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RESUMO GERAL

As proteinas sdo moléculas formadas por cadeias de aminoécidos e desempenham importantes
funcbes na reproducéo e no processo de criopreservacdo do sémen. O objetivo desse trabalho
foi caracterizar o perfil proteico do plasma seminal de reprodutores caprinos da raga Saanen.
Para tanto, seis reprodutores caprinos da raca Saanen foram usados para as coletas de sémen
através de vagina artificial. As andlises de volume, concentracdo espermatica, aspecto,
motilidade e vigor foram avaliadas antes e depois da congelacdo. Para obtencdo do plasma
seminal, o sémen fresco foi centrifugado a 10000x g durante 15 minutos a temperatura de 4°
C, e posteriormente realizada a eletroforese bidimensional (2DE). Os géis foram escarneados
e analisados usando-se o Software ImageMaster 2D Platinum 7.0. A congelacdo do sémen foi
realizada através da maquina TK3000 usando como solugéo diluidora o Tolera-D®. O sémen
foi submetido a duas avaliagdes pos-descongelacdo, sendo a primeira em uma semana e a
segunda aos cinco meses. Para as analises espermaticas utilizou-se tanto a microscopia optica
como o sistema CASA, nas duas avali¢des, respectivamente. Para 0s parametros concentracao
e volume do sémen fresco, aplicou-se o teste F, atraves da analise de variancia. Nos dados das
avaliacBes espermaticas do sémen fresco e pos-descongelado, foram utilizadas anélises de
variancia, seguido de teste Bonferroni. A motilidade do sémen fresco oscilou de 80% a 90% e
o vigor de 3,67 a 4,6. No sémen po6s-descongelado a motilidade variou de 49% a 62% e o vigor
de 2,80 a 3,0, sendo que um animal apresentou baixa motilidade (13,33%) e vigor (1,0). Os
principais spot’s especificos ligados a reproducgéo apresentaram peso molecular variando de 12
kDa a 66 kDa e pl de 4,37 a 9,57. Os resultados dos géis demonstraram que os ejaculados dos
reprodutores se assemelharam entre si no perfil proteico bidimensional do plasma seminal,
além de se observar nos animais a presenca de spot’s especificos ligados a reproducdo, em
funcBes como: espermatogénese, maturacdo espermatica, motilidade espermatica, reacao
acrossémica, diferenciacdo de células germinativas espermatogénicas, entre outras. O perfil
proteomico do plasma seminal encontrado evidenciaram as seguintes proteinas: ASZ1, RNS10,
INHBA, OSTP, ALBU, PTGDS, SRY, STX1B, LEP, LSHB, DHSO, BRS3, PRND e CIB1.
Provavelmente algumas dessas proteinas estdo relacionadas com a qualidade do sémen caprino
criopreservado. As possiveis proteinas sdo prostaglandina-H2, albumina, leptina, SRY, STX1B
e FSHB.

Palavras-chave: Eletroforese 2DE; Criopreservacdo; Plasma Seminal
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GENERAL ABSTRACT

Proteins are molecules formed by chains of amino acids and play important roles in the
reproduction and the process of cryopreservation of semen. The objective of this work was to
characterize the protein profile of the seminal plasma of Saanen goat breeders. For this purpose,
six goat breeders of the Saanen breed were used to collect semen through an artificial vagina.
Analyzes of volume, sperm concentration, appearance, motility and vigor were evaluated
before and after freezing. To obtain the seminal plasma, the fresh semen was centrifuged at
10000xg for 15 minutes at 4° C, and afterwards the two-dimensional electrophoresis (2DE)
was performed. The gels were scanned and analyzed using the ImageMaster 2D Platinum 7.0
Software. Freezing of the semen was performed using the TK3000 machine using Tolera-D®
as a dilution solution. The semen was submitted to two post-thaw evaluations, the first being
in one week and the second to five months. For the spermatic analyzes, both the optical
microscopy and the CASA system were used in the two evaluations, respectively. For the
concentration and volume parameters of fresh semen, the F test was applied through analysis
of variance. In the data of sperm evaluations of fresh and post-thawed semen, analyzes of
variance were used, followed by Bonferroni test. The motility of fresh semen ranged from 80%
to 90% and vigor from 3.67 to 4.6. In post-thawed semen the motility ranged from 49% to 62%
and vigor from 2.80 to 3.0, and one animal had low motility (13.33%) and vigor (1.0). The
main specific spots linked to reproduction had molecular weight ranging from 12 kDa to 66
kDa and pl from 4.37 to 9.57. The results of the gels demonstrated that the ejaculates of the
reproducers resembled each other in the two-dimensional protein profile of the seminal plasma.
In addition, the presence of specific spots associated with reproduction were observed in the
animals, such as: spermatogenesis, sperm maturation, sperm motility, reaction spermatogenic
germ cell differentiation, among others. The proteomic profile of the seminal plasma found
evidenced the following proteins: ASZ1, RNS10, INHBA, OSTP, ALBU, PTGDS, SRY,
STX1B, LEP, LSHB, DHSO, BRS3, PRND and CIB1. Probably some of these proteins are
related to the quality of cryopreserved goat semen. Possible proteins are prostaglandin-H2,
albumin, leptin, SRY, STX1B and FSHB.

Keywords: Electrophoresis 2 DE; Cryopreservation; Seminal Plasma
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CONSIDERACOES GERAIS

A técnica de criopreservacdo do sémen permite a conservacdo de material genético de
alta qualidade por longo periodo, estando avancada em varias espécies e executada nas
exploracBes mais tecnificadas. Esta técnica contribui para a adocdo de programas de
melhoramento genético e na aplicacao de bioténicas da reproducéo.

Em virtude do progresso das pesquisas sobre marcadores proteicos relacionados a
congelacdo do sémen em bovinos, suinos e ovinos, e a escassez de estudos em caprinos, faz-se
necessario o conhecimento da protebmica do sémen caprino relacionado a resisténcia durante
0 processo de criopreservacdo. Esta identificacdo proporcioard elementos para aprofundar o
cohecimento sobre a bioquimica seminal diante da crioinjuria acarretada pelas baixas
temperaturas envolvidas no processo, culminando com o desenvolvimento de biomarcadores
como ferramenta na escolha de reprodutores.

Este conhecimento contribuira para selecdo de animais com potencial para uso em
Centrais de Inseminacdo visando o uso em biotécnicas como inseminacdo artificial (1A);
fertilizacdo in vitro (FIV) e Producéo in vitro de embrides (PIF).

Este trabalho teve como objetivo realizar caracterizacdo preliminar de proteinas do

plasma seminal de reprodutores caprinos da raga Saanen.
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REFERENCIAL TEORICO

Caracteristicas gerais da raga Saanen

A raca Saanen é oriunda do Vale do Saanen na Suica e foi introduzida no Brasil na
década de 70, com a primeira referéncia datada de 1974, no estado de Pernambuco (CASTRO,
1984). Esta raca se caracteriza por apresentar pelagem branca ou creme, pelos curtos e finos,
barbicha, orelhas pequenas, cascos amarelo-claros, pele rosé, brincos e cornos (Figuras 1 e 2).

As fémeas apresentam Uberes bem formados, com excelente producdo leiteira (JARDIM,
1964).

Figura 1- Reprodutor caprino da raga Saanen. Figura 2- Fémea caprina da raca Saanen.

Fonte: Arquivo pessoal Fonte: Google imagens

Segundo Dairy Goat Journal essa raca é considerada de médio a grande porte, pesando
0s machos entre 80 a 100 kg e as fémeas entre 50 a 80 kg (RIBEIRO, 1998). Uma criacdo
adequada dos animais juntamente com aplicacdo de boas praticas de manejo nas instalacGes,
levam os animais a produzirem de dois a trés litros de leite por dia, podendo chegar a producdes
de seis a oito litros, em duas ordenhas (RIBEIRO, 1998).

Segundo Salles et al. (2001), a idade média na qual essa raca apresenta a fase de
puberdade é de 180,53 dias. A idade da maturidade sexual atingida pela raca Saanen € de 5,8
meses (AHMAD e NOAKES, 1996). A qualidade seminal é um impotante fator para a escolha
de um reprodutor. Segundo Karatzas et al. (1997), avaliando as caracteristicas seminais dos
caprinos da raga Saanen, encontraram volume de 0,6 a 0,7 mL e concentracdo de 4,4 a 4,7 x
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10°%/ mL. Castilho et al. (2009), trabalhando com caprinos adultos da raca Saanen criados em
regime intensivo encontraram volume de 0,9 mL, motilidade espermatica 91,3% e vigor
espermatico de 4,1. Dantas et al. (2011) trabalhando com as caracteristicas seminais
encontraram um volume de 1,18 mL, vigor 4,00, motilidade 67,66% e concentracdo de 3,45 x
10%/mL.

Plasma seminal e sua composicao proteica

O plasma seminal é a fracdo liquida do sémen, sendo originada das glandulas acessorias,
a saber: prostata, glandulas bulbo uretrais e glandulas vesiculares. Segundo Way et al. (2000),
as secrecbes produzidas pelas glandulas sexuais acessOrias sdo misturadas com 0s
espermatozoides, previamente estocados na porc¢do caudal do epididimo durante o processo de
ejaculacdo. No momento da ejaculagéo, o plasma seminal estimula a motilidade seminal e atua
também como veiculo para as células espermaticas.

O plasma seminal é constituido de componentes bioquimicos (ions, calcio, citrato, etc.),
alguns deles especificos para a regulacdo da funcdo espermatica (BARRIOS, 2000),
adicionalmente aminodacidos, acucares, minerais, fosfatases, prostaglandinas (EVANS e
MAXWELL, 1990), além de ser composto por proteinas, incluindo horménios, inibidores,
enzimas, imunossupressores, substancias ligadas aos androgenos, inibina, imunoglobulinas e
fatores de crescimento (FRAZER e BUCCI, 1996). Os constituintes do fluido seminal sdo
influenciados por diversos fatores, como por exemplo, raca, peso corporal, idade, manejo,
condicBes climaticas, nutricdo, método de coleta de sémen e grau de estimulagdo sexual
(ZAMIRI e HEIDARI, 2006).

