2000).

Diversos métodos sdo utilizados para tentar estimar a eficiéncia reprodutiva do
touro como, por exemplo, a mensuracdo da biometria testicular, a avaliacdo da cinética
espermatica, os testes de avaliacdo de integridade espermatica, dentre outros. Embora todos
estes métodos apresentem boa acessibilidade as técnicas e facilidade de execucéo, estes podem
ser insuficientes para predizer as relagfes existentes entre a dinamica dos parametros seminais
e o potencial reprodutivo do touro. Vérias pesquisas indicam que essas divergéncias nos
resultados da criopreservacdo possam estar associadas a variacdo da composicdo do plasma
seminal entre animais e mesmo entre ejaculados, principalmente quanto aos constituintes
proteicos (WATSON, 2000; STRZEZEK et al. 2005). Estudos recentes tém demonstrado a
existéncia de uma relagdo entre a composicéo proteica do plasma seminal, a congelabilidade do
sémen e a fertilidade em varias espécies, como por exemplo, em humanos (AUTIERO et al.,
1991), bovinos (RONCOLETTA et al., 2000; JOBIM et al., 2009), ovinos (BARRIOS et al.,
2000; CARDOZO et al., 2006), bubalinos (HIRON et al., 2006), peixes (ZILLI et al., 2005) e
em suinos (CASAS et al., 2009). As modificacBes estruturais e bioquimicas da superficie

espermatica ocorridas durante a criopreservacdo do sémen ja sdo conhecidas, porém a literatura



ainda é bastante contraditoria acerca de questes sobre a relagdo entre 0s mecanismos da
crioinjuria espermatica e a presenca ou a perda de proteinas do plasma seminal. Por vezes, se
desconhece a forma de protecdo ou 0s possiveis efeitos negativos na qualidade espermatica
pos-criopreservacgdo conferida por essas proteinas (PRUIT et al., 1993; SCHONECK et al.,
1996; MAXWELL et al.2007; MUINO-BLANCO et al., 2008; VASCONCELOS, 2009).

A técnica de eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE)
tem sido o método de escolha para estudar a protebmica do plasma seminal e sua relacdo com
0s parametros do sémen criopreservado, revelando resultados promissores. Neste contexto,
potenciais marcadores bioquimicos identificados por meio desta técnica podem ser utilizados
como uma ferramenta valiosa para predizer com mais acuracia a congelabilidade do sémen e a

fertilidade em reprodutores.

1.1 Objetivo Geral

Caracterizar o perfil proteico do plasma seminal de reprodutores Pantaneiros e

relaciona-lo com a congelabilidade do sémen.

1.2 Objetivos Especificos

Caracterizar o perfil protéico do plasma seminal de reprodutores Pantaneiros.

Correlacionar parametros espermaticos do sémen fresco e congelado com o
perfil proteico do plasma seminal de reprodutores Pantaneiros.

Verificar diferencas no perfil proteico do plasma seminal entre reprodutores com
sémen de melhor e de pior congelabilidade.

Identificar possiveis marcadores proteicos para a congelabilidade do sémen no

plasma seminal de reprodutores Pantaneiros.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bovino Pantaneiro

Bovinos ndo tém ocorréncia natural no continente americano, tendo sido
introduzidos nestes territdrios nos primérdios da colonizacéo para garantir a manutencdo dos
povoados, com o fornecimento de leite, carne, de locomocdo e tracdo de veiculos
(BOAVENTURA, 2005). Consta que os primeiros registros de bovinos, exemplares de racas
ibéricas, que chegaram as Américas, datam de 1524. No Brasil, o primeiro registro rastreavel
é do ano de 1534. Em menos de 40 anos a espécie se dispersou para todos os paises Sul-
Americanos (PRIMO, 1992).

Apo6s quase 500 anos de processos adaptativos e de miscigenacgdo entre racas,
0s bovinos europeus evoluiram e adquiriram caracteristicas que permitiram sobrevivéncia em
condicdes adversas de ordem sanitaria, de manejo e de clima encontrados nos ecossistemas a
que foram expostas (PELLEGRIN et al.,, 1997). Isso ocasionou mudangas tanto no
comportamento quanto na fisiologia desses animais. Assim, no bioma Pantanal, surgiu um
tipo local com caracteristicas Unicas de adaptacdo: o bovino Pantaneiro (Figura 1), também
conhecido como “Tucura”, “Jofreano” (referéncia a Porto Jofre, que antes da rodovia
Transpantaneira foi um ponto de referéncia no caminho de terra que chegaria a Corumba) ou
“Cuiabano” (MAZZA et al., 1989; 1994; ABREU et al., 2000; MENDES et al., 2012).



Figura 1: Bovino Pantaneiro, Fazenda Nhumirim, Embrapa

Pantanal, Corumba-MS. Fonte: Arquivo pessoal

O Pantanal é caracterizado por topografia plana em geral, com solos inundaveis
durante grande parte do ano. O clima é quente, com estacdo seca de maio a setembro e estacdo
chuvosa de outubro a abril (JUNK et al., 2006). As grandes distancias das planicies e a falta
de cercas permitiram que a raca se espalhasse e se reproduzisse. O bovino Pantaneiro
consegue produzir com baixos investimentos em uma regido de clima indspito para outras
racas. S&o animais capazes de se alimentar durante varias horas em pastos alagados, suportar
periodos de seca prolongada, quando ha escassez de pasto e de agua. A tudo isto, soma-se a
baixa qualidade do solo e dos ciclos das pastagens nativas. Estes fatos tornam evidente a
resisténcia genética a doencas, a rusticidade, a fertilidade e a adaptabilidade da raca (ABREU
et al., 2002; PRIMO, 1992).

Os animais que formaram o bovino Pantaneiro foram inseridos no Pantanal no
fim do século XVI e inicio do século XVII, em um momento de disputa de territério durante
as expedi¢cOes na Bacia do rio Prata, época em que fronteiras eram pouco definidas (NEVES,
1980). Segundo Mazza e colaboradores (1994), o Pantaneiro descende de racgas bovinas
espanholas tendo também influéncia indireta das ragas portuguesas, atraves do cruzamento
com racas jé& adaptadas como o Franqueiro e o Curraleiro/Pé-duro. Athanassof (1957), porém,
compara as caracteristicas fenotipicas do Pantaneiro com as racas portuguesas, afirmando que
esta se filia ao tronco Bos taurus ibericus devido a sua semelhanca com as ragas Mirandesa e
Brava.

Estes animais apresentam porte pequeno a médio; linha dorso lombar

geralmente reta; focinho negro e em 73% dos animais ha um anel branco em seu redor;



chifres arredondados saindo lateralmente para cima e para frente; orelhas pequenas com
presenca de pelos na parte interna; pelagem predominantemente da cor amarelo-avermelhada,
com tonalidades mais escuras nas extremidades e pelos brancos na porcdo ventral; e cauda
fina, de insercdo alta. Sdo de temperamento ddcil, quando manejados constantemente,
tornando-se bravios quando mantidos isolados (MAZZA et al., 1994).

A pecuédria extensiva é a principal atividade econdmica na regido Pantaneira e
0 bovino Pantaneiro foi a base desta durante aproximadamente 300 anos (MAZZA et al.,
1994). No entanto, ao final do século XIX e inicio do século XX, racas altamente produtivas e
especializadas foram importadas e foram realizados cruzamentos absorventes
indiscriminadamente com as racas locais, levando a dréastica redugdo ou mesmo a substituicdo
dessas populagdes (EGITO et al., 2002). Embora o Pantaneiro seja menos produtivo que racgas
especializadas, este difere destas por possuir caracteristicas adaptativas as condicOes
edafoclimaticas da regido onde sofreu um longo processo de selecdo natural (RANGEL et al.,
2004). Um exemplo disso é a constatacdo de que apesar do peso ao nascer do Nelore superar
0 do Pantaneiro, as taxas de nascimentos e desmama deste, sdo maiores que as observadas em
rebanhos Nelore da regido (ABREU et al., 2000).

H& um notavel indice de variabilidade genética nas populacdes bovinas criadas
no Brasil, sendo que as racas localmente adaptadas tém riqueza alélica significativamente
mais alta do que racas especializadas e zebuinas. Porém o nimero extremamente reduzido de
animais, especialmente o pequeno numero de reprodutores, além da distancia geogréafica entre
os rebanhos tornaram-se fatores limitantes para a troca de material genético e esta levando a
um processo de endogamia nos nucleos de conservacdo (EGITO, 2007).

Por ser considerado um recurso genético importante e ameacgado de extingéo,
em 1984 foi implantado o ndcleo de conservacdo do bovino Pantaneiro. Desde entdo sdo
realizadas pesquisas e atividades relacionadas a conservacdo, manutencdo da variabilidade
genética, estudos de caracteristicas produtivas e reprodutivas e uso da raca. Além disso, a
pesquisa também esta voltada para o desenvolvimento de programas de melhoramento animal
para areas inundaveis, nos quais o uso da raca pode ser requerido no futuro. Assim, haveria o
aproveitamento de modo sustentdvel dessas areas e promoveria a conservagao desses
ambientes, como fonte para o turismo cultural, ecologico e gastronémico. Para este foco, 0s
estudos das caracteristicas adaptativas sd&o de primordial importdncia (ABREU &
MCMANUS, 2000, ABREU et al., 2000; PRIMO, 1992).



Aos poucos o bovino Pantaneiro vem conquistando o reconhecimento publico.
A lei estadual n® 9.393, de 21 de junho de 2010, reconheceu 0 bovino Pantaneiro como
Patriménio Cultural e Genético do Estado de Mato Grosso, por constituir patrimonio natural
portador de referéncia a identidade, a acdo e a memoria da sociedade mato-grossense. Mais
recentemente, em 24 de abril de 2013, foi fundada uma Associacdo de Criadores de Bovino
Pantaneiro (ACBP). Dentre o0s objetivos da associacdo estdo: estabelecer os padrdes
fenotipicos da raga, fazer o registro genealdgico, reunir e cadastrar criatérios como forma de
promover o desenvolvimento e o melhoramento do rebanho e incentivar os estudos sobre
esses animais. A criagdo de uma associagdo de criadores é fundamental para que haja avangos
em relacdo ao registro da raca junto ao Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento -
MAPA. Isso proporcionard a valorizacdo da mesma, possibilitando a comercializacdo de
produtos com agregacdo de valor (marca, indicacdo geogréafica, indicacdo de origem
protegida), estimulando, assim, o interesse de outros produtores em criar 0s animais.

Entretanto, apesar dos esforgos das institui¢fes, a ragca ainda encontra-se em
risco de extingdo (ABREU et al., 2007).

2.2 Aspectos estruturais e funcionais do espermatozoide

O espermatozoide (Anexo A) é uma célula altamente especializada em
estrutura e funcdo, sendo o produto final do processo de espermatogénese. Ap0Os sucessivas
fases mitdticas, meioticas e pos-meidticas ocorridas no interior dos tabulos seminiferos dos
testiculos, o espermatozoide torna-se habil a combinar seu pré-nicleo com o pré-nicleo de
um ovocito para dar inicio ao processo que originara a proxima geracdo (EDDY, 2006;
CHENG et al., 2004; GARNER & HAFEZ, 2004).

Desde o inicio do século XX, as principais caracteristicas da morfologia do
espermatozoide sdo conhecidas, mas a associacao entre as fun¢des mais importantes com cada
regido da célula s6 veio a ser entendida, apds a segunda metade deste periodo, a medida que
houve avangos na area da biotecnologia. Em mamiferos, esta célula tem duas partes
principais, a cabeca e a cauda ou flagelo, que s&o unidas pelo colo (EDDY, 2006;
SUTOVSKY & MANANDHAR, 2006). O espermatozoide bovino mede cerca de 60 a 70 um
de comprimento, sendo que a cabega representa 8 a 10 um. Em animais ungulados, carnivoros

e primatas o espermatozoide tem cabeca achatada. No touro esta tem cerca de 4 um de largura



e 0,5 um de espessura (BEARDEN & FUQUAY, 1997). As estruturas que compdem a cabeca
sdo basicamente o nlcleo, 0 acrossoma, estruturas do citoesqueleto e uma pequena quantidade
de citoplasma. O nucleo é formado por uma massa de DNA, denominada de cromatina, e é
anteriormente coberto pelo acrossoma. Durante a espermatogénese a cromatina sofre um
processo de ultracompactagdo devido a substituicdo das histonas, ricas em lisina, pelas
protaminas, ricas em cisteina e arginina (SETCHELL, 1993). O acrossoma € uma grande
vesicula citoplasmatica repleta de maltiplas enzimas hidroliticas que recobre até dois tercos
da porcdo anterior da cabeca, localizando-se entre a face interna da membrana plasmaética e o
nacleo. Esta vesicula, originaria do complexo de Golgi durante a fase de espermétide, é
limitada pela membrana acrossomal interna e membrana acrossomal externa. A membrana
acrossomal interna esta disposta sobre a membrana nuclear, enquanto a membrana acrossomal
externa contacta o lado interno da membrana plasmatica (EDDY, 2006; JOHNSON, 1994).

A cauda ou flagelo é constituida principalmente pelas seguintes estruturas: o
axonema ou filamento axial, que se estende por toda a cauda; a bainha de mitocondrias; e a
bainha fibrosa. Esquematicamente, o flagelo do espermatozoide pode ser dividido em quatro
segmentos: o colo, a peca intermediaria, a peca principal e a peca terminal (EDDY, 2006;
SUTOVSKY & MANANDHAR, 2006). Na parte central do flagelo encontra-se o axonema,
composto por nove microtibulos externos e por dois microtbulos simples centrais. As fibras
densas externas sdo adjacentes ao axonema (GARNER & HAFEZ, 2004). A peca
intermediaria é envolvida pela bainha mitocondrial e a peca principal é definida pela bainha
fibrosa. Esta ultima é uma estrutura do citoesqueleto que circunda o axonema e as fibras
densas externas e ainda contribui para o controle e restricdo do movimento flagelar (EDDY,
2006; SUTOVSKY & MANANDHAR, 2006). A principal fungdo desse arranjo heliocoidal
de mitocdndrias, a bainha mitocondrial, é disponibilizar energia a célula, via fosforilacao
oxidativa, convertendo varios substratos em ATP (BEARDEN & FUQUAY, 1997,
MANELLA, 2000). A peca terminal contém os microtibulos axonemais, o final das fibras
densas externas e a bainha fibrosa (EDDY, 2006). Varios elementos que compdem o flagelo
geram a forca necessaria para 0 movimento em ondas que propulsiona o espermatozoide para
frente (BEARDEN & FUQUAY, 1997).

As membranas espermaticas — plasmatica, acrossomal, mitocondrial e nuclear
— séo formadas por complexos de proteinas e lipideos anfipaticos, que pelo fato de ndo terem
ligagbes covalentes entre si, constituem um mosaico fluido. A membrana plasmaética ou

plasmalema envolve toda a célula. A fluidez da membrana permite que a mesma desempenhe
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suas fungdes de interagcdo com o meio. Assim, as proteinas se difundem e interagem melhor
entre si, 0 que é essencial, por exemplo, para a sinalizacao celular (ALBERTS et al., 1998). O
estado de fluidez é influenciado principalmente pela composicdo de fosfolipideos, pela
presenca do colesterol e também pela temperatura (STRYER, 1992; HAMMERSTEDT et al.,
1990). Nenhuma célula, em mamiferos, passa por tantas variacGes de temperatura durante o
ciclo de vida quanto o espermatozoide (WOLF et al., 1990). Quanto aos fosfolipideos, os
principais tipos presentes na bicamada sdo a colina, o inositol, o glicerol, a serina,
glicoesfingolipideos e esteroides. Ja o colesterol, principal esteroide dos espermatozoides
ejaculados, é constituido de moléculas pequenas e rigidas e, portanto, de acordo com a
propor¢do colesterol/fosfolipideo a bicamada pode ser mais ou menos fluida (ALBERTS et
al., 1998; CROSS, 1998).

Em cada dominio da membrana as interacdes entre as moléculas diferem,
modificando sua composicdo, proporcdo lipideo/proteina e funcdo. Isso resulta em uma
compartimentalizacdo da membrana plasmética (PARKS & GRAHAM, 1992). No
espermatozoide ha trés regides da membrana que sdo altamente especializadas: a cabeca, que
interage com 0 ovacito; a peca intermediaria, que contém a bainha mitocondrial, responsavel
por produzir energia; e o flagelo, responsavel pelo movimento da célula. Na cabega, a
membrana plasmatica tem dois dominios, um na regido acrossomal e outro na regido pos-
acrossomal. Na regido acrossomal esta ainda pode ser dividida em segmento marginal,
segmento principal e segmento equatorial. Os segmentos marginal e principal constituem a
capa ou capuz acrossomal. A regido pos acrossomal é sustentada por uma estrutura chamada
de bainha pés-acrossomal ou lamina densa pdés-acrossomal (EDDY, 2006; FLESCH &
GADELLA, 2000; SETCHELL, 1993).

A composicdo das membranas também sofre modificacdes durante a passagem
do espermatozoide pelo epididimo, no momento da exposicdo aos fluidos das glandulas
acessOrias e mesmo no trato reprodutivo da fémea. Neste percurso alguns componentes se
perdem enquanto outros migram, havendo mudancas na sua organizagdo. Isso indica que
esses componentes sdo por¢des dindmicas da célula. E quando hd modificagdes na interacdo
dessas moléculas a funcdo da membrana pode ser alterada (EDDY, 2006; FLESCH &
GADELLA, 2000).

A capacitacdo espermatica € um evento complexo, necessario para que ocorra a
fecundacdo. Este fendmeno resulta de uma série de alteracbes na membrana plasmatica as

quais permitem que ocorra a reagdo acrossémica completa. Apos a ejaculacao alguns fatores
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presentes no plasma seminal interagem com a membrana espermaética alterando a dindmica
dos fosfolipideos, promovendo uma reducdo na relagdo colesterol/fosfolipideo, o que diminui
a microviscosidade da membrana, reduzindo a adesdo entre os fosfolipideoso. Apds este
primeiro efluxo de colesterol da membrana, fatores presentes no trato reprodutivo da fémea
induzem a um segundo efluxo de colesterol, findando o processo de capacitagdo. O calcio, 0
bicarbonato de sodio e a albumina sdo elementos importantes na capacitacdo. O bicarbonato
parece atuar na redistribuicdo de colesterol na membrana, facilitando o sequestro desse lipideo
pela albumina. Possivelmente, o calcio se liga a enzima adenilato ciclase, que eleva a
quantidade de AMP ciclico (CAMP), o que resulta na ativacdo de proteinas quinases como a
fosfoquinase A, induzindo a fosforilacdo da tirosina da proteina espermatica. Também ha
influxo de calcio. Essa fosforilagdo tem relacdo com o desencadeamento dos processos de
hiperativacdo e inicio da reacdo acrossomica. Apds a completa capacitacdo 0 processo de
reacdo acrossdmica se inicia rapidamente. A reacdo acrossdmica se da, fisiologicamente, com
a elevacdo intracelular da concentracdo de mediadores i6nicos da exocitose (como o célcio,
por exemplo) ou pode ser induzida artificialmente na presenca de outros fatores, como
lipideos exdgenos e outras substancias que induzem a essas mudangas na membrana, como
ocorre no processo de criopreservacdo. Em seguida ao aumento desses mediadores
intracelulares, principalmente o calcio, a membrana plasméatica e a membrana acrossomal
externa se fundem formando vesiculas, pelas quais o conteldo é liberado por exocitose
(ALBERTS et al., 1998; CROSS, 1998; FLESCH & GADELLA, 2000).

A membrana plasmatica integra é auto selante e seletivamente permeavel. Ha
relatos da existéncia de diferencas entre espécies quanto ao grau de permeabilidade da
membrana a &gua. E isso pode explicar a maior ou menor sensibilidade espermética aos
procedimentos de criopreservacdo de cada espécie (CURY et al, 2000). Considerando-se esta
dindmica dos componentes da membrana e a existéncia das crioinjurias na célula espermatica,
a diferenca entre a composicdo da membrana plasmatica do sémen fresco e do congelado
pode ser a chave para elucidar as discrepancias encontradas na congelabilidade e fertilidade

do sémen criopreservado.
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2.3 Plasma seminal

O plasma seminal é uma secrecéo fisiologica formada a partir da mistura das
secrecOes testiculares, epididimarias, dos ductos deferentes e, em maior parte, das glandulas
sexuais acessorias (MANN & LUTWAK-MANN, 1981). O volume e a composicao do fluido
seminal variam muito entre espécies, entre individuos e mesmo entre ejaculados e estacdes do
ano (VILLEMURE et al. 2003; JOBIM et al., 2004; STRZEZEK et al. 2005; CARDOZO et
al., 2006; CHACUR & MACHADO NETO, 2007; MOURA et al., 2010). Neste contexto, ha
também a influéncia evolutiva da anatomofisiologia do trato reprodutivo masculino e
feminino que determina as caracteristicas seminais espécie-especificas (JOBIM et al., 2004).
A composicao bioquimica do plasma seminal também é afetada pelo método de colheita de
sémen, visto que dependendo da técnica de colheita uma glandula acessoria pode ser muito
estimulada em detrimento de outra, e pela frequéncia das colheitas (VASCONCELOQOS, 2009).
Este fluido contém eletrdlitos, principalmente o sodio e o cloreto (que influenciam
diretamente na osmolaridade do meio e das células), carboidratos, acido ascérbico, citrato,
amino&cidos, prostaglandinas, esteroides, enzimas, aminas, alem de grande volume de agua e
uma vasta quantidade de peptideos (JOBIM et al., 2004). O plasma seminal funciona como
um tampdo e meio nutriente para os espermatozoides. Em touros e carneiros o pH do plasma
seminal é levemente 4cido, ja nos suinos e garanhdes é levemente alcalino (BEARDEN &
FUQUAY, 1997; BALL & PETERS, 2004). Todos estes componentes tém funcbes
essenciais para a sobrevivéncia dos espermatozoides, como manuten¢do adequada do pH e da
osmolaridade, e também como fonte de energia e meio nutriente para estas células (JOBIM et
al., 2004). Esta abundancia de componentes no plasma seminal se deve a escassez de meio
intracelular do espermatozoide e visa compensar isto (AITKEN & BAKER, 2004).

Em todas as fases da producdo da célula espermatica, esta entra em contato
com substancias especificas do plasma seminal. No epididimo dos bovinos o espermatozoide
encontra altas concentragdes de carnitina, glicerilfosforilcolina, acido salicilico e, também, os
principais cations do fluido seminal, o s6dio e o potassio. As ampolas secretam frutose e
citrato. J& as vesiculas seminais, responsaveis por até 60% do total do ejaculado, detém o
conteddo mais abundante em proteinas, além de altas concentra¢des de frutose e a maioria das
prostaglandinas do fluido seminal (JOBIM et al., 2004). A prostata produz uma secrecdo

acida contendo minerais, putrescina, espermidina e espermina. Sendo que a putrescina, uma
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diamina, e as duas ultimas, poliaminas, sdo envolvidas em diversos processos biologicos.
Enzimas representam a maior parte da secre¢do prostatica e vesicular e sdo associadas,
geralmente, a membrana. Em contraste com estas duas glandulas acessorias, as bulbouretrais
tem uma secrecdo mais alcalina (MILLER & AX, 1988).

Dentre os constituintes mais importantes do plasma seminal, destacam-se as
proteinas. Estas exercem diversas funcfes na regulacdo das funcbes esperméticas. Como
citado anteriormente, elas modificam as membranas e podem influenciar o metabolismo dos
espermatozoides, além de conferir protecdo contra efeitos oxidativos e imunolégicos oriundos
do aparelho reprodutor feminino.

