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Proteinas de baixo peso molecular do plasmaseminal bovino relacionadas
comacongelabilidade do sémen através de eletroforese bidimensional
em gel de poliacrilamida®

Low molecular weigth proteins of bovine seminal plasma related with semen freezability using
two-dimensional polyacrilamide gel electrophoresis

Maria Inés Mascarenhas Jobim?, Eneder Rosana Oberst?!, Christianne Gazzana Salbego?,
Diogo Onofre Souza?, Vera Beatriz Wald® & Rodrigo Costa Mattos®

RESUMO

A eletroforese bidimensional em géis de poliacrilamida representa uma técnica valiosa para separacao e caracterizagao da
proteinas e através deste método muitas proteinas do plasma seminal de varias espécies foram descritas e caracterizadas. O obje
do presente estudo foi relacionar o perfil das proteinas de baixo peso molecular do plasma seminal bovino com a codgelabilidade
sémen. O plasma seminal de 16 reprodutores bovinos de maior e menor congelabilidade foram utilizados neste estudo. Forarr
encontradas 12 bandas protéicas nas amostras de plasma seminal analisadas nos géis SDS-PAGE a 15%. Apenas 6 das 12 ban
foram detectadas em todos os ejaculados estudados, sendo que somente as bandas protéicas 3 (15-16kDa; pl 4,7-5,2), 5 (16-17kC
pl 4,1-4,8) e 7 (10-12kDa; pl 4,8-4,9) ndo apresentaram variagdo significativa entre as amostras de plasma seminabdss reprodut
Das proteinas analisadas neste estudo, 4 apresentaram-se quantitativamente superiores (P<0,05) nas amostras dos reproduto
pertencentes ao grupo de maior congelabilidade, as bandas 3 (15-16kDa; pl 4,7-5,2), 7 (11-12kDa; pl 4,1-4,8), 11 (&,304k5@); pl
e 23 (18-20kDa; pl 4,8-5,2), enquanto que a banda protéica 25 (25-26kDa; pl 6,0-6,5) mostrou-se significativamenteG0pgrior (P<
nos reprodutores de menor congelabilidade do sémen. As evidéncias encontradas neste experimento mostram que existem diferencg
no perfil protéico dos reprodutores com maior e menor congelabilidade do sémen, sugerindo as proteinas 3, 7, 11, 2&isomo possiv
marcadores da congelabilidade do sémen e a proteina 25 como indicativo da menor congelabilidade do sémen.

Descritores:proteinas, plasma seminal, congelabilidade, eletroforese.
ABSTRACT

Two-dimensional gel polyacrylamide electrophoresis represents a valuable tool for the separation and character-
ization of proteins from complex biological samples. Many proteins from seminal plasma of various animal have been
described and characterized and 2-D PAGE has been widely used for their separation and analysis. The objectives of this
study were to evaluate the low weight protein profile of bovine seminal plasma using two-dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis (2D-PAGE) and to find if any of these proteins was correlated with semen freezability. A total of 16 bull
seminal plasma were used in this study. Of the 12 proteins found in the research bulls, three spots, present in all samples, 3
(15-16kDa), 5 (16-17kDa) and 7 (10-12kDa) had not a statistically significant variation among bulls, regardless theyfreezabilit
group. Four proteins showed superior relative content (P<0.05) in seminal plasma samples collected from bulls with high
semen freezability, than in the samples of the bulls of low semen freezability: the spots 3 (15-16kDa, pl 4.7-5.2), 7,(11-12kDa
pl 4.8-4.9), 11 (13-14kDa, pl 6.0-6.5) and 23 (20-22kDa, pl 4.8-5.2). On the other hand, the spot 25 (25-26kDa, pl &v8€b.5) sho
superior relative protein content (P<0.05) on seminal plasma samples from bulls with low semen freezability. The data found
out in this study suggest protein profile differences between high and low bulls semen freezability and that the proteins 3,
7,11 and 23 can be used as a semen freezability marker and the protein 25 would be related with low semen freezability.
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INTRODUCAO palhetas de sémen, ou seja, de acordo com os padrbes
recomendados pelo Colégio Brasileiro de Reproducéo