A principal funcdo desse fluido é o transporte dos espermatozoides por ocasido da
ejaculacdo, como também assegurar a permanéncia das células espermaticas no sistema genital
da fémea (YANAGIMACHI, 1994) e neutraliza o pH &cido da vagina, preservando assim 0s
espermatozoides contra danos peroxidativos (SCHONECK et al., 1996). O seu volume e
composicdo variam entre espécies (MANN e LUTWAK-MANN, 1981). Alguns autores
(AUTIERO et al., 1991; PANIDIS et al., 1991) tém indicado que o plasma seminal contém
fatores que poderiam influenciar a fertilidade de reprodutores, baseado em comparagfes da
composicao do plasma seminal entre machos de diferentes taxas de fertilidade.

Quando as células espermaticas entram em contato com o plasma seminal, ocorre uma
série de episddios preparatorios nessas células para o processo de fecundagdo (MULLER et all.,
1997). Isso ocorre devido a acdo modeladora que alguns constituintes do fluido seminal

possuem sobre as vérias funcdes esperméticas (CALVETE et al., 1994). Henault et al. (1995)
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evidenciaram um aumento da fertilidade de touros quando houve a inclusdo do plasma seminal
aos espermatozoides da cauda do epididimo, indicando que algumas substancias contidas nas
secrecOes das glandulas anexas aumentam a fertilidade de touros.

Além da fertilidade, o plasma seminal também pode interferir no processo de
congelacdo. Corteel (1974) sugeriu que o plasma seminal de caprinos pode interferir no
desempenho das células espermaticas durante o processo de congelagdo. Aurich et al. (1996)
comprovaram que a adi¢do de plasma seminal de diferentes garanhdes afetou a resisténcia de
espermatozoides em suportar o estresse causado pela congelacdo e descongelacédo. Diante
desses resultados, compreende-se a importancia promissora dos marcadores moleculares do
plasma seminal, entre eles as proteinas.

Recentemente a bioquimica do plasma seminal vem sendo amplamente estudada,
principalmente em relacdo as proteinas por estarem em maior concentracdo do que outros
componentes e, por participar ativamente do processo de fecundagdo (MC COULEY et al.,
1997; BELLIN et al., 1998). Essas proteinas sdo parcialmente oriundas do plasma sanguineo
e, parcialmente, sintetizadas pelos testiculos (KATO et al., 1985), epididimo (TURNER e
REICH, 1987) e vesicula seminais (MANJANATH et al., 1994).

As proteinas sdo macromoléculas organicas que estdo presentes em todas as células
vivas, portanto, essenciais a vida. Elas desempenham um importante papel como marcadores
bioldgicos, tanto do ponto de vista reprodutivo como no diagnostico e prognostico de doencas.
Com relacdo a reproducdo, o conhecimento da funcdo das proteinas do plasma seminal é
relevante para o estudo de marcadores moleculares visando prever a fertilidade de machos
(FRASER et al., 2006). Entre as fungdes especificas desempenhadas pelas proteinas seminais
encontram-se a regulacao da atividade espermatica; estabilidade da membrana plasmatica; da
capacitacdo espermatica e interferéncia no processo de fertilizagdo (MUINO-BLANCO et al.,
2008).

As pesquisas tém concentrado seus esfor¢os na identificacdo de marcadores de
congelacdo e fertilidade a nivel protedmico, principalmente detendo-se as proteinas contidas
no plasma seminal relacionadas ao processo de congelacdo do sémen. A gama de proteinas do
esperma inclui proteinas alcalinas, acidas e de membrana. Essas proteinas participam da
producdo de energia nas mitocéndrias (RUIZ-PESINI et al., 1998), da liberacdo de 6xido
nitrico (LEWIS et al., 1996), da fosforilacdo de proteinas (VIJAYARAGHAVAN et al., 1996)
e estdo associadas a motilidade espermatica apds o congelamento. Na espécie bovina algumas

proteinas do plasma seminal tém sido relacionadas com a congelacdo do ejaculado, alguns
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exemplos sdo a Osteopontina, Proteina &cida do fluido seminal bovino (aSFP), a Albumina e a
Clusterina (JOBIM et al., 2009).

Moura et al. (2010) verificaram alguns spot’s proteicos do plasma seminal de carneiros
daraca Santa Inés apresentando correlacdo positiva com a integridade da membrana plasmatica
de espermatozoides criopreservados e observaram que essas proteinas poderiam ter funcdo de
auxiliar na estabilidade da membrana e, consequentemente, na viabilidade e motilidade do
espermatozoide. Régo (2010) verificou que as proteinas mais abundantes no plasma seminal
pertencem as familias das proteinas do plasma seminal bovino (BSPs) e espermadesinas que
estdo relacionadas a capacitacdo espermatica, formacao do reservatdrio espermatico no oviduto
e interacdo espermatozoide-odcito.

A proteina Acida do fluido seminal bovino (aSFP) cujo peso molecular é 12,9 kDa e pl
4,8 é apontada como responsavel pela protecdo da membrana, apresentando um efeito
antioxidativo no processo de degradagdo oxidativa dos lipidios da membrana do
espermatozoide in vitro (SCHONECK et al., 1996). Dessa forma, a razdo de animais de alta
congelacao apresentarem uma elevada quantidade de aSFP seria a capacidade dessa proteina
em preservar a membrana da célula espermatica contra a peroxidacdo (CHRISTOVA et al.,
2004).

A glicoproteina Clusterina que tem como peso molecular de 25,35 kDa e pl de 5,54
estd presente em diversos processos fisiologicos, como por exemplo, adesdo e agregacédo
celular (BLASCHUK et al., 1983) e maturacao espermatica (SYLVESTER et al., 1991). Esta
presente no figado, cérebro e testiculo bovino (PALMER e CHRISTIE, 1992), também estando
presente no plasma seminal, assim como na superficie da membrana dos espermatozoides do
bovino e do homem (HOWES et al., 1998), apresentando envolvimento na regulacdo dos
processos de deslocamento e remanejamento de moléculas de lipideos no plasma sanguineo
humano (JENNE et al., 1991). Tendo em vista sua localizacdo, esta glicoproteina pode estar
envolvida na defesa das atividades da membrana espermatica durante o processo de
criopreservacao do esperma (JOBIM et al., 2004).

A Albumina é uma proteina de 66 kDa e pl 5,4 que foi encontrada no experimento de
Jobim (2001), apresentando densidade dptica superior nas amostras dos reprodutores de alta
congelagdo do sémen. Segundo Dott et al. (1979), foi observado que a motilidade espermatica
foi estimulada quando a albumina foi acrescentada as células espermaticas epididimarias
incubadas com o plasma seminal. Baas et al. (1983) constataram que a albumina era benéfica

a motilidade no sémen de suino, ovino, equino e de coelho, mas que tinha pouco resultado na
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motilidade espermatica do bovino.

A Osteopontina € uma glicoproteina acida, que apresenta peso de 55 kDa e pl 4,5, cuja
acidez foi determinada devido a enorme quantidade de acido aspartico e acido glutamico
(FRANZEN e HEINEGARD, 1985). A osteopontina foi classificada como uma citoquina, que
sdo proteinas soltveis que podem modular a funcédo celular (PATARCA et al., 1993). Devido
a funcdo da osteopontina na adesdo celular, sugere-se que a ligacdo desta proteina com a
congelacdo do sémen pode ser devida a variacao da funcao celular da membrana plasmatica do
espermatozoide, auxiliando na preservagdo da membrana no processo da criopreservacdo do
sémen (JOBIM, 2001; JOBIM et al., 2002).

A banda proteica de peso molecular entre 15 a 17 kDa e pl entre 4,5 a 5,5 corresponde
a BSP Al/A2, a qual expressou densidade Optica elevada nos animais de alta congelacéo
(JOBIM, 2001; JOBIM et al., 2004). No processo de ejaculacao, as BSPs sdo secretadas pelas
vesiculas seminais, unindo-se a membrana espermatica (DESNOYERS e MANJUNATH,
1992; MANJUNATH et al., 1994), impulsionando o efluxo de colesterol e fosfolipidios da
membrana (THERIEN et al., 1998, 1999).

Protedmica

Proteoma é o conjunto de proteinas que estdo sendo expressas por uma célula, tecido
ou organismo em um determinado momento. A proteémica surgiu no final de 1970 quando
pesquisadores comegaram a criar as bases de dados de proteinas usando naquela época a
moderna técnica de eletroforese bidimensional (O’FARREL, 1975). A pesquisa protedmica
torna possivel a identificacéo e caracterizacdo de marcadores bioldgicos. A analise protedmica
€ uma técnica que consiste no estudo do proteoma utilizando técnicas de separacdo e
identificacdo, tais como eletroforese, cromatografia, espectrometria de massas e bioinformatica
(HEIN et al., 2013).

A identificacdo e 0 mapeamento dos componentes proteicos do ejaculado, através da
técnica de eletroforese, vém sendo utilizados desde a década de 50 (LARSON e SALISBURY,
1954; SZUMOWSKI, 1956; BENNET, 1965). Inicialmente a eletroforese em gel
bidimensional foi desenvolvida pelo O’Farrell (1975). Ela separa as proteinas em duas
dimensdes: na primeira dimensdo a separacdo ocorre pela focalizacdo isoelétrica; ja na
segunda, ocorre por eletroforese na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS). A focalizacédo
isoelétrica consiste em determinar o ponto isoelétrico (pl) de uma determinada proteina.

Quando sdo submetidas a um campo elétrico, as proteinas migram até encontrar uma faixa de
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pH referente ao seu pl (BERKELMAN e STENSTED, 1998). Na segunda dimensdo , a
separacao das proteinas ocorre de acordo com suas respectivas massas moleculares, para isto,
se faz uso do detergente SDS (LEHNINGER et al., 1993).

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS é uma técnica utilizada
para a analise de massas moleculares de proteinas (ROCHA et al., 2005). A SDS-PAGE € uma
ferramenta muito Util para separar moléculas de proteina por tamanho, fornecendo informac6es
sobre o tamanho molecular e pureza das proteinas, bem como o nimero e o tamanho molecular
de subunidades (BRUNELLE e GREEN, 2014).