Em vérias espécies animais ha relatos de que as variacbes na composicdo
proteica do plasma seminal sdo relacionadas a congelabilidade do sémen (JOBIM et al., 2004;
RONCOLETTA et al., 2013), a fertilidade do macho (RONCOLETTA et al., 2013,
KILLIAN et al., 1993) e também com caracteristicas do sémen como a motilidade
(SALVADOR et al., 2004). Porém, ainda ndo ha um consenso sobre as influéncias inibitorias
ou protetoras do plasma seminal na preservacdo do sémen (LEAHY & GRAAF, 2012). Sendo
assim, as nuances sobre este mérito ainda sdo especulativas. Alguns autores atribuem ao
plasma seminal tanto a manutencdo da motilidade e viabilidade espermatica em bovinos,
suinos e ovinos quanto a prevencdo da capacitacdo espermatica prematura (PRUIT et al.,
1993; MUINO-BLANCO et al., 2008; VASCONCELOS, 2009). Outros associaram a ele
efeitos negativos na qualidade espermatica pés-criopreservacio (SCHONECK et al., 1996;
MAXWELL et al.2007).

E bem estabelecido que os componentes do plasma seminal desempenham
funcdes importantes nos processos relacionados com a capacitacdo espermatica, estabilidade
de membrana, viabilidade e motilidade das células espermaticas, afetando o metabolismo do
espermatozoide (MOURA et al., 2010; CHACUR & MACHADO NETO, 2007). Segundo
Muifio-Blanco e colaboradores (2008), algumas proteinas do plasma seminal exercem funcgdes
especificas na regulacdo da fungédo espermatica e na fertilidade. Sabendo-se disto, torna-se Util
a identificacdo de marcadores moleculares fisiologicos que caracterizem os animais com boa
qualidade seminal pos-criopreservacdo. As proteinas do plasma seminal tém sido alvo destas
pesquisas (WATSON, 1995). E, ainda, algumas proteinas tém maior prevaléncia em animais
com sémen de alta congelabilidade, ao passo que sdo menos frequentes em animais com

sémen de baixa congelabilidade.
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Segundo Chacur e Machado Neto (2007), a sazonalidade influencia
diretamente na presenca ou auséncia de bandas especificas de proteinas no plasma seminal em
touros. Cardozo et al (2006) atribuiram estas mudancas a variacdo da concentracdo de
gonadotrofinas e dos respectivos receptores testiculares de acordo com a estacdo do ano, o
que provavelmente afeta a funcdo enddcrina das gbnadas e a secre¢do da vesicula seminal e

epididimo.

2.3.1 Proteinas relacionadas com a protecédo espermatica

No plasma seminal existem diversas proteinas que atuam na protecdo dos
espermatozoides contra os danos causados a eles desde o0 momento da sua producdo até a
chegada ao trato reprodutor feminino (MOURA et al., 2011). Para um bom funcionamento
dos sistemas aerdbicos € preciso haver equilibrio entre a quantidade de espécies reativas de
oxigénio (ERO’s) gerada, em parte pelos espermatozoides, e a quantidade eliminada pelo
sistema antioxidante celular. Em linhas gerais, 0 estresse oxidativo ocorre quando o sistema
antioxidante celular ndo consegue eliminar o excesso destas substancias oxidantes produzidas
ou ERO’s (KISO et al., 2013).

A glutationa peroxidase € uma das principais enzimas de protecdo espermatica
presente no epididimo e na membrana espermatica de varias espécies (PERRY et al., 1992;
DACHEUX et al., 2005). A funcdo antioxidante desta glicoproteina consiste principalmente
na reducdo do peroxido de hidrogénio (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990).

A lactoferrina, uma glicoproteina ligadora de ferro, desempenha diversas
funcBes bioldgicas tais como atividade antimicrobiana, antiparasitaria, imunomodulatoria e
antineopléasica, além de atuar no transporte de fons de Fe3* (ADLEROVA et al., 2008). No
sémen, o ferro serve como um catalisador na producdo de ERO’s. Em pequenas quantidades,
as ERO’s sdo necessarias para manter a funcao espermatica normal, porém o excesso pode ser
prejudicial resultando em danos celulares, que podem acarretar a perda da capacidade
fecundante do espermatozoide, como: reducdo da motilidade espermética, perda de ATP,
indugédo da peroxidacdo da membrana lipidica, aumento da fragmentacdo do DNA e morte
prematura de células espermaticas. Assim, a lactoferrina no sémen pode atuar como um

antioxidante natural, além de também ser sugerido que a mesma tem propriedades
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antibioticas, devido a sua capacidade de sequestrar ferro e prevenir efeitos patogénicos sobre
0s espermatozoides (FURMANSKI, 1995; KISO et al., 2013).

Em bovinos, a proteina acida do fluido seminal bovino (aSFP), pertencente a
familia das espermadesinas, € uma glicoproteina secretada pelas glandulas acessorias e
epididimo que atua em eventos que protegem a célula espermatica, como a prevencdo da
capacitacdo, preservacao da integridade acrossomal e mitocondrial e regulacdo da motilidade
(ROMERO et al., 1997; MOURA et al., 2011). A aSFP também cumpre importante papel no
controle do estresse oxidativo no trato reprodutor masculino (EINSPANIER et al., 1991;
MOURA et al., 2011; KUMAR et al., 2012). No touro, os espermatozoides sdo brevemente
estocados na ampola antes da ejaculacdo. Neste momento as células entram em contato com
altas concentracdes de aSFP, o que restringe a motilidade espermatica com a finalidade de
poupar energia da célula. Ja no trato reprodutivo da fémea, as concentracdes da aSFP
diminuem por diluicdo, permitindo a rapida restauracdo do movimento do espermatozoide
(KUMAR et al., 2012). Contudo, quando ha altas concentracfes de aSFP no plasma seminal,
0 movimento espermatico pode ser restringido e, assim, prejudicar a qualidade do sémen
criopreservado. Para ocorrer a fertilizagdo in vitro, esta proteina precisa ser desligada da
membrana espermatica, sugerindo que a aSFP atue como fator decapacitante do
espermatozoide bovino, contudo, esse efeito € concentracdo dependente. A alta concentracdo
desta proteina pode ter efeito inibitdrio sobre a motilidade espermética e a atividade
mitocondrial (SCHONECK et al., 1996; JOBIM et al., 2009; KUMAR et al., 2012).

A albumina seminal é uma proteina de 66 kDa, considerada um antioxidante
pela capacidade de absorver peréxidos de lipideos, contribuindo para a protecdo e integridade
da membrana espermética. Ha relatos de que a mesma auxilia na gametogénese e no
metabolismo das células de Sertoli. Assim como as BSP’s e a clusterina, a albumina também
estd envolvida no efluxo de colesterol e fosfolipideos da membrana espermatica, estando,
portanto, envolvida na capacitagdo. A albumina apresenta correlagdo positiva com o
percentual de células normais no sémen de bovinos e 0 aumento da motilidade. Uma maior
expressao desta proteina foi observada em touros de alta congelabilidade (CHACUR &
MACHADO NETO, 2007; JOBIM et al.,, 2009; MOURA et al., 2011). Outra proteina
relacionada com a protecdo espermatica € a clusterina, uma glicoproteina de 75-80 kDa
expressa na maioria dos tecidos dos mamiferos e esta associada com a liberacdo de restos
celulares e apoptose. No bovino, esta proteina é abundante no figado, cérebro e testiculos,

estando presente ainda no plasma seminal, membrana espermatica e epididimo de varias
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espécies, 0 que sugere seu papel na maturagdo espermética. No trato reprodutivo do bovino a
clusterina participa de varios processos fisiologicos, ligando-se a espermatozoides anormais e
aglutinando-os, o que pode prevenir danos oxidativos e inibir a lise induzida pelo sistema
complemento (IBRAHIM et al., 1999; KUMAR et al., 2012). Porém, em ruminantes o
conhecimento preciso sobre as fungfes da clusterina ainda é escasso. No homem, a clusterina
possui sitios de ligacdo a heparina, indicando que pode regular o transporte e redistribui¢do de
lipideos no plasma sanguineo (JOBIM et al., 2009; MOURA et al., 2011; JUYENA &
STELLETTA, 2012). A clusterina foi identificada em alta concentracdo no plasma seminal de
animais de alta congelabilidade. Esta correlacdo positiva com a congelabilidade reforca a
teoria de que esta proteina tem efeito protetor, por reduzir as crioinjarias @ membrana durante
a criopreservacdo (JOBIM et al., 2004). J& o excesso de clusterina nos espermatozoides tem
correlacdo negativa com a fertilidade, indicando que houve uma espermatogénese imperfeita

e/ou maturacdo epididimaria irregular (KUMAR et al., 2012).

2.3.2 Proteinas que participam da capacitacdo espermatica

Algumas moléculas sdo adsorvidas na superficie da membrana espermatica
durante o transito epididimério, assim como no momento da ejaculacdo, modulando a
capacitacdo dos espermatozoides. As proteinas de ligacdo a heparina (HBP), por exemplo, se
ligam a sitios especificos e regulam a capacitacdo mediada por heparina (JOBIM et al., 2009).
Em bovinos, as proteinas majoritarias fazem parte da familia de proteinas ligadoras de
fosfolipideos do plasma seminal bovino (BSP’s). Os principais membros desta familia de
proteinas sdo as proteinas BSP Al e BSP A2, que juntas sdo conhecidas como PDC-109
(proteina com um grupo amina em uma extremidade ou N-terminal; D-acido aspartico; e uma
carboxila terminal na outra extremidade ou C-terminal, contendo 109 amino&cidos), a BSP
A3 e a BSP 30-kDa. Recentemente houve uma mudanga na nomenclatura dessas proteinas, a
saber: BSP-A1/A2, BSP-A3 e BSP-30 sdo agora chamadas de BSP1, BSP3 e BSP5,
respectivamente, sendo que as BSP’s sdo coletivamente chamadas de binder of sperm
proteins. Somente a PDC-109 ou BSP1 representa mais que 30% do total de proteinas do
plasma seminal bovino (MOURA et al., 2007; MANJUNATH et al., 2009; JUYENA &
STELLETTA, 2012; KUMAR et al., 2012). Estas proteinas sdo secretadas pelas vesiculas

seminais e ampolas, tém caréater acido, baixo peso molecular e se caracterizam por apresentar
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dominios de fibronectina tipo II, sendo as principais HBP’s no plasma seminal bovino
(MANJUNATH et al., 2002; MOURA et al., 2011; KUMAR et al., 2012). As BSP’s se ligam
ao grupo colina dos fosfolipideos da membrana espermatica durante a ejaculagéo,
promovendo o sequestro de colesterol, diminuindo a relacdo colesterol/fosfolipideo na
membrana e estimulando a capacitagdo espermaética. No trato reprodutor feminino, assim que
o espermatozoide chega ao oviduto, as BSP’s interagem com fatores capacitantes como as
lipoproteinas de alta densidade (HDL) e a heparina (THERIEN et al., 1998; CHACUR e
MACHADO NETO, 2007; KUMAR et al., 2012). Na criopreservacdo do sémen, as BSP’s se
ligam as moléculas de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) presentes na gema de ovo
(componente mais utilizado nas formulagdes dos meios diluentes para sémen de bovinos) e a
membrana espermatica. Estas lipoproteinas também contém os colina-fosfolipideos. A ligacao
ocorre de forma rapida e saturavel, sendo demonstrado que mesmo ap6s o congelamento estas
proteinas continuam associadas a LDL, sugerindo que esta interacdo confira um efeito de
crioprotecdo ao espermatozoide (MANJUNATH et al., 2002; JOBIM et al., 2009).

2.3.3 Proteinas envolvidas na reacdo acrossomal e na interacdo entre

gametas

Proteinas denominadas marcadoras de fertilidade, estdo envolvidas na
interacdo entre gametas e atuam como moléculas de ligacdo a zona pellcida do ovdcito
(JOBIM et al., 2009). Os carboidratos da matriz glicoproteica, que forma a zona peldcida,
parecem estar envolvidos na interacdo entre gametas (FLORMAN & WASSARMAN, 1985;
MIRANDA et al., 1997).

A fosfolipase A2 (PLA2) detectada no plasma seminal desempenha
importantes fungdes na maturacdo espermatica, na reacdo acrossomal e na fase inicial da
fecundacdo, atuando na fusdo entre espermatozoide e ovdcito, apresentando correlagcdo com a
fertilidade em bovinos (SOUBEYRAND et al., 1997; MOURA et al., 2006, 2011).

A prostaglandina D-sintetase (PGDS) tipo lipocalina, uma proteina de 26 kDa,
¢ associada a fertilidade de reprodutores (KILLIAN et al., 1993) e foi encontrada em grande
quantidade no sémen de touros de alta congelabilidade (GERENA et al., 1998;
RONCOLETTA et al., 2000). Seu exato papel na reproducdo do macho ainda é desconhecido.
Todavia, varios fatores indicam que ela pode estar envolvida tanto no desenvolvimento
quanto na maturacao do espermatozoide (GERENA et al., 1998; KILLIAN et al., 1993).
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A osteopontina (OPN) é uma glicoproteina &cida, rica em &cido aspartico,
acido glutdmico e serina, que foi isolada pela primeira vez na matriz 6ssea bovina.
Posteriormente, identificou-se que as fontes primarias dessa proteina no plasma seminal
bovino sdo as vesiculas seminais e as ampolas. A OPN se liga ao célcio e interage com
receptores da familia das integrinas, que por sua vez sdo importantes na migragéo celular pelo
epitélio seminifero (MOURA, 2005). A presenca de complexos OPN-integrinas no fluido e
epitélio do oviduto bovino comprova que esta proteina também desempenha importante papel
no momento da fertilizagdo. Estudos mostram que a OPN adere-se & membrana oocitaria
estando associada ao aumento da taxa de fertilizagdo, clivagem e desenvolvimento
embrionério, além de prevenir a polispermia em suinos e bovinos (MOURA, 2005; HAO et
al., 2006; ERIKSON et al., 2007; GONCALVES et al.,, 2007; MOURA et al., 2007;
MONACO et al., 2009). Apesar do fato desta proteina conter dominios de ligacédo a heparina,
seu papel na capacitacdo espermaética ainda € especulativo. Esta glicoproteina foi classificada,
ainda, como uma citocina, principalmente, devido a sua participacdo na adesao e sinalizacao
celular (JOBIM et al., 2009). A correlacédo positiva da OPN com a congelabilidade do sémen
pode ser atribuida a modulacdo da funcdo da membrana plasmatica do espermatozoide,

auxiliando na protecdo da mesma durante a criopreservacéo (JOBIM et al., 2009).

2.4 Eletroforese bidimensional

Eletroforese é uma técnica bioquimica que consiste na migracdo de particulas
carregadas eletricamente, quando dissolvidas ou suspensas em um meio eletrolitico, através
do qual uma corrente elétrica é aplicada (diferenca de potencial). Esta técnica foi
desenvolvida pelo quimico Arne Tiselius em 1937, para o estudo de proteinas em soro e lhe
rendeu o prémio Nobel em 1948. Inicialmente era realizada em meio liquido e posteriormente
foi aperfeicoada com o uso de um meio suporte. A eletroforese & amplamente utilizada nas
diversas areas da biologia molecular, sendo aplicada na analise de enzimas, de proteinas e de
acidos nucleicos, além de ser util também nas pesquisas em taxonomia, bioguimica, fisiologia
e génetica (vegetal, animal e de microrganismos) (BRAMMER, 2001). Eletroforese
bidimensional, eletroforese 2-D ou simplesmente 2-D, é hoje a forma de eletroforese mais
utilizada para andlise e separacéo de proteinas. Em um material biologico contendo proteinas,

como o plasma seminal, é provavel que duas ou mais proteinas tenham propriedades



19

estruturais e biogquimicas razoavelmente semelhantes, assim sendo, tais moléculas serdo
separadas de forma mais efetiva por uma técnica que se utilize de pelo menos duas
propriedades fisioquimicas distintas — dai o termo bidimensional (duas dimensdes
fisioquimicas). As duas propriedades usadas neste tipo de separacdo sao: ponto isoelétrico e
massa molecular. Em uma corrida eletroforética bidimensional em gel, as proteinas s&o
separadas, primeiro em uma dimensao linear, depois em uma dimensao colunar, de modo que
todas as moléculas sejam separadas entre si. Dentre as variaveis existentes no processo estao:
a intensidade da corrente elétrica, a resisténcia do meio a migracdo de particulas e a diferenca
de potencial (ROCHA et al., 2005).

Na primeira dimensdo, denominada de focalizagdo isoelétrica ou simplesmente
IEF (Isoeletric focusing), as proteinas sdo separadas sob alta voltagem conforme seu ponto
isoelétrico (pl). O pl é o ponto especifico de pH (potencial de Hidrogénio ionizavel de uma
solucdo) no qual uma proteina se torna neutra (tem carga total igual a zero), permanecendo
estatica em solucdo, quando submetida a uma diferenca de potencial elétrico. O processo se
inicia quando a amostra bioldgica (por exemplo, plasma seminal) é aplicada sobre uma fita
gelatinosa contendo um gradiente de pH ao longo de seu comprimento. Em seguida, esta fita é
submetida ao potencial elétrico, por um determinado tempo. Proteinas com carga positiva
migram em dire¢do ao catodo, enquanto as com carga negativa migram em direcdo ao anodo.
Assim, cada proteina migrara até o local da fita onde o pH anulara a carga elétrica desta
molécula (ponto em que a carga total sobre a proteina se torna 0 — neutra), ou seja, até que seu
ponto isoelétrico seja alcancado. Neste ponto, a proteina para de migrar, encerrando assim a
primeira etapa da separacdo. O efeito da focalizacdo isoelétrica é, portanto, manter as
proteinas dispostas em uma faixa aproximada dos seus pontos isoelétricos e permitir que estas
sejam separadas com uma diferenca de carga muito pequena, que pode variar até 0,01 unidade
de pH (VOET & VOET, 2006).

Na segunda dimensdo, as proteinas serdo agora separadas de acordo com suas
respectivas massas moleculares relativas (Mr). A fita gelatinosa contendo as proteinas
previamente separadas por diferenca de pl sera anexada linearmente na parte superior de um
gel com forma quadrangular, que permitird a migracdo destas proteinas, 0 que originara
assim, colunas de segunda dimenséao. Para tanto, nesta etapa, um potencial elétrico é aplicado
novamente, mas em angulo de 90 graus a partir da linha formada pela fita gelatinosa no
primeiro campo. Nessa fase da separacao aplica-se o principio da peneira molecular. Uma vez

que ndo ha gradiente de pH nesse novo gel, pois é utilizado um sistema tampao na preparacao
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dos géis e também na solugdo que preenche a cuba eletroforética (recipiente que acondiciona
0s Qeéis), a corrente elétrica aplicada separa as proteinas com base no peso molecular, no
tamanho e na forma de cada uma, influenciando a taxa de migracdo pela matriz em gel.
Proteinas maiores sdo arrastadas vagarosamente pelo gel e proteinas menores se locomovem
mais rapido, se depositando na regido mais baixa do gel (BRUNE & ALFENAS, 1998).

Ao final da corrida 2D, as proteinas estardo portanto, separadas no gel de
acordo com suas respectivas massas moleculares ¢ pI’s, em bandas ou spots, que podem ser
visualizadas por inimeros métodos de coloracdo como o azul brilhante de Coomassie, nitrato
de prata, fluorescéncia utilizando o brometo de etidio ou imunoquimicos (ROCHA et al.,
2005). As imagens dos géis corados podem ser arquivadas em softwares especificos, que
permitirdo diversas analises, como a contagem do nimero de spots por gel e mensuracdo da
intensidade dos spots, dentre outras.

A técnica da eletroforese bidimensional foi proposta por Klose e O’Farrel em
1975 e passou por varios ajustes ao longo dos anos. Inicialmente a corrida eletroforética era
feita em géis de agarose (LARSON & SALISBURY, 1954), depois se utilizaram géis de
amido (VESSELINOVITCH, 1959), até que finalmente foram substituidos pela
poliacrilamida, que é utilizada com sucesso até os dias de hoje. Neste processo evolucionério
da técnica, o gel de poliacrilamida, um polimero de ligacdes cruzadas, foi um advento
fundamental. Esta substancia configura uma matriz quimica e fisicamente inerte, na qual as
proteinas de menor massa molecular migram com facilidade até a parte inferior do gel,
enquanto as de maior massa ficam retidas na parte superior. A porosidade da malha de
poliacrilamida também pode ser ajustada de acordo com a concentracdo deste polimero,
permitindo a criacdo de diferentes gradientes de separagdo. Quanto mais concentrada a
solucdo de acrilamida, menor serda o poro (ROCHA et al., 2005). Além disto, durante o
periodo de aperfeicoamento da técnica eletroforética, mudancas no método original da IEF
foram realizadas para corrigir problemas de instabilidade do gradiente de pH e déficit na
incorporacdo da amostra. Apos o desenvolvimento de gradientes de pH imobilizados em gel
de poliacrilamida (IPG — Immobilized pH gel), essas limitagOes foram solucionadas (GORG
et al., 1985). Isso foi possivel através da incorporacdo covalente de um gradiente de tampéao
com &cidos e bases em uma tira de gel de poliacrilamida no momento em que a mesma €
moldada. Ha uma ampla variedade de faixas de pH das tiras de gel. A escolha da faixa de pH
que serd mais eficiente na separagdo dos peptideos é determinada pelas caracteristicas do tipo

de proteina da amostra a ser analisada.
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VariagBGes na temperatura, oriundas da conducgdo elétrica, € um ponto critico
que influencia a mobilidade eletroforética. Altas temperaturas podem provocar diferentes
gradientes térmicos e distorcer as migracdes. Além disso, podem causar danos aos geéis. Por
isso durante toda a corrida 2D o sistema deve ser resfriado. Isto é feito, geralmente, com
auxilio de um dispositivo apropriado imerso no meio tampdo presente no interior da cuba
eletroforética. Este dispositivo contém uma coluna de agua fria que circula por todo o sistema.
Ou ainda, outro método para manter a baixa temperatura no sistema é realizar a corrida em
meio ambiente refrigerado a 4°C e com auxilio de um cooler, por exemplo (BRAMMER,
2001).

No ambito da fisiologia da reproducdo animal esta técnica esta se tornando um
método promissor na identificacdo de marcadores de fertilidade e de congelabilidade do
sémen de touros, para demonstrar o potencial genético de um individuo ou de uma raca
(JOBIM et al., 2004).

2.5 Criopreservacdo do sémen bovino

A criopreservacdo € um método que prepara uma suspensdo de células para a
estocagem em baixas temperaturas, podendo utilizar a refrigeracdo ou o congelamento (em
temperaturas inferiores a -80°C). A criopreservacdo do sémen tem por objetivo interromper
completamente o metabolismo da célula espermatica para manter suas caracteristicas por um
longo periodo. Esta técnica preserva a célula espermatica para uso futuro, mas muitas vezes
pode danificad-la ou até mesmo causar a morte da mesma. O éxito na criopreservacdo
espermatica dependerd da manutencdo da funcdo das estruturas vitais da célula apos o
descongelamento (HAMMERSTEDT et al., 1990; WATSON, 1995).