Shimal [8], e utilizados pela central. Por outro lado,

eletroforese comecou a ser utilizada para mapear e id(—Fnr-am considerados reprodutores de menor congelabi-

tificar componentes protéicos sollveis de ejaculados [IZP A
L - idade do sémen aqueles que apresentaram percenta-
21,43]. Inicialmente, foi utilizada a eletroforese em solu-

~ . o .. ggam menor que 90% (0 - 86%) dos ejaculados apro-
¢Oes de sacarose [21], a qual foi substituida pelos géisde, , .,
veitaveis pés-descongelamento. A coleta das amos-

amido [46], mas os melhores resultados foram obtid(?s . . .
Ollrgs foi realizada ap6s o grupamento dos touros de

atraves da eletroforese em géis de poliacrilamida, sen . .
L o . . ~~acordo com o grau de congelabilidade do sémen.
a técnica utilizada com sucesso até os dias de hoje. . . . . X
O sémen foi colhido através do método da va-

Através de eletroforese unidimensional, o perfil_. i . . ,

. . . . ) 8|na artificial, rotineiramente utilizado na central. Apos
protéico do plasma seminal bovino foi correlacionad . ~ .
~ - . a coleta e exame, uma aliquota de 2,0mL de sémen foi
com padrdes de fertilidade normais [2,29] e alterados__, . ]

- ~_..centrifugada a 1.500g por 15 a 20 minutos para obten-
[34,49], com a congelabilidade [37,38] e com a viabili-_ . . : -
. ¢éo do plasma seminal, o qual foi acondicionado em

dade do sémen [1]. . o
- . .. ._tubos plasticos com rosca e congelado em botijao de
A eletroforese bidimensional em géisde polia-_., . . . . . L. iy
- - . nitrogénio liquido para posterior analise no laboratorio.
crilamida representa uma técnica valiosa para sepa- .
~ L . i s amostras foram descongeladas, recentrifugadas a

racdo e caracterizacdo das proteinas e através d

; . . . L. %00 g por 60 minutos a %e o sobrenadante foi
método, muitas proteinas do plasma seminal de varias . . .
. . . ondicionado em frascos criogénicos em aliquotas de
espécies foram descritas e caracterizadas [6,9,11, . , e
. . L, mantidas a -AC, até sua utilizacao.
14,20,26]. Analisando as proteinas de alto peso

: . Para a analise das proteinas foi coletada 1
molecular no plasma seminal bovino, foram encontra-

. . R . %mostra de plasma seminal de cada reprodutor (agos-
das duas proteinas relacionadas a congelabilidade do '
- 10 de 1999), sendo efetuadas, pelo menos, 2 reaplica-

sémen [19], entretanto, o perfil das proteinas de baixq, L
. . . “£0es nos geéis para eletroforese.
peso molecular do plasma seminal bovino ainda n&o N . . .
- A determinacao de proteinas totais foi realiza-

. - . da pelo método de Lowst al.[23], utilizando como
através do uso de eletroforese bidimensional. ~ . L :
padrdo albumina sérica bovina (Img/mL).

Este trabalho objetivou avaliar o perfil das pro- A técnica de eletroforese bidimensional foi re-

teinas de baixo peso molecular do plasma seminal gﬁzada pelo método de O'Fareslal.[31] modificado

rep_rf"?'”tores b,ovmos de uma Cen.trgl de Ihsemlnag?%]. A primeira dimens&o constituiu-se de focalizagéo
Artificial através de eletroforese bidimensional, ben?soelétrica ndo equilibrada (NEPHGE) em gel tubular