Criopreservacao

A criopreservacdo é um processo onde células ou tecidos bioldgicos sdo preservados
através da congelagdo a temperaturas muito baixas, geralmente —196 °C (PEGG, 2002). Esse
processo tem possibilitado o aumento da produtividade de animais de alto valor zootécnico e
uma ampla difusdo de material genético de alta qualidade (CASTELO et al., 2008).

Existem diversas vantagens no processo de criopreservacdo, dentre elas a reducao de
custos com a obtencéo e transporte de reprodutores; conservacgao e aproveitamento de material
genético e a rapida difusdo deste material genético entre locais distantes (CASTELO et al.,
2008).

Para gque haja sucesso na propagacdo de um sémen de qualidade é essencial que o
processo de congelagéo seja eficiente. Para isso, a célula espermatica necessita conservar sua
capacidade fertilizante apds a descongelacdo e deve ser capaz de preservar a habilidade de
gerar energia via metabolismo, conservar a configuragdo normal, integridade da membrana
plasmatica, motilidade, assim como a integridade acrossomal (LEMMA, 2011). Os passos que
constituem o processo de criopreservacdo sao diluicdo, centrifugacdo, resfriamento,
congelagdo e descongelagdo do sémen (VIDAMENT et al., 2001). No processo de
criopreservacao espermatica o espermatozoide é submetido a um choque térmico, decorrente
da queda da temperatura de 4°C para -196°C. A membrana plasmaética passa por uma fase de
transicdo do estado liquido cristalina para o de gel nesta faixa de temperatura (GRAHAM,
1996).

No processo de criopreservacdo o diluidor utilizado minimiza a possibilidade de
transmissdo de patdgenos, aumenta o volume do ejaculado, prolonga a sobrevivéncia das
células espermaéticas e protege de condi¢bes ambientais desfavoraveis (BITTENCOURT,

2009). Os diluidores devem ter pH e osmolaridade adequados e proteger as células
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espermaticas de injarias criogénicas (SALAMON e MAXWELL, 2000). Os principais
diluidores utilizados sdo a base de glicina-gema, glicina-gema-leite (GONZALEZ et al., 1999),
agua de coco (NUNES, 1998), citrato-acucar-gema, leite ou leite desnatado, lactose, sacarose
e também o tris-gema de ovo (SALAMON e MAXWELL, 2000).

A diluicdo do sémen caprino em diluidores contendo gema de ovo ou leite pode ser
prejudicial para a célula espermatica, devido a presenca da enzima fosfolipase A no plasma
seminal, originaria das glandulas bulbouretrais, que catalisa a hidrolise da lecitina da gema de
ovo para &cidos graxos e lisolecitinas, os quais sdo toxicos para as células espermaticas (ROY,
1957; IRITANI e NISHIKAWA, 1964; AAMDAL et al., 1965). NUNES et al. (1982) detectou
a proteina SBUIII na glandula bulbouretral de caprinos, a qual diminui a sobrevivéncia de
espermatozoides resfriados e congelados em diluidores a base de leite.

Segundo Gil et al. (2003), um diluidor a base de lecitina de soja pode ser uma alternativa
para minimizar os riscos de veiculacdo de patdgenos, citando como exemplo o Tolera-D®.
Peres et al. (2015) utilizando o diluidor Tolera-D® no sémen de bovinos das racas Nelore,
Angus e Senepol, obtiveram 83% de aprovacdo no sémen pos-congelado, sendo 100% em
touros Nelore e Angus e 50% no Senepol. No entanto, dados sobre o Tolera-D® em caprinos
ainda ndo foram publicados.

Em virtude das modificagbes bioquimicas, funcionais e estruturais da membrana
plasmatica, a taxa de sobrevivéncia dos espermatozoides submetidos a esse processo nao é
expressiva (VALCARCEL, 1997), e os métodos de criopreservacao utilizados ainda resultam
em danos em torno de 40-50% ao esperma durante a congelagéo-descongelacdo (HU et al.,
2011). A criopreservagdo é um método que provoca danos para as céelulas esperméticas por
reduzir sua sobrevivéncia e, em decorréncia, seu potencial fertilizante (YESTE et al., 2014).
Durante este procedimento as lesdes que 0s espermatozoides sofrem podem ser ultras
estruturais ou fisicas, bioquimicas ou funcionais (ALMEIDA, 2006), alterando as membranas
plasmatica, acrossomal externa e as mitocondriais dos espermatozoides (WATSON, 1995),
sendo as lesdes nessas estruturas citadas como as principais causas de danos e perdas funcionais
da célula espermaética (HE et al., 2001).

Segundo Silva et al. (2009), para se adaptar as mudancas de temperatura durante o
processo de criopreservacdo a membrana plasmatica sofre alterages como o movimento de
translocacdo de fosfolipidios e com a exposicao da fosfatidilserina. As modifica¢Ges ocorridas
nas membranas espermaticas durante esse processo se assemelham as mudancas fisioldgicas

da capacitacdo espermatica (SILVA et al., 2009). Outras condic¢des estressantes na qual as
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células espermaticas lidam sdo o estresse osmotico e toxico pela adicdo e remocdo de
crioprotetores, desidratacdo, aumento da concentracao dos solutos e formacdo e dissolucdo de
cristais de gelo (BORTOLOZZO et al., 2008).

Durante a criopreservagdo, as mudangas metabdlicas ocorridas nas células geram a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERQO’s), cujas consequéncias negativas sobre as
células espermaticas foram sugeridas por Macleod (1943), no qual evidenciou que a exposi¢édo
do espermatozoide humano a altas concentragdes de oxigénio resultou em toxicidade, com
perda de sua motilidade devido a ocorréncia da peroxidacao lipidica. A peroxidacdo lipidica
pode ser definida como uma série de eventos bioquimicos resultantes da a¢éo dos radicais livres
sobre os lipideos poli-insaturados das membranas celulares (NOGUEIRA et al., 2013). Entre
alguns danos da peroxidacéo estdo a perda de motilidade, inibicdo de respiracdo espermatica,
lesbes no DNA espermatico e perda de enzimas intracelulares, interferindo na capacidade
fertilizante do espermatozoide (WHITE, 1993).

A tecnologia da congelacdo do sémen caprino tem apresentado desenvolvimento
notdrio. Contudo, pesquisas sdo necessarias para compreender os resultados especificos de
cada animal aos diferentes fatores que interferem no processo de criopreservagdo do sémen e

as possiveis proteinas que estejam envolvidas nesse processo.
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PROTEINAS DO PLASMA SEMINAL LIGADAS AO PROCESSO DE
CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

RESUMO
A caracterizacdo do perfil proteico do plasma seminal de animais para reproducdo possibilita
a utilizacdo dessas como marcadores moleculares, cuja presenca ou auséncia serve de
indicativo de qualidade seminal. O objetivo desse trabalho foi caracterizar o perfil proteico do
plasma seminal de reprodutores caprinos da ragca Saanen. Utilizou-se seis reprodutores nos
quais foram realizadas coletas de sémen através de vagina artificial, no periodo de setembro a
outubro/2017, sendo as analises espermaticas (volume, concentracdo espermatica, aspecto,
motilidade e vigor) avaliadas antes e depois da congelacdo. Antes da congelacdo, parte do
excedente do sémen fresco coletado foi centrifugada a 10000x g durante 15 minutos a
temperatura de 4° C para obtengédo do plasma seminal. Foi realizada eletroforese bidimensional
(2DE) do plasma seminal e apds a corrida os geis foram corados com Coomassie Brilliant Blue
e descorados com etanol. Posteriormente, os géis foram escarneados e analisados usando-se 0
Software ImageMaster 2D Platinum 7.0, buscando quantificar e identificar os spots’s
presentes. A congelacdo do sémen fresco foi realizada através da maquina TK3000 usando
como solucdo diluidora o Tolera-D ®. A primeira avaliacdo pos-criopreservagdo aconteceu
ap0s uma semana, sendo as amostras descongeladas em banho-maria a 37°C e avaliadas quanto
a motilidade e vigor dos espermatozoides em microscopia Optica. A segunda avaliacdo
aconteceu cinco meses ap6s a congelacdo do sémen, sendo as amostras de cada reprodutor
descongeladas em banho-maria a 37°C, e analisadas pelo sistema computadorizado CASA, as
seguintes variaveis (motilidade total, motilidade progressiva, VCL, VSL e VAP). Para
comparacdo dos animais no que se refere a concentracdo e volume do sémen fresco, aplicou-
se teste F, através da analise de variancia, seguido do teste de Turkey. Para o vigor e motilidade
do sémen fresco e congelado foram realizadas analises de variancia, seguido de teste
Bonferroni. Para as caracteristicas motilidade total, motilidade progressiva, VCL, VSL e VAP
analisadas no sistema computadorizado CASA foram realizadas andlises de variancia, seguido
de teste Bonferroni. A motilidade dos espermatozoides no sémen fresco oscilou de 80% a 90%
e 0 vigor de 3,67 a 4,6. No sémen pos-descongelado houve diferenca entre os animais quanto
a motilidade e vigor variando de 49% a 62% e 2,80 a 3,0, respectivamente, sendo que um
animal apresentou baixa motilidade (13,33%) e vigor (1,0). Os resultados apresentados pelos

parametros espermaticos do sistema CASA mostraram diferengas entre 0s animais quanto a
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motilidade total e progressiva. Os principais spot’s especificos ligados a reproducédo
apresentaram peso molecular variando de 12 kDa a 66 kDa e pl de 4,37 a 9,57. Os resultados
dos géis demonstraram que os ejaculados dos reprodutores se assemelharam entre si quanto ao
perfil proteico do plasma seminal. Foram encontradas as seguintes proteinas: ASZ1, RNS10,
INHBA, OSTP, ALBU, PTGDS, SRY, STX1B, LEP, LSHB, DHSO, BRS3, PRND e CIB1.
De acordo com a literatura, algumas dessas proteinas estdo relacionadas com a qualidade do
sémen caprino criopreservado, podendo-se ressaltar a Prostaglandina-H2, Albumina, Leptina,
SRY, STX1B e FSHB.