No processo de criopreservagdo 0 Sémen passa por momentos distintos.
Primeiro o sémen é diluido, depois passa por uma etapa de resfriamento, prossegue com a fase
de congelamento e, finalmente, a etapa de armazenamento e a de descongelamento. Durante
essas etapas busca-se minimizar os danos causados pelo processamento as células
espermaticas atraves de um arranjo harmonico na interacdo entre 0s espermatozoides e 0S
meios crioprotetores, as curvas de resfriamento, de congelamento e de descongelamento
(AMANN & PICKETT, 1987; HAMMERSTEDT et al., 1990).
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As células passam por uma série de desafios provocados pelas mudangas
térmicas, que podem causar danos celulares devido as baixas temperaturas as quais 0S
espermatozoides sdo expostos. Estes danos sao conhecidos como crioinjdrias. As crioinjarias
podem ocorrer em qualquer etapa da criopreservacdo. Por ser praticamente impossivel fazer
uma andlise detalhada das células quando as mesmas estdo em estado semi-solido e sob frio
intenso, as crioinjurias s6 sdo detectadas ao final do processamento. Nesse momento s&o
relatados o0s provaveis pontos criticos que devem ser modificados no processamento
(HAMMERSTEDT et al., 1990). Se estruturas celulares forem afetadas, diz-se que ocorreu
um dano direto, como por exemplo a formacéo intracelular de cristais de gelo, que podem
causar ruptura da membrana, e 0 aumento intracelular de solutos, resultantes da desidratacao
celular durante a criopreservacdo. Mas se houver modificacbes de ordem biofisica e
bioquimica, que alterem as funcdes espermaticas principalmente as relacionadas a membrana
plasmatica, o dano é classificado como indireto (HOLT, 2000).

A sensibilidade ao choque térmico varia conforme os fatores intrinsecos e
extrinsecos ligados ao espermatozoide, tais como: o grau de maturacdo celular, a composicao
e quantidade do plasma seminal, o contetudo de colesterol na membrana e o grau de saturacao
dos é&cidos graxos. A relacdo fosfolipideo/proteina na membrana plasmatica também
influencia na sensibilidade ao choque térmico. Durante o resfriamento, por exemplo, sabe-se
que o colesterol mantém a estabilidade da membrana plasmatica (WATSON, 1981).

A medida que a temperatura do sémen decresce na etapa de resfriamento as
propriedades fisicas de todas as membranas espermaticas sao alteradas. Os lipideos migram
pelos dominios da membrana plasmatica, deixando de interagir com as proteinas especificas e
mudando a prépria conformacdo. Ocorre, entdo, um desequilibrio da funcdo de
permeabilidade seletiva da membrana, permitindo o influxo de calcio e sddio. Esta situacao
mimetiza o aumento intracelular do célcio ocorrido na capacitacdo espermatica, provocando
alteragBes funcionais incompativeis com a viabilidade celular. Algumas destas modificacfes
metabolicas podem ser irreversiveis, podendo até mesmo culminar no rompimento da célula.
Nesta fase de transicdo de temperatura, a penetracdo do crioprotetor (substancia utilizada a
fim de evitar danos aos espermatozoides durante a criopreservacdo) altera o volume celular e
a membrana passa do estado liquido para o estado de gel. Entdo, a atividade enzimatica e a
producdo de energia também diminuem (JANUSKAUSKAS et al., 1999; WATSON, 1995).
Tudo isto torna a curva de resfriamento o principal entrave no sucesso da criopreservacao
espermatica (WATSON, 1995; HOLT, 2000).
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Meios diluentes sdo utilizados a fim de evitar prejuizos a estrutura e funcéo dos
espermatozoides, decorrentes dos efeitos deletérios gerados pelas variagdes térmicas durante o
processo de criopreservacdo. Os meios diluidores sdo constituidos de diversas substancias que
juntas visam propiciar protecdo aos espermatozoides contra as baixas temperaturas. Esta
protecdo é alcancada através da estabilizacdo do pH do meio, da neutralizagdo de toxinas
produzidas pelos espermatozoides, da protecdo contra o choque térmico, da manutencdo do
equilibrio eletrolitico e osmdtico da céelula espermatica, do fornecimento de nutrientes e
energia, da estabilizacdo de enzimas e da inibicdo do crescimento bacteriano (HOLT, 2000;
HAFEZ & HAFEZ, 2004; CHACUR et al., 2012). Devido a afinidade dos crioprotetores com
a agua e a propriedade de formar pontes de hidrogénio, estes sdo capazes de preparar 0
metabolismo dos espermatozoides para suportar os fen6menos das fases de resfriamento e de
congelamento (AMANN & PICKETT, 1987).

A curva de congelamento também é de extrema importancia na manutencao da
integridade da membrana, que sofre alteragcdes na estrutura e no volume. No inicio da fase de
congelamento a agua do meio extracelular cristaliza primeiro, sendo que a 4gua do meio
intracelular ainda se encontra em estado liquido, porém o frio ja € intenso (-5°C - 10°C). Com
0 progressivo congelamento da agua fora da célula, a osmolaridade do meio extracelular
também aumenta gradativamente devido a alta concentracdo de solutos resultante (meio
hipertbnico), fazendo com que haja o egresso da agua intracelular. Este processo de
desidratacdo celular € importante para evitar a formacdo de cristais de gelo no citoplasma,
pois 0s mesmos podem causar injdrias a estrutura da célula (MAZUR, 1984; AMANN &
PICKETT, 1987). Mas a desidratacdo excessiva também é prejudicial a célula. O tempo de
transicdo entre 0 momento da diminui¢do de volume intracelular e a restauracdo do mesmo
apos a entrada de crioprotetor ndo deve ser extenso. A alta concentracdo de solutos por um
periodo prolongado pode causar a desnaturacdo de macromoléculas e alteracfes metabolicas
irreversiveis. Isto é o que geralmente ocorre se a curva de congelamento for lenta demais. Em
contrapartida, se a curva de congelamento for muito rapida, ndo havera a desidratacdo
suficiente dos espermatozoides e a formagdo de cristais de gelo intracelular sera iminente,
prejudicando a integridade da célula (MAZUR, 1984; GRAHAM, 1995; WATSON, 1995;
WATSON, 2000; HOLT, 2000). J& a etapa de armazenamento no nitrogénio liquido,
configura o estado de quiescéncia celular e ndo ocorrem danos nesta faixa de temperatura
(Salamon & Maxwell, 2000).
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Além das crioinjurias na fase do congelamento, danos também podem ocorrer
durante a fase de descongelamento, quando o espermatozoide retorna a temperatura
fisioldgica. Quando a célula é descongelada a uma taxa de descongelamento adequada, deve
haver o efluxo do crioprotetor do interior da célula e o influxo de agua para a mesma. O
aumento da temperatura induz a uma reorganizacdo dos lipideos e proteinas da membrana,
fazendo com que os efeitos decorrentes da migracdo destas moléculas sejam parcialmente
revertidos. A membrana volta ao estado normal de fluidez e reestabelece suas funcdes. Outro
ponto critico € 0 momento da reidratacdo celular. Se a passagem de agua para o interior da
célula for rapida demais pode ocorrer a ruptura de membranas (WATSON, 1995; HOLT,
2000). Com isso, a fase de descongelamento é igualmente importante na manutencdo da
viabilidade celular. (AMANN & PICKETT, 1987; HAMMERSTEDT et al., 1990;
WATSON, 1995). Segundo Mazur (1984) e Watson (1995), para que haja uma taxa de
sobrevivéncia celular dentro dos limites minimos aceitaveis, a escolha da taxa de
descongelamento deve também considerar a curva de congelamento adotada.

Apesar dos efeitos benéficos do uso dos crioprotetores, citados anteriormente,
estes também podem ser toxicos ao espermatozoide (GRAHAM, 1995). Por isso, varias
pesquisas sdo realizadas com o intuito de aperfeigoar continuamente os meios diluentes para
que atendam as exigéncias vitais do espermatozoide e para que reduzam sua citotoxidade e a
perda de células durante o processamento. No entanto, 0s componentes basicos destes meios
ndo tém sido alterados. Para algumas espécies, a gema de ovo e o leite, permanecem como 0s
ingredientes essenciais. A lipoproteina de baixa densidade (LDL), presente na gema de ovo
previne o dano celular durante o resfriamento e congelamento. Dentre 0s mecanismos que
melhor explicam esta protecdo conferida pela LDL ao espermatozoide citam-se dois. Um
deles assume que a associa¢do da LDL a membrana plasmatica forma um filme sobre a
superficie da bicamada lipidica, formando uma barreira fisica. Além disso, os fosfolipideos de
membrana perdidos durante a criopreservacdo seriam substituidos pelos da LDL. Outro
mecanismo de crioprotecdo proporcionado pela gema de ovo é a capacidade da LDL de se
ligar, de forma especifica e saturdvel, as proteinas BSP’s prevenindo assim o efluxo de
colesterol da membrana promovido por estas proteinas. As moléculas de LDL sequestram as
BSP’s presentes no plasma seminal, sendo que esta ligagdo ocorre at¢ mesmo apds o
descongelamento do sémen (WATSON, 1995; SALAMON & MAXWELL, 2000;
MANJUNATH et al., 2002; BERGERON & MANJUNATH, 2006).
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Os crioprotetores séo classificados, de acordo com a capacidade de atravessar a
membrana plasmatica, em crioprotetores penetrantes e ndo penetrantes. Os crioprotetores
penetrantes entram na célula, restaurando o volume que foi perdido no processo de
desidratacdo celular gerado no inicio do congelamento. Nesta categoria de crioprotetores, as
moléculas precisam ser pequenas e lipossoluveis, como o glicerol, o etilenoglicol, o
propilenoglicol, o dimetilsulfoxido e a dimetilformamida, para que consigam atravessar a
membrana e, entdo, exercer a funcdo de manter a pressdo osmatica intracelular e extracelular,
reduzindo os efeitos danosos decorrentes da criopreservacdo. Entre eles, o glicerol tem sido o
crioprotetor de escolha que, associado ao meio diluidor a base de Tris-gema de ovo, tem
apresentado os melhores resultados na preservacdo das caracteristicas seminais durante a
criopreservacao do sémen bovino. Os crioprotetores ndo penetrantes séo moléculas grandes e
hidrossoltveis, que ndo atravessam a membrana plasmatica, atuando no meio extracelular
como solutos. Proteinas (da gema de ovo e do leite desnatado), acucares, polimeros sintéticos
(polivinilpirrolidona e metilcelulose) e amidas sdo exemplos de crioprotetores néo
penetrantes. Além de auxiliarem no controle da pressdo osmdtica, estes crioprotetores se
ligam a bicamada lipidica estabilizando os fosfolipideos e protegendo a membrana a medida
que formam uma barreira fisica sobre a superficie celular (GRAHAM, 1995; HOLT, 2000).

Na avaliacdo espermaética pds-descongelamento os parametros convencionais,
como motilidade, vigor e morfologia, tém sido insuficientes para uma analise mais precisa da
congelabilidade do sémen e a avaliacdo da fertilidade do macho. Nesse interim, a viabilidade
dos espermatozoides criopreservados tem sido avaliada de forma complementar e acurada
pelos exames que aferem a integridade da membrana plasmatica e de integridade acrossomal,
por meio da associacao de fluor6foros ou sondas fluorescentes. O espermatozoide capacitado
e/ou com acrossoma reagido tem um tempo de vida limitado, reduzindo assim a fertilidade do
animal. A avaliacdo espermatica por método computadorizado (CASA) também é um recurso
valioso, fornecendo dados detalhados, precisos e com repetibilidade para diferentes
parametros acerca da cinética do sémen humano ou nas especies animais (WATSON, 1995;
JANUSKAUSKAS et al., 1999; CHACUR et al., 2012).

Os reprodutores bovinos podem ser classificados como produtores de sémen de
alta ou melhor congelabilidade e de baixa ou pior congelabilidade conforme o sémen tolera os
efeitos da criopreservacdo. Esta tolerancia depende, principalmente, de caracteristicas que sao
geneticamente determinadas, predispondo a sobrevivéncia do espermatozoide ao estresse da
criopreservacdo (WATSON, 2000).
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2.6 Avaliacao das injurias espermaticas

Usualmente a avaliagdo do sémen consiste em analise subjetiva de motilidade,
percentual de espermatozoides com morfologia normal e estimativa da concentragdo de
espermatozoides por dose. Porém, estas analises subjetivas sdo reportadas como imprecisas
mesmo quando executadas por técnicos experientes. Com a evolucdo das biotécnicas, 0s
sistemas de avaliagdo tém sido cada vez mais eficazes. Entretanto, nenhuma analise
laboratorial isolada fornece todas as informacfes a respeito do potencial espermatico
(GRAHAM et al., 1990).

2.6.1 Avaliacdo da motilidade espermatica

Rotineiramente, 0 método mais utilizado para analise da cinética espermatica é
a avaliacdo subjetiva do percentual de espermatozoides moéveis em uma amostra
representativa de sémen, através de microscopia éptica. Com o intuito de se obter uma
avaliacdo mais exata e objetiva da motilidade espermatica, foram propostos diversos métodos,
tais como: passagem continua, velocidade avaliada por laser, tempo de exposicdo a
fotomicrografia, exposicdo  mdaltipla de  fotomicrografia, = microcinematografia,
videomicrografia e sistema de analise computadorizado do movimento espermatico (CASA)
(WATSON, 1995; JANUSKAUSKAS et al., 1999; CHACUR et al., 2012).

O sistema CASA foi desenvolvido para visualizar, digitalizar e analisar
imagens consecutivas dos espermatozoides, fornecendo também resumos estatisticos das
subpopulacdes espermaticas. As imagens obtidas sdo gravadas e analisadas separadamente
por um microprocessador, que reconstréi a trajetoria de cada espermatozoide. Além de
mensurar o percentual de células moveis, caracteristicas especificas do movimento
espermatico sdo quantificadas. Sdo exemplos de caracteristicas avaliadas: velocidade média
do trajeto (VAP), velocidade retilinea ou progressiva (VSL), velocidade curvilinear (VCL),
amplitude lateral da cabeca (ALH), frequéncia de batimentos de cauda (BCF), linearidade
(LIN) e retilinearidade (STR) (MORTIMER, 2000).
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Porém, devido as configuracdes do sistema CASA, este também apresenta
algumas desvantagens. A identificacdo das células pelo sistema é feita com base em
parametros pré-estabelecidos de acordo com a espécie animal (medida do numero de pixels
que a cabeca cobre). Eventualmente, o sistema nédo faz a discriminacédo entre debris celulares
ou aglutinacBes e espermatozoide. Pode ocorrer também a juncdo da trajetdria de dois
espermatozoides ap0s colisdo entre si. Contudo, os impactos desses problemas ndo anulam os
beneficios do sistema e para alguns deles pode haver alternativas que reduzam as chances de
ocorréncia (MORTIMER, 1997; MORTIMER, 2000).

2.6.2 Avaliacdo da morfologia espermatica

O exame morfoldgico da célula espermatica também tem sido importante como
ferramenta de controle de qualidade do sémen. O sistema de classificagdo morfolégica do
sémen foi instituido por Langerl6f (1934). Posteriormente, uma modificacdo acerca da
classificacdo dos defeitos de morfologia foi feita por Rao (1971), que classificou os defeitos
em dois grupos: defeitos maiores e menores, de acordo com o prejuizo causado a fertilidade.
E em 1973, Bloom subdividiu os defeitos de morfologia em defeitos primarios e secundarios
(CHACON et al., 2001).

As principais alteragdes na morfologia avaliadas na cabeca do espermatozoide
sdo determinadas quanto a forma, tamanho, duplicidade e defeitos de acrossomo. Na peca
intermediaria quanto a amplitude, dimensdo, duplicacdo, fratura e insercdo. E, finalmente, as
flagelares quanto a tamanho, calibre, enrolamentos, dobraduras e duplicacGes, inclusive
guanto a presenca de gotas citoplasmaticas. Os diversos graus de alteragdes na morfologia da
cauda estdo dentre os defeitos espermaticos mais comuns (CHENOWETH, 2005).

Existem diversas técnicas para avaliar a morfologia espermatica, por meio de
preparacdo Umida ou por esfregacos corados. Dentre as mais utilizadas tem-se a microscopia
de campo claro e/ou de contraste de fases, contraste interdiferencial, preparacdes utilizando

corantes e microscopia eletrdnica de transmissao (BARTH & OKO, 1989).
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2.6.3 Avaliacdo da integridade de membrana plasmatica e membrana

acrossomal do espermatozoide

Visando obter um maior nimero de informacgBes acerca da qualidade
espermatica, ultimamente tem se recomendado a realizacdo conjunta de outras técnicas além
das citadas para a avaliagdo de motilidade e morfologia espermatica. Nesse interim, as
analises da integridade de membrana plasmatica e acrossomal do espermatozoide sdo de
grande importancia, pois avaliam estruturas fundamentais para a manutencéo da viabilidade
celular.

Diversas pesquisas basearam-se na hipotese de que a membrana plasmatica
intacta impediria certos corantes de penetrarem na célula. Inicialmente as avaliacbes eram
feitas em esfregacos secos de corante supravital, como eosina, conjugada ou ndo com
nigrosina e posteriomente com azul de tripan. Outro metodo, o teste hipo-osmético, é baseado
no principio do equilibrio osmético (WILSON et al., 1969).

Além desses metodos, existem testes que utilizam microscopia de
epifluorescéncia, destacando-se por serem indicadores sensiveis e especificos que avaliam
compartimentos especificos da célula. Esses métodos utilizam diversos tipos de sondas
fluorescentes, também chamadas de fluor6foros ou fluorocromos para avaliar as células.
Dentre os fluoroforos, o brometo de etideo, citado nos estudos iniciais de microscopia de
epifluorescéncia, devido a grande toxicidade tem sido restringido (HALANGK et al., 1984).
Sendo substituido por outros com propriedades semelhantes, tais como o Hoechst 33342 e
Hoechst 33258, iodeto de propideo (IP) e SYBER-14 (GARNER et al., 1999; HARRISON &
VICKERS, 1990; CELEGHINI, 2005). O iodeto de propideo, um fluoréforo de alta
intensidade, vem se destacando quanto a facilidade de preparacdo e aplicacdo da técnica,
estabilidade e eficiéncia na avaliacdo da integridade de membrana plasmatica. Este corante se
ligan a0 DNA de células cuja membrana esta lesada, corando o nuacleo de vermelho
(GRAHAM et al., 1990; GARNER et al., 1999).

Um fluoréforo que vem sendo associado com o iodeto de propideo para
avaliagdo de integridade de membrana plasmatica é o diacetato de 6-carboxifluoresceina (C-
FDA). O C-FDA penetra a membrana plasmatica integra, ainda no estado ndo fluorescente.
No interior da célula, o C-FDA ¢ hidrolizado por esterases e se torna 6-carboxifluoresceina

livre, que € altamente fluorescente. Nesta forma o C-FDA é impermeavel a membrana integra
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ficando retido no interior da célula nessas condic¢des, emitindo fluorescéncia verde (Figura 2)
(HARISSON & VICKERS, 1990).

Figura 2: Espermatozoides corados com
diacetato de 6-carboxifluoresceina (C-FDA)
e iodeto de propideo (IP). Espermatozoides
verdes (A): Membrana plasmatica integra.
Espermatozoides vermelhos: (B) Membrana
plasmética lesada. Aumento de 100x.
Arquivo pessoal.

Para avaliar a integridade acrossomal por meio de microscopia de
epifluorescéncia, assim como para a avaliacdo de membrana, existem diversos métodos que
associam fluoréforos diferentes. Um desses utiliza as proteinas lecitinas, que devem ser
conjugadas a fluoresceinas como o isotiocianato de fluoresceina (FITC). As lecitinas
conjugadas se ligam a acUcares como a glucose, a manose, a galactose e a N-
acetilglucosamina, localizados exclusivamente no acrossoma. O tipo de lecitina utilizada varia
conforme a espécie animal. As mais utilizadas sdo derivadas das leguminosas Pisum sativum
ou Arachis hypogaea. As lecitinas penetram na célula que esteja com acrossoma danificado
ou se houver reagdo acrossomal. A lecitina de Pisum sativum (PSA) se liga a glicoproteinas
da membrana acrossomal externa e a lecitina de Arachis hypogaea (PNA) a componentes
enzimaticos da matriz acrossomal. A microscopia de epifluorescéncia, as lecitinas conjugadas

marcam em cor verde amarelada o acrossoma reagido (Figura 3) (CUNHA, 2002).
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Figura 3: Espermatozoides corados com FITC-PNA e IP. Microscopia de contraste de fase,
campo claro (1) e o mesmo campo sob epifluorescéncia (2), mostrando espermatozoide
integro (A) visualizado apenas no campo claro (1); e falsa reacdo acrossomal (B)
visualizada no campo claro (1) e sob epifluorescéncia (2). Espermatozoide com membrana
lesada e acrossoma integro (C). Reacdo do acrossomo verdadeira (3). Aumento de 100x.

Arquivo pessoal.

Ha& relatos de que a integridade do acrossoma pode estar associada com a
integridade de outras membranas espermaticas e com a motilidade e que o total de
espermatozoides integros tem correlacdo com a motilidade, avaliada pelo método subjetivo ou

pelo CASA (MOCE & GRAHAM, 2008; GILLAN et al., 2008 citados por CARVALHO,
2009).
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RESUMO

Estudos de caracterizagdo fisioldgica de animais localmente adaptados sdo
essenciais para nortear as acOes dos programas de conservacdo de recursos genéticos. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar o perfil proteico do plasma seminal de touros
Pantaneiros e associa-lo aos parametros espermaticos. Ejaculados de dezoito touros Pantaneiros
foram obtidos por eletroejaculacdo. As amostras de sémen foram avaliadas quanto a motilidade,
vigor e morfologia espermatica. O plasma seminal foi obtido por centrifugacdo do sémen e as
proteinas seminais separadas por meio de eletroforese bidimensional em géis de poliacrilamida
(SDS-PAGE), corados com Coomassie coloidal G-250 e analisados por meio do aplicativo
PDQuest . Apds analise dos mapas bidimensionais detectou-se 184,3+34,0 spots por gel, além
de variagdes nos perfis individuais. Do total de spots detectados, 13,4% foram expressos em
todos 0s géis e a maioria dos spots proteicos esta situada na faixa de alto peso molecular. As
proteinas mais abundantes nos mapas proteicos foram associadas a familia das BSP’s,
representando 23,5% da densidade Optica total dos géis. Observou-se a presenca de nove
grupos proteicos principais em todos os geis, alem de outros spots que também se destacaram.
Seis spots apresentaram correlagdes significativas com o0s pardmetros seminais. As
caracteristicas do perfil proteico do plasma seminal de touros Pantaneiros sugerem
heterogeneidade apresentada em seu perfil proteico. As associa¢des encontradas neste estudo

indicam a existéncia de marcadores bioquimicos que podem ser Gteis na avaliagcdo do potencial
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reprodutivo de touros Pantaneiros. No entanto, é importante confirmar a identidade das
proteinas sugeridas neste trabalho por meio de técnicas de sequenciamento ou pelo uso de

antigenos especificos.

Palavras-chave: bovino, eletroforese, protedmica, recurso genético.
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ABSTRACT

Physiological characterization studies of locally adapted animals are essential to
guide the actions of the genetic resources conservation programs. The aim of this study was to
characterize the protein profile of Pantaneiro cattle seminal plasma and associate with semen
parameters. Eighteen Pantaneiro bulls had their ejaculates collected by electroejaculation.
Semen samples were evaluated such as motility, vigor and spermatic morphology. Seminal
plasma samples were obtained by semen centrifugation. Seminal plasma proteins were
separated by two-dimensional SDS-PAGE followed by staining with Coomassie blue and
analysis of polypeptide maps using PDQuest" software. An average of 184.3+34.0 spots was
detected in the seminal plasma gels. There was individual variation in the seminal plasma
profiles, and 13.4% of all spots were expressed in the gels. The majority of spots was situated
in the high molecular weight range. The major proteins present in the maps were associated to
BSP's family, representing 23.5% of the total optical density of the gels. It was observed nine
major protein groups present in all gels, as well as another spots that also were important. Six
spots showed consistent correlations with semen parameters. Characteristics of the seminal
plasm of Pantaneiro bulls suggest heterogeneity presented in their protein profile. The
associations found in this study indicate the existence of biochemical markers that may be
useful in the reproductive potential evaluation of Pantaneiro cattle. However, it is important to
confirm the identity of the proteins suggested in this study by sequencing techniques or by the

use of specific antigens.
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1. INTRODUCAO

Em um periodo relativamente curto, de menos de um século, entre a primeira
importacdo de racas exdticas para o Brasil até a expansdo das mesmas por todo o territdrio,
houve a substituicdo das ragas localmente adaptadas por aquelas consideradas mais
“produtivas”. Hoje no Brasil, o rebanho bovino comercial é formado basicamente por animais
de racas zebuinas e europeias, sendo que o Nelore constitui a maior parcela, somando cerca de
80% desse rebanho. No entanto, essas racas apresentam alta produtividade em detrimento da
variabilidade genética intrapopulacional, o que se deve ao restrito nimero de individuos que
sdo a base formadora dessas ragas, principalmente do Nelore. Com isso, essas racas tornam-se
vulneraveis para conseguirem sobreviver aos desafios que poderdo afligir a agropecuéria no
futuro. Frente a esta perspectiva, a conservacdo genética das espécies animais € um ponto
fundamental. Considerando que conservacdo genética das espécies animais é baseada na
manutencdo da maxima variabilidade dentro das populagdes e da diversidade entre populagdes,
0 bovino Pantaneiro constitui um patriménio genético importante nesse processo.