como relacionar o perfil destas proteinas com gq ojiacrilamida a 3,5% [22], com gradiente de pH de
congelabilidade do sémen de touros doadores. 2 a 10* Foi aplicada uma quantidade de pg@e pro-
MATERIAIS E METODOS teina em cada tubo e foi usado como marcador de fren-
te de corrida o citocromo C. A fonte utilizada foi EPS
Foram utilizados 16 reprodutores adultos, doag501 com voltagem méaxima de 800V, amperagem
dores de sémen de uma central de inseminagédo artifraxima de 10 mA e poténcia de 0,125 W por gel. A
cial, pertencentes as espédiss taurus taurug9) corrida teve a duracdo de 90 minutos e foi interrompida
e Bos taurugndicus(7), mantidos sob o mesmo re-quando a banda visivel de citocromo C atingiu 7,5cm de
gime de manejo e alimentacéo e subdivididos em doisigracéo. Os tubos foram entéo retirados da cuba, iden-
grupos, de acordo com o grau de congelabilidade dificados e mantidos a -2D, até o momento da trans-
sémen. A formacdo dos grupos dos reprodutores, f&réncia para a segunda dimenséo.
acordo com a congelabilidade do sémen, foi baseada Para a segunda dimenséo foi utilizada eletro-
no histérico de producéo da central de inseminacdorese em placas de g8S-PAGE com sistema de
artificial dos ultimos 2 anos. Os animais com sémetampao descontinuo, que separa as proteinas pelo seu
de maior congelabilidade foram aqueles que, nespeso molecular. Foram consideradas proteinas de baixo
periodo, apresentaram mais de 90% (90 - 100%) geso molecular aquelas com peso molecular igual ou in-
seus ejaculados aproveitaveis apés descongelacao fia®r a 40 kDa. Foi utilizado gel de separacdo com uma

Nas décadas de 1950 e 1960, a técnica
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concentracdo de 15% de acrilamida. Foi utilizado com@ptica das bandas protéicsi utilizada a anélise de
padrdo M3913 o qual marca os pesos moleculares envariancia (ANOVA), com um nivel de significancia
tre 6,5 e 66 kDa, aplicando-se uma quantidade|de 20 de 5%. O programa estatistico utilizado foi o SAS
Os géis foram corados com solucdo ddStatistical Analysis Syst@¢mersao 6-12.
Comassie Brilliant Blue 250-R (Comassie Blue 0,15%,
metanol 53% e acido acético 7% em agua bi-destila-
da) por aproximadamente 18 horas. A descoloracdo Qs valores encontrados na determinagéo de
dos géis para evidenciagdo das bandas foi efetuagiteina total do plasma seminal bovino foram de
em solucdo de metanol 50% e acido acetico 7% en®,96 + 18,27 mg/mL nas amostras de plasma seminal
agua bidestilada. Por cerca de 3 horas e a seguir, @ reprodutores de maior congelabilidade, enquanto
géis foram imersos numa solucdo de secagem (metag@ke nas amostras dos reprodutores de menor congelabi-
50% e glicerol 1% em agua bi-destilada) por 2 horagdade foram de 79,39 + 11,64 mg/ml, ndo se encon-
Os géis foram secos entre duas folhas de celofangrgndo diferenca significativa (P=0,6878) entre as
entdo escaneadbs analisados pelo programaamostras de plasma seminal de ambos 0s grupos.
Optiquant Acquisition & Analysis (versao 02.0para A distribuicdo das bandas protéicas de baixo
determinacdo da densidade optica das band@gso molecular do plasma seminal bovino pode ser
protéicas, as quais foram expressas em pixeis. A defbservada na Figura 1 e na Tabela 1. Foram encon-
sidade optica das bandas protéicas foi expressa @fdas 12 bandas protéicas nas amostras analisadas
percentagem relativa, sendo que 100% representshgs géis deSDS-PAGE sendo que nenhum dos
total de bandas (pixeis) de uma area definida, congjaculados apresentou todas as 12 bandas protéicas.
tante para todos os géis, correspondendo cada bangaamostras de plasma seminal de 2 reprodutores
protéica a uma percentagem do total. apresentaram 11 bandas, as amostras de 8 reprodutores
Através do peso molecular e do ponto isoelétricgpresentaram 10 bandas, as amostras de 5 reprodutores
(pl) aproximado, foi verificada a correspondéncia entrgpresentaram 9 bandas e as amostras do plasma se-
as bandas protéicas analisadas e as proteinas especifigil de um reprodutor apresentou 7 bandas.
do plasma seminal bovino ja descritas na literatura. Apenas 6 das 12 bandas foram constantes em
O delineamento utilizado foi completamente aaodos os ejaculados, denominadas proteinas 3 (15-16kDa),
acaso com repeticdes (geis), sendo considerado com@L6-17kDa), 7 (10-12kDa), 9 (14-15kDa), 17 (15-16kDa)
fator em estudo a congelabilidade (maior e menor) @21 (18-20kDa) (Figura 1, Tabela 1). Entretanto, apenas
como erro experimental os touros dentro da congelalas bandas correspondentes as proteinas 3, 5 e 7 ndo apre-
lidade.Como variavel resposta foram considerados asentaram variacdo quantitativa individual entre as amos-
logaritmos das percentagens relativas da densidatlas do plasma seminal dos touros (Tabela 1, Figura 1).

