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RESUMO

A auséncia da categoria asinina nas normas técnicas de avaliacdo seminal promove a necessidade de informacdes
reprodutivas desta espécie. Objetivou-se descrever o perfil protedmico do plasma seminal de jumentos da raca Péga
(Equus asinus). Utilizaram-se seis animais puberes, com peso 239+32,6 Kg e circunferéncia escrotal de 36,8+6,9 cm,
criados em mesma propriedade no estado do Tocantins, Brasil. Foi realizada eletroforese unidimensional, utilizando
12,5% de acrilamida e 30ug de proteina. As bandas foram descoradas e digeridas com tripsina para analise em
espectrémetro de massa ESI-Q-TOF. Através de bioinformatica, pelo banco de dados UniProtKB, as proteinas foram
identificadas. Os termos da ontologia genética foram obtidos a partir do software STRAP®. A média da concentragéo
proteica do plasma seminal foi 23,6+12,6 ug/uL. Foram detectadas pelo menos 26 bandas por animal
(QuantityOne®). Um total de 19 bandas e 52 proteinas, com pesos entre 9,51 e 155,9 kDa, foram identificadas pela
espectrometria. Os processos bioldgicos mais relevantes ligados as proteinas identificadas foram a regulacéo (24%)
e processo celular (22%). As funcdes moleculares das proteinas foram descritas como ligacdo (42%) e atividade
catalitica (31%). Em concluséo, a existéncia da descricdo do padréo eletroforético destas proteinas plasmaticas
seminais contribuirdo com a construgdo de parametros para fertilidade.

Palavras-chave: Protedmica, eletroforese, sémen.

ABSTRACT

The absence of the asinine category in the technical standards of seminal evaluation, promotes the need for
reproductive information of this species. The objective of this study was to describe the proteomic profile of seminal
plasma of Péga donkeys (Equus asinus). Six pubertal animals, weighing 239+32.6 Kg and scrotal circumference of
36.8+6.9 cm, were raised in same farm in the state of Tocantins, Brazil. One-dimensional electrophoresis was
performed using 12.5% acrylamide and 30ug protein. The bands were destained and digested with trypsin for
analysis on ESI-Q-TOF mass spectrometer. Through bioinformatics, through the UniProtkKB database, the proteins
were identified. The terms of the genetic ontology were obtained from the software STRAP®. The mean protein
concentration of seminal plasma was 23.6+12.6 ugluL. At least 26 bands per animal were detected (QuantityOne®).
A total of 19 bands and 52 proteins, with weights between 9.51 and 155.9 kDa, were identified by spectrometry. The
most relevant biological processes related to the identified proteins were regulation (24%) and cellular process
(22%). The molecular functions of the proteins were described as binding (42%) and catalytic activity (31%). In
conclusion, the existence of a description of the electrophoretic pattern of these seminal plasma proteins will
contribute to the construction of parameters for fertility.
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RESUMEN

La ausencia de la categoria asinina en las normas técnicas de evaluacion seminal promueve la necesidad de
informacién reproductiva da especie. Se objetivo describir el perfil proteébmico del plasma seminal de asnos de la
raza Péga (Equus asinus). Se utilizaron seis animales puberes, con peso 239+32,6 Kg y circunferencia escrotal de
36,8+6,9 cm, creados en misma granja del estado de Tocantins, Brasil. Se realiz6 una electroforesis unidimensional,
utilizando 12,5% de acrilamida y 30ug de proteina. Las bandas fueron blanqueadas y digeridas con tripsina para
analisis en espectrémetro de masa ESI-Q-TOF. Através de bioinformatica, por la base de datos UniProtKB, las
proteinas fueron identificadas. Los términos de la ontologia genética se obtuvieron a partir del software STRAP®.
La media de la concentracion proteica del plasma seminal fue de 23,6+12,6 ug/uL. Se detectaron al menos 26 bandas
por animal (QuantityOne®). Un total de 19 bandas y 52 proteinas, con pesos entre 9,51 y 155,9 kDa, fueron
identificadas por la espectrometria. Los procesos bioldgicos més relevantes relacionados con las proteinas fueron
la regulacion (24%) y el proceso celular (22%). Las funciones moleculares se describieron como enlace (42%) y
actividad catalitica (31%). En conclusién, la existencia de la descripcion del patron electroforético de estas

proteinas plasméticas seminales contribuirén a la construccion de parametros para la fertilidad.