Palavras-chave: Eletroforese 2DE; Criopreservacdo; Plasma Seminal

35



ABSTRACT
The characterization of the protein profile of the seminal plasma of animals for reproduction
allows the use of these proteins as molecular markers, whose presence or absence is indicative
of seminal quality. The objective of this work was to characterize the protein profile of the
seminal plasma of Saanen goat breeders. Six broods were used in which semen samples were
collected through artificial vagina, from September to October / 2017, and the sperm analyzes
(volume, sperm concentration, appearance, motility and vigor) were evaluated before and after
freezing. Before freezing, part of the fresh semen collected was centrifuged at 10000xg for 15
minutes at 4 °© C to obtain seminal plasma. Two-dimensional (2D) electrophoresis of the
seminal plasma was performed and after running the gels were stained with Coomassie Brilliant
Blue and decolorized with ethanol. Subsequently, the gels were scanned and analyzed using
the ImageMaster 2D Platinum 7.0 Software, seeking to quantify and identify the spots present.
Freezing of the fresh semen was performed through the TK3000 machine using Tolera-D ® as
a dilution solution. The first post-cryopreservation evaluation occurred after one week, the
samples being thawed in a 37 ° C water bath and evaluated for sperm motility and vigor under
light microscopy. The second evaluation took place five months after semen freezing, and the
samples from each breeder were thawed at 37 ° C and analyzed by the computerized system
CAGSA, the following variables (total motility, progressive motility, VCL, VSL and VAP). For
the comparison of the animals with regard to the concentration and volume of fresh semen, F
test was applied through analysis of variance, followed by the Turkey test. For the vigor and
motility of fresh and frozen semen analyzes of variance were performed, followed by
Bonferroni test. For the total motile characteristics, progressive motility, VCL, VSL and VAP
analyzed in the computerized system CASA were performed analyzes of variance, followed by
Bonferroni test. Sperm motility in fresh semen ranged from 80% to 90% and vigor from 3.67
to 4.6. In post-frozen semen, there was a difference between the animals in motility and vigor
ranging from 49% to 62% and 2.80 to 3.0, respectively, with one animal presenting low motility
(13.33%) and vigor (1, 0). The results presented by the spermatic parameters of the CASA
system showed differences between the animals regarding total and progressive motility. The
main specific spots linked to reproduction had molecular weight ranging from 12 kDa to 66
kDa and pl from 4.37 to 9.57. The results of the gels demonstrated that the ejaculates of the
reproducers resembled each other in the two-dimensional protein profile of the seminal plasma.
The proteomic profile of the seminal plasma found evidenced the following proteins: ASZ1,
RNS10, INHBA, OSTP, ALBU, PTGDS, SRY, STX1B, LEP, LSHB, DHSO, BRS3, PRND
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and CIBL1. According to the literature, some of these proteins are related to the quality of
cryopreserved goat semen. Prostaglandin-H2, Albumin, Leptin, SRY, STX1B and FSHB can
be highlighted.

Keywords: 2DE electrophoresis; Cryopreservation; Seminal Plasma
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INTRODUCAO

A selecdo de reprodutores e matrizes para a composicao e formacgdo das bases dos
rebanhos caprinos seguem varios critérios, dentre eles a taxa de fertilidade, a qualidade do
sémen e dados dos progenitores, levando sempre em consideracéo a obtencédo de alta eficiéncia
reprodutiva (MATOS et al., 1992). Em geral, os animais da regido Nordeste vivem em sistema
extensivo e ndo sdo acompanhados do ponto de vista zootécnico, dificultando a adocdo de
biotécnicas reprodutivas.

As biotécnicas tais como congelacdo e resfriamento do sémen, inseminagdo artificial
(1A), e transferéncia de embrido, devem ser mais exploradas e aplicadas objetivando o0 aumento
dos indices produtivos e reprodutivos da espécie caprina. Neste contexto, a identificacdo de
marcadores moleculares proteicos ligadas a criopreservacdo do sémen, proporcionara meio de
selecdo de animais para a inseminagdo artificial (COX e ALFARO, 2007). Dentre os
marcadores proteicos mais estudados podemos mencionar a proteina acida do fluido seminal
bovino (aSFP), a clusterina, a albumina e a osteopontina que sdo encontrados na espécie bovina
(JOBIM et al., 2009).

Segundo Silva (2014) o processo de criopreservacao apresenta uma limitacdo devido a
presenca de animais de baixa congelacdo do sémen, neste caso, o ejaculado é considerado
inapto para criopreservacdo e o animal ndo é recomendado para uso em Centrais de
Inseminacdo. A determinacdo do perfil proteico do plasma seminal de animais para reproducéo
possibilitard a utilizacdo dessas proteinas como marcadores moleculares, cuja presenca ou
auséncia servird de indicativo de qualidade seminal e fertilidade, contribuindo para a selecéo
de reprodutores para monta natural ou IA.

Em vista do que foi apresentado, este trabalho teve como objetivo realizar a
caracterizacdo preliminar de proteinas do plasma seminal de reprodutores caprinos da raca

Saanen.
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MATERIAL E METODOS

Local

O experimento foi realizado na Embrapa Caprinos e Ovinos, localizada na Estrada
Sobral/Groairas, km 4, Sobral- CE, na regido Norte do Ceara, semiarido nordestino. O clima
da regido ¢ do tipo BShw’ (Classificacao de Képpen), semiarido quente, com precipitagdes a
variando de 380 a 760 mm, clima quente de baixa altitude e longitude. Possui duas estagdes:
chuvosa e seca, sendo a primeira irregular e variando de dezembro a maio, e a segunda de longa
duracdo de maio a novembro. A temperatura média anual é de 28°C, situando-se as maximas
e as minimas em torno de 35°C, e 22°C, respectivamente. O projeto foi submetido a Comissao
de Etica no Uso de Animais — CEUA e obteve protocolo de nimero 005.11.016.uva.505.01.

Coleta e anélise do sémen fresco

Foram utilizados seis reprodutores caprinos da raga Saanen, previamente treinados em
coleta de sémen com vagina artificial, com idade variando de dois a quatro anos, pertencentes
ao setor cabriteiro da Unidade, submetidos a regime de criagdo semi-intensivo, recebendo
alimentacdo no cocho, de acordo com o NRC (2007). Antes das coletas de sémen, realizadas
na sala de coleta, pertencente ao Laboratério de Andrologia, Tecnologia de Sémen e
Inseminacdo Artificial da Embrapa Caprinos e Ovinos (LATSIA), os animais tiveram seus
testiculos mensurados quanto ao perimetro escrotal (cm) (PE) através do uso de fita métrica. O
periodo das coletas correspondeu aos meses de setembro e outubro de 2017, realizadas em dois
dias alternados por semana, sempre no periodo da manhd, sendo os animais divididos em dois
grupos de trés animais para cada dia de coleta. Ao todo foram realizadas cinco coletas por
animal, embora tenha ocorrido perda de duas coletas de um mesmo animal, perfazendo um
total de 28 coletas.

Apos as coletas, as amostras foram imediatamente mantidas em banho-maria a 37°C
para avaliar 0s seguintes parametros espermaticos: aspecto (aquoso leitoso e cremoso); volume
do ejaculado (mL); motilidade total (MOT) (%) e vigor (V) (0-5), cujas avaliacbes foram
realizadas em microscépio Optico de acordo com recomendacdo do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA, 2013). A concentragdo espermatica (x10%/mL) foi determinada
usando a espectrofotometria, sendo a amostra de sémen diluida (1:400) em solucéo de formol

salina.
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Segundo o CBRA (2013), as caracteristicas desejaveis do ejaculado sdo: aspecto
(leitoso e cremoso); volume (0,5 - 1,5 mL); motilidade total (70-90) %; vigor (> 3);

concentragdo espermatica (2-5 x10°/mL).

Congelacéo e descongelagao do sémen

Apos as andlises dos parametros espermaticos, procedeu-se a dilui¢cdo do sémen de cada
reprodutor. Para diluigdo utilizou-se um volume que variou de 0,4 a 0,8 mL de sémen fresco e
2,1 a 2,9 mL (volume x concentragdo / 200 milhdes) do Tolera-D®, um diluidor comercial
indicado para congelacao de sémen de ruminantes e isento de produtos de origem animal como
leite e gema de ovo.

O sémen foi aspirado em palhetas de 0,25mL, e colocadas no equipamento TK3000,
utilizando a curva P4S2 a qual reduz a temperatura a cada 0,5°C/minuto. As doses seguiram o
processo de resfriamento até atingir 5°C durante 01:20 minutos e, em seguida, a maquina
passou por um periodo de 10 horas de estabilizacdo, ap6s esse periodo iniciou-se a curva de
congelacdo, atingindo uma temperatura de -120°C durante 15 minutos. Posteriormente, as
palhetas foram imersas no nitrogénio liquido (-196°C) e armazenadas em botijdo de
criopreservagdo. Para cada coleta foram utilizadas nove palhetas por animal, totalizando 252
amostras no final do experimento.

Logo apds o periodo de uma semana uma palheta de cada animal foi descongelada em
banho-maria a 37°C por cinco minutos e foram realizadas avalia¢6es de motilidade total e vigor

espermatico.

Andlise do sémen criopreservado no Sistema de Analise de Sémen Auxiliado por
Computador (CASA)

Cinco meses ap6s a congelacdo do sémen fresco, as amostras foram transportadas em
um botijao de criopreservacao para o Laboratorio de Reproducéo da Universidade Estadual do
Ceara (UECE), localizada em Fortaleza-Ceara. As amostras foram descongeladas em banho-
maria a 37°C, diluidas em solucdo fisiologica e foram avaliadas cinco palhetas de cada animal
de modo a termos a média individual. Essas analises foram feitas no Sistema de Analise de
Sémen Auxiliado por Computador (CASA), com uso do programa SpermClassAnalyser®
(SCA®, Microptic S.L., Barcelona Espanha). As variaveis avaliadas foram: MOP (%)
(motilidade progressiva), (MOT) (%) ( motilidade total), VAP (velocidade média de percurso
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um/s), VSL (velocidade linear, pum/s) e VCL (velocidade curvilinea, pm/s) dos

espermatozoides.