RESULTADOS

Tabela 1. Freqiiéncia, peso molecular, pl, densidade 6ptica média, desvio padréo,valores maximo e minimo das
proteinas de baixo peso molecular do plasma seminal de 16 reprodutores bovinos

Bandas Freqliéncia das Média e desvio Maximo Minimo

Protéicas bandas nos touros PESD eI Er LI ! padrao (%) (%) (%) P
3 100,00% (16/16) 15-16 4,7-5,2 13,01 + 3,83 22,83 7,26 0,5234
5 100,00% (16/16) 16-17 4,1-4,8 1,33+ 0,35 2,52 0,93 0,2591
7 100,00% (16/16) 11-12 4,8-4,9 1,22 +0,72 3,51 0,78 0,1594
9 100,00% (16/16) 14-15 5,5-6,0 1,50 + 1,64 6,68 0,32 0,0001
11 93,75% (15/16) 13-14 6,0-6,5 1,20 + 0,62 2,42 0,00 0,0001
13 31,25% (5/16) 14-15 6,5-7,0 0,20 + 0,36 1,03 0,00 0,0001
15 93,75% (15/16) 11-12 7,5-8,0 0,52 + 0,19 0,91 0,00 0,0012
17 100,00% (16/16) 14-16 8,0-8,5 0,55 + 0,14 1,14 0,42 0,0001
19 37,50% (6/16) 16-18 7,0-7,5 0,15 + 0,23 0,81 0,00 0,0001
21 100,00% (16/16) 20-24 7,2-75 1,89 + 0,29 2,61 1,23 0,0001
23 62,50% (10/16) 18-20 4,8-5,2 0,37 £ 0,27 0,91 0,00 0,0001
25 56,25% (10/16) 25-26 6,0-6,5 0,18 + 0,19 0,91 0,00 0,0001

(P) Valor da probabilidade do teste de comparacao entre touros.
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Figura 1. Perfil eletroforético das proteinas de baixo peso molecular do plasma seminal bovino. Em A: desenho esquematico
das proteinas de baixo peso molecular representadas por circulos com nimero correspondente. A numeragao designa a banc
protéica descrita na tabela 1. Em B: Gel bidimens®bB&-PAGE 15%, corado co@omassie Bluanostrando as proteinas

de baixo peso molecular do plasma seminal bovino. A seta superior indica a direcdo do gradiente de pH ndo-equilibrado
(NEPHGB na primeira dimenséo. Os marcadores de peso molecular estéo a direita, com 0s respectivos pesos.

A freqUéncia das bandas protéicas 11, 13, 15, Das proteinas analisadas neste estudo, 5 apre-
19, 23 e 25, que ndo foram constantes nas amostrassdataram diferenga quantitativa entre as amostras dos
todos os reprodutores, encontra-se expressa rgprodutores pertencentes ao grupo de maior conge-
tabela 2. Pode-se observar que 9 (90%) das amostiasilidade, daquelas provenientes dos reprodutores de
provenientes dos 10 touros de maior congelabilidade deenor congelabilidade do sémen, as bandas 3 (15-16kDa,
sémen apresentaram a banda protéica 23 (P=0,0074#)4,7-5,2), 7 (11-12kDa, pl 4,8-4,9), 11 (13-14kDa, pl
enquanto que, das amostras provenientes dos 6 tou63-6,5), 23 (16-18kDa, pl 4,8-5,2) e 25 (25-26kDa, pl
de menor congelabilidade do sémen, apenas undz-6,5) (Tabela 3, Figura 2). A proteina 23 apresentou
(16,66%) apresentou a referida banda, havendo difdensidade Optica significativamente superior nas amos-
renca significativa (P=0,0076) entre as frequéncia desas dos reprodutores de maior congelabilidade do sé-
tes dois grupos. As demais bandas protéicas nao apmeen, porém foi detectada em amostras de apenas um
sentaram diferenca significativa quanto a frequéncidos reprodutores considerados de menor congelabilidade.
entre os reprodutores de maior e menor congelabilidadeproteina 25, contrariamente as demais bandas protéicas
do sémen. (3, 7, 11 e 23) que apresentaram valores de densidade