Descriptores: Protedmica, electroforesis, semen.

INTRODUCAO

O Brasil ocupa 0 12° lugar entre os paises com
maior populagdo de asininos, com estimativa de
915.000 cabecas (FAO, 2013). De acordo com o IBGE
(2012), o Nordeste apresenta 47% da populacéo,
seguida pelo Sudeste (19%) e Norte (15%). Dentre as
racas criadas no pais, encontram-se 0s jumentos
Paulista, Nordestino e Péga.

Conforme a Associacdo Brasileira de
Criadores de Jumentos Péga, em 2013, haviam 28.349
animais registrados, sendo a raga mais utilizada para o
cruzamento com éguas, visando a producdo de muares
marchadores (NUNES, 2007). O Brasil, por sua vez,
ocupa o terceiro lugar na populagdo mundial de
muares, atingindo cerca de 1.239.000 animais de
10.172.586 cabegas mundiais (FAO, 2013).

A eficiéncia reprodutiva constitui um dos
principais objetivos de selecdo utilizada nos atuais
sistemas de producdo animal, por ser um dos fatores
essenciais para a lucratividade (MATOS et al., 1992).
Diversos critérios tém sido utilizados para buscar
indicadores confiaveis do potencial reprodutivo dos
animais, incluindo medigdes da biometria testicular,
avaliacdo da motilidade e defeitos morfoldgicos,
analise computadorizada do sémen e testes avancados
de funcdo espermatica (SOUZA et al., 2001; SOUZA,

2007). No entanto, apesar destas avaliagdes definirem
critérios minimos para a selecdo e utilizagdo de
reprodutores, as mesmas ndo apresentam relacdo
significativa com a fertilidade dos animais (AMANN;
HAMMARSTEDT, 1993).

Pela ciéncia da reproducdo animal, sabe-se
gue mudangas bioquimicas ocorrem com 0S
espermatozoides, entre a ejaculacdo e a fertilizaco,
sendo que para estes chegarem ao 00cito é necessario
atravessar todo o trato reprodutivo feminino e nesse
processo, as proteinas plasmaticas seminais tem
grande atuacao na protecédo das células germinativas.

A limitacdo dos testes comuns para se
determinar a fertilidade de um animal pode estar
relacionada ao fato de que estes exames nao levam em
consideragdo a habilidade dos espermatozoides de
sofrer alteragbes funcionais importantes para o
processo de (AMMAN;
HAMMARSTEDT, 1993). Conforme Moura et al.,
(2006) apud Rego (2010) estudos recentes tém

fertilizacéo

apontado uma relacdo entre a expressdo de proteinas
no trato reprodutivo e a fertilidade dos reprodutores.
De acordo com Rego (2010) o plasma seminal
é composto por fluidos oriundos dos testiculos,
epididimos e glandulas sexuais acessorias e serve

como meio de transporte para 0s espermatozoides e



contribui para sua sobrevivéncia no trato reprodutivo
feminino (EVANS; MAXWELL, 1987).

Durante a ejaculacdo o0s espermatozoides
adquirem inumeras proteinas que podem influenciar
sua fertilidade (YANAGIMACHI, 1994 apud REGO,
2010). Estas
caracteristicas como, capacidade de producédo
espermatica (METAYER et al., 2001), motilidade
(DIAMANDIS et al, 1999), morfologia (DE
KRETSER; KERR, 1994) e até mesmo a protecao das
células espermaticas contra danos oxidativos
(SCHONECH et al., 1996).

O Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal

proteinas foram associadas a

(CBRA, 1998) estabeleceu padrdes e normas para a
avaliacdo do sémen e exame androldgico de algumas
espécies domésticas, todavia ndo incluindo os asininos
nesses padroes (CANISSO et al., 2008), o que
promove extrema relevancia a trabalhos que consistam
na construcdo de informacgdes sobre os paré@metros
reprodutivos desta espécie; como 0s exames de
biometria testicular, caracteristicas espermaticas e a
analise do plasma seminal. O mapeamento protebmico
do plasma seminal pode ser realizado pelo método de
eletroforese em gel de poliacrilamida.

Para determinar a massa de proteinas, através
do método de eletroforese, uma amostra contendo uma
mistura de proteinas com massas conhecidas, 0s
marcadores de peso molecular, devem ser adicionados
no mesmo gel. Posteriormente, cora-se o gel e mede-
se a distancia percorrida por cada proteina (WILSON
& WALKER, 2010). O presente trabalho objetivou
caracterizar as proteinas do plasma seminal de asininos
da raca Péga, utilizando a técnica de eletroforese
unidimensional, e correlacionar as mesmas com

possiveis parametros espermaticos.

MATERIAIS E METODOS
Foram utilizados seis (n=6) jumentos da raca

Péga, puberes, com média de peso 239+32,6 Kg e

circunferéncia escrotal de 36,8+6,9 cm, sob
condicBes uniformes de manejo e nutricdo,
pertencentes a mesma propriedade, no estado do
Tocantins, Brasil. As avaliagdes de concentracdo e
morfologia esperméatica foram realizadas no
Laboratério de Morfofisiologia e Bioguimica de
Peixes Neotropicais da Universidade Federal do
Tocantins e as analises seminais plasmaticas foram
executadas no Laboratério de Fisiologia Animal da
Universidade Federal do Ceara.

As coletas de sémen foram realizadas através
de vagina artificial, com temperatura média de
39,5°C. Uma aliquota de 20 pL de cada amostra foi
retirada para andlise dos pardmetros seminais,
incluindo vigor, porcentagem de espermatozoides
moveis e motilidade progressiva (MAXWELL et al.,
1997). Posteriormente, as amostras de sémen foram
centrifugadas a 600 x g durante 10 minutos, e ao
plasma seminal obtido, foi adicionado inibidor de
(1:1000), sendo

criotubos, e por fim, em nitrogénio liquido.

protease acondicionadas em

Para a contagem dos espermatozoides, o
sémen foi diluido em solucdo salina fisioldgica
formolizada a 1% na proporcdo de 1:50 e analisados
em camara de Neubauer. A morfologia espermatica foi
analisada sob microscopio com contraste de fase em
objetiva de 100x.

As proteinas do plasma seminal foram
quantificadas; através da constru¢do de uma curva
analitica de calibracdo. Para cada amostra de plasma
seminal foram feitas aliquotas triplicatas e a curva de
calibracéo foi estabelecida pelas médias das triplicatas
das absorbéncias obtidas, gerando uma equacgéo linear
de absorbéncia versus concentragdo (REGO, 2010).

A partir de uma aliquota com 98 pL de PBS,
1mL do reagente de Bradford (BRADFORD, 1976) e
2 pL de plasma seminal foram obtidas as duas
aliquotas posteriores, que constituem-se em 20 pL da

solugédo da primeira somado a 1 mL do reagente de



Bradford. Apds 10 minutos, leituras em 595 nm foram
feitas e a média das triplicatas usadas para o calculo do
teor de proteina de cada amostra.

As amostras de plasma seminal foram
submetidas a eletroforese unidimensional, utilizando
malha 12%; constituido por 20,9 mL de acrilamida,
12,5 mL de TRIS-HCI (pH 8,8 e 1,5M), 0,5 mL de
SDS 10%; 15,87 mL de agua destilada; 0,277 mL de
persulfato de amonio e 20 uL. de TEMED. As proteinas
foram desnaturadas, por descongelamento, e ajustadas
para 30 uL. A cuba foi preenchida com Tampao 10X e
a corrida do gel foi mantidaem 500 V, 75 mA e 90 W,

