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RESUMO

CAMARGO, L.S. CORRELACAO DAS PROTEINAS