A densidade 6ptica média e desvio padréo dasptica superior nos reprodutores de maior congelabilidade
proteinas de baixo peso molecular [3, 7, 11, 23 e 28p sémen, apresentou valores superiores nos reprodutores
do plasma seminal bovino que apresentaram diferede menor congelabilidade. As demais bandas protéicas
¢a significativa (P<0,05) quando relacionadas &b, 9, 12, 15, 17, 19, 21) encontradas neste estudo nao
congelabilidade do sémen é apresentada na Tabelag@esentaram densidades dpticas com diferencas signifi-
e Figura 2. cativas quanto a congelabilidade do sémen.

Tabela 2. FreqUéncia das bandas protéicas 11, 13, 15, 19, 23 e 25 conforme a congelabilidade do sémen.

. Frequéncia das bandas protéicas nos reprodutores
Congelabilidade Touros n d P P

11 13 15 19 23 25
Maior 10 100,00% 20,00% 100,00% 30,00% 90,00% 2 30,00%
(10/10) (2/10) (10/10) (3/10) (9/10) (3/10)
66,66% 33,33% 83,33% 50,00% 16,66% 100,00%
Menor 6

(4/6) (2/6) (5/6) (3/6) (1/6) (6/6)

a, b (P = 0,0076)
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Tabela 3. Densidade 6ptica média e desvio padrdo das proteinas de baixo peso molecular do plasma seminal
bovino que apresentaram diferenga quanto a congelabilidade do sémen.

Congelabilidade Proteina 3 Proteina 7 Proteina 11 Proteina 23 Proteina 25
Maior 14,092 + 3,74 2,332+ 0,64 1,482 £ 0,54 0,482 + 0,21 0,092 + 0,21
Menor 1,58° + 0,58 1,29° + 0,34 0,65° + 0,36 0,08 + 0,18 0,31 + 0,15

a, b (P< 0,05) Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa

+ NEPHGE - + NEPHGE -
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Figura 2. Proteinas de baixo peso molecular que apresentaram diferenca significativa nos grupos de maior e menor
congelabilidade do sémen. Gel bidimensi@ab-PAGE 15%, corado co@omassi@lue A seta superior indica a direcéo

do gradiente de pH néo-equilibraddEPHGE na primeira dimenséo. Os marcadores de peso molecular estdo no centro e

0s respectivos pesos ao lado. Em A: Proteinas do plasma seminal de reprodutor de maior congelabilidade do sémen. As
setas indicam as proteinas que apresentaram diferenca significativa nos grupos de alta e baixa congelabilidade do sémen
Em B: Proteinas do plasma seminal de reprodutor de menor congelabilidade do sémen.

DISCUSSAO odo de coleta das amostras foi de 6 meses, podendo
er ocorrido flutuacdes na concentracao das proteinas

Os valores encontrados na determinacao c{e . .
Otais neste periodo.

roteina total do plasma seminal bovino foram de -
P P Foram encontradas 12 bandas protéicas de

77,97 + 15,82mg/mL e situam-se dentro dos valore . . :
) . . . ensidades 6pticas variadas e peso molecular entre 11
referidos na literatura [27, 30, 32]. Ainda foi observa-
26kDa e pl 4,1-8,5. Apenas 6 bandas estavam pre-

do que, quanto maior a concentragdo de proteinas -

tais, menor a motilidade espermatica pés—congelamen?gntes em todas as amostras dos reprodutores, deno-