Os géis foram corados com Coomassie Blue
coloidal 2%, as imagens digitalizadas utilizando o
ImageScanner Il (GE Lifesciences, USA) e analisadas
através do software Quantity One® (Bio Rad, USA).
As bandas identificadas foram descoradas e digeridas
com tripsina para anélise em espectrdmetro de massa
ESI-Q-TOF. Através de bioinformatica, as proteinas
foram identificadas utilizando banco de dados
UniProtKB e os termos da ontologia genética foram
obtidos a partir do software STRAP®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sémen apresentou aspecto variavel entre os
animais, seroso ou leitoso, e volume de 44,1+38,1 mL.
Para a realizagdo das avaliagfes espermaéticas, face a
auséncia de parametros exclusivos para asininos,
adotou-se a metodologia para equinos (CBRA, 2013),
revelando assim, concentracdo de 345,4+269,7x10°
espermatozoides/mL, vigor 4+0,7 e 77%%0,1 de
motilidade espermatica progressiva. O numero de
espermatozoides normais foi de 82+0,16%, seguido
por 9+0,04% de defeitos menores e 9+014% de
defeitos maiores.

A avaliagio das amostras de sémen

demonstraram que 0s animais paberes utilizados neste

estudo possuiam capacidade reprodutiva normal,
baseado na média da concentracdo e motilidade

esperméatica, além de possuirem fertilidade

comprovada em sistemas de monta controlada.

A média da concentragdo proteica do plasma
seminal foi 23,6+12,6 pg/ul, nimero maior quando
comparado a ovinos (18,08 pg/ul) conforme o trabalho
de Silva (2010), porém significativamente menor em
relacdo ao trabalho de Moura (2010), que revelou
concentracdo de até 38,37 pg/ul em ovinos. Foram
detectadas pelo menos 26 bandas por animal (Quantity
One®). Um total de 19 bandas e 52 proteinas, com
pesos entre 9,51 e 155,9 kDa, foram identificadas por
espectrometria de massa.

Algumas das proteinas detectadas foram;
hypoxia up-regulated protein 1, que exerce papel
fundamental nos  mecanismos  celulares
citoprotetores desencadeados pela privacdo de
oxigénio; heat shock cognate 71 kDa protein 1,
que atua na protecdo do proteoma celular contra o
estresse térmico; seminal plasma protein HSP-1,
relacionada com a capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides, uma vez que interage com
glicosaminoglicanos presentes no trato genital
feminino; sperm-associated acrosin inhibitor, que
por sua vez, inibe a acrosina, que € liberada pela
membrana acrossomica interna e facilita a
penetracdo do espermatozoide na zona pellcida.

Os processos biologicos mais relevantes
ligados as proteinas identificadas foram a
regulacdo (24%) seguida por processo celular
(22%) (Figura 1). Estes demonstram as reagdes
quimicas das proteinas, que podem desencadear

transformacdes.
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Figura 1: Processo bioldgico das proteinas do plasma seminal do Jumento (Equus asinus) da raga Péga.
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Figura 2: Funcdo molecular das proteinas do plasma seminal do Jumento (Equus asinus) da raga Péga.
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Figura 3: Componente celular das proteinas do plasma seminal do Jumento (Equus asinus) da raga Péga.

Cellular component

Other intracellular
organelles

Macromolecular complex
9%

Cytoplasm
12%

Endosome

1% Mitochondria

4%

membrane
8%

Cytoskeleton

. 5%
Peroxisome/ °

microbody
1%



CONCLUSAO

Utilizando uma abordagem proteémica foi
possivel a identificacdo do perfil eletroforético das
proteinas do plasma seminal de jumentos da raca Péga.
A posterior analise destas proteinas e suas
caracteristicas poderdo alicercar os estudos sobre a
fisiologia reprodutiva basica desses animais, 0 que
possibilita a associacdo das proteinas seminais com
parametros espermaticos, identificacdo de marcadores
moleculares para fertilidade e possiveis comparacdes
com a espécie equina; podendo auxiliar futuramente na

selecdo de reprodutores mais férteis.
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