Dosagem das proteinas totais do sémen fresco

Parte do excedente do sémen fresco coletado foi destinado para a dosagem de proteinas
totais. O sémen foi centrifugado a 10000 x g por 15 minutos a 4°C, com a finalidade de separar
o plasma seminal, sendo este armazenado em tubos eppendorff® e mantido sob congelacdo em
freezer (-20°C). As proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford (1976) que
se baseia na ligacdo do corante Coomassie Brilliant Blue as proteinas, com formacgéo de
coloracgdo azul. A presenca de proteinas foi observada atraves de espectrofotdmetro, utilizando-
se 0 comprimento de onda 580 nm. A quantificacédo foi feita em triplicata, usando a albumina
sérica bovina (BSA) para criar uma curva padrdo em concentragdes conhecidas (0, 5, 10, 15,
20 pg/uL) de BSA.

Eletroforese bidimensional (2DE)

Foi empregada a técnica descrita por O’Farrel (1975), com algumas modificagdes.
Inicialmente foi realizado um pool das amostras de sémen que estavam mantidas sob
congelagdo em freezer (-20°C). A focalizacdo isoelétrica refere-se a primeira dimensdo do
processo 2DE que teve inicio com preparo da solucdo de reidratacdo. Utilizou-se tiras de
gradiente de pH imobilizado (IPG Strip), com faixa de pH linear de 3-10 por 16 horas, em
canaletas do IPGBox (GE Healthcare) e, em seguida, incubadas. Ao final da corrida as tiras
foram armazenadas em tubos de ensaio e acondicionadas em freezer — 80 °C para posterior
corrida de segunda dimensao.

Uma vez realizada a focalizacéo, as tiras foram equilibradas, sob agitacdo, em solucédo
de equilibrio com ditiotreitol (DTT) por 15 minutos e, em seguida, alquiladas com
iodoacetamida (IAA), também em solucdo de equilibrio por 15 minutos. Em seguida, as
proteinas foram separadas na segunda dimenséo em géis de poliacrilamida a 12,5% na presenca
de SDS. Foi utilizado marcador de peso molecular entre 14 e 97 kDa sendo a corrida feita em
duplicata para cada animal.

Depois de separadas as proteinas por eletroforese, os géis foram corados pelo Comassie
Blue e, em seguida, os géis colocados em recipiente de plastico sob agitacao, e posteriormente,
foi aplicado o descorante. Para analise dos géis foi feita a digitalizacdo usando o Scanner Image

Scanner 111, e para analise o Software ImageMaster 2D Platinum 7.0.
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Anélise estatistica do delineamento experimental

Para a comparacao dos animais no que se refere a concentracdo e volume, aplicou-se
teste F, através da andlise de variancia, seguido o teste de Turkey.

Foram realizadas analises de variancia, seguido de teste Bonferroni para as
caracteristicas vigor e motilidade do sémen com um modelo matematico que incluia o efeito
fixo do sémen (fresco ou descongelado) e os efeitos aleatdrios de reprodutor e da interacéo
sémen x reprodutor. Para atender os pressupostos da andlise de variancia, como distribuicao
normal, homocedasticidade e independéncia dos residuos, foram realizadas as transformacées
de vigor (vigor+1) e motilidade (mot+1)2.

Para as caracteristicas motilidade total (MOT), motilidade progressiva (MOP),
velocidade curvalinear (VCL), velocidade progressiva (VSL), velocidade média de trajeto
(VAP), foram realizadas anélises de variancia, seguido de teste Bonferroni com um modelo
matematico que incluia o efeito aleatdrio do reprodutor. Para atender os pressupostos da analise
de variancia, como distribuicdo normal, homocedasticidade e independéncia dos residuos, foi

realizada a transformacéo de motilidade progressiva em MOT_=log10(y2).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas do sémen fresco

Observou-se diferenca (P<0,05) para o volume do sémen entre 0s animais, mas ndo
para a concentracdo (P>0,05). O aspecto do sémen dos reprodutores variou de leitoso a
cremoso. Os resultados encontrados neste estudo para o perimetro escrotal, volume,
concentracéo e aspecto do sémen fresco estdo de acordo com os valores adotados pelo CBRA
(2013) (Tabela 1).
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Tabela 1- Valores médios e desvio padrédo para volume e concentracdo espermatica; e valor

individual do perimetro escrotal e do aspecto do sémen fresco dos reprodutores Saanen.

Variaveis
Reprodutores  Volume (mL) Concentragdox10°/mL Perimetro Aspecto
escrotal (cm)
A 1,26+0,4148 3,74+0,947 30 L
B 1,32+0,24 AB 3,05+0,49% 30 L
Cc 0,96+0,21 ~ 3,91+0,88% 35 C
D 1,40+0,17 AB 4,52+0,08* 35 C
E 1,74+0,33 B 3,09+0,37A 32 L
F 1,28+0,22 AB 3,66+1,017 28 C
Média x 1.32+0.29 3.60+0.75 31,66

Meédias seguidas de letras mailsculas sobrescritas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre os
animais pelo teste de Tukey (p > 0,05).
L = leitoso C = cremoso

O volume variou de 0,96 a 1,74 mL, havendo diferenca (P<0,05) entre os animais C e
E. Sousa (2017) trabalhando com caprinos Anglo Nubiano encontrou dados de volume que
oscilaram de 0,5 a 2,3 mL. Conforme Souza (2008), caprinos da raca Alpina Americana
apresentaram valores entre 0,9 e 1,4 mL no sémen fresco. Provavelmente, a diferenca entre os
ejaculados possa ser explicada devido a variacdo entre racas. Nos caprinos, o volume varia de
0,2 a 2,0 mL, tendo como média 0,8 mL (CHEMINEU et al., 1991; SALVIANO e SOUZA,
2008). Segundo Evans e Maxwel (1990), esses valores podem variar de acordo com o método
de coleta, do tempo de excitacdo da espécie, frequéncia de coletas, temperatura, alteracdo de
dieta, idade e condicdo corporal.

A concentracdo espermatica oscilou de 3,05 a 4,52 x 10 °/mL, tendo uma média de 3,66
x 10 ° /mL. Segundo Dias (2015), caprinos adultos da raca Parda Alpina apresentaram
concentracéo espermética de 3,33 x 10 °/mL. Dantas et al. (2011) trabalhando com caprinos
Saanen encontraram uma média de 3,45 x 10%mL. Além das variaches individuais, a
concentracdo de espermatozoides varia com o tamanho do testiculo e atividade reprodutiva
(MAIA, 2010). Segundo Tardif et al. (1999) e Christensen et al. (2011), os quais trabalharam
com bovinos, a concentracdo espermatica ndo retrata uma condicdo importante para
desqualificacdo de reprodutores, exceto em condi¢des extremamente inferiores em relacao ao
limite previsto. Quando a concentracdo espermatica € mensurada, seu valor deve ser
precisamente determinado, evitando trocar por valores acima do numero real de
espermatozoides no ejaculado, uma vez que concentracgdes inferiores podem néo ser suficientes

para alcancar o oviduto e estar presentes no momento da ovulacdo (KRUEGER et al., 1999).
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O perimetro escrotal variou de 28 a 35 cm, tendo uma média de 31,66 cm, dados esses
que corroboram com os de Salles (2010) que trabalhando com caprinos Saanen encontrou uma
média de 32,5 cm. Conforme o0 CBRA (2013), o tamanho dos testiculos pode ser afetado pela
idade, raca, peso corporal, processos inflamatorios, subnutri¢do, entre outros. A afericdo do
perimetro escrotal € um exame essencial na avaliacdo de reprodutores (PAULA et al., 2008),
uma vez que esta variavel demonstra associacdo com varios fatores, como o peso corporal e
idade (MUKOSA-MUGERWA e AZAZ, 1992; JOBIM et al., 1989; FREITAS et al., 1991;
OSINOWO etal., 1992), peso testicular (HAHN et al., 1969; CLARK et al., 2003; CARDOSO
e QUEIROZ, 1988), concentracdo do sémen (SOUZA e COSTA, 1992; SOUZA et al., 2001),
capacidade de servico e desenvolvimento sexual (COULTER e FOOTE, 1979; OTT e
MENON, 1980; YARNEY et al., 1990; SOUZA et al., 2001; CLARK et al., 2003).

O aspecto do sémen variou de cremoso a leitoso, assemelhando-se aos encontrados por
Dias (2015) em caprinos da raca Parda Alpina, cujos ejaculados apresentaram aspecto leitoso.
Santos et al. (2001) ndo observaram variagdes no aspecto do ejaculado durante cinco meses de
avaliacdo em caprinos da raga Saanen, mostrando-se sempre cremoso. Segundo Oliveira et al.
(2013), o aspecto do sémen de ruminantes pode ser um indicador da concentracdo de
espermatozoides, e de acordo com CASTELO et al. (2008), quanto menos aquoso, menor a
quantidade de plasma seminal e maior a concentragdo de espermatozoides. De acordo com
dados do CBRA (2013), a aparéncia do ejaculado caprino pode ser cremosa, leitosa, serosa ou

aquosa.

Analise do sémen fresco e pds-descongelado quanto a motilidade e vigor em microscopia
Optica

Na tabela 2 encontram-se os resultados das avaliagcdes de motilidade e vigor do sémen
fresco e pds-descongelado analisado em microscopia éptica (x10) ap6s o periodo de uma
semana. As médias foram comparadas e ndo se observou diferenca (P>0,05) quanto a
motilidade espermatica entre 0s animais no sémen fresco, ja para o sémen pos-descongelado
observou-se diferenca (P<0,05). Para o vigor observou-se diferenca (P<0,05) entre o0s

reprodutores no sémen fresco, e para 0 sémen pds-descongelado.
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Tabela 2 — Avaliacdo da motilidade e do vigor espermatico do sémen fresco e pos-
descongelado analisado em microscopia Optica dos reprodutores da raca Saanen.