[27]. Entretanto, neste estudo néo foi encontrada dinlnadas proteinas 3 (15-16kDa), 5 (16-17kDa), 7 (10-
ferenca significativa (P=0,6878) entre as amostras d&kD?d): 9 (14-15kDa), 17 (15-16kDa) e 21 (18-20kDa)
plasma seminal de reprodutores de maior e menbf@Pela 1, Figura 1). Entretanto, apenas as bandas
congelabilidade do sémen. Os dados diferem do oBfOtéicas 3, 5 e 7 ndo apresentaram variacéo entre
servado por Roncoletta [36], que encontrou valord®uros (Tabela 2), demonstrando, com isto uma uni-
significativamente superiores na concentracéo de préarmidade de expresséo. A variacdo observada nas
tefnas totais nas amostras dos reprodutores de gmais bandas protéicas indica a existéncia de dife-
congelabilidade do sémen comparativamente as d¢lencas individuais entre os perfis de cada animal.
baixa congelabilidade. Cabe ressaltar que o referido Com base no peso molecular e pl aproximado, as
autor trabalhou com 4 grupos de animais (alta, bohandas protéicas podem corresponder a proteinas especi-
média e baixa congelabilidade do sémen) e que o pefitas do plasma seminal bovino, ja descritas na literatura.
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A banda protéica 3 deste estudo, de pesmaior congelabilidade. Provavelmente pode correspon-
molecular entre 15 e 17kDa e pl entre 4,5 a 5,5, coder a proteina 4cida do fluido seminal bovino aSFP
densidade O6ptica significativamente superior nogl2,9kDa. pl 4,8) [10, 47, 7]. Foi sugerido que a estru-
reprodutores de alta congelabilidade, foi a que aprédra da aSFP pode ser responsavel pela preservacao
sentou maior densidade Optica, expressando valoréa membrana, possuindo um efeito antioxidativo na
relativos médios de 13,01 + 3,83 com um maximo dperoxidacédo lipidica da membrana da célula esper-
22,83 e um minimo de 7,26; representando 59,29% damiticain vitro [41]. O estresse sofrido no processo
proteinas quantificadas nos géis. Provavelmente trda criopreservagdo tem como resultados a sobrevi-
ta-se da PDC-109, também denominada de BSP Aléncia, o prejuizo da funcao e a morte da célula esper-
A2 (A1 16,5kDa, pl 4,7-5 e A2 16kDa, pl 4,9-5,2) [9]. matica [15]. O peroxido é produzido e liberado pelas
Utilizando a mesma técnica, foi verificado [9, 14] quemembranas das células mortas, em detrimento dos
as proteinas mais abundantes do plasma seminal boe$permatozdides vivos [39]. Consequentemente a pre-
no foram facilmente visualizadas num pl entre 4,6 aenca da aSFP, quantitativamente superior nos repro-
7,2, com peso molecular entre 12 a 17kDa e tambédutores de maior congelabilidade do sémen, pode ser
se apresentaram sob a forma de duas bandas. Foi @eplicada pelo poder de preservagdo da membrana do
rificado ainda que n&o ocorriam variacbes nas comspermatozéide contra a peroxidacdo, conferido por
centracOes relativas destas proteinas entre esta proteina.
ejaculados de diferentes reprodutores [14], 0 que esta As bandas protéicas 9, 17 e 21, apesar de se-
de acordo com os achados deste estudo. Foi observem comuns a todas as amostras dos reprodutores,
da uma diminuicéo significativa (70-80%) na concenapresentaram diferenca significativa entre os touros,
tracdo das proteinas BSP ligadas a membrairadicando uma varia¢éo individual nos perfis protéicos
espermatica depois da criopreservacdo do sémende cada reprodutor.
gue indica a ocorréncia de modificacdes na membra- A banda protéica 9 (14-15kDa, pl 5,5-6,0) pode
na do espermatozéide, durante a congelacéo, as quassresponder a proteina Z13 (13kDa, pl 5,5) purificada
podem alterar as propriedades da membrana, levanealassificada, da mesma forma que a aSFP como uma
a capacitacdo prematura do espermatozéide apoéesgpermadesina, mas com caracteristicas estruturais
descongelamento [30]. Desta forma, pode-se supdistintas das descritas no suino [45].
que a maior quantidade desta proteina no plasma se- A banda protéica 17 (14-16kDa, pl 8,0-8,5)
minal, como foi observado nas amostras dos reproddeve ser a ribonuclease BS 1, uma proteina de 13,6kDa,
tores de alta congelabilidade neste estudo, poderpd 8,98 classificada como uma das principais protei-
conferir maior preservacao das propriedades da memas basicas do plasma seminal bovino [40]. Foi de-
brana esperméatica durante o processo da congelagaonstrado que esta proteina cobre a superficie do
do sémen. espermatozoide ejaculado [42]. Os bovinos séo a uni-