O bovino Pantaneiro (Bos taurus ibericus) € uma raca localmente adaptada as
condicdes edafoclimaticas do Pantanal brasileiro. Descende de racgas ibéricas trazidas para o
pais no periodo da colonizacdo (EGITO, 2007; MARIANTE et al., 2009; MENDES et al.,
2012), a raca esta em risco de extin¢do devido ao processo de substitui¢do das racas locais por
ragas exoticas, iniciada entre os seculos X1X e XX (EGITO et al., 2002).

Por muito tempo a avaliagdo reprodutiva do macho baseava-se na simples
informacao dicotdmica de que o individuo apresentava ou néo fertilidade. Ha varias décadas 0s
pesquisadores vém despendendo esforgos para desenvolver ensaios laboratoriais que possam
prever com acuracia o potencial reprodutivo de um individuo. Embora os sistemas de avaliagéo

do sémen tenham avancado nos Ultimos anos e se tornado cada vez mais eficazes, esses testes
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apenas definem critérios minimos para a selecdo de reprodutores, mas nenhum deles tem
provado ser totalmente seguro na predicdo da fertilidade dos animais. Além disso, nenhuma
analise laboratorial isolada fornece todas as informacdes a respeito do potencial fecundante dos
espermatozoides (GRAHAM et al., 1990; AMMAN, 1995). Essa limitacdo dos testes
convencionais pode estar relacionada ao fato de que os mesmos ndo levam em consideracao a
habilidade da célula espermética de sofrer alteragdes fisiologicas importantes durante o
processo de fertilizacdo (KILLIAN et al., 1993; MOURA et al., 2006).

No ambito da biologia molecular, novas ferramentas podem auxiliar a predicéo
do potencial reprodutivo animal. Dentre elas, a identificagdo de marcadores bioquimicos
fisiologicos, os quais tém sido objeto de inUmeras pesquisas nas Ultimas décadas. Analises
bioquimicas associadas a avaliacdo dos parametros espermaticos podem ser Uuteis na
identificacdo de diferencas importantes entre o perfil reprodutivo dos animais. Neste contexto,
pesquisas recentes tém demonstrado evidentes associacdes entre a expressdo de proteinas
contidas no plasma seminal e a fertilidade dos machos avaliada “in vivo” e “in vitro”
(KILLIAN et al., 1993; MOURA et al., 2007; JOBIM et al., 2009). Baseando-se em resultados
ja obtidos em outras pesquisas, algumas proteinas podem responder a este quesito. Tais
proteinas sdo candidatas a marcadores moleculares da fertilidade. Dentre elas estdo:
osteopontina, prostaglandina D-Sintetase tipo lipocalina, BSP-30 kDa ou BSP 5, fosfolipase A2
e a P25b (KILLIAN et al., 1993; GERENA et al., 1998; JOBIM et al., 2009). As proteinas do
plasma seminal também se expressam em diversos 6Orgdos, com multiplas funcdes. O
conhecimento sobre os efeitos regulatorios destas proteinas sobre as funcbes espermaticas
ainda ndo esta totalmente esclarecido e as informagdes sdo contraditorias. Ademais, 0s estudos
sobre a caracterizacdo do perfil proteico do plasma seminal em racas adaptadas aos tropicos sdo
escassos e podem revelar uma realidade diferente daquela observada em outras racas. Portanto,
0 objetivo deste estudo foi caracterizar o perfil eletroforético bidimensional das proteinas do

plasma seminal de reprodutores Pantaneiros e associa-lo com os parametros espermaticos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal do Instituto
de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia (CEUA/IB n.° 99697/2012) e foi conduzido
durante o periodo compreendido entre novembro de 2012 e agosto de 2013.

Foram utilizados dezoito touros Pantaneiros higidos, mantidos em sistema
extensivo de pastagem nativa, situados em trés propriedades distintas. Cinco touros se
localizaram no Setor de Campo Experimental Fazenda Sucupira, parte da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, Distrito Federal. O campo experimental localiza-se a
sudoeste da cidade de Brasilia, latitude 15° 55° 26,84 Sul e longitude 48° 2’ 0,69” Oeste, em
altitudes que variam de 1.050 a 1.250 m. Na regido predomina o clima tipo Aw, na
classificacdo climatica de Képpen-Geiger, indicando inverno seco e verdao chuvoso. A fazenda
possui uma area total de 17,63 kmz, distribuida em &reas de Cerrado, pastagem e agricultura.
Outros seis animais situaram-se no Nucleo de Conservacdo do Bovino Pantaneiro Fazenda
Nhumirim, parte da Embrapa Pantanal, Corumba, Mato Grosso do Sul. O Ndcleo de
Conservacdo do bovino Pantaneiro localiza-se na sub-regido da Nhecolandia, bacia
hidrogréfica do Alto Paraguai, Pantanal Matogrossense, latitude 18° 59’ 00” Sul e longitude 56°
39’ 00” Oeste, em altitude de 98 m. O clima é definido como tropical sub-Umido, do tipo Aw,
com duas estacdes bem definidas, sendo a estacdo de cheia de novembro a abril e de seca de
maio a outubro (SORIANO & ALVES, 2005). Essa fazenda possui uma area total de 43,10
kmz, onde predominam &reas de campos secos e inundaveis de pastagens nativa e cultivada,
seguidos de cerrado, cordilheiras, vazantes, baias e salinas, que compdem a fitofisionomia local
tipica do Pantanal. Os ultimos sete animais situaram-se no nucleo de criagdo do bovino
Pantaneiro, na Fazenda Santo Augusto, Rochedo, Mato Grosso do Sul, latitude 19° 57
11" Sul e longitude 54° 53' 33" Oeste, em altitude de 260 m, na regido da bacia do rio Prata.
Esta sobre influéncia do clima tropical (Aw), com caracteristicas do clima imido a sub-Umido.
H& uma estacdo chuvosa durante um a seis meses e deficiéncia hidrica durante quatro meses. A
fazenda possui uma area de 400 hectares e estd localizada a 80 km de Campo Grande. O

municipio de Rochedo caracteriza-se pelo verdo muito quente e inverno muito frio. A cobertura
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vegetal predominante é a pastagem cultivada. Mas h& influéncia do bioma Cerrado,
apresentando as seguintes fitofisionomias: Arbéreo denso (Cerraddo) e Arbdreo aberto (campo
Cerrado). As lavouras representam uma pequena parcela da regiéo.

Ao exame androldgico, os reprodutores Pantaneiros foram classificados como
aptos a reproducdo, segundo os pardmetros do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal
(1998). Foram aferidas as caracteristicas biométricas de desenvolvimento testicular dos animais
como circunferéncia escrotal, comprimento e largura testicular, para o céalculo do volume
testicular. As colheitas de sémen foram realizadas com auxilio de eletroejaculador e cada
ejaculado foi fracionado em duas partes: uma fracdo para avaliacdo do sémen e outra para a
extracdo do plasma seminal. A fracdo destinada a avaliacdo do sémen foi submetida as
seguintes andlises: avalia¢do das caracteristicas imediatas (cor, aspecto e volume do ejaculado;
motilidade subjetiva e vigor) e mediatas (concentracdo espermatica e morfologia espermatica).
O plasma seminal foi submetido a eletroforese bidimensional e os géis foram revelados e
analisados utilizando-se o software PDQuest™ Advanced verséo 8.0.1 (Bio-Rad Laboratories,
USA).

2.2 Colheita do sémen, avaliacao dos parametros espermaticos e extracao

do plasma seminal

Antes de iniciar as atividades experimentais todos os touros foram submetidos a
duas colheitas de sémen, em dias alternados, e os ejaculados obtidos destas colheitas foram
descartados. A colheita do sémen dos dezoito reprodutores Pantaneiros foi realizada nos meses
de dezembro de 2012 e janeiro de 2013, utilizando-se um sistema de eletroejaculacdo
(Eletroejaculador Duboi®, Campo Grande, MS, Brasil). Cada ejaculado foi fracionado em duas
partes: uma fracdo para o processamento do sémen e outra para a extracdo do plasma seminal.
A fracdo destinada ao processamento do sémen foi conduzida, imediatamente, ao banho-maria
a 37°C, sendo retirada uma amostra para analise das caracteristicas seminais imediatas e
mediatas. O sémen fresco foi avaliado macroscopicamente quanto as caracteristicas de cor,
aparéncia e volume. Para a avaliacdo subjetiva da motilidade total e vigor, uma gota de
ejaculado foi colocada entre lamina e laminula e observada ao microscopio Optico com
contraste de fase (Olympus BX 50, Tokyo, Japan) em aumento de 100x. Para a mensuragédo da

concentragdo espermatica uma amostra de sémen foi adicionada a solucéo salina de formol
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0,9% na diluicdo 1:200. A contagem dos espermatozoides foi feita com auxilio de camara de
Neubauer modificada, em microscopia Optica direta. A morfologia do sémen fresco foi
analisada em preparacdo Umida, em microscopia de contraste de fase sob imersdo com aumento
de 1.000 x (NASCIMENTO et al., 2008; RAMOS et al., 2008, 2009; MOREIRA et al., 2011).
Duzentas células foram contabilizadas e avaliadas quanto as anormalidades de cabeca, peca
intermediéria e cauda, segundo a classificacdo do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal
(1998). Os resultados foram expressos em percentual de espermatozoides normais, com
defeitos maiores e com defeitos menores (BLOM, 1973).

A fracdo do ejaculado destinada a extracdo do plasma seminal, de cada
reprodutor, foi centrifugada a 700 G, por 10 minutos, para separar o0 plasma dos
espermatozoides. Para reduzir o processo de protedlise adicionou-se inibidor de protease
(Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, USA) as amostras, que posteriormente foram

aliquotadas e armazenadas a temperatura de -196°C (MOURA et al., 2006a,b).

2.3 Precipitacdo das proteinas do plasma seminal

O plasma seminal foi centrifugado uma segunda vez (10.000 G, 4°C, 60
minutos), com o intuito de remover possiveis debris celulares e espermatozoides
remanescentes, de acordo com protocolo previamente descrito (MOURA et al., 2006, 2010;
SOUZA et al., 2010b; REGO et al., 2010).

As amostras foram submetidas a uma etapa para precipitacdo de proteinas,
adicionando-se a amostra um volume de acetona gelada na proporcéao de 1:10 (v/v). A mistura
foi homogeneizada e submetida a temperatura de -20°C por, pelo menos, 2 horas para gque as
proteinas precipitassem. As amostras foram centrifugadas a 5.000 G por 60 minutos a 4°C e,
em seguida, secadas a temperatura de 4-8°C para a remocao de qualquer residuo de acetona. O
pellet formado foi ressuspendido em 50 pL de solucdo de reidratacdo (Ureia 7M; Tioureia 2M;
Ditiotreitol (DTT) 65 mM; anfolitos livres 2% (IPG buffer, pH 3-10); CHAPS 2%; e tragos de

azul de bromofenol).
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2.4 Quantificacdo de proteinas totais no plasma seminal

Procedeu-se a quantificacdo da concentracdo de proteinas totais nas amostras
pelo método de Bradford (1976). Inicialmente, uma curva analitica de calibracdo foi obtida a
partir de solucdes padrdes, com concentracfes de proteina conhecidas, sendo 0, 125, 250, 500,
750, 1000, 1.500 e 2.000 ug de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA) por mL. A cada 30 uL de solu¢do padrdo, adicionou-se 1,5 mL do reagente de
Bradford. Apds 10 minutos de incubacdo as leituras de absorbancia foram realizadas utilizando
filtro de comprimento de onda de 595 nm (NanoDrop 2000c Spectrophotometer®, Thermo
Scientific, Wilmington, USA). A curva de calibracdo foi estabelecida pelas médias das
duplicatas das absorbancias obtidas, gerando uma equacdo linear de absorbancia versus
concentracdo (R2=0,990) através da qual foi possivel a determinagéo do teor de proteinas totais
em cada uma das amostras experimentais (Anexo B).

Para quantificacdo dos teores de proteina, as amostras foram previamente
diluidas 60 vezes (1:60) em solucdo tampédo fosfato-salino (PBS), também em duplicata, para
enquadramento da leitura de absorbancia das amostras na curva padrdo. Um volume de 30 pL
da amostra diluida foi homogeneizado com 1,5 mL do reagente de Bradford. Ap6s 10 minutos
de incubag&o as leituras de absorbancia foram realizadas utilizando filtro de comprimento de
onda de 595 nm e a média das duplicatas foram utilizadas para o calculo do teor de proteina de

cada amostra.

2.5 Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida

As amostras de plasma seminal foram submetidas a eletroforese bidimensional
em gel de poliacrilamida sob condic¢des desnaturantes ou SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate
— Polyacrylamide gel electrophoresis) para separar as proteinas de acordo com a massa
molecular relativa (Mr) e ponto isoelétrico (pl) (O FARREL, 1975; SOUZA et al., 2010a, b;
MOURA et al., 2006, 2007, 2010; REGO et al., 2010). Para cada amostra, uma quantidade de
solucdo de reidratacao suficiente para um volume final de 340 pl foi adicionada a um volume
de plasma seminal contendo 500 pg de proteina. Em seguida, a solugdo foi homogeneizada e

disposta em canaletas individuais da bandeja de reidratacdo (uma canaleta por amostra). Sobre
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esta solucdo foi disposta uma tira de gel em poliacrilamida com gradiente de pH imobilizado
linear de 3-10 (Immobiline DryStrip gel — IPGs; GE Lifesciences, USA) de 18 cm de
comprimento. As tiras foram cobertas com 2 mL de solucdo de 6leo mineral para eletroforese
(Immobiline DryStrip Cover Fluid, GE Healthcare lifesciences, USA). O processo de
reidratacdo das tiras compreendeu no minimo 16 horas. Ao final da etapa de reidratacéo, as
tiras foram removidas da bandeja, o excesso de 6leo foi retirado e estas foram posicionadas no
equipamento Ettan™ IPGphor 3 (GE Healthcare Bio-Sciences®, Uppsala, Sweden) e cobertas
com solucdo de 6leo mineral para eletroforese. Em seguida a focalizacao isoelétrica (IEF) foi
iniciada com a seguinte programacao: Passo I: 250V (500Vh); Passo I1: 1.000V (1.000 Vh);
Passo Il1: 8.000V (16.500 Vh); Passo IV: 8.000V (20.000 Vh). Todas as corridas da IEF foram
realizadas a 20°C.

Ao término da IEF, imediatamente antes da segunda dimensdo, procedeu-se a
etapa de equilibrio das tiras de gel. Nesta etapa as tiras foram saturadas em solucdo tampéo
desnaturante contendo o detergente anidnico dodecil-sulfato de sédio (SDS). Um agente
redutor, o ditiotreitol (DTT), responsavel por romper as ligacdes dissulfeto dos polipeptideos,
também foi adicionado. Quando as proteinas sdo tratadas com ambos, SDS e DTT, o grau de
separacgdo eletroforética no gel de poliacrilamida depende em grande parte do peso molecular
da proteina. A etapa de equilibrio das tiras compreendeu dois passos. No primeiro passo, foi
adicionado DTT (100 mg/10 mL) em um volume suficiente de solu¢do tampéo de equilibrio
(Tris-HCI (pH 8,8) 50 mM, Glicerol 87% (29,3%), Uréia 6 M, SDS 2%; tracos de azul de
bromofenol) onde as tiras foram imersas e mantidas sob agitacdo por 20 minutos (volume de 5
mL/tira). No segundo passo, foi adicionado iodoacetamida (250 mg/10 mL) em um volume
suficiente de solucdo tampdo de equilibrio (5 mL/tira), onde as tiras foram imersas e mantidas
sob agitacdo por mais 20 minutos.

Posteriormente a etapa de equilibrio das tiras iniciou-se a segunda dimensdo. As
tiras foram retiradas da solucdo de equilibrio, dispostas sobre a superficie dos géis de
poliacrilamida 12,5% (25,5 cm x 20,5 cm x 1,5 mm) e seladas com solucdo de agarose 0,5%
com tragos de azul de bromofenol, utilizando um sistema vertical de cuba eletroforética
(Ettan™ DALTSsix, GE Healthcare Bio-Sciences®, Uppsala, Sweden). Foi utilizado marcador
de massa molecular LWM (Low Weight Molecular, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)
que contém as seguintes proteinas: a-lactoalbumina (14,4 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa),
anidrase carbénica (30,0 kDa), ovoalbumina (45,0 kDa), albumina sérica bovina-BSA (66,0

kDa) e glicogénio fosforilase b (97,0 kDa). As condig¢des da corrida foram: 500 V; 40 mA por
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gel; 90W. Esta era interrompida quando o azul de bromofenol, presente na solucdo de agarose,
alcancava o fim do gel, aproximadamente com 7 horas e 30 minutos do inicio da corrida
eletroforética. Todas as corridas foram realizadas a 15°C.

Concluida a segunda dimensdo as proteinas foram visualizadas utilizando o
método de coloragdo com Coomassie coloidal. Para tanto, os géis foram fixados overnight em
solucéo contendo acido fosfdrico 2% e etanol 30%, em agua destilada. Em seguida, 0s mesmos
foram submetidos a trés lavagens de 20 minutos cada em solucéo de acido fosforico 2%, em
agua destilada. E, finalmente, os géis foram imersos em solucéo para protonacdo composta de
acido fosforico 2%, sulfato de aménio 15% e etanol 18%, em &gua destilada, por 30 minutos.
Em seguida, adicionou-se 2% de solucdo & base de Coomassie coloidal Brilhante Blue G-250 a
solugdo para protonacdo e 0s géis permaneceram em contato com o corante por cerca de 120
horas (MOURA et al., 2010; REGO et al., 2010). Apés este periodo, a solucdo contendo o
corante foi desprezada e os geis lavados com agua destilada. Durante todo o processo de
coloragéo os géis foram mantidos em recipiente sob agitacdo suave.

2.6 Analise dos mapas eletroforéticos bidimensionais

As imagens dos géis foram digitalizadas utilizando o ImageScanner™ III
LabScan™ 6.0 (GE Healthcare Bio-Sciences®, Uppsala, Sweden) na resolucdo de 300 dpi,
utilizando o modo transparente e filtro verde. As imagens foram salvas em formato de arquivo
TIFF e analisadas utilizando o aplicativo PDQuest™ Advanced versdo 8.0.1 (Bio-Rad
Laboratories, USA). O gel mais representativo foi denominado gel de referéncia. Uma imagem
foi criada automaticamente com base nos géis de todos os individuos, sendo denominada gel
Master. Os spots consistentemente presentes nos mapas também foram adicionados ao gel
sintético (MOURA et al., 2006; SOUZA et al., 2010; Van-Tilburg et al., 2013). O alinhamento
correto de cada spot expresso nos géis individuais com o seu correspondente no gel Master foi
determinado utilizando proteinas em regiGes-chave dos géis, como referéncia de localizacéo,
apos intensas comparagdes. A quantificacdo dos spots foi dada em partes por milhdo (ppm) da
densidade Optica integrada total, de acordo com o aplicativo (MOURA et al., 2006). Os valores
experimentais de pH e de massa molecular (Mr) (referente ao marcador proteico utilizado)
foram inseridos em spots especificos nas imagens, permitindo ao software a estimativa dos

respectivos valores para 0s demais spots.
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2.7 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico SAS
(Statistical Analysis System® 9.0, 2002). Foi realizada a estatistica descritiva dos dados através
da obtencdo de médias, desvios-padrdo e erros-padrdo (PROC MEANS MEAN STDDEV
STDERR). Realizaram-se correlagdes de Pearson e de Spearman (PROC CORR PEARSON

SPEARMAN option) entre os parametros seminais e as intensidades dos spots proteicos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados

Na Tabela 1 estdo apresentadas as médias e 0s desvios-padrdo da biometria

testicular e dos parametros seminais dos reprodutores Pantaneiros.

Tabela 1: Médias e desvios-padréo dos valores de biometria testicular e dos parametros
seminais de reprodutores bovinos Pantaneiros (n=18)

CE VTC VE CONC MOT VIGOR DMai DMen DTot
(cm) (cm?)  (mL) (x10%mL) (%) (0-5) (%) (%) (%)
Media 38,5 878,2 8,5 534,6 77,0 3,4 14,0 3,0 17,0

Desvio- 549 1450 36 205,0 9.0 0,6 7.0 1.0 7.0
padrdo

CE= circunferéncia escrotal, VTC= volume testicular (cilindro), VE= volume do ejaculado, CONC= concentracdo
espermatica, MOT= motilidade, DMai= defeitos maiores, DMen= defeitos menores, DTot= defeitos totais

Os animais apresentaram concentracdo média de proteinas totais de 36,9 + 15,5
pg/ul, variando de 10,5 pg/pl a 69,7 pg/pl. A andlise dos mapas bidimensionais detectou uma
média de 184,3 + 34,0 spots por gel, com uma variacdo de 108 a 237 spots. Os géis
apresentaram diferencas individuais nos padrfes de expressao das proteinas, estando presentes
cadeias polipeptidicas com pesos moleculares entre 12,3 e 138,9 kDa. Dos spots estudados, 37
(13,4%) foram expressos em todos os géis, 123 (44,4%) estavam presentes em no minimo 50%
dos géis e 25 (9,0%) estavam ausentes em apenas um gel. O restante dos spots (33,2%) esteve
presente em menos da metade dos géis. E possivel classificar os spots quanto a intensidade nos
géis 2-D em dois grupos: um de baixo peso molecular (spots abaixo de 30 kDa), que sdo
claramente mais intensos que o outro de alto peso molecular (spots acima de 30 kDa). Neste
estudo, 35% dos spots se localizaram na faixa de menor massa molecular experimental (Mr=
12,3 — 29,4 kDa) e 65%, na faixa de maior massa molecular experimental (Mr= 30,0 — 138,9
kDa).

Analisando os mapas bidimensionais deste estudo nota-se a expressdo de
proteinas majoritarias ou principais, presentes em todos os géis, resguardadas as diferencas
individuais na intensidade e no padrdo de expressdo dos spots. Foram encontrados nove grupos

de proteinas majoritarias em todos os géis (Figura 1).
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Figura 1: Gel sintético gerado pelo aplicativo PDQuest™ (Bio-Rad
Laboratories, USA), baseado na combinacdo dos spots de todos os
géis utilizados no experimento. Os grupos de proteinas majoritérias
estdo em destaque: Grupo 1 (G1), Grupo 2 (G2), Grupo 3 (G3), Grupo
4 (G4), Grupo 5 (G5), Grupo 6 (G6), Grupo 7 (G7), Grupo 8 (G8) e
Grupo 9 (G9).