Variaveis
Sémen fresco Sémen pés-descongelado

Reprodutor Motilidade Vigor Motilidade Vigor

A 88,00 A 4,00 BC 59,00 A 2,804

B 90,00 A 4,60 A 62,00 A 2,804

C 86,00 A 380 °© 58,00 A 2,90 A

D 80,00 A 367 € 13,33 B 1,00 B

E 86,00 A 4,20 ABC 49,00 A 2,604

F 84,00 A 4,40 "8 62,00 A 3,004

Média x 85,66 4,11 50,55 2,51

Meédias seguidas de letras mailsculas sobrescritas iguais na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste
Bonferroni (p>0,05).

Segundo o CBRA (2013) os valores médios dos animais para motilidade e vigor
encontrados neste estudo estdo de acordo com os padrfes minimos sugeridos para 0 sémen
caprino, sendo 70% para motilidade e 3,0 para vigor no sémen fresco e >30% de motilidade e
>2 de vigor para 0 sémen pds-descongelado.

A motilidade dos espermatozoides no sémen fresco oscilou de 80% a 90% e o vigor de
3,67 a 4,6. Esses resultados encontrados para estas variaveis se assemelham aos de Bispo et al.
(2011) que trabalhando com caprinos Saanen evidenciaram valores de motilidade entre 86,3%
e 89,0% e vigor de 3,8 a 4,0. Bittencourtt et al. (2007) trabalhando com o efeito da curva de
resfriamento e do tempo de equilibrio, encontraram média de 72% de motilidade e 4,10 de
vigor em caprinos sem raca definida. Segundo Salvador et al. (2008) para obtencéo de melhores
resultados pos-descongelacdo é importante que a amostra inicial do sémen apresente as
caracteristicas desejaveis segundo 0 CBRA (2013). A qualidade do ejaculado observada neste
trabalho, levando em consideragdo a motilidade e o vigor do sémen fresco, podem ser
explicados pelo bom desenvolvimento e funcionamento testicular dos animais, boa libido,
alimentacédo balanceada e, por serem reprodutores, estdo sempre em avaliacao.

No sémen pos-descongelado houve diferenca entre os animais quanto a motilidade e
vigor, apresentando uma média de 50% e 2,5 respectivamente. Oliveira et al. (2011) avaliando
espermatozoides caprinos congelados em meio a base de dgua de coco em p6 (ACP-101®) ou
TRIS, encontraram motilidade de 54,5% para ACP-101® e 54,6% no TRIS. Bittencourt et al.
(2006) trabalhando com o efeito do tempo de equilibrio sobre a qualidade do sémen
criopreservado caprino sem raca definida, observaram com 4 horas de tempo de equilibrio uma
motilidade de 45% e 3,42 de vigor. Os animais A, B, C, E e F apresentaram os melhores

resultados, com uma melhor conservacdo da motilidade e do vigor durante o processo de
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criopreservacao, diferentemente do animal D, no qual a motilidade e o vigor foram alterados
negativamente pelo processo de criopreservacao, apresentando motilidade (13,33%) e vigor
(1,0).

Alguns fatores podem resultar na conservagdo da motilidade e do vigor espermaticos
durante o processo de criopreservacdo, como tipo de diluente utilizado, crioprotetor, plasma
seminal, curva de resfriamento, entre outros. O diluidor comercial Tolera-D® usado nesse
estudo, é indicado para congelacdo de sémen de ruminantes e tem em sua composi¢ao a lecitina
da soja. Diluidores a base de lecitina sdo uma alternativa para substituir os que contem em sua
composi¢do produtos de origem animal como lactose e gema de ovo. Ela contém uma fragdo
lipoproteica de baixa densidade semelhante a gema do ovo e tem a capacidade de proteger a
integridade da membrana fosfolipidica durante a criopreservacdo (FOROUZANFAR, 2010).
Segundo Dalmazzo (2018), a lecitina de soja € uma alternativa viavel para criopreservacao de
sémen de cdes. Chelucci (2015) trabalhando com caprinos da raga Sarda Bucks, observou que
a viabilidade dos espermatozoides e a motilidade diminuiu significativamente apo6s a
criopreservacdo em comparagdo com o sémen fresco em todos os diluidores testados,
entretanto, essa diminuicao foi menos acentuada quando a lecitina de soja foi adicionada a 1%
de concentragdo no diluidor a base de Tris.

As diferentes respostas do sémen pos-descongelado tém sido atribuidas a variagdo da
composicao do plasma seminal (WINDSOR, 1996). A relacéo das células espermaticas com as
proteinas do plasma seminal tem mostrado efeitos benéficos na motilidade do sémen ovino
criopreservado (MAXWELL et al., 2007). Almeida (2006) avaliando diferentes concentragdes
de plasma seminal na protegéo contra o estresse oxidativo e danos aos espermatozoides equinos
criopreservados, concluiu que a adi¢ao de plasma seminal protege contra a peroxidacéo lipidica
durante a criopreservacao. No decorrer do processo de congelacédo e descongelacdo do sémen,
0 estresse oxidativo pode resultar na reducao da motilidade e vigor espermaticos, além de poder
fragmentar o DNA e provocar lesbes de membrana plasméatica e acrossomal, levando a
diminuicdo da fertilidade do sémen, pois produz alteracdes irreversiveis nas funcdes da célula
espermatica (BUCAK et al., 2014; HAMMERSTED, 1993).

O sémen criopreservado de todos 0s animais apresentou valores de motilidade e vigor
inferiores aos do sémen fresco, devendo-se isso ao fato do processo de congelacdo e
descongelacdo causarem danos as células espermaticas.As etapas que ocorrem durante o
processo de criopreservacdo do sémen podem causar danos aos espermatozoides
(HAMMERSTEDT et al., 1990), vindo a acarretar uma reducdo de 50% da viabilidade
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espermatica decorrente dos efeitos da temperatura e da osmolaridade, (AMMAN e PICKETT,
1987; THOMAS et al., 1998). Esse processo promove um alto estresse celular e expbe as
células espermaticas a condi¢Bes extremamente desfavoraveis (PURDY, 2006), promovendo a
formagéo de cristais de gelo intracelulares e aumento da concentragéo intracelular de solutos
(MATEOS-REX e AGUILLAR, 1996). Devido a alta concentracdo de sais no meio durante o
processo de criopreservacdo poderd ocorrer uma desidratacdo das células espermaticas,
ocasionando alteracdes celulares, danos estruturais na membrana, desnaturagdo de proteinas e

desarranjo das estruturas do citoesqueleto (GRAHAM, 1996).

Caracteristicas do sémen pds-descongelado analisado no Sistema de Analise de Sémen
Auxiliado por Computador (CASA)

Os paréametros analisados pelo sistema CASA foram motilidade total (MOT),
motilidade progressiva (MOP), velocidade curvalinear (VCL), velocidade progressiva (VSL)
e velocidade media de trajeto (VAP) (Tabela 3). Na motilidade total e na motilidade
progressiva dos espermatozoides foi observada diferencga entre os reprodutores (P<0,05). Na
comparacdo de medias para a velocidade curvilinear, velocidade progressiva e velocidade

média do percurso também foi verificada diferenca (P<0,05) entre 0s animais.

Tabela 3- Médias da motilidade total (MOT), motilidade progressiva (MOP), velocidade
curvalinear (VCL), velocidade progressiva (VSL) e velocidade média de trajeto (VAP)
analisadas pelo sistema computadorizado CASA no sémen de caprinos Saanen poés-
descongelado.

Variaveis
Reprodutor MOT % MOP % VCL pm/s VSL pm/s VAP num/s
A 45,824 14,984 73,06 B 32,28 BC 45,86 BC
B 38,467 17,704 83,384 40,084 53,90
C 32,264 12,604 70,18 B 36,9248 48,1278
D 10,70 B 3,03 B 59,10 © 28,07 © 38,47 °©
E 33,88~ 16,06% 71,56 B 39,28~ 48,1678
F 48,507 17,407 74,52 B 34,6878C 47,34 B
Média x 36,67 12,30 72,88 35,73 47,58

Médias seguidas de letras mailsculas sobrescritas iguais na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste
Bonferroni (p>0,05).
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O sistema computadorizado CASA é um procedimento que gera dados acerca das
caracteristicas cinéticas de um ejaculado fundamentando-se na avaliacdo individual das células
(FERREIRA et al., 1997; JANUSKAUSKA e ZILINSKAS, 2002). Os resultados apresentados
pelos parametros espermaticos do sistema CASA mostraram diferencas entre os animais quanto
a motilidade total e progressiva. Os resultados obtidos nesse estudo foram inferiores aos de
Cavalcante (2003), que analisando o sémen descongelado de bodes da raca Boer, encontrou
com relacdo as motilidades total e progressiva, 51% e 21%, respectivamente. Tuli e Holtz
(1995) observaram um percentual de redugdo da motilidade progressiva do sémen caprino
fresco para o pds-descongelado em torno de 46%. Segundo Sundaraman e Edwin (2006) o
sémen caprino sofre acBGes danosas sobre a motilidade total e progressiva e sobre a velocidade
média da trajetdria durante o processo de criopreservacao.

Acredita-se que estas alteracdes podem acontecer em virtude das diferentes respostas
de susceptibilidade a congelagdo que existe entre reprodutores (HAFEZ, 2004). A
criopreservacao causa mudancas na estrutura da membrana plasmatica do espermatozoide,
porém o efeito desse processo nao foi 0 mesmo nos diferentes ejaculados obtidos. Essas
diferencas podem estar associadas a variacdo individual de cada reprodutor, & habilidade do
sémen em resistir aos processos de congelacdo e descongelacao, variagdes entre individuos e
inclusive entre ejaculados (WATSON et al., 2000; PERIS et al., 2004). Diferengas entre
ejaculados na qualidade do sémen criopreservado tem sido observada em caprinos (DORADO
et al., 2010) e na fertilidade do sémen ovino criopreservado apds inseminagdo artificial
(WINDSOR, 1996).