A proteina 5, de peso molecular entre 15€a espécie que produzem a ribonuclease seminal [7].
16kDa, pl 4,1 a 4,8 pode corresponder tanto a BSPA3 A banda protéica 21 (20-24kDa, pl 7,2-7,5)
(15kDa, pl 4,8 - 5,2) [9, 25] como a proteina relaciorepresenta 8,54% das proteinas quantificadas nos géis,
nada a baixa fertilidade encontrada por Kill@ral e é provavel tratar-se da proteina P6 (20kDa), classi-
[20] com 16kDa pl 4,1. A mesma duavida foi levantaficada como uma das principais proteinas basicas do
da quando da identificacdo das principais bandgsasma seminal [40]. E secretada pelas vesiculas se-
protéicas do plasma seminal bovino em ¢g&xS- minais e é idéntica a MCP-1 (monocytte-chemoattrac-
PAGE a 15% [14]. A BSP-A3 possui a mesma funtant protein-1) bovina [48], que é uma importante
¢do da BSP-A1/A2 (PDC-109), acima mencionadaquimocina que recruta mondcitos para 0s vasos

A banda protéica 7 (11-12kDa, pl 4,8-4,9) ésangiineos [17].
uma das mais importantes neste estudo, porque esta- As demais bandas protéicas 11, 13, 15, 19, 23
va presente em todas as amostras de plasma semma&b ndo foram detectadas em todas as amostras dos
analisadas e com densidade Optica significativamenteprodutores e a freqUéncia destas bandas é mostra-
superior nas amostras dos reprodutores do grupo da na Tabela 3.
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A banda protéica 11 (13-14kDa, pl 6,0-6,5) podeongelabilidade e em apenas um reprodutor (16,66%)
corresponder as proteinas BSP A1/A2 (PDC 109) ado grupo considerado de menor congelabilidade do
A3, pois foi observado que as BSP mostrararmémen. Esta proteina pode corresponder a clusterina
heterogeneidade de carga e séo representadas poraateia alfa, que foi uma das proteinas sequenciadas
grupo de bandas com o0 mesmo peso molecular, mas dig-plasma seminal bovino [26], apresentando um peso
tribuidas em pontos isoelétricos diferentes [9]. Da mesaolecular de 25,35kDa e pl de 5,54. A clusterina é
ma forma que as BSP A1/A2 (PDC 109), a proteina Ildma glicoproteina que, no homem, possui sitios de li-
mostrou-se superior nas amostras de plasma seminalgggéo a heparina [33] e pode regular o transporte e a
reprodutores de maior congelabilidade do sémen. redistribuicdo de lipideos no plasma sangiiineo huma-

A banda protéica 13 (14-15kDa, pl 6,5-7,5) prono [18]. Esta presente no plasma seminal, bem como
vavelmente deve corresponder a EPV 20 (14,6kDa, ph superficie da membrana da célula espermética do
7,65), foi detectada no plasma seminal bovino [26], pdzovino e do homem [16]. A clusterina esta envolvida
rém a funcéo desta proteina ainda néo é conhecida [28fn varios processos fisioldgicos, incluindo adesao e

A banda protéica 15 (11-12kDa, pl 7,5-8,0)agregacéo celular [5] e maturacdo espermatica [44].
pode ser a Beta-2-microglobulina (11,6kDa; pl 8,24)Tendo em vista sua localizagdo na membrana esperma-
encontrada e sequenciada no plasma seminal bovitica e seu papel no transporte e redistribuicdo de
[26] € uma glicoproteina que, através de uma ligacdipideos, esta proteina poderia apresentar fungdes bio-
nao covalente, esta ligada a uma longa cadelégicas semelhantes as mencionadas para as BSP na
polipeptidica, fazendo parte do primeiro grupo (dengsrotecdo da funcdo da membrana espermatica no pro-
minado de Classe 1) das moléculas do HBAiflan  cesso da criopreservacdo do sémen.