O resultado da andlise de correlacdo entre a densitometria das proteinas
expressas nos geéis e 0s parametros seminais dos touros Pantaneiros apresentaram associacfes
consistentes e significativas com seis spots (Tabela 2). Os spots 1112 (15,3 kDa, pl= 3,9), 3514
(49,8 kDa, pl=5,2), 2720 (69,1 kDa, pl 4,8) e 9217 (17,2 kDa, pl 9,9) apresentaram correlacdo
negativa com defeitos maiores e o0 spot 2720 tambem apresentou correlagdo negativa com
motilidade e vigor. Enquanto o spot 4106 (16,4 kDa, pl 6,2) apresentou correlagdo negativa
com defeitos menores. Os defeitos totais apresentaram correlagéo negativa com os spots 8305
(17,7 kDa, pl 8,5) e 9217.
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Tabela 2 — Correlacéo entre a densitometria dos spots expressados nos géis 2D-PAGE e
0s parametros do sémen de reprodutores bovinos Pantaneiros

Spot 1112  Spot 4106 Spot 8305 Spot3514 Spot 2720 Spot 9217

MOT NS NS NS NS **-0,57 NS
VIGOR NS NS NS NS **-0,74 NS
DMAI **-0,68 NS NS **-0,69 **-0,65 *-0,75
DMEN NS **-0,75 NS NS NS NS
DTOT NS NS *-0,62 NS NS *-0,70

*Coeficientes de correlacdo de Pearson, **Coeficientes de correlacdo de Spearman (P<0,05)

Nota: MOT= motilidade total, DMAI= defeitos maiores, DMEN= defeitos menores, DTOT= defeitos totais. NS=
N&o significativo. Os nimeros dos spots referem-se aqueles mostrados na Figura 1.

3.2 Discussao

No presente estudo os animais foram classificados como aptos a reproducéo, ao
exame androldgico e realizou-se a caracterizacdo do perfil bidimensional das proteinas do
plasma seminal associado aos parametros seminais de dezoito touros Pantaneiros. Os valores
médios de proteinas totais do plasma seminal mensurados neste experimento estdo em acordo
com observacgodes realizadas por Romitto (2003) em touros Simental e Nelore, e por Folhadella
e colaboradores (2013) em touros Gir, diferindo do encontrado em reprodutores taurinos e
zebuinos por Jobim e colaboradores (2003) e Oberst e colaboradores (2002), que néo
observaram grande variagao entre touros.

Foram detectados 277 spots em todos os mapas eletroforéticos bidimensionais
do plasma seminal de reprodutores Pantaneiros. Os resultados deste estudo foram similares ao
constatado por Roncoletta e colaboradores (2013) em estudo com Nelore e Angus (225 spots) e
por Silva (2011) em touros Brahman (167,7 + 26 spots por gel). Esta quantidade de spots pode
ser considerada relativamente alta a reportada por Jobim e colaboradores (2003), trabalhando
com Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, cujo estudo detectou 12 bandas proteicas. Esta
diferenga pode estar relacionada a técnica empregada. Os ultimos autores utilizaram NEPHGE
(Eletroforese em gel com pH ndo equilibrado), com 100 pg de proteina e os géis foram corados
com solucdo de Coomassie R-250. Em contraposi¢do, Roncoletta e colaboradores (2013) e
Silva (2011) empregaram metodologia bastante semelhante a deste estudo. Silva (2011) utilizou

uma quantidade maior de proteinas das amostras de plasma seminal (750 pg) e tiras de maior
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comprimento (24 cm, pH 3 — 11), o que proporcionaria a maior resolucao possivel. Roncoletta
e colaboradores (2013) utilizaram tiras do mesmo comprimento das utilizadas neste estudo,
porém com faixa de pH mais estreita para proteinas do plasma seminal (18 cm, pH 4 — 7) e 0s
géis foram corados com prata.

As variacOes individuais no padrdo de expressdo das proteinas no plasma
seminal dos reprodutores Pantaneiros também foram notadas por outros autores como Welter
(2006) estudando touros da raca Nelore e Jobim e colaboradores (2003) estudando Bos taurus
taurus e Bos taurus indicus. Roncoletta e colaboradores (2013) observaram um perfil proteico
mais homogéneo em taurinos do que em zebuinos.

O intervalo dos valores de massa molecular experimental das proteinas
expressas nos geéis deste estudo foi semelhante ao descrito por Silva (2011) em touros
Brahman, por Welter (2006) em touros Nelore (11,2 — 124,1 kDa), que utilizou método de
separacdo de proteinas por eletroforese unidimensional e por Oliveira (2007), que ainda
reportou pesos moleculares abaixo de 10 kDa em touros Tabapua (6,0 — 125,0 kDa). De acordo
com os valores experimentais de peso molecular (Mr), ponto isoelétrico (pl) e intensidade dos
spots apresentados no presente estudo, foram sugeridas provaveis familias de proteinas
correlatas, baseando-se em estudos previamente publicados.

As proteinas do Grupo 1 (Mr= 15,8 — 18,6 kDa e pl= 4,3 — 5,8) apresentaram
densidade Optica superior a todos os outros grupos de spots, representando 23,5% da
intensidade total dos géis, sendo as proteinas mais abundantes no plasma seminal de touros
Pantaneiros. Estes peptideos possivelmente correspondem as proteinas da familia das BSP’s, a
qual inclui as trés proteinas &cidas majoritarias do plasma seminal bovino, a saber: BSP-Al
(Mr= 16,5 kDa e pl= 4,7 — 5,0) e BSP-A2 (Mr= 16,0 kDa e pl= 4,9 — 5,2), atualmente
chamadas de BSP 1, e BSP-A3 (Mr= 15,0 kDa e pl= 4,8 — 5,2), atualmente chamada de BSP 3.
Estes resultados, obtidos na técnica de 2D-PAGE, foram corroborados por imunodeteccédo
apresentando vérias isoformas das BSP’s (DESNOYERS et al., 1994). Estas proteinas cobrem
a superficie espermatica apos a ejaculacéo e acredita-se que as mesmas desempenham um papel
importante nas modificagdes da membrana durante a capacitacdo espermatica, interagindo com
os colina-fosfolipideos, com as lipoproteinas de alta densidade (HDL) e com o0s
glicosaminoglicanos (GAGs) similares a heparina presentes nos fluidos folicular e no oviduto
do trato reprodutor da fémea (MANJUNATH & SAIRAM, 1987; DESNOYERS et al., 1994).
Segundo Thérien e colaboradores (1997), as BSP’s em conjunto com as HDL, podem acelerar o

processo de capacitacdo espermética. As HDL sozinhas requerem pelo menos oito horas de
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incubacéo para estimular a reagdo acrossomica, mas na presenca da BSP1 (antiga BSP-A1/A2)
esse tempo € reduzido para cinco horas. Isso pode ser explicado pela hipotese de que as BSP’s
ligadas ao espermatozoide interagem com as HDL e mediam o efluxo de colesterol e
fosfolipideos da membrana, resultando no decréscimo da taxa de colesterol/fosfolipideo,
ocasionando a capacitacdo. A exposi¢do dos espermatozoides a outras proteinas de ligacdo a
heparina (HBP de 14, 18, 24 e 31 kDa) também reduz o tempo requerido para a capacitacao
mediada por heparina para quatro horas. E provavel que as BSP’s interajam simultaneamente
com as HDL e com os GAGs similares a heparina. Além disso, segundo Sanchez-Luengo e
colaboradores (2004), com a ligagdo da BSP1 aos colina-lipideos, ha um incremento dos sitios
para ligacdo da heparina na superficie do espermatozoide. Com a saturagdo desses sitios, a
heparina contribui para a inducdo da reacdo acrossdmica. Segundo Miller e colaboradores,
(1990) a heparina liga-se a espermatozoides de varias espécies de mamiferos em um modo pH-
Ca2"-temperatura dependente, podendo-se afirmar que esta ligagdo assemelha-se a uma
interacdo ligante-receptor, com vérios graus de afinidade. Vale ressaltar que a ligacdo a
heparina in vitro € um processo exotérmico e reversivel. Apesar dos estudos demonstrarem que
as BSP’s sdo as principais proteinas de ligacdo a heparina, e que este é o glicosaminoglicano
mais potente para capacitar espermatozoides bovinos, os mecanismos bioquimicos acerca do
processo de capacitacdo induzida pela heparina ainda ndo estéo totalmente esclarecidos.

No presente estudo foram detectados dois spots (spot 2114: Mr=159e pl=4,6 e
spot 2115: Mr= 15,9 e pl=4,9) que parecem equivaler a proteina &cida do fluido seminal bovino
(aSFP) que ¢ descrita com massa molecular tedrica de 15,3 kDa e ponto isoelétrico tedrico de
5,1. A localizacdo de ambos os spots nos géis deste estudo é evidentemente analoga ao obtido
por Assumpcdo e colaboradores (2005), que identificaram dois spots como sendo esta proteina
em touros Nelore (Mr= 17,3 kDa e pl= 6,4 e Mr= 17,3 kDa e pl= 6,6). As espermadesinas sao
um grupo de polipeptideos de 12 — 16 kDa que tém alta similaridade de sequéncia de
aminoacidos e sdo encontradas no plasma seminal ou associadas perifericamente a superficie
do espermatozoide de suinos, bovinos e equinos. Algumas propriedades bioldgicas da aSFP
como atividade mitogénica ou estimulacdo da liberagdo de progesterona podem ser
demonstradas em culturas de células bovinas em diferente sistemas, mas sua fungéo original no
trato reprodutivo masculino ainda néo é totalmente conhecida, apesar dos resultados ja obtidos
nos estudos in vitro (SCHONECK et al., 1996; ASSUMPCAO et al., 2005).

As principais proteinas alcalinas detectadas no plasma seminal dos reprodutores

Pantaneiros foram as proteinas do Grupo 2 (Mr= 14,4 — 18,5 kDa e pl= 7,7 — 9,9). Dentre os
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spots pertencentes a este grupo destaca-se o spot 8003 (Mr= 14,4 e pl= 8,5), presente em 100%
dos géis. Jobim e colaboradores (2003) relacionaram uma banda proteica de 14 — 16 kDa e pl
8,0 — 8,5 a ribonuclease seminal bovina (BS-RNase), uma proteina de 13,6 kDa e pl 8,98,
produzida pelas vesiculas seminais. Esta enzima pertence a superfamilia das ribonucleases tipo-
pancredticas e é classificada como uma das principais proteinas bésicas do plasma seminal
bovino, sendo esta espécie a Unica a produzi-la (SCHEIT, 1986; CALVETE et al., 1996).
Assumpcdo e colaboradores (2005) identificaram um precursor da ribonuclease seminal com
Mr= 17,2 e pl= 8,6 em touros Nelore. Shivaji e colaboradores (1989) demonstraram que esta
proteina cobre a superficie do espermatozoide bovino na ejaculacdo. A ribonuclease é expressa
em diversos tecidos e suas fungdes como agente antitumoral ja sdo bem estabelecidas, mas no
plasma seminal seu papel ainda é obscuro (CALVETE et al., 1996). Porém, em ensaios
laboratoriais, especula-se que a BS-RNase parece ser provida de uma efetiva atividade
imunossupressora, sugerindo que tenha fungdes acerca da protecdo do espermatozoide contra o
sistema imunoldgico da fémea (ALESSIO, 1999; RUSSO et al., 2002). Ainda neste grupo, 0s
spots 7102 (Mr= 16,0 e pl= 7,7) e 7303 (Mr=18,4 e pl 7,9), que juntos representam 1,32% da
intensidade total dos géis, podem corresponder a proteina TIMP-2 (inibidor tecidual de
metaloproteinase 2) que tem um valor de pH menor que o da BS-RNase. Jobim e colaboradores
(2003) relacionaram uma banda proteica de 16 — 18 kDa e pl 7,0 — 7,5 a TIMP-2, baseado na
semelhanca dos pesos moleculares e pontos isoelétricos. A TIMP-2 é uma proteina de 16 e 21
kDa e pl 6,93 que foi identificada pela primeira vez no plasma por Calvete e colaboradores em
1996 e posteriormente por Mortarino e colaboradores em 1998, ambos autores foram o0s
primeiros a observarem a ligacdo da TIMP-2 ao espermatozoide. A proteina de ligacdo a
heparina HBP-24, relacionada a fertilidade de reprodutores, apresentou 90% de homologia com
a TIMP-2. Assumpcao e colaboradores (2005) identificaram um precursor da TIMP-2 com Mr=
21,7 kDa e pl= 6,7 no plasma seminal de touros Nelore.

Os spots do Grupo 3 (Mr= 24,3 - 27,1 e pl= 6,2 - 7,9) representam 8,04% da
intensidade total das proteinas detectadas nos géis. Nesse interim, Jobim e colaboradores
(2003) encontraram duas bandas proteicas relevantes: uma banda proteica (20 — 24 kDa, pl 7,2
— 7,5) representando 8,54% das proteinas quantificadas nos géis, que foi relacionada a proteina
P6, uma proteina de 20 kDa, classificada como uma das principais proteinas basicas do plasma
seminal. Esta proteina € secretada pelas vesiculas seminais e é idéntica a MCP-1 bovina
(Monocyte chemoattractant protein-1), uma importante quimiocina que recruta mondcitos para

0S vasos sanguineos. A outra banda proteica obtida neste mesmo estudo (Mr= 25 — 26 kDa e
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pl= 6,0 — 6,5) foi relacionada a prostaglandina D-sintetase tipo lipocalina, uma proteina de 26
kDa, pl 6,2 relacionada a alta fertilidade de reprodutores bovinos e & congelabilidade do sémen.
Killian e colaboradores (1993) identificaram uma proteina associada a fertilidade (Mr= 26 kDa,
pl=6,2) no plasma seminal bovino que se assemelha a proteina de ligacdo a heparina de carater
basico, com 24 kDa, descrita por Miller e colaboradores (1990).

A prostaglandina D-sintetase € a principal proteina secretada pelo epididimo de
mamiferos, incluindo o bovino, sendo reconhecida como uma molécula multifuncional. As
funcBes mais provaveis desta proteina nos testiculos e epididimos parecem estar relacionadas,
por exemplo, a facilitacdo do transporte de moléculas importantes para a espermatogénese,
como o hormonio tireoide T3 e o &cido retinoico, ja que ambas as moléculas tém mostrado
ligar-se a proteina in vitro, e a regulacdo e manutencdo das funcdes do epitélio epididimario,
devido a sua alta capacidade de ligacao a testosterona. Baseado nisso, sugere-se que a proteina
desempenhe um papel fundamental no desenvolvimento e maturagdo do espermatozoide
(GERENA et al., 2000a, b; SAMY et al., 2000; FOUCHECOURT et al., 2002). Porém, no ha
relatos da correlacdo dessa proteina com as caracteristicas fisicas do sémen (SORRENTINO et
al., 1998, citados por CHACUR & MACHADO NETO, 2007). Entretanto, Moura e
colaboradores (2006a) relataram isoformas da prostaglandina D-sintetase no fluido da cauda do
epididimo (Mr= 24 — 27 kDa, pl= 6,3 — 5,8) cuja intensidade média foi 2,2 a 3,2 vezes maior
em touros de baixa fertilidade. Segundo estes autores, esta proteina poderia influenciar a
fertilidade do macho através da mediacdo da acdo de moléculas hidrofébicas no
espermatozoide durante o transito epididimario ou ao armazenamento na cauda do epididimo.
Embora estes resultados parecam contraditorios, uma possivel explicacdo seria de que as
proteinas secretadas pelas glandulas sexuais acessorias poderiam modificar algumas dessas
isoformas durante a ejaculacdo (SOUZA et al., 2011).

No Grupo 4, os spots 4103 (Mr= 16,2 kDa e pl=6,4), 4106 (Mr= 16,4 kDa e pl=
6,2) e 5103 (Mr= 16,1 kDa e pl= 6,9) ttm Mr e pl aproximados a dois spots encontrados por
Romitto (2003), além de possuirem localizacdo semelhante nos geéis, a saber: o spot 70 em
touros Nelore (Mr= 16,9 kDa e pl=6,4) e o spot 156 em touros Simental (Mr= 18,5 kDa e pl=
6,3). A autora relacionou estes dados com um spot de 17,4 kDa e pl 6,4 detectado por
Roncoletta (2003) que foi designado como marcador para baixa fertilidade naquele estudo. No
estudo de Romitto (2003) a intensidade do spot encontrado nos touros Nelores foi maior nas
amostras de animais ligados a parametros de melhor desempenho reprodutivo, enguanto que a

intensidade do spot encontrado nos touros Simental, concordando com Roncoletta (2003), foi
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maior nas amostras de animais ligados a parametros de baixo desempenho reprodutivo. Outro
peptideo, também com peso molecular e pl proximos aos observados nos trés spots
supracitados deste estudo, foi descrito por Killian e colaboradores (1993) como uma proteina
associada a baixa fertilidade em touros de 16 kDa e pl 6,7.

O Grupo 5 deste estudo revelou seis spots em cadeia de peptideos com uma
faixa de peso molecular relativo de 29,34 — 30,43 kDa e pl de 3,53 — 4,16. Esta cadeia de
peptideos se assemelha quanto a localizacdo, ao peso molecular e ao ponto isoelétrico aos spots
relacionados a proteina BSP5 (antiga BSP-30 kDa) em estudo do plasma seminal de touros
Brahman por Silva (2011) e a uma cadeia composta por cinco spots identificada no fluido das
glandulas sexuais acessdrias de touros Holandeses como isoformas da BSP-30 kDa por Moura
e colaboradores (2007). Desnoyers e colaboradores (1994) também identificaram a BSP-30
kDa por 2D-PAGE a 28 kDa e pl 3,9 — 4,6 e obtiveram resultado similar utilizando
imunodetecgdo, por Western blot. Estes autores observaram certa heterogeneidade da BSP-30
kDa e atribuiram isto principalmente ao teor de acido sialico da proteina.

Os spots do Grupo 6: spot 4725 (Mr= 76,2 kDa e pl=5,8), spot 3704 (Mr= 77,6
kDa e pl=5,7) e spot 3706 (Mr= 75,6 kDa e pl= 5,9) estavam presentes em todos 0s ge€is e se
expressaram de forma heterogénea entre animais. De acordo com outros estudos existentes na
literatura estes peptideos podem se tratar da proteina clusterina (KUMAR et al., 2012). Esta
proteina foi identificada no fluido das glandulas sexuais acessérias de touros Holandeses por
Moura e colaboradores (2007) com Mr= 70 kDa e pl= 5,7. Ibrahim e colaboradores (1999)
identificaram esta proteina a 74 kDa no fluido da cauda do epididimo de bovinos. Segundo
estes autores, dois tipos de clusterina parecem existir no fluido da cauda do epididimo bovino,
mas o grau de glicosilagdo faz com que ambos migrem para aproximadamente 0 mesmo peso
molecular. Entretanto, Jobim e colaboradores (2004) reportaram um spot de 18 — 20 kDa e pl
4,8-5,2 como sendo a clusterina, a partir da comparacdo com uma proteina do plasma seminal
sequenciada por Mortarino e colaboradores (1998) com estrutura similar ao precursor da
clusterina bovina em um peso molecular de 25,35 kDa e pl 5,54. A clusterina esta envolvida
em diversos eventos bioquimicos, principalmente na espermatogénese, tais como: prevencédo de
danos espermaticos causados por rea¢Bes oxidativas e precipitagdo de proteinas, mediacdo da
aglutinacdo de espermatozoides anormais e controle da lise induzida pelo complemento.
Porém, as funcdes desta proteina no trato reprodutivo do macho ainda néo estdo completamente
estabelecidas (IBRAHIM et al., 1999; MOURA et al., 2007).
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Dentre os trés spots do Grupo 7 (Mr= 65,5 - 66,5 kDa e pl= 5,5 — 5,9) dois
estavam presentes em 100% dos géis e um esteve ausente em apenas um gel (spot 3702, Mr=
66,5 kDa e pl=5,5). Estes spots exibiram Mr, pl e localizacdo nos geis semelhantes a albumina.
A albumina foi imunoidentificada com Mr= 66 kDa e pl= 5,4 por Oberst e colaboradores
(2002) em taurinos e zebuinos utilizando anticorpo monoclonal especifico, que ndo reagiu com
nenhuma outra banda proteica presente na amostra avaliada. Os reprodutores taurinos
apresentaram maior homogeneidade na expressao da proteina que os zebuinos. Roncoletta
(1999), também observou maior homogeneidade no perfil proteico do plasma seminal de
reprodutores taurinos do que nas amostras de zebuinos. Isto pode ser atribuido a selecéo
genética artificial que a subespécie taurina vem sendo submetida ao longo do tempo (OBERST
et al., 2002). Fato oposto ocorreu neste estudo no qual foram observadas varia¢fes individuais
nas densidades dpticas dos spots mencionados, ou seja, a expressdo dessa proteina se deu de
forma mais heterogénea.

Os peptideos do Grupo 8 (Mr= 41,7 — 42,3 e pl= 4,4 —5,1) e do Grupo 9 (Mr=
45,2 — 46,1 e pl= 7,2 — 7,5) apresentaram grande variabilidade individual na intensidade dos
spots. Os trés spots que compdem o Grupo 9 estavam presentes em 67% dos animais. Dentre 0s
que constituem o Grupo 8, quatro estavam ausentes em apenas um gel e dois estiveram
presentes em 86% dos géis. Outros estudos também constataram grandes variacGes entre géis
na intensidade de certas proteinas e por este motivo a analise destas bandas proteicas nédo foi
realizada (FRAZER et al., 1996; RONCOLETTA et al., 1999). Em razdo da grande
variabilidade observada nas bandas proteicas com pesos acima de 40 kDa, tanto em taurinos
quanto em zebuinos, Oberst e colaboradores (2002) quantificaram apenas trés proteinas (Mr=
195 kDa, pl 6,5 - 7,5 Mr= 66 kDa, pl= 5,4 Mr= 55 kDa, pl= 4,5), presentes em 100% das
amostras analisadas, porém nenhuma proteina dentro da faixa de Mr e pl dos Grupos 8 e 9
deste estudo foi identificada. Chacur e colaboradores (2011) encontraram uma banda proteica
com peso molecular de 44 kDa, presente em 18,18% dos touros Tabapud na seca e em 72,7%
dos touros na estacdo chuvosa. Vierula e Rajaniemi (1983), citados por Chacur e colaboradores
(2011), relataram que as proteinas de 40 e 44 kDa se aderem a membrana interna do acrossomo
e participam da reacdo acrossémica, colaborando com o influxo de célcio neste processo. Os
dois “trens” supracitados (Grupos 8 e 9) estdo nesta faixa de peso molecular relatada por estes
autores. Porém, ndo foi observada nos géis de perfis bidimensionais do plasma seminal de

outras racas a expressdo desses peptideos de acordo com o padréo encontrado nesse estudo.
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Ainda se destacam neste estudo os spots 3513 (Mr= 49,5 kDa e pl=5,1) e 3514
(Mr= 49,8 kDa e pl= 5,2). Romitto (2003) observou em touros Nelore dois spots — 0 primeiro
com Mr= 49,4 kDa e pl= 5,9 e o segundo com Mr= 49,2 kDa e pl=5,9 — que foram
relacionados potencialmente a alta fertilidade. Wolfe e colaboradores (1993) constataram o
desaparecimento de uma banda de 49 kDa apds a insolacdo escrotal de bovinos de corte,
sugerindo o papel desta proteina como marcadora para boa fertilidade.