O processo de congelacdo do sémen pode induzir perdas de proteinas da superficie
espermatica (LASSO et al., 1994), além de causar alteracfes nos fosfolipideos da membrana
do espermatozoide (WOELDERS, 1997). Segundo Parks e Graham (1992) isso ocorre devido
a facilidade encontrada para o deslocamento dos lipideos e das proteinas e por serem
covalentemente ligados. Os lipideos dispGem de diferentes temperaturas de transicao, alguns
tipos se associam criando um dominio em gel, excluindo, assim, outros tipos de lipideos que
se encontram no estado liquido cristalino (WOELDERS, 1997; MEDEIROS et al., 2002). Do
mesmo modo como os lipideos, as proteinas de membrana também séo eliminadas por esse
dominio (MEDEIROS et al., 2002). Segundo Watson (2000), essas proteinas perdem suas
funcBes gque sdo esséncias para a integridade estrutural e transporte de ions. Considerando as
funcBes especificas de protecdo das proteinas do plasma seminal relacionadas ao processo de

congelacao do sémen, acredita-se que a configuracao, estrutura, taxa de expressao e a presenca
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ou ndo destas no ejaculado podem interferir numa maior ou menor protecdo durante o processo,
resultando em diferentes respostas do sémen no pds-descongelacéo.

Nas analises do sémen pos-descongelacdo realizadas pelo sistema computadorizado
CASA, o parametro velocidade curvilinear (VCL) variou de 59,10um/s a 83,38um/s. Ja para
velocidade progressiva (VSL) oscilou de 28,07um/s a 40,08 pum/s. A velocidade de trajeto
(VAP) obteve resultados que variaram de 38,47um/s a 53,90 um/s. Oliveira (2011) avaliando
espermatozoides congelados caprinos da raca Saanen e Béer com diluidor TRIS, encontraram
valores de VSL (47,9 pum/s) e VAP (55,6 pum/s). Moura (2013) trabalhando com diferentes
tipos de diluidores obteve valores de VCL que variaram de 66,70um/s a 77,40 um/s; VSL
36,45um/s a 41,62um/s e VAP 44,67um/s a 57,62um/s em caprinos Saanen e Toggenburg.
CAVALCANTE et al. (2014) encontraram resultados de VCL 123,3um/s e 116,1um/s e para
VAP 1049um/s e 101,7um/s, respectivamente, em ovinos Santa Inés com sémen
criopreservado em TRIS e ACP-102.

Neste estudo, os resultados das trés variaveis (VCL, VSL e VAP) que estdo diretamente
relacionadas a velocidade dos espermatozoides demonstram que o Ssémen caprino pos-
descongelado esta de acordo com os valores encontrados na literatura. Esses trés parametros
sdo frequentemente empregados para descricdo geral do movimento do espermatozoide
(MORTIMER, 2000). Brito (2017) afirma que os parametros de velocidades também séo
importantes para avaliar o potencial de fertilidade do sémen. Diante disso, é importante a
analise dos padrfes de movimento espermaético, sendo esta variavel considerada um fator da
eficiéncia da criopreservacgédo (FISER, 1982; CRISTANELLI, 1985; ARRUDA, 2000; NAGY,
2004). Cox et al. (2006) descreveram o trajeto da célula espermética de caprinos como
relativamente rapida, e constataram uma ligacdo entre os parametros de velocidade com a
eficiéncia no deslocamento do muco cervical caprino. Segundo Farrel et al. (1998), os
parametros VCL e VSL estdo relacionados a hiperatividade espermatica, que é um padrédo de
motilidade observado nas células esperméticas que estejam no processo de capacitagéo.
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Proteomica

A eletroforese bidimensional proporcionou a identificacdo dos spot’s proteicos, cujos
géis de referéncia para cada animal podem ser visualizados na figura 1. Com ajuda do Software
ImageMaster 2D Platinum 7.0, foi possivel identificar a quantidade de spot’s presentes para
cada animal. Para a identificacdo das provaveis proteinas (spot’s) foram usados seus valores
de ponto isoelétrico (pl) e da massa molecular (MW). O numero de spot’s variou de 115
(animal F) a 188 (animal A) e o numero de spot’s correspondentes (Matches) variou de 45
(animal F) a 122 (animal A). Os principais spot’s especificos ligados a reproducéo

apresentaram peso molecular variando de 12 kDa a 66 kDa e pl de 4,37 a 9,57.
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Figura 1- Eletroforese em gel de poliacrilamida (2DE) do plasma seminal de caprinos Saanen apresentando seus respectivos

spot’s proteicos. A esquerda de cada gel encontram-se os valores dos padrées de massa molecular (MW), os quais variam de

97,0 a 14,4 kDa e acima de cada gel os pls de 3,0 a 10,0. Os spot’s indicados pelas setas demonstram as provaveis proteinas
que estdo relacionadas a criopreservagéo do sémen caprino da raga Saanen.
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SOUZA et al. (2004) trabalhando com proteinas seminais de ovinos da raca Santa Inés,
notaram que a maior parte das proteinas encontradas tinham peso molecular abaixo de 75kDa
e pls acidos. Segundo Cardozo et al. (2006), proteinas com peso molecular entre 14-24kDa
foram as principais encontradas no plasma seminal ovino da raga Rasa Aragonesa. Jobim et al.
2003 trabalhando com as espécies Bos taurus taurus e Bos taurus indicus encontraram 12
sport’s proteicos com peso molecular variando entre 11 a 26kDa e pl 4,1-8,5, presentes nos
animais de alta congelagdo do sémen. Os resultados dos géis demonstram que os ejaculados
dos reprodutores se assemelharam entre si no perfil proteico bidimensional do plasma seminal,
além de se observar nos animais a presenca de spot’s especificos ligados a reprodugdo, em
funcBes como: espermatogénese, maturacdo espermatica, motilidade espermatica, reacdo
acrossdmica, diferenciacao de células germinativas espermatogénicas, entre outras.

As provaveis proteinas (spot’s) presentes no sémen dos animais da raca Saanen com
seus pontos isoelétricos (pl), massa molecular (MW), frequéncia das proteinas e suas
respectivas funcdes estdo ilustrados na Tabela 4. Duas proteinas Ankyrin repeat SAM and basic
leucine ziper e Inactive ribonuclease like protein 10 (ASZ1 e RNS10) foram observadas em
100% dos animais. As proteinas Inhibin beta A chain (INHBA) e Osteopontin (OSTP)
estiveram presentes em 83% dos animais independente da resposta ap6s 0 processo de
criopreservagdo. Duas proteinas Serum albumin (ALBU) e Prostaglandin-H2 (PTGDS)
estiveram presentes em 66% dos reprodutores, os quais eles apresentaram uma qualidade
seminal satisfatoria apds a descongelacéo. As proteinas Follitropin subunit beta (FSHB), Sex-
determining region Y protein (SRY) e Syntaxin 1B (STX1B) estiveram presentes em 50% dos
animais, sendo encontradas especificamente nos animais que apresentaram bons resultados no
pos-descongelamento. A proteina Leptin (LEP) esteve presente em 33% dos animais que
apresentaram qualidade seminal satisfatoria apos a congelacdo. As proteinas Lutropin subunit
beta (LSHB), Sorbitol desidrogenase (DHSO), Bombesin receptor subtype3 (BRS3), Prion-
like protein doppel (PRND) e Proteina ligante de célcio e integrina 1 (CIB1) estiveram
presentes em 16% dos animais, sendo encontradas somente naqueles que apresentaram

qualidade seminal satisfatdria apds a congelagéo.
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Tabela 4- Provaveis proteinas (spot’s) presentes no sémen dos animais da raga Saanen com seus
pontos isoelétricos (pl), massa molecular (MW), frequéncia das proteinas e suas respectivas fungoes.

Proteinas pl MW  Frequéncia Funcéo
RNS10- Inactive ribonuclease- 5,03 20 100% Fertilidade
like protein 10
ASZ1- Ankyrin repeat, SAM 5,77 53 100% Atua na espermatogénese
and basic leucine zipper
OSTP- Osteopontin 4,37 29 83% Imunidade e reproducdo
ALBU- Serum albumin 5,58 66 67% Proteina importante do plasma
seminal
PTGDS- Prostaglandin-H2 5,78 18 67% Sistema nervoso central e sistema
reprodutor masculino
INHBA- Inhibin beta A chain 7,08 12 83% Secrec¢do hormonal
FSHB- Follitropin subunit beta 5,69 12 50% Desenvolvimento dos foliculos e
espermatogénese
STX1B- Syntaxin 1B 5,25 33 50% Regulacéo do calcio na reacdo
acrossomica
SRY - Sex-determining region 9,57 27 50% Determinacdo do sexo masculino
Y protein
LEP- Leptin 6,99 16 33% Funcdo reprodutiva
LSHB- Lutropin subunit beta 8,30 12 16% Espermatogénese e ovulacédo
DHSO- Sorbitol desidrogenase 7,25 37 16% Motilidade dos espermatozoides
BRS3- Bombesin receptor 9,14 44 16% Maturacao e funcdo dos
subtype3 espermatozoides
PRND- Prion-like protein 9,11 15 16% Ligada a reacdo normal do
doppel acrossoma
C1B1- Proteina ligante de 4,61 21 16% Diferenciacdo de células
calcio e integrina 1 germinativas/espermatogénicas

Observa-se que as proteinas RNS10 (pl: 5,03 e Mw: 20 kDa) e ASZ1 (pl: 5,77 e Mw:
53 kDa) estdo relacionadas com os processos fisiologicos das células espermaticas, porém, na
literatura consultada nao foi encontrada relacdo com o processo de criopreservacao do sémen.
A RNS10 é uma proteina epididiméria proximal necessaria para a maturacdo do sémen pos-
testicular e fertilidade masculina, além de estar envolvida na ligagcdo das células espermaticas
a zona pelucida do odcito (UNIPROT, 2018). A proteina ASZ1 exerce um papel central na
espermatogénese, controlando elementos transponiveis e dificultando sua mobilizacéo, que é
fundamental para a integridade da linhagem germinativa e, também, podera agir mediante
interacdes proteina-proteina durante a maturacgdo das células germinativas (UNIPROT, 2018).