Leucocyte Antiggn[12]. Pelo peso molecular e pl encontrados, a banda

A banda protéica 19 (16-18kDa, pl 7,0-7,5)protéica 25 (25-26kDa, pl 6,0-6,5) pode corresponder a
pode corresponder a TIMP 2 (inibidor da metaloproprostaglandina D sintetase tipo lipocalina, uma proteina
teinase 2 do tecido bovino), € uma proteina (16 ée 26kDa, pl 6,2 relacionada a alta fertilidade de
21kDa, pl 6,93) que no plasma seminal, foi primeirareprodutores bovinos [20] e a congelabilidade do sémen
mente identificada por Calvest al [7] e, posterior- [38]. Entretanto, os resultados deste trabalho discordam
mente por Mortarinet al [26]. A proteina de ligacdo dos achados de Roncoletital [38], que através de
a heparina HBP-24 observada e relacionada a fertikdletroforese unidimensional, encontraram 40% a mais
dade de reprodutores [3], posteriormente, quandiesta proteina em reprodutores com melhor
sequenciada apresentou 90% de identidade comcangelabilidade, tendo atribuido este efeito a capacidade
TIMP-2 [24]. Estes autores foram os primeiros a obda PGDS em participar de modificacdes de permeabili-
servarem a ligagdo da TIMP-2 ao espermatozoéide.dade da membrana celular. Neste estudo, as amostras

A banda protéica 23 (18-20kDa, pl 4,8-5,2),de plasma seminal dos reprodutores de menor congelabili-
apesar de representar apenas 1,67% das proteidade apresentaram a banda correspondente a esta pro-
quantificadas nos géis, é outra proteina de grande iie#ina com densidade Optica significativamente superior
teresse neste estudo. Avaliando-a sob o ponto de vigRx 0,05) as amostras dos reprodutores de maior conge-
dos valores da densidade Optica, ela apresentoudabilidade, estando esta proteina presente em 100% (6/6)
superior nas amostras dos reprodutores de maidas amostras dos reprodutores de menor congelabilidade
congelabilidade. Nas amostras dos 6 reprodutores cansomente em 30% (3/10) das amostras do plasma semi-
siderados de menor congelabilidade, a referida bandal de reprodutores considerados de maior congelabilidade
esta ausente em 5 animais. Nas amostras do repdo-sémen. O resultado encontrado por Roncateth
dutor de menor congelabilidade na qual ela foi dete¢38] talvez possa ser atribuido a técnica da eletroforese
tada, os valores da densidade o6ptica foram de 0,4fhjidimensional, pois em um mesmo peso molecular po-
0,48 e 0,49, valores estes que se assemelham aosden ser encontradas proteinas com pontos isoelétricos
sultados apresentados pelas amostras dos reprodutatiésrentes.
de maior congelabilidade. Por outro lado, no que se As evidéncias encontradas neste estudo indi-
refere a freqUiéncia desta proteina, observa-se que etan que existem diferencgas no perfil protéico do plas-
esteve presente em 90% dos reprodutores de maioa seminal dos reprodutores de maior e menor conge-
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labilidade do sémen, sugerindo as proteinas 3 (15- AGRADECIMENTOS

16kDa, pl 4,7-5,2), 7 (11-12kDa, pl 4,8-4,9), 11 (13-

14kDa, pl 6,0-6,5) e 23 (18-20kDa, pl 4,8-5,2) como Os autores agradecem a FAPERGS e Lagoa
possiveis marcadores da congelabilidade do Sémelgl%Serra/Hollands Genetics pelo flnanC|.amento do prq—
a proteina 25 (25-26kDa, pl 6,0-6,5) como indicativd€to: @ Lagoa da Serra/Hollands Genetics pelo mater!-
da menor congelabilidade do sémen. al concernente aos reprodutores, bem como a Lucia

A confirmagdo da identidade sugerida para gElelena Rodrigues e Carlos Silva, desta empresa, pela
proteinas caracterizadas nesta pesquisa deve ser c¢#losa colaboracéo.
firmada ou p,e'lo sequnciarpento, ou pelo uso de anti- NOTAS INFORMATIVAS
corpo especifico, se disponivel.
Entretanto, sdo necessarios novos estudosAmersham Pharmacia
envolvendo um maior nimero de animais e mesméSigma Chemical CO.- St. Louis, MO, USA
mais ejaculados do mesmo animal para que estas c8iHewlet-Packard Scanjet 6100 C
clusbes sejam consideradas definitivas. 4 Packard Instrument
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