Ha vérias pesquisas que demonstram a influéncia, tanto positiva quanto
negativa, das proteinas no plasma seminal sobre a fertilidade do macho e os parametros
seminais. Em funcgéo disso, buscou-se no presente trabalho estudar as relagdes existentes entre
as intensidades dos spots proteicos e 0s pardmetros espermaticos dos touros Pantaneiros.
Assim, foram observadas correlacfes significativas com seis spots (Tabela 2). Os spots 1112,
3514, 2720 e 9217, apresentaram alta correlacdo negativa com defeitos maiores. Ndo foram
associadas possiveis proteinas correspondentes ao spot 1112, expresso em 39% dos géis e ao
spot 2720, ausente em apenas um gel. Este Gltimo também apresentou correlacdo negativa com
motilidade e vigor, ou seja, as maiores intensidades desse spot ocorreram nos animais que
apresentaram menores valores para esses parametros espermaticos. Baseado nos estudos de
Wolfe e colaboradores (1993) e de Romitto (2003), conforme supracitado, o spot 3514 pode
corresponder a uma proteina associada a alta fertilidade do macho, o que pode explicar a
correlagé@o negativa desse spot com defeitos maiores. A diminui¢do de defeitos maiores e totais
foi associada a presenca dos spots 9217 e 8305, ambos possivelmente condizem com a
ribonuclease seminal bovina (BS-RNase). Estudos relatam que embora todos os membros da
superfamilia das ribonucleases desempenhem obrigatoriamente a funcdo de catalisadores da
clivagem do RNA, eles diferem na especificidade do substrato e também realizam diversas
funcBes bioldgicas. A ribonuclease seminal bovina é altamente especifica para os hibridos
RNA e DNA/RNA de cadeia dupla. No entanto esta proteina também apresenta atividades
relativas a antigenicidade espermatica, embriotoxicidade, imunossupressdo e funcGes
antitumorais e antivirais (CHAKRABARTI et al., 2004). Também tem sido demonstrado que a
proteina pode desestabilizar a bicamada lipidica carregada negativamente (VESCIA &
TRAMONTANO, 1981; LACCETTI et al., 1994; MANCHENO et al., 1994). Especula-se que
a correlagcdo negativa com os defeitos de morfologia espermatica parece ocorrer devido ao
efeito citotoxico seletivo dessa proteina, atuando em células espermaticas anormais mediante
mecanismo ainda ndo elucidado. Mas vale ressaltar que assim como outras caracteristicas

atribuidas a esta enzima, tais como antigenicidade espermatica e atividade imunossupressora, 0
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seu efeito citotoxico ainda € um resultado obtido de ensaios laboratoriais projetados para suas,
ainda desconhecidas, acdes fisioldgicas (ALESSIO, 1999; RUSSO et al., 2002). O spot 4106
(16,35 kDa e pl 6,24), descrito dentre os peptideos do Grupo 4, apresentou correlacdo negativa
com defeitos menores. Esse spot mostrou-se semelhante a uma proteina associada a baixa
fertilidade de reprodutores e, portanto, seria esperado que se correlacionasse positivamente com
defeitos de morfologia espermatica. Apesar disso, 0 resultado observado nesse estudo foi
similar ao encontrado por Romitto (2003) em touros Nelore. Esta autora encontrou resultados
divergentes nas duas racas pesquisadas: o spot encontrado em touros Nelore foi relacionado
negativamente a parametros de baixo desempenho reprodutivo, inclusive defeitos maiores,
enquanto que em touros Simental essa relacdo foi positiva. Os valores de Mr e pl do spot
encontrado em touros Nelore no estudo de Romitto (2003) foram bastante proximos aos valores
observados no spot 4106 deste estudo. Diante desses resultados inconstantes, especula-se que
talvez esse peptideo ndo seja adequado para ser utilizado na classificacdo da fertilidade em
touros.

A andlise de correlacdo entre as proteinas do plasma seminal e os defeitos
morfologicos das células espermaticas podem permitir uma melhor avaliacdo do potencial
reprodutivo do touro, pois se sabe que espermatozoides morfologicamente anormais no sémen
correlacionam-se com a subfertilidade e a infertilidade do macho (SAACKE, 2008;
FRENEAU, 2011).

Neste estudo foi descrito pela primeira vez o perfil eletroforético bidimensional
das proteinas do plasma seminal de reprodutores Pantaneiros e sua relagdo com os parametros
seminais. Estes achados poderdo contribuir em trabalhos de conservagéo desse valioso recurso
genético, seja com informacBes que contribuam para a realizagdo de novas pesquisas ou como
subsidio para a validacdo de marcadores de fertilidade para serem usados em programas de

melhoramento.



65

4 CONCLUSOES

Os mapas bidimensionais de reprodutores Pantaneiros esbocaram variagoes
individuais na expressao dos spots proteicos. Devido a anélise do perfil das proteinas do plasma
seminal de touros Pantaneiros (Bos taurus ibericus) ter detectado spots semelhantes aos
encontrados tanto em Bos taurus taurus quanto em Bos taurus indicus, é possivel supor que a
raca tenha caracteristicas unicas que reflitam esta heterogeneidade apresentada em seu perfil
proteico.

A maior parte das proteinas expressadas nos mapas proteicos do presente estudo
estd situada na faixa considerada de alto peso molecular. As proteinas seminais mais
abundantes parecem pertencer a familia das BSP’s. As associacbes encontradas entre 0s
peptideos do plasma seminal e os parametros seminais indicam a existéncia de proteinas
candidatas a marcadores bioquimicos que podem ser Uteis na avaliacdo do potencial
reprodutivo de touros Pantaneiros. No entanto, é importante confirmar a identidade das
proteinas sugeridas neste trabalho por meio de técnicas de sequenciamento ou pelo uso de
antigenos especificos.
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RESUMO

Estudos acerca de animais localmente adaptados sdo essenciais para nortear as
acOes dos programas de conservacao de recursos genéticos animais. O objetivo deste trabalho
foi correlacionar o perfil eletroforético bidimensional das proteinas do plasma seminal com a
congelabilidade do sémen de touros Pantaneiros. Utilizou-se ejaculados de dezoito touros
Pantaneiros, divididos em dois grupos: de melhor e de pior congelabilidade. As amostras de
sémen pré-criopreservacdo foram avaliadas quanto a motilidade, vigor e morfologia
espermatica e as amostras de sémen pds-criopreservacdo, avaliadas quanto a cinética pelo
CASA, morfologia, integridade de membrana e acrossoma. As amostras de plasma seminal
foram obtidas por centrifugacdo do sémen e as proteinas seminais foram separadas por meio de
eletroforese bidimensional em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE), corados com Coomassie
coloidal G-250 e analisados por meio do aplicativo PDQuest . Foram detectados 277 spots nos
mapas bidimensionais do plasma seminal de reprodutores Pantaneiros. Nove spots
apresentaram associagfes consistentes e significativas com o0s pardmetros seminais pos-
criopreservacdo. Destes spots, cinco apresentaram diferenca (P<0,05) entre os grupos de
melhor e pior congelabilidade do sémen. A analise multivariada apontou cinco spots
correlacionados positivamente com os parametros de boa congelabilidade do sémen. Houve
diferencas no perfil proteico do plasma seminal entre os reprodutores de melhor e de pior
congelabilidade do sémen e a analise dos géis revelou uma heterogeneidade nos perfis
individuais. Devido a associagdo dos spots 8305, 9217, 2603, 3514 e 2227 a proteinas

encontradas em amostras de sémen de alta congelabilidade e também relacionadas a eventos



74

benéficos sobre as funcdes espermaticas, sugere-se que a presenca dos mesmos esta ligada a
melhor congelabilidade do sémen de touros Pantaneiros.

Palavras-chave: conservacéo, criopreservacao, eletroforese, proteinas.
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ABSTRACT

Studies on locally adapted breeds are essential to guide the actions of the
programs for conservation of animal genetic resources. The aim of this study was to correlate
the two-dimensional electrophoretic profile of seminal plasma proteins with semen freezability
from Pantaneiro bulls. We used ejaculates from eighteen Pantaneiro bulls divided into two
groups: best and worst freezability. The sperm parameters motility, viability and morphology
were evaluated before cryopreservation and also were evaluated after cryopreservation and
further were evaluated CASA Kkinetics, integrity membrane and acrosome. Seminal plasma
samples were obtained by semen centrifugation and seminal proteins were separated by two-
dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). The gels were stained with
colloidal Coomassie G-250 and analyzed using the PDQuest™. Were detected 277 spots in
two-dimensional maps of the seminal plasma of Pantaneiro bulls. Nine spots showed consistent
and significant associations with semen parameters after cryopreservation. Five these spots
showed differences (P<0.05) between freezability groups. The multivariate analysis showed
five spots positively correlated with the semen parameters for good freezability. There were
differences in the seminal plasma protein profile between bulls of best and worst semen
freezability. The analysis of the gels also revealed heterogeneity in individual profiles. Due the
association of spots 8305, 9217, 2603, 3514 and 2227 with proteins found in animals with high
freezability of semen and it relating to beneficial events on sperm functions, it is suggested that

their presence is linked to better semen freezability of Pantaneiro bulls.

Keywords: conservation, cryopreservation, electrophoresis, proteins.
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1. INTRODUCAO

Descendente de racas espanholas, o bovino Pantaneiro (Bos taurus ibericus) é
uma raca localmente adaptada as condicdes edafoclimaticas do Pantanal brasileiro (EGITO,
2007; MARIANTE et al., 2009; MENDES et al., 2012). A criopreservagdo de gametas permite
preservar esse material genético por longo periodo. No entanto, apesar dos avangos nas técnicas
de criopreservacdo, ainda ha perdas em torno de 50% de espermatozoides viaveis e 0s
resultados quanto a qualidade e o potencial fecundante de espermatozoides criopreservados sao
inconstantes mesmo em animais com boa avaliagdo do sémen pré-criopreservacdo (SALAMON
& MAXWELL, 2000; MARIANTE et al., 2011).

Reprodutores podem ser classificados segundo o grau de congelabilidade do
sémen em bons ou maus congeladores. Esta caracteristica se deve, principalmente, a
predisposicdo genética para a tolerdncia espermatica ao estresse da criopreservacao
(WATSON, 2000). A existéncia de diversos fatores que interferem em eventos fisioldgicos do
animal envolvidos nos eventos da criopreservacdo dificulta a predicdo da congelabilidade do
sémen (MUER et al., 1988; MAXWELL & JOHNSON, 1997). Dentre esses fatores, pesquisas
recentes relatam a associacdo de algumas proteinas do plasma seminal com a congelabilidade
do sémen em bovinos (RONCOLETTA et al., 2000; JOBIM et al., 2009; RONCOLETTA et
al., 2013). As proteinas do plasma seminal também se expressam em diversos 6rgaos, com
multiplas fungdes, mas o conhecimento sobre os efeitos regulatdrios destas proteinas sobre as
fungdes espermaticas ainda nédo esta totalmente esclarecido.

Uma proteina de 26 kDa, identificada através de imunodetec¢do como sendo a
prostaglandina D-sintetase tipo lipocalina, foi mais presente no plasma seminal de reprodutores
bovinos com melhor congelabilidade do sémen (RONCOLETTA et al., 2000) e depois também

foi correlacionada com a fertilidade de touros (KILLIAN et al., 1993). Por meio da técnica de
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eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE), atual método de escolha para
separar e caracterizar proteinas, ja foram descritos provaveis marcadores proteicos para a
congelabilidade e fertilidade do sémen de varias espécies, revelando resultados promissores
(HIRON et al., 2006; CASAS et al., 2009; KILLIAN et al., 1993; CARDOZO et al., 2006;
TREIN, 2011). Utilizando a 2D-PAGE a proteina &cida do fluido seminal bovino (aSFP), a
clusterina, a albumina e a osteopontina, foram relacionadas com a alta congelabilidade do
sémen bovino (JOBIM et al., 2009). Identificou-se por meio de anticorpo policlonal especifico,
as proteinas ligadoras de fosfolipideos BSP A1/A2 no plasma seminal de bovinos, sugerindo
que essas proteinas possam ser utilizadas como marcadores para alta congelabilidade do sémen
(MATTOS et al., 2004). Porém, um trabalho demonstrou um decréscimo das BSP’s pos-
criopreservacao, o que pode indicar uma funcéo ainda desconhecida destas proteinas (NAUC &
MANJUNATH, 2000).

A anélise protedbmica do plasma seminal e sua relacdo com os parametros do
sémen criopreservado permite apontar potenciais marcadores bioguimicos que podem ser
utilizados como ferramenta para predizer a congelabilidade do sémen. Em adicdo, havera uma
contribuicdo para a melhoria da qualidade do material estocado em bancos de germoplasma. De
acordo com a necessidade, esses bancos poderdo ser acessados a fim de se utilizar esta reserva
génica para uso posterior no manejo reprodutivo dos nucleos de conservagao ou em programas
de melhoramento genético. Portanto, o objetivo deste estudo foi caracterizar o perfil
eletroforético bidimensional das proteinas do plasma seminal e relaciona-lo com a

congelabilidade do sémen de touros Pantaneiros.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal do Instituto
de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia (CEUA/IB n.° 99697/2012) e foi conduzido
durante o periodo compreendido entre novembro de 2012 e agosto de 2013.

Foram utilizados dezoito touros Pantaneiros higidos, mantidos em sistema
extensivo de pastagem nativa. Estes animais estdo situados em trés propriedades distintas.
Cinco touros se localizam no Setor de Campo Experimental Fazenda Sucupira, parte da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, Distrito Federal. O campo experimental
localiza-se a sudoeste da cidade de Brasilia, latitude 15° 55’ 26.84” Sul e longitude 48° 2’
0.69” Oeste, em altitudes que variam de 1.050 a 1.250 m. Na regido predomina o clima tipo
Aw, na classificacdo climatica de Koppen-Geiger, indicando inverno seco e verao chuvoso. A
fazenda possui uma area total de 17,63 km?, distribuida em &reas de Cerrado, pastagem e
agricultura. Outros seis animais situam-se no Nucleo de Conservacdo do Bovino Pantaneiro
Fazenda Nhumirim, parte da Embrapa Pantanal, Corumbg, Mato Grosso do Sul. O Nucleo de
Conservacdo do bovino Pantaneiro localiza-se na sub-regido da Nhecolandia, bacia
hidrogréfica do Alto Paraguai, Pantanal Matogrossense, latitude 18° 59’ 00” Sul e longitude 56°
39’ 00” Oeste, em altitude de 98 m. O clima é definido como tropical sub-Umido, do tipo Aw,
com duas estacdes bem definidas, sendo a estacdo de cheia de novembro a abril e de seca de
maio a outubro (SORIANO & ALVES, 2005). Essa fazenda possui uma area total de 43,10
kmz, onde predominam &reas de campos secos e inundaveis de pastagens nativa e cultivada,
seguidos de cerrado, cordilheiras, vazantes, baias e salinas, que compdem a fitofisionomia local
tipica do Pantanal. Os ultimos sete animais situam-se no ndcleo de criagdo do bovino
Pantaneiro, na Fazenda Santo Augusto, Rochedo, Mato Grosso do Sul, latitude 19° 57
11" Sul e longitude 54° 53' 33" Oeste, em altitude de 260 m, na regido da bacia do rio Prata.
Esta sobre influéncia do clima tropical (Aw), com caracteristicas do clima imido a sub-imido.
H& uma estacdo chuvosa durante um a seis meses e deficiéncia hidrica durante quatro meses. A
fazenda possui uma area de 400 hectares e estd localizada a 80 km de Campo Grande. O

municipio de Rochedo caracteriza-se pelo verdo muito quente e inverno muito frio. A cobertura
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vegetal predominante é a pastagem cultivada. Mas h& influéncia do bioma Cerrado,
apresentando as seguintes fitofisionomias: Arbéreo denso (Cerraddo) e Arbdreo aberto (campo
Cerrado). As lavouras representam uma pequena parcela da regiéo.

Ao exame androldgico os reprodutores Pantaneiros foram classificados como
aptos a reproducdo, segundo os pardmetros do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal
(1998). As colheitas de sémen foram realizadas com auxilio de eletroejaculador. Cada
ejaculado foi fracionado em duas partes: uma fracdo para o processamento do sémen e outra
para a extracdo do plasma seminal.

A fracdo destinada ao processamento de sémen foi submetida as seguintes
andlises pré-criopreservacdo: avaliacdo das caracteristicas imediatas (cor, aspecto e volume do
ejaculado; motilidade subjetiva e vigor) e mediatas (concentracdo espermatica e morfologia
espermatica); e as seguintes analises poOs-criopreservacdo: cinética espermatica por método
computadorizado, morfologia espermatica, avaliagdo da integridade de membrana plasmatica e
integridade acrossomal.

O plasma seminal dos dezoito reprodutores foi submetido a eletroforese
bidimensional e os géis revelados e analisados utilizando-se o software PDQuest™ Advanced
versdo 8.0.1 (Bio-Rad Laboratories, USA).

Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com o grau de
congelabilidade, a saber: grupo de pior congelabilidade (Grupo 1) e grupo de melhor
congelabilidade (Grupo II). O parametro utilizado para esta classificacdo foi a motilidade pos-
criopreservacao obtida por leitura computadorizada (CASA). Os individuos que apresentaram
motilidade pds-criopreservacdo superior a 30% foram alocados no grupo de melhor
congelabilidade e os que apresentaram valor inferior foram alocados no grupo de pior

congelabilidade.

2.2 Colheita e processamento do sémen

Antes de iniciar as atividades experimentais todos os touros foram submetidos a
duas colheitas de sémen, em dias alternados, e os ejaculados obtidos destas colheitas foram
descartados. A colheita do sémen dos dezoito reprodutores Pantaneiros foi realizada nos meses
de dezembro de 2012 e janeiro de 2013, com auxilio de um sistema de eletroejaculacdo

(Eletroejaculador Duboi®, Campo Grande, MS, Brasil). Cada ejaculado foi fracionado em duas
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partes: uma fracdo para o processamento do sémen e outra para a extracdo do plasma seminal.
A fracdo destinada ao processamento do sémen foi conduzida, imediatamente, ao banho-maria
a 37°C, sendo retirada uma amostra para analise das caracteristicas seminais imediatas e
mediatas. O sémen fresco foi avaliado macroscopicamente quanto as caracteristicas de cor,
aspecto e volume. Para a avaliagdo subjetiva da motilidade total e vigor, uma gota de ejaculado
foi colocada entre Iamina e laminula e observada ao microscépio 6ptico com contraste de fase
(Olympus BX 50, Tokyo, Japan) em aumento de 100x. Para a mensuracdo da concentracdo
espermatica uma amostra de sémen foi adicionada a solucdo salina de formol 0,9% na diluicéo
1:200. A contagem dos espermatozoides foi feita com auxilio de camara de Neubauer
modificada, em microscopia Optica direta. A morfologia do sémen fresco foi analisada em
preparacdo Umida, em microscopia de contraste de fase sob imersdo com aumento de 1.000 x
(NASCIMENTO et al., 2008; RAMOS et al., 2008, 2009; MOREIRA et al., 2011). Duzentas
celulas foram contabilizadas e avaliadas quanto as anormalidades de cabeca, peca intermediéria
e cauda, segundo a classificacdo do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (1998). Os
resultados foram expressos em percentual de espermatozoides normais, com defeitos maiores e
com defeitos menores (BLOM, 1973).

A fracdo do ejaculado destinada a extracdo do plasma seminal, de cada
reprodutor, foi centrifugada a 700 G, por 10 minutos, para separar o0 plasma dos
espermatozoides. Para reduzir o processo de proteolise adicionou-se inibidor de protease
(Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, USA) as amostras, que posteriormente foram
aliquotadas e armazenadas a temperatura de -196°C (MOURA et al., 2006a,b).

O restante do ejaculado foi pré-diluido, na diluicdo 1:2, com meio de
congelamento & base de Tris-gema de ovo-glicerol 7% (20% de diluidor Tris base (Dilutris®,
Semencon — Produtos agropecuarios Ltda., Porto Alegre, RS, Brasil); 60 % de agua destilada; e
20% de gema de ovo). Para o congelamento do sémen foi adicionado ao ejaculado pré-diluido,
meio de congelamento na quantidade que permitisse que cada dose de sémen possuisse 40x10°
sptz/mL. O ejaculado diluido foi envasado em palhetas de 0,5 mL e permaneceu sob
refrigeracdo a 5°C por quatro horas para estabilizagdo. Em seguida, as palhetas foram
transferidas para um recipiente isotérmico contendo vapor de nitrogénio liquido (N,) onde
foram mantidas a uma distancia de quatro centimetros do nivel de nitrogénio, por vinte
minutos. Ao término desta etapa, as palhetas atingiram uma temperatura aproximada de -70°C
e foram imersas no nitrogénio liquido, acondicionadas em raques e armazenadas em botijao de
criobiolégico (NASCIMENTO et al., 2008; RAMOS et al., 2009; MOREIRA et al., 2011).
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2.3 AvaliacGes do sémen pds-criopreservacao

Trés palhetas de cada reprodutor foram descongeladas em banho-maria a 37°C
por trinta segundos e avaliadas na hora zero quanto as caracteristicas de cinética espermatica,
integridade de membrana plasmatica e integridade de acrossoma; e posteriormente, realizou-se

a avaliacdo da morfologia espermatica.

2.3.1 Avaliacédo da cinética e morfologia espermética

A cinética espermaética foi avaliada por sistema computadorizado (Computer-
assisted semen analysis - CASA). Para isso, dez microlitros da amostra de sémen foram
depositados na lamina de leitura (Makler® Counting chamber, Sefi Medical Instruments, Haifa,
Israel, 10 um) previamente aquecida a 37°C e avaliados no aparelho modelo Ivos-Ultimate 12
da Hamilton Thorne Biosciences, previamente configurado (setup) para analise de sémen
bovino (Anexo C). Foram selecionados aleatoriamente trés campos para a leitura e analise. Os
seguintes parametros de cinética espermatica foram mensurados: motilidade total (%; Mot),
velocidade meédia do trajeto (um/s; VAP), velocidade retilinea (um/s; VSL), velocidade
curvilinear (um/s; VCL), amplitude lateral de cabega (um; ALH), frequéncia de batimentos de
cauda (Hz; BCF), linearidade (%; LIN), espermatozoides rapidos (%; RAP) e espermatozoides
estaticos (%; Static).

A anélise morfoldgica do sémen descongelado foi feita seguindo-se a mesma
metodologia empregada na andlise do sémen fresco, qual seja: preparacdo Umida, em
microscopia de contraste de fase sob imersdo com aumento de 1.000 x (NASCIMENTO et al.,
2008; RAMOS et al., 2008, 2009; MOREIRA et al., 2011). Duzentas células foram
contabilizadas e avaliadas quanto as anormalidades de cabeca, peca intermediaria e cauda,
segundo a classificacdo do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (1998). Os resultados
foram expressos em percentual de espermatozoides normais, com defeitos maiores e com
defeitos menores (BLOM, 1973).
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2.3.2 Avaliacdo da integridade da célula esperméatica

A avaliacdo da integridade das membranas plasmaética e acrossomal da célula
espermatica foi realizada pelo método de microscopia de epifluorescéncia. Os fluordforos
utilizados foram: iodeto de propideo (Molecular Probes®, Eugene, Oregon, USA); diacetato de
6-carboxifluoresceina (C-FDA) e isotiocianato de fluoresceina (FITC) conjugado com lecitina
de Arachis hypogaea (PNA) (Sigma-Aldrich® Saint Louis, Missouri, USA). As solucdes

estoque de fluoroforos, apds o preparo, foram aliquotadas em microtubo ao abrigo da luz e
mantidas a -20°C. As solucdes estoque de formaldeido e citrato de sodio foram mantidas sob

refrigeracdo a 5°C. Toda as solucdes de trabalho foram preparadas no dia da utilizag&o.