A osteopontina é uma glicoproteina (pl: 4,37 e Mw: 29 kDa), que se uni as células
espermaticas em razdo da ejaculacdo (SOUZA et al., 2008). Ela também auxilia na interacao

entre espermatozoides e odcitos ao longo da fertilizagdo (MOURA, 2005). Segundo Gerena
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(2000) e Cancel et al. (1997), essa proteina tem acdo sobre alguns aspectos da membrana das
células espermaticas, além da capacitacdo espermatica. Jobim (2001) trabalhando com touros
observou que a osteopontina foi predominante no plasma seminal nos animais de alta
congelagdo. De acordo Jobim et al. (2002), a ligacdo dessa proteina com a congelagdo em
bovinos é atribuida @ modulacéo da funcédo celular na membrana plasmatica do espermatozoide,
auxiliando na protecdo da célula no processo de criopreservacao do sémen. A osteopontina foi
encontrada tanto no animal que apresentou baixa qualidade seminal no p6s-descogelamento,
quanto nos animais que apresentaram uma boa resposta ap0s 0 processo de criopreservacao.
Diante do que foi encontrado nesse estudo, sugere-se mais pesquisas sobre a osteopontina e
sua relacdo com o processo de criopreservacdo do sémen caprino.

UYSAL (2007) trabalhando com a qualidade do sémen de carneiro congelado-
descongelado, observou que varias concentracdes de ALBU foram utilizadas para melhorar a
motilidade e viabilidade pds-descongelamento dos espermatozoides, prote¢do do acrossoma e
integridade da membrana, sendo os melhores resultados obtidos a partir de 20 mg / mL de
ALBU. Em bovinos, verificou-se em animais de alta congelacao do sémen a presenca da ALBU
com maior densidade 6ptica (JOBIM, 2001). A ALBU (pl: 5,58 e Mw: 66 kDa) é a principal
proteina do plasma seminal e esta envolvida na extracdo de colesterol da membrana plasmética
(YANAGIMACHI, 1994; FLESCH e GADELLA, 2000). Estudos mostraram que esta proteina
sérica € benéfica a motilidade do sémen de suinos, ovinos, equinos e coelhos, mas com pouco
efeito na motilidade espermatica do sémen bovino (BAAS et al., 1983). Diante desses relatos,
sugere-se uma ligacao desta proteina com a criopreservacao do sémen caprino da raga Saanen.

A PTGDS (pl: 5,78 e Mw: 18 kDa), segundo os dados obtidos pelo Uniprot (2018),
desempenha papel importante tanto na maturacdo quanto na manutencdo do sistema nervoso
central e do sistema reprodutor masculino, além disso, a PTGDS funciona como um condutor
de esteroides e lipidios que fornece hormdnios tireoidianos e retindides ao espermatozoide em
amadurecimento (LEONE et al., 2002). Dentre os achados da literatura, ndo foi possivel
encontrar uma associacdo dessa glicoproteina com o processo de criopreservacdo. Segundo
Pierre Lescuyer (2005), essa proteina € encontrada em tecidos do coracao, dos 6rgaos genitais
e dos fluidos corporais (plasma seminal e urina). A PTGDS esta localizada nas células de
Sertoli e Leydig, nas ampolas, nas células epiteliais do epididimo e em espécies como 0 ovino
e equino, fazendo parte de 8% de todas as proteinas secretadas pelo epididimo
(FOUCHECOURT et al., 1999; URADE e HAYAISHI, 2000; RODRIGUEZ et al., 2000).
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De acordo com o Uniprot (2018), a INHBA (pl: 7,08 e Mw: 12 kDa) é uma subunidade
da ativina e da inibina, que estdo envolvidas na regulacdo de inimeras fun¢ées como secrecao
de hormdnios gonodais, secrecdo de hormonios hipotalamicos e hipofisarios, além do
desenvolvimento e maturacdo de células germinativas. Kaipia et al. (1992) relataram que a
expressdao da INHBA em diferentes estagios do ciclo epitelial seminifero regula a
espermatogénese. Lin et al. (2006) trabalhando com marcadores de genes candidatos para
qualidade espermatica e fertilidade de javalis, relataram uma associacdo significativa da
proteina INHBA com as caracteristicas de qualidade espermatica. Apesar dessa proteina atuar
na qualidade do sémen, ndo foram encontrados trabalhos relacionando-a ao processo de
criopreservacao. Diante disso, sugere-se mais estudos sobre a INHBA e sua relacdo com o
processo de criopreservacdo do sémen em caprinos.

As proteinas SRY (pl: 9,57 e Mw: 27 kDa), STX1B (pl: 5,25 e Mw: 33 kDa) e FSHB
(pl: 5,69 e Mw: 12 kDa) foram encontradas especificamente nos animais que apresentaram
bons resultados no pds-descongelamento, possivelmente estdo ligadas a protecdo das células
espermaticas durante o processo de criopreservacdo. Porém ndo foi encontrado na literatura
trabalhos que relatem a relacdo dessas proteinas com a congelagdo-descongelacdo. A SRY é
um regulador transcricional e esta envolvido em diferentes aspectos da regulacéo génica, além
de agir como um indutor na determinacdo sexual masculina (UNIPROT, 2018). Segundo os
dados Uniprot (2018), a STX1B esta envolvida no acoplamento de vesiculas sinapticas em
zonas ativas pré-sinapticas e pode mediar a regulagio de Ca?* da reacio acrossomal exocitose
no esperma. A FSHB é uma proteina que estimula o desenvolvimento do foliculo e
espermatogénese nos orgaos reprodutivos (UNIPROT, 2018).

Abdel-Khalek (2016) trabalhando com bufalos, revelou que a adi¢do de 20 ng / mL de
LEP ao diluidor Tris teve efeitos benéficos sobre a motilidade, habitabilidade e normalidade
dos espermatozoides em sémen diluido, equilibrado e descongelado. A LEP (pl: 6,99 e Mw:
16 kDa) foi adicionada ao sémen de homens nomospérmicos e, apds congelados e
descongelados, observou-se que a leptina adicionada ao esperma capacitado melhorou a
qualidade do DNA do espermatozoides ap0s a criopreservacao, possivelmente induzindo a
atividade de certas enzimas antioxidantes (FONTOURA, 2016). Nesse estudo a LEP foi
encontrada no sémen de reprodutores que tiveram bons resultados ap6s a criopreservacgéo,
sugerindo-se que essa proteina provavelmente esteja relacionada com o processo de congelacéo
e descongelacdo do sémen de caprinos. Segundo Conway e Jacobs (1997), a acdo dessa

proteina sobre a reproducdo pode ocorrer de forma direta, quando ela age sobre as génadas
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promovendo 0 aumento na producédo de esteroides sexuais, e indireta, através da sua atividade
sobre o eixo hipotalamico-hipofisario, cuja funcao é informativa sobre o estado nutricional do
individuo, permitindo que o processo reprodutivo siga em frente quando houver reservas
energeéticas suficientes para reproducao.

Dentre os achados bibliograficos, nao foi possivel identificar uma relacdo das proteinas
LSHB (pl: 8,30 e Mw: 12 kDa), DHSO (pl: 7,25 e Mw: 37 kDa), BRS3 (pl: 9,14 e Mw: 44
kDa), PRND (pl: 9,11 e Mw: 15 kDa) e a proteina CIB1 (pl: 4,61 Mw:21 kDa) com o0 processo
de congelacdo e descongelacdo do sémen, e como essas proteinas foram encontradas em um
numero pequeno de animais, sugere-se mais estudos sobre essas proteinas e sua relagdo com o
processo de criopreservacdo do sémen caprino. A proteina LSHB promove a espermatogénese
e a ovulacdo, estimulando os testiculos e os ovarios a produzir esteroides, ja a DHSO pode
realizar um importante papel na motilidade das células espermaticas, gerando uma fonte
energética para os espermatozoides (UNIPROT, 2018). Segundo os dados da Uniprot (2018) a
proteina BRS3 tem papel na divisdo, maturacdo ou funcdo das células espermaticas e medeia
sua acdo por associacdo com proteinas G que ativam o sistema mensageiro secundario de
fosfatidilinositol-célcio. A PRND ¢ essencial para a reacdo normal do acrossomo e para a
fertilidade masculina normal e a proteina CIB1 € uma proteina de ligacéo ao calcio que exerce
um papel na regulacéo de processos celulares, tais como diferenciagdo celular, diviséo celular,
trombose, angiogénese, hipertrofia cardiaca e pode regular o ciclo celular e diferenciacdo de
células germinativas espermatogénicas e /ou diferenciacdo de células de Sertoli de suporte
(UNIPROT, 2018).
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CONCLUSOES

O perfil proteomico do plasma seminal encontrado evidenciaram as seguintes proteinas:
ASZ1, RNS10, INHBA, OSTP, ALBU, PTGDS, SRY, STX1B, LEP, LSHB, DHSO, BRS3,
PRND e CIB1. Provavelmente algumas dessas proteinas estdo relacionadas com a qualidade
do sémen caprino criopreservado. As possiveis proteinas sdo prostaglandina-H2, albumina,
leptina, SRY, STX1B e FSHB. Como o nimero de animais foi pequeno, sugere-se a realizacao
de outros estudos com expressivo nimero de caprinos e da espectrometria de massas para
validacdo dessas proteinas como marcadores moleculares.

O diluidor Tolera-D® conferiu uma prote¢do na congelacdo e descongelacdo do sémen,
porém ndo existem dados publicados utilizando esse diluidor no sémen caprino. Diante disso,
sugere-se mais pesquisas relacionando o diluidor Tolera-D® com sémen caprino.

Estudos sobre a protedmica e sua relacdo com a qualidade do sémen p6s-descongelado
em caprinos sao escassas se comparados as outras espécies, dessa forma, o presente estudo vem
contribuir para o conhecimento do perfil protebmico do sémen caprino da raca Saanen, e novas
pesquisas devem ser realizadas no intuito de ampliar os conhecimentos sobre a influéncia das

proteinas do plasma seminal sobre o sémen criopreservado.
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