2.3.2.1 Avaliacéo da integridade acrossomal

A integridade do acrossomo foi avaliada utilizando a associagéo de isotiocianato
de fluoresceina (FITC) conjugado com lecitina de Arachis hypogaea (PNA) e iodeto de
propideo (IP) de acordo com a técnica descrita por Kirk (2001), modificada por Landim-
Alvarenga, citado por Cunha (2002). Uma aliquota de sémen (10 uL) foi adicionada a 30 uL da
solucgéo de trabalho (Anexo D) e incubada por 10 minutos em microtubo protegido da luz. Uma
aliquota de 10 pL desta solugdo incubada foi depositada em uma lamina coberta com uma
laminula, avaliada em microscépio de epifluorescéncia (Nikon Eclipse 80i, Japan) utilizando
filtro B-2A (comprimento de onda de 450-490 nm de excitagdo e 515 nm de barreira).
Primeiramente foi realizada a contagem das células em campo claro e em seguida 0 mesmo
campo foi visualizado sob epifluorescéncia. Foram contabilizadas 200 células por lamina,
classificadas em acordo com o proposto por Landim-Alvarenga, citado por Cunha (2002), em
quatro categorias: a) Reacdo acrossomal verdadeira — emitindo apenas fluorescéncia verde; b)
Falsa reagdo do acrossomo — emitindo fluorescéncia verde na regido acrossomal e vermelha no
nacleo; c) Espermatozoides com membrana lesada e acrossoma integro — emitindo apenas
fluorescéncia vermelha; d) Espermatozoides integros (membrana integra e acrossoma integro) -

celulas ndo coradas, visiveis apenas no campo claro.
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2.3.2.2 Avaliacéo da integridade de membrana plasmatica

Para a avaliacdo da integridade de membrana plasmatica, utilizou-se a
associacao dos fluoréforos diacetato de 6-carboxifluoresceina (C-FDA) e iodeto de propideo
(IP), de acordo com a descrigdo de Harrison e Vickers (1990), havendo uma adaptagdo na
preparacdo da solucdo fixadora de formaldeido, que apresentou melhor resultado na
concentracdo 5 mg/mL em vez de 2,5 mg/mL. Uma aliquota de sémen (10 uL) foi adicionada a
30 pL da solugdo de trabalho (Anexo E) e incubada por 10 minutos em microtubo protegido da
luz. Uma aliquota de 10 pL desta solugdo incubada foi depositada em uma lamina coberta com
uma laminula e observada em microscopio de epifluorescéncia (Nikon Eclipse Ci, Japan)
utilizando filtro B-2A (comprimento de onda de 450-490 nm de excitacdo e 515 nm de
barreira). Foram contabilizadas 200 células por 1amina, sendo classificadas em duas categorias:
membrana integra (células com presenca de coloragcdo verde na cabeca) e membrana lesada
(células com presenca de coloracdo verde e vermelha na cabeca; e células com coloracao

vermelha na cabeca).

2.4 Precipitacdo das proteinas do plasma seminal

O plasma seminal foi centrifugado uma segunda vez (10.000 g, 4°C, 60
minutos), com o intuito de remover possiveis debris celulares e espermatozoides
remanescentes, de acordo com protocolo previamente descrito (MOURA et al., 2006, 2010;
SOUZA et al., 2010b; REGO et al., 2010).

As amostras foram submetidas a uma etapa para precipitacao de proteinas, que é
recomendada em certos casos como, por exemplo, quando se utiliza o método de
eletroejaculacdo para a colheita do sémen. Neste caso, o ejaculado tem maior chance de ser
contaminado com substancias que podem interferir no processo de eletroforese como 0s sais
presentes na urina, por exemplo. Neste processo, adicionou-se a amostra um volume de acetona
gelada na proporcéo de 1:10 (v/v). A mistura foi homogeneizada e submetida a temperatura de
-20°C por, pelo menos, 2 horas para que as proteinas precipitassem. As amostras foram
centrifugadas a 5.000 g por 60 minutos a 4°C e, em seguida, secadas a temperatura de 4-8°C

para a remogdo de qualquer residuo de acetona. O pellet formado foi ressuspendido em 50 pL
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de solucdo de reidratacdo (Ureia 7M; Tioureia 2M; Ditiotreitol (DTT) 65 mM; anfdlitos livres
2% (IPG buffer, pH 3-10); CHAPS 2%; e tracos de azul de bromofenol).

2.5 Quantificacdo de proteinas totais no plasma seminal

Procedeu-se a quantificacdo da concentracdo de proteinas totais nas amostras
pelo método de Bradford (1976). Inicialmente, uma curva analitica de calibracdo foi obtida a
partir de solucdes padrdes, com concentracfes de proteina conhecidas, sendo 0, 125, 250, 500,
750, 1000, 1.500 e 2.000 ug de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA) por mL. A cada 30 pL de solugdo padrdo, adicionou-se 1,5 mL do reagente de
Bradford. Ap6s 10 minutos de incubacéo as leituras de absorbancia foram realizadas a 595 nm
(NanoDrop 2000c Spectrophotometer®, Thermo Scientific, Wilmington, USA). A curva de
calibracdo foi estabelecida pelas médias das duplicatas das absorbancias obtidas, gerando uma
equacdo linear de absorbancia versus concentracdo (R2= 0,990) através da qual foi possivel a
determinacéo do teor de proteinas totais em cada uma das amostras experimentais (Anexo B).

Para quantificacdo dos teores de proteina nas amostras estas foram previamente
diluidas 60 vezes (1:60) em solucdo tampéo fosfato-salino (PBS), também em duplicata, para
enquadramento da leitura de absorbancia das amostras na curva padrdo. Um volume de 30 puL
da amostra diluida foi homogeneizado com 1,5 mL do reagente de Bradford. Ap6s 10 minutos
de incubacdo as leituras de absorbancia foram realizadas a 595 nm e a média das duplicatas

foram utilizadas para o célculo do teor de proteina de cada amostra.

2.6 Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida

As amostras de plasma seminal foram submetidas a eletroforese bidimensional
em gel de poliacrilamida sob condic¢des desnaturantes ou SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate
— Polyacrylamide gel electrophoresis) para separar as proteinas de acordo com a massa
molecular relativa (Mr) e ponto isoelétrico (pl) (O FARREL, 1975; SOUZA et al., 2010a, b;
MOURA et al., 2006, 2007, 2010; REGO et al., 2010). Para cada amostra, uma quantidade de
solucéo de reidratagdo suficiente para um volume final de 340 pl foi adicionada a um volume

de plasma seminal contendo 500 pg de proteina. Em seguida, a solu¢do foi homogeneizada e
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disposta em canaletas individuais da bandeja de reidratacdo (uma canaleta por amostra). Sobre
esta solucdo foi disposta uma tira de gel em poliacrilamida com gradiente de pH imobilizado
linear de 3-10 (Immobiline DryStrip gel — IPGs; GE Lifesciences, USA) de 18 cm de
comprimento. As tiras foram cobertas com 2 mL de solucdo de éleo mineral para eletroforese
(Immobiline DryStrip Cover Fluid, GE Healthcare lifesciences, USA). O processo de
reidratacdo das tiras compreendeu no minimo 16 horas. Ao final da etapa de reidratacéo, as
tiras foram removidas da bandeja, o excesso de 06leo foi retirado e estas foram posicionadas no
equipamento Ettan™ IPGphor 3 (GE Healthcare Bio-Sciences®, Uppsala, Sweden) e cobertas
com solucdo de 6leo mineral para eletroforese. Em seguida a focalizagdo isoelétrica (IEF) foi
iniciada com a seguinte programacdo: Passo I: 250V (500Vh); Passo 1I: 1.000V (1.000 Vh);
Passo Il1: 8.000V (16.500 Vh); Passo 1V: 8.000V (20.000 Vh). Todas as corridas da IEF foram
realizadas a 20°C.

Ao término da IEF, imediatamente antes da segunda dimensdo, procedeu-se a
etapa de equilibrio das tiras de gel. Nesta etapa as tiras sdo saturadas em solucdo tampdo
desnaturante contendo o detergente aniénico dodecil-sulfato de sédio (SDS). O SDS desnatura
as proteinas da amostra e forma complexos SDS-proteina carregados negativamente. Devido a
presenca de SDS na amostra e no gel, a carga elétrica intrinseca das proteinas ndo se torna um
fator de interferéncia na corrida eletroforética. Um agente redutor, o ditiotreitol (DTT),
responsavel por romper as ligacdes dissulfeto dos polipeptideos, também € adicionado.
Quando as proteinas sdo tratadas com ambos, SDS e DTT, o grau de separacdo eletroforética
no gel de poliacrilamida depende em grande parte do peso molecular da proteina. A etapa de
equilibrio das tiras compreende dois passos. No primeiro passo, é adicionado DTT (100 mg/10
mL) em um volume suficiente de solucdo tampdo de equilibrio (Tris-HCI (pH 8,8) 50 mM,
Glicerol 87% (29,3%), Uréia 6 M, SDS 2%; tracos de azul de bromofenol) onde as tiras sdo
imersas e mantidas sob agitacdo por 20 minutos (volume de 5 mL/tira). No segundo passo, é
adicionado iodoacetamida (250 mg/10 mL) — que evita a reoxidacdo das proteinas — em um
volume suficiente de solucdo tampédo de equilibrio (5 mL/tira), onde as tiras sdo imersas e
mantidas sob agitacdo por mais 20 minutos.

Posteriormente a etapa de equilibrio das tiras iniciou-se a segunda dimensdo. As
tiras foram retiradas da solucdo de equilibrio, dispostas sobre a superficie dos géis de
poliacrilamida 12,5% (25,5 cm x 20,5 cm x 1,5 mm) e fixadas com solucdo de agarose 0,5%
com tragos de azul de bromofenol, utilizando um sistema vertical de cuba eletroforética

(Ettan™ DALTSsix, GE Healthcare Bio-Sciences®, Uppsala, Sweden). Foi utilizado marcador
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de massa molecular LWM (Low Weight Molecular, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)
que contém as seguintes proteinas: a-lactoalbumina (14,4 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa),
anidrase carbénica (30,0 kDa), ovoalbumina (45,0 kDa), albumina sérica bovina-BSA (66,0
kDa) e glicogénio fosforilase b (97,0 kDa). As condi¢bes da corrida foram: 500 V; 40 mA por
gel; 90W. Esta era interrompida quando o azul de bromofenol, presente na solugéo de agarose,
alcancava o fim do gel, aproximadamente com 7 horas e 30 minutos do inicio da corrida
eletroforética. Todas as corridas foram realizadas a 15°C.

Concluida a segunda dimensdo as proteinas foram visualizadas utilizando o
método de coloragdo com Coomassie coloidal. Para tanto, os géis foram fixados overnight em
solucdo contendo acido fosfdrico 2% e etanol 30%, em agua destilada. Em seguida, 0s mesmos
foram submetidos a trés lavagens de 20 minutos cada em solucdo de acido fosforico 2%, em
agua destilada. E, finalmente, os géis foram imersos em solucdo para protonacdo composta de
acido fosforico 2%, sulfato de aménio 15% e etanol 18%, em &gua destilada, por 30 minutos.
Em seguida, adicionou-se 2% de solucédo & base de Coomassie coloidal Brilhante Blue G-250 a
solugdo para protonacdo e os géis permaneceram em contato com o corante por cerca de 120
horas (MOURA et al., 2010; REGO et al., 2010). Ap6s este periodo, a solu¢do contendo o
corante foi desprezada e os geis lavados com agua destilada. Durante todo o processo de
coloragéo os géis foram mantidos em recipiente sob agitacdo suave.

2.7 Analise dos mapas eletroforéticos bidimensionais

As imagens dos géis foram digitalizadas utilizando o ImageScanner™ III
LabScan™ 6.0 (GE Healthcare Bio-Sciences®, Uppsala, Sweden) na resolucdo de 300 dpi,
utilizando o modo transparente e filtro verde. As imagens foram salvas em formato de arquivo
TIFF e analisadas utilizando o aplicativo PDQuest™ Advanced versdo 8.0.1 (Bio-Rad
Laboratories, USA). O gel mais representativo foi denominado gel de referéncia. Uma imagem
foi criada automaticamente com base nos géis de todos os individuos, sendo denominada gel
Master. Os spots consistentemente presentes nos mapas também foram adicionados ao gel
sintetico (MOURA et al., 2006; SOUZA et al.,, 2010; VAN-TILBURG et al., 2013). O
alinhamento correto de cada spot expresso nos géis individuais com 0 seu correspondente no
gel Master foi determinado utilizando proteinas em regides-chave dos géis, como referéncia de

localizacdo, apos intensas comparagdes. A quantificacdo dos spots foi dada em partes por
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milh&o (ppm) da densidade Optica integrada total, de acordo com o aplicativo (MOURA et al.,
2006). Os valores experimentais de pH e de massa molecular (Mr) (referente ao marcador
proteico utilizado) foram inseridos em spots especificos nas imagens, permitindo ao software a

estimativa dos respectivos valores para os demais spots.

2.8 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa SAS (Statistical
Analysis System®, version 9.0, 2002). Os resultados foram submetidos & analise de variancia
(PROC ANOVA) e ao teste de normalidade (PROC UNIVARIATE NORMAL). Realizou-se a
estatistica descritiva dos dados obtendo-se médias, desvios-padrdo e erros-padrdo (PROC
MEANS MEAN STDDEV STDERR). As médias das variaveis que ndo apresentaram
distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk nem foram normalizadas apds transformagéo
matematica dos dados [Z = log (x+1)], foram analisadas pelo teste ndo paramétrico de
Wilcoxon (PROC NPARIWAY WILCOXON correct=no; EXACT option). As médias das
variaveis que apresentaram distribuicdo normal foram comparadas pelo Teste T de Student
(PROC TTEST). Foram realizadas correlagdes de Pearson e de Spearman (PROC CORR
PEARSON SPEARMAN option) entre os parametros seminais e as intensidades dos spots,
majoritarios e significativos. Os dados também foram submetidos a andlise multivariada
(PROC FACTOR).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados

A Tabela 1 mostra as médias e desvios-padrdo dos parametros seminais pré-
criopreservacdo e pos-criopreservacdo de reprodutores bovinos Pantaneiros. Nos dois
momentos, pré-criopreservacdo e pos-criopreservacdo, houve diferenca significativa entre
grupos para os parametros de morfologia espermatica: defeitos maiores e defeitos totais. Em
ambos os parametros, o Grupo | (pior congelabilidade) apresentou valores mais elevados que o
Grupo Il (melhor congelabilidade). Ndo houve diferenca entre grupos quanto aos parametros de
motilidade, vigor e defeitos menores do sémen fresco.

No momento pos-criopreservacdo, o grupo de melhor congelabilidade
apresentou médias superiores (P<0,05) as médias do grupo de pior congelabilidade nos
seguintes parametros: motilidade, vigor, VCL, ALH, espermatozoides rapidos, MIAI e MI. O
grupo | obteve maior percentual de espermatozoides estaticos (P<0,05). Ndo foi observada
diferenca significativa entre 0s grupos para os seguintes parametros de cinética espermaética:
VAP, VSL, BCF e LIN.
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Tabela 1 - Médias e desvios-padrao dos parametros seminais pré-criopreservacao e pos-
criopreservacao de reprodutores bovinos Pantaneiros por grupo de congelabilidade

Parametro seminal Momento 'Grupo I (n=10)  "Grupo I (n=8)
Motilidade total (%) pré-criopreservacao 76,0+ 75 79,3+11,2
Vigor (0-5) pré-criopreservacao™ 3,3£0,6 3,705
Defeitos maiores (%) pré-criopreservacao 20,3 + 6,4° 11,1+5,3"
Defeitos Menores (%) pré-criopreservacao 2810 2917
Defeitos Totais (%) pré-criopreservacao 225+73° 13,9 +4,7°
Motilidade total (%) pos-criopreservacao 189+7,1° 35,63 + 3,81°
Vigor (0-5) pos-criopreservacao 2,1+0,5" 2,78 +0,17°
Defeitos Maiores (%) pos-criopreservacao 34,4 + 9,0° 224+55"
Defeitos Menores (%) pOs-criopreservacao 57%31 5820
Defeitos Totais (%) pOs-criopreservacao 40,0 + 7,8 28,3 +6,0°
VAP (um/s) pos-criopreservacao 68,3 £ 13,3 81,1+14,1
VSL (um/s) pos-criopreservacao 60,8 +£11,6 68,3+11,0
VCL (um/s) pOs-criopreservacao 108,6 + 26,3" 135,5 + 26,1°
ALH (pm) pOs-criopreservacao 48+1,0° 59+0,8°
BCF (Hz) pos-criopreservacao 32,747 32,6 +£3,6
LIN (%) pos-criopreservacao 56,2+8,4 53,2+35
Sptz Rapidos (%) poOs-criopreservacao 13,0 + 6,6 28,6 +6,0°
Sptz Estaticos (%) pOs-criopreservacao 71,1+111° 474+75°
MIALI (%) pos-criopreservacao 13,7 £ 4,2° 30,1 +7,7°
Membrana integra (%) poOs-criopreservacao™ 13,3 +2,9° 28,5 + 6,5

Médias seguidas de letras diferem entre grupos (p<0,05) pelo Teste T de Student e Teste Exato de Wilcoxon*

Sptz= Espermatozoide; MIAI: membrana integra acrossoma integro ou espermatozoide integro

' Grupo I: pior congelabiliade; " Grupo I1: melhor congelabilidade

O Grupo | apresentou menor (P<0,05) concentracdo de proteinas totais (29,3 £
12,6 pg/pl) do que o Grupo Il (46,4 + 13,9 pg/pl). Neste estudo foram detectados 277 spots
em todos os mapas eletroforéticos bidimensionais do plasma seminal de reprodutores
Pantaneiros (Figura 1). Os resultados da analise de correlagéo entre a densitometria dos spots
expressados nos géis e 0s pardmetros seminais pos-criopreservacdo de touros Pantaneiros

revelaram associacdes consistentes e significativas com nove spots. Destes spots, cinco
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apresentaram diferenca (P<0,05) entre os grupos de melhor e pior congelabilidade do sémen
(Figura 2 e Tabela 2).

97,0

66,0

45,0

30,0

20,1

14,4

1112
3.0 pl 10,0

Figura 1. Gel de eletroforese bidimensional SDS-PAGE 12,5% das
proteinas do plasma seminal de touros Pantaneiros, corado com Coomassie
coloidal blue G-250.

Analisando a frequéncia dos spots que apresentaram diferenca significativa
quando relacionados a congelabilidade do sémen de touros Pantaneiros, pode-se verificar que:
0 spot 9217 (Mr= 17,2 kDa e pl= 9,9) estava presente em todos os géis; o spot 1229 (Mr= 17,9
kDa e pl= 4,3) estava presente em 90% dos geis do grupo de pior congelabilidade e em 100%
dos géis do grupo de melhor congelabilidade; e os spots 2603 (Mr= 42,0 kDa e pl=5,1), 5804
(Mr= 84,1 kDa e pl=6,9) e 5827 (Mr= 85,1 kDa e pl= 6,6) estavam presentes em 80% dos géis
do grupo de pior congelabilidade e em 100% dos géis do grupo de melhor congelabilidade. Os
cinco spots apresentaram intensidade superior (P<0,05) no grupo de melhor congelabilidade.
Além disso, contrariamente ao observado nos spots que ndo apresentaram diferenga entre
grupos (P>0,05), nota-se uma expressdo mais homogénea e dicotdmica desses cinco spots entre

0s geéis e entre grupos de congelabilidade.
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Figura 2: Intensidade (médias e erros-padrdo) dos spots que apresentaram correlacoes
consistentes e significativas com os parametros seminais pos-criopreservacdo de touros
Pantaneiros.

Letras minudsculas indicam diferenga significativa entre grupos pelo teste Exato de Wilcoxon e pelo teste T
de Student*. Grupo I= Pior congelabilidade; Grupo II: Melhor congelabilidade. Os nimeros dos spots sdo
referentes aos mostrados na Figura 1.

Analisando a frequéncia dos spots que ndo apresentaram diferenca significativa
(P>0,05) quando relacionados a congelabilidade do sémen de touros Pantaneiros, mas que
demonstraram correlacGes consistentes e significativas (P<0,05) com os parametros seminais
pos-criopreservacdo (Tabela 2), pode-se verificar que: os spots 2227 (Mr= 17,7 kDa e pl= 4,9)
e 8305 (Mr= 17,7 kDa e pl= 8,5) estavam presentes em 100% dos géis nos dois grupos; o spot
1112 (Mr= 15,3 kDa e pl= 3,9) estava presente em 50% dos géis do grupo de pior
congelabilidade e em 75% dos géis do grupo de melhor congelabilidade; e o spot 3514 (Mr=
49,7 kDa e pl= 5,2) estava presente em 60% dos géis do grupo de pior congelabilidade e em

100% dos géis do grupo de melhor congelabilidade. Foram observadas diferencas marcantes e
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individuais nas densidades Opticas desses seis spots dentro e entre grupos de congelabilidade,

ou seja, houve uma expressao mais heterogénea dos mesmos.

Tabela 2 — Correlacdo entre a densitometria dos spots expressados nos géis 2D-PAGE e os
parametros seminais pés-criopreservacao de reprodutores bovinos Pantaneiros

Spot Spot Spot Spot Spot Spot Spot Spot Spot
1112 2227 8305 3514 9217 1229 2603 5804 5827

Mot **0,50  *0,48 *0,61  **0,60 *0,57 **0,46 **0,65 NS **0,50

Vigor  **0,55 NS *0,58  **0,70 *0,51 NS **0,67 NS NS
DMai NS NS NS **-0,50 *-0,47 NS **-0,47 **-0,49 **-0,55
DMen NS NS NS NS NS NS NS NS NS
DTot NS NS NS NS NS NS NS NS **-0,47
MIAI NS *0,56 NS NS *0,64  **0,50 **0,63 NS NS
M1 NS **0,50 NS NS **0,54 NS **0,48 NS NS
VAP NS *0,49 NS NS NS NS **0,58 NS NS
VSL NS NS NS NS NS NS **0,60 NS NS
VCL **0,50  *0,57 NS NS NS NS **0,63 NS NS
ALH **0,62  *0,59 NS NS NS **0,54  **0,70 NS **0,50
BCF NS NS NS NS NS NS NS NS NS
LIN **-0,53  *-0,53 NS NS NS NS NS NS NS
Rap **0,53  *0,62 *0,52  **0,57 *0,56  **0,48 **0,69 NS **0,53
Stat NS *-0,48 *-0,58 **-0,59 *-0,52 NS **-0,65 NS NS

*Coeficientes de correlacdo de Pearson, **Coeficientes de correlagdo de Spearman (P<0,05)

Nota: Mot= motilidade total, DMai= defeitos maiores, DMen= defeitos menores, DTot= defeitos totais, MIAl=
espermatozoides integros, MI= membrana integra, Rap= espermatozoides rapidos, Stat= espermatozoides
estaticos. NS: N4o significativo. Os nimeros dos spots sdo referentes aos mostrados na Figura 1.

Na Figura 3 observa-se a representacdo grafica das varidveis mensuradas no
sémen criopreservado em relagdo aos principais spots deste estudo. Analisando o
comportamento das variaveis em um plano bidimensional tem-se que os dois fatores (fator 1 e
fator 2) contribuiram com 57,66% para a explicacdo da variabilidade total dos dados. No fator
1, observa-se uma correlacdo negativa entre dois dos parametros de cinética espermatica (BCF
e linearidade) e o spot 1229. No fator 2 observa-se uma correlagcdo positiva entre os pardmetros

com marcador em cinza escuro, a saber: vigor, variaveis de cinética espermatica (motilidade,
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espermatozoides rapidos, ALH, VCL, VAP e VSL), membrana integra, espermatozoides
integros com os spots 8305, 9217, 2603, 3514 e 2227.

Fator 2 (10,84%)

-1,5

15 -
BCF
LIN
05 1 VSL
VAP
DefTot 58305  *Vigor
: $9217 VCEMIA]
. DefMai . o DefM r126 . ’~M|' 'EQAOt%Ot .
1 i 5 , ap! 15
W 53514 ALH
S11
952227
-0,5 1S5804 S5827
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Fator 1 (46,82%0)

Figura 3 - Analise multivariada fatorial entre os spots expressos nos mapas
bidimensionais do plasma seminal e os parametros pos-criopreservacdo de
touros Pantaneiros.

3.2 Discussao

Os parametros seminais de viabilidade, motilidade e morfologia espermatica de

touros Pantaneiros foram significativamente afetados pela criopreservagdo. Porém, observou-se

que o efeito da criopreservacéo foi diferente entre os animais, o0 que possibilitou o agrupamento

dos reprodutores nos grupos de melhor e de pior congelabilidade. A congelabilidade do sémen

tem sido relacionada a variagOes individuais entre animais ou entre ejaculados no mesmo

animal, principalmente quanto a diferengcas na composi¢do proteica do plasma seminal

(WATSON, 1995; JOBIM et al., 2004; RONCOLETTA et al., 2013).
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Os valores medios de proteinas totais do plasma seminal mensurados neste
experimento foram significativamente superiores (P<0,05) no grupo de melhor congelabilidade.
Esses resultados estdo em acordo com o encontrado por Roncoletta (1999). No entanto, Jobim e
colaboradores (2003), trabalhando com amostras de plasma seminal de reprodutores Bos taurus
taurus e Bos taurus indicus, ndo encontraram diferenca significativa (P= 0,6878) entre os
grupos de menor e maior congelabilidade. Moustafa e Mészaros (1980) observaram que quanto
maior a concentracdo de proteinas totais, menor a motilidade espermatica pods-
descongelamento. Barreto e colaboradores (2008) testaram o efeito da adicdo de proteinas do
plasma seminal equino com massa superior a 10 kDa sobre a congelabilidade do sémen e
concluiram que houve prejuizo aos parametros espermaticos pds-criopreservacao. Todavia, a
literatura ainda é contraditoria quanto aos efeitos estimulantes ou inibitérios do plasma seminal,
principalmente no tocante a fracdo proteica, sobre a funcdo espermatica em bovinos (LEAHY
& GRAAF, 2012).

A intensidade de cinco spots foi significativamente superior (P<0,05) nas
amostras do grupo de melhor congelabilidade em relacdo ao grupo de pior congelabilidade.
N&o foi observada variabilidade nas intensidades desses spots indicando uniformidade na
expressdao dos mesmos. Com base nos valores experimentais de massa molecular e ponto
isoelétrico esses spots podem corresponder a proteinas do plasma seminal bovino descritas na
literatura, conforme discutido adiante.

O spot 9217 (Mr= 17,2 kDa e pl= 9,9) pode pertencer a familia da ribonuclease
seminal bovina (BS-RNase). Esta enzima é classificada como uma das principais proteinas
basicas do plasma seminal bovino, sendo esta espécie a Unica a produzi-la (SCHEIT, 1986;
CALVETE et al., 1996). Assumpgéo e colaboradores (2005) identificaram um precursor da
ribonuclease seminal com Mr= 17,2 e pl= 8,6 em touros Nelore. A ribonuclease é expressa em
diversos tecidos e suas funcdes como agente antitumoral ja sdo bem estabelecidas, mas no
plasma seminal seu papel ainda é obscuro (CALVETE et al., 1996; ASSUMPCAO et al.,
2005). O referido spot apresentou correlagdo positiva com 0s seguintes parametros do sémen
descongelado: motilidade, vigor, MIAI, membrana integra e espermatozoides rapidos; e
correlacdo negativa com: defeitos maiores e espermatozoides estaticos. Segundo Roncoletta
(1999) e Roncoletta e colaboradores (2002), citados por Romitto (2003) a proteina de 14,4 kDa
identificada em eletroforese unidimensional como a ribonuclease, poderia interferir no
metabolismo espermaético, principalmente no tocante a criopreservacdo dos espermatozoides.

Tem sido demonstrado que a BS-RNase pode desestabilizar a bicamada lipidica carregada
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negativamente (VESCIA & TRAMONTANO, 1981; LACCETTI et al., 1994; MANCHENO et
al., 1994), o que pode explicar sua influéncia na congelabilidade do sémen bovino. J& em outro
estudo de Roncoletta (2003) utilizando eletroforese bidimensional a ribonuclease ndo foi um
diferencial para a congelabilidade do sémen. Especula-se que a correlagdo positiva com 0s
parametros seminais que refletem a boa congelabilidade do sémen possa ser associada ao efeito
citotoxico seletivo dessa proteina, atuando em células esperméticas anormais mediante
mecanismo ainda ndo elucidado. Mas vale ressaltar que, assim como outras caracteristicas
atribuidas a esta enzima, tais como antigenicidade espermatica e atividade imunossupressora, a
citotoxidade ainda esta sendo estudadas em testes laboratoriais e seus mecanismos fisiol6gicos
ainda sdo desconhecidos (ALESSIO, 1999; RUSSO et al., 2002).

De acordo com os valores de massa molecular, de ponto isoelétrico e também a
localizacdo nos mapas bidimensionais semelhantes as caracteristicas das proteinas BSP’s, 0
spot 1229 (Mr= 17,9 kDa e pl= 4,3) pode se tratar de uma isoforma dessa familia,
provavelmente a BSP1 ou BSP3 (antigas BSP-A1/A2 e BSP-A3, respectivamente). Em um
estudo para investigar a congelabilidade do sémen bovino utilizando a proteémica, Roncoletta e
colaboradores (2013) encontraram dois spots estatisticamente diferentes nos grupos de alta e de
baixa congelabilidade do sémen de taurinos e zebuinos. Assim como neste estudo, ambos 0s
spots apresentaram densidade dptica superior (P<0,01) no grupo de alta congelabilidade. Os
valores de peso molecular e ponto isoelétrico desses dois spots (SP220: Mr= 18,2 kDa e pl=5,3
e SP213: Mr= 17,9 e pl= 4,8), principalmente os do spot SP213, sdo similares ao encontrado
para 0 spot 1229. Dos peptideos relatados por Assumpcédo e colaboradores (2005) no plasma
seminal de touros Nelore, trés apresentaram-se mais proximos das caracteristicas do spot 1229,
conforme supracitado. Estes autores identificaram os seguintes precursores: BSP-A3 (Mr= 17,3
kDa e pl=5,3) e PDC-109 (Mr= 17,9 e pl= 5,5 e Mr= 17,7 e pl=5,6). Trein (2011) identificou
duas proteinas do plasma seminal equino, a saber: HSP-1 com 13,9 kDa e pl 3,8 e HSP-2 com
18 kDa e pl 5,0 — 5,2. A primeira apresentou intensidade superior nas amostras de garanhdes do
grupo de baixa congelabilidade, ja a segunda apresentou intensidade superior nas amostras de
reprodutores de alta congelabilidade. Essas proteinas sdo homologas as BSP’s encontradas em
bovinos e também possuem dominios de fibronectina tipo Il. O spot 1229, deste estudo, tem
peso molecular e pl aproximados aos da proteina expressa no grupo de garanhdes de alta
congelabilidade no estudo realizado por Trein (2011). Jobim e colaboradores (2003) também
observaram uma banda proteica com Mr= 15 — 17 kDa e pl 4,5 — 5,5 com densidade Optica

superior em reprodutores bovinos de alta congelabilidade, que posteriormente foi
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imunoidentificada como BSP-A1/A2 (atual BSP1) (MATTOS et al., 2004). Diferentemente do
observado no presente estudo, Jobim e colaboradores (2003) ndo verificaram a ocorréncia de
variacdes individuais no padrdo de expressdo dessas proteinas. Jobim e colaboradores (2004)
detectaram um spot de 13-14 kDa e pl 4,0 — 4,5 que também foi associado as BSP’s e estava
presente com maior intensidade nas amostras de touros de alta congelabilidade do sémen.
Sugere-se que uma maior quantidade dessas proteinas no plasma seminal poderia conferir
maior protecdo a membrana espermatica durante o processo de criopreservacdo (JOBIM et al.,
2004). Segundo Bergeron e Manjunath (2006) o maior mecanismo de crioprotecdo espermatica
atribuida a LDL da gema de ovo e/ou a caseina do leite (componentes mais utilizados nos
meios de criopreservacao do sémen) € a interacdo com as BSP’s. Essa interagdo parece ser
critica para a preservacao da integridade da membrana espermatica durante o processamento e
armazenamento do sémen. O sequestro de BSP’s pelas moléculas de LDL e/ou caseina parece
minimizar ou até mesmo abolir o efeito de desestabilizacdo da membrana causada por essas
proteinas pela remocéo de colesterol e fosfolipideos da bicamada lipidica. Entéo, esta interacéo
pode prevenir a capacitacdo espermatica prematura, mantendo também a motilidade e
viabilidade do espermatozoide durante o armazenamento. Talvez essa seja a justificativa para a
correlagdo positiva da intensidade do spot 1229 com motilidade, MIAI e espermatozoides
rapidos. Segundo Januskauskas e colaboradores (2000) o ALH ndo é considerado um
pardmetro muito informativo quanto a funcionalidade do espermatozoide. Em geral, o
deslocamento lateral de cabeca do espermatozoide ndo é desejado, pois pode interferir no
movimento progressivo da célula. Contudo, ainda ndo existem valores de limites maximos e
minimos estabelecidos para que se possa dizer o quanto o ALH pode influenciar na motilidade
ou mesmo na capacidade de penetracdo do espermatozoide no odcito (CELEGHINI, 2005).
Porém, Chacur e colaboradores (2012) encontraram maior média de ALH (P<0,05) em touros
zebuinos alocados no grupo de congelabilidade muito boa do que nos touros de congelabilidade
regular, quando utilizaram o diluente Tris. Neste estudo, o grupo de melhor congelabilidade
também apresentou média de ALH superior (P<0,05). Além disso, esse grupo apresentou maior
expressdo do spot 1229 (P<0,05) e este, por sua vez, foi correlacionado positivamente com o
ALH.

O spot 2603 (Mr= 42,0 kDa e pl= 5,1) apresentou correlacdo positiva com 0s
seguintes parametros: motilidade, vigor, MIAI, membrana integra, VAP, VSL, VCL, ALH e
espermatozoides rapidos. E apresentou correlacdo negativa com: defeitos maiores e

espermatozoides estaticos. Souza e colaboradores (2009) relataram uma proteina de 45 kDa e
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pl 55 no plasma seminal caprino e sugeriram que a mesma teria funcdo de proteger o
espermatozoide contra danos causados ao acrossoma. Moura e colaboradores (2010)
observaram resultados semelhantes aos deste estudo em ovinos da ragca Santa Inés. Estes
autores encontraram dois spots: um de 43,4 kDa e pl 5,30 e outro de 44,4 kDa e pl 5,33; que
apresentaram correlacdo positiva com a quantidade de espermatozoides integros e com
membrana integra. Com base nos resultados obtidos neste experimento e na extrapolagdo de
resultados encontrados em outras espécies pode-se dizer que a presenca do spot 2603 parece
estar relacionada com a manutencdo da viabilidade e cinética espermética durante a
criopreservacao, assim como com a diminuicdo de defeitos de morfologia e de espermatozoides
estaticos. Sendo assim, sugere-se que sua presenca pode resultar em melhor congelabilidade do
sémen.

Dois spots tiveram pesos moleculares e pontos isoelétricos semelhantes. O spot
5804 (Mr= 84,1 kDa e pl= 6,9) apresentou correlagdo negativa apenas com defeitos maiores. E
0 spot 5827 (Mr= 85,1 kDa e pl= 6,6) apresentou correlacdo positiva com motilidade,
espermatozoides rapidos e ALH; e correlacdo negativa com defeitos totais e defeitos maiores.
Estes spots estdo dispostos em cadeia nos geéis e segundo a literatura pesquisada podem
corresponder a mais de uma proteina com pesos moleculares e pl aproximados. Souza e
colaboradores (2012) identificaram uma proteina de 76,1 kDa e pl 6,5 em carneiros Santa Inés
como f-galactosidase. O fluido da cauda do epididimo, que possui pH variando de 6,6 — 6,8, €
rico em (-galactosidases e uma série de glicosidases (DACHEUX, 2005 citado por MOURA et
al., 2011). No epididimo de ratos observaram-se duas isoformas dessa proteina: uma com cerca
de 80 kDa, encontrada no interior do acrossomo (SKUDLAREK et al., 1993 citado por REGO,
2010) e outra com 84 kDa encontrada no fluido da cauda do epididimo. A primeira isoforma
parece estar envolvida na clivagem de carboidratos da zona pellcida, apds a reacao
acrossdmica; e a segunda parece estar envolvida, como outras glicosidases, na clivagem de
glicoproteinas da membrana espermatica, que € parte do processo de maturacdo
(SRIVASTAVA & OLSON, 1991; TULSIANI et al., 1993 citados por REGO, 2010). Kiso e
colaboradores (2013), trabalhando com elefantes asiaticos, identificaram uma cadeia de
peptideos, em uma faixa de pl 5 — 10 e a aproximadamente 80 kDa, como a lactoferrina nas
amostras de plasma seminal em mais de 85% dos ejaculados com boa motilidade, em
contrapartida, esta proteina ndo foi detectada em mais de 90% dos ejaculados com baixa
motilidade. A semelhanca do resultado encontrado por Kiso e colaboradores (2013), os spots

5804 e 5827 detectados neste experimento apresentaram densidade éptica superior (P<0,05) no
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grupo de melhor congelabilidade do sémen, além de demonstrarem correlacdo positiva com
pardmetros de boa qualidade seminal. A lactoferrina € uma glicoproteina de cerca de 80 kDa da
familia das transferrinas, capaz de se ligar e transferir fons Fe** e desempenhar varias funcdes
bioldgicas, incluindo a protecdo contra o estresse oxidativo, que € uma fonte potencial de danos
aos espermatozoides. Chacur e colaboradores (2006) observaram a existéncia de uma banda de
80 kDa, provavelmente a lactoferrina, presente em 16,6% dos touros aptos e em 83,3% dos
parcialmente aptos a reproducdo. Esta proteina também foi identificada no plasma seminal de
carneiros com 76,6 kDa e pl 6,9 (SOUZA et al., 2012) e mostrou efeitos benéficos sobre a
motilidade espermética, percentual de espermatozoides moveis e frequéncia de batimento
flagelar in vitro em carneiros e equinos (BEZERRA JUNIOR et al., 2013).

Este estudo verificou a ocorréncia de spots que apesar de ndo apresentarem
diferenca (P>0,05) entre os grupos de congelabilidade de touros Pantaneiros, foram
correlacionados de forma consistente e significativa com os parametros espermaticos pos-
criopreservacao e tiveram maior presenga no grupo de melhor congelabilidade. Tais spots sdo
discutidos abaixo.

O spot 3514 (Mr= 49,8 kDa e pl= 5,2) correlacinou-se positivamente com
motilidade, vigor e espermatozoides rapidos; e negativamente com defeitos maiores e
espermatozoides estaticos. Romitto (2003) observou dois spots potencialmente relacionados a
alta fertilidade em touros Nelore: um com 49,4 kDa e pl 5,9 e outro com 49,2 kDa e pl 5,9.
Wolfe e colaboradores (1993) constataram o desaparecimento de uma banda de 49 kDa ap06s a
insolacdo escrotal de bovinos de corte, sugerindo o papel desta proteina como marcadora de
bom desempenho reprodutivo. Assim, o spot 3514 pode corresponder a uma proteina associada
positivamente com fertilidade do macho e com a congelabilidade.

O spot 8305 (Mr= 17,7 kDa e pl= 8,5) correlacionou-se positivamente com
motilidade, vigor e espermatozoides rapidos; e negativamente com espermatozoides estaticos.
Este spot pode pertencer a familia da ribonuclease seminal bovina (BS-RNase), assim como o
spot 9217, que apresentou diferenca significativa de intensidade entre 0s grupos, como
mencionado anteriormente.

O spot 2227 (Mr= 17,7 kDa e pl= 4,9) correlacionou-se positivamente com
motilidade, MIAI, membrana integra, VAP, VCL, ALH e espermatozoides rapidos; e
negativamente com linearidade e espermatozoides estaticos. E o spot 1112 (Mr= 15,3 kDa e
pl= 3,9), de forma similar ao spot 2227, correlacionou-se positivamente com motilidade, vigor,

VCL, ALH e espermatozoides rapidos, ao passo que correlacionou-se negativamente com
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linearidade. Ambos os spots podem pertencer a familia das BSP’s, assim como o spot 1229
discutido acima.

Os spots 2603 e 2227 apresentaram correlagdo com um maior numero de
parametros do sémen pos-criopreservacao em relacao aos outros spots.

A andlise multivariada, que explica 57,66% da variabilidade total dos dados
deste experimento, mostra o spot 1229 associado negativamente ao BCF e linearidade, ambos
parametros relacionados a cinética espermatica. Além disso, os spots 8305, 9217, 2603, 3514 e
2227 aparecem associados positivamente aos principais parametros que refletem a qualidade do
sémen criopreservado. Estes spots, conforme j& discutido, podem corresponder & proteinas
associadas a protecdo espermaética contra danos ao acrossoma e a membrana plasmatica e que
estdo presentes em animais de alta congelabilidade e de bom desempenho reprodutivo. Os
parametros seminais e spots citados para o fator 2 apresentaram correlacdo negativa com
defeitos maiores, defeitos totais e espermatozoides estaticos. Dentre os spots que foram
correlacionados positivamente com as variaveis de cinética e integridade espermatica os spots
9217 e 2603 apresentaram diferenca signicativa (P<0,05) entre os grupos de congelabilidade.
Estes spots podem corresponder a proteina BS-RNase e a uma proteina ainda ndo identificada
cuja presenca foi relacionada a animais com melhor congelabilidade do sémen. Apesar dos
outros trés spots nao terem apresentado diferenca significativa entre grupos de congelabilidade,
a presenca dos mesmos foi superior no grupo de melhor congelabilidade e, além disso, foram
correlacionados positivamente com parametros que demonstram boa congelabilidade do sémen.
Analisando-se estes trés spots o spot 3514 parece ser 0 mais relevante devido as médiasterros-
padrdo de densidade Optica entre grupos terem sido mais discrepantes (2,6 vezes mais intenso
no grupo de melhor congelabilidade e também obteve maior carga fatorial na andlise
multivariada) em relacdo aos outros dois spots.

Os resultados obtidos neste estudo permitem inferir que existem diferencas no
perfil proteico do plasma seminal de reprodutores Pantaneiros de melhor e de pior
congelabilidade do sémen. Outro ponto importante neste trabalho foi a observacao de variacao
individual no perfil proteico do plasma seminal até mesmo entre os animais alocados em um
mesmo grupo de congelabilidade do sémen. Talvez isto possa ser atribuido ao fato de que
pouca ou nenhuma selecdo para o melhoramento genetico foi efetuada na raga ao longo dos
séculos resultando assim em um perfil mais heterogéneo, ja que perfis mais homogéneos foram

relatados em ragas que j& sofreram um afunilamento genético. Este € um primeiro passo para
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provar que a protedmica pode ser uma ferramenta Gtil na predicéo da congelabilidade do sémen

desses animais.
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4 CONCLUSOES

Sugere-se que a presenca dos spots 8305, 9217, 2603, 3514 e 2227 esta
associada a melhor congelabilidade do sémen de touros Pantaneiros. No entanto, é importante
confirmar a identidade das proteinas sugeridas neste trabalho por meio de técnicas de
sequenciamento ou pelo uso de antigenos especificos. Além disso, novos estudos com outros

reprodutores Pantaneiros sdo necessarios para tornar essas sugestoes definitivas.
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ANEXOS

Anexo A. Principais estruturas do espermatozoide de mamiferos (NEILL, 2006)
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Absorbancia
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Curva padrdo da absorbancia versus concentracdo (ug/mL) gerada para a
quantificacdo de proteina total nas amostras de plasma seminal.
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Anexo C. Setup - Hamilton Thorne Biosciences (IVOS-Ultimate 12)

Caracteristica Ajuste
» Captura de imagens

NUmero de imagens adquiridas POr CAMPO ........coeeererieerenieesese e 30

Taxa de aquiSIGE0 AaS IMAGENS ......cveverirririisie et 60 Hz
» Deteccdo da célula

Contraste MinimOo da CEIUIA ..........cooviiiiiieee e 80

Tamanho minimo da CAIUIA...........cooeriiiii s 5 pix

» Células progressivas

Velocidade de trajeto (WAP) ..ot 50,0 pm/s

Retilinearidade (STR) .....coioiiieieee st 70 %
> Valor de corte VSL para CElulas IeNtas.........ccoceveriiinniieseeese s 10 pm/s
» Padréo

Tamanho da CEIUIA .........ccuv o 5 pix

Intensidade da CEIUIA...........ooiiiiiec 70

» Setup Optico

INEENSIAAAE .....eeeeeeee e re e 2000 — 220
010 1T o SRR 50-55
3 THPO 08 CAMAIA ..ot e e e Makler®
D L= 0= = U PSRRI 37°

% SEIEGAD U CAMPIOS ...ttt bbbt bbb Manual



111

Anexo D. Solugéo para avaliagdo da integridade acrossomal

D.1 Solucéo estoque de FITC-PNA - Solucéo |
P FITC-PINA ettt b bbbt b et e e st e s e bt e bt be b e 1 mg
» Tampao fosfato SAlINA (PBS).......cccoiiiiiiieceseee e 1mL

Obs: aliquotas em volumes de 10 uL, conservadas a -20°C, protegidas da luz

D.2 Solucéo estoque de IP (0,75 mM) — Solucéo 11
% 100et0 € PrOPIARO. ... cviueeiietiiteeeee bbbt 10 mg
% SOIUGED SAIINA 0,9%0......eevieeee ettt et e e sreenteeneesraene s 20 mL

Obs: aliquotas em volumes de 10 pL, conservadas a -20°C, protegidas da luz

D.3 Solucéo estoque de formaldeido — Solucéo 111
% FOrmMaldeido 37-40%0.......ccoiieiierieieiseeese ettt 100 pL
% SOIUGED SAIING 0,9%0......ccviieie ettt ettt e e re e nre s 7,9 mL

D.4 Solucéo estoque de citrato de sédio 3% - Solucéo 1V
3 CHIAL0 08 SOUIO ....veeveeieeieie ettt sttt s e s e e b s b e ene e 39

% SOIUGED SAIINA 0,9%0......eeiveeieeie ettt sttt e eeanaenne e e 100 mL

D.5 Solucéo de trabalho

P SONUGED L.t 20 pL
P SONUGED . b e 10 pL
D 10 [ To%: 1o TN 1 I SRS 10 uL
D 10 Uo7 (o TN Y S ROOSUROPRORON 960 uL

Obs: preparo diario, armazenamento a 4°C, protegido da luz
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Anexo E. Solucéo para avaliacdo da integridade de membrana plasmatica

E.1 Solucgdo esoque de C-FDA — Solucéo |

Obs: aliquotas em volumes de 10 uL, conservadas a -20°C, protegidas da luz

E.2 Solucéo estoque de IP (0,75 mM) — Solucéo 11

% SOIUGED SAIINA 0,9%0......eevieeee ettt et e e sreenteeneesraene s 20 mL

Obs: aliquotas em volumes de 10 pL, conservadas a -20°C, protegidas da luz

E.3 Solucéo estoque de formaldeido — Solugéo 111
% FOrmMaldeido 37-40%0.......ccoiieiierieieiseeese ettt 100 pL
% SOIUGAD SAIING 0,9%0......ccveieie ettt ettt re e e nre s 7,9 mL

E.4 Solucéo estoque de citrato de sédio 3% - Solucgao 1V
3 CHTAL0 08 SOUIO ....vetieieeieeee ettt ettt ettt b et st ene et e e e e ene e 39

% SOIUGED SAIING 0,9%0......eieeeeie ettt te s e e e aeeneenrs 100 mL

E.5 Solucdo de trabalho de C-FDA

P SONUGED L. bbbt 20 pL
P SONUGED .t e e 10 uL
D 10 [ To%: 1o T I I OSSP 10 uL
D 10 Uo7 (o TN Y TSSO OSURSURRTON 960 uL

Obs: preparo diario, armazenamento a 4°C, protegido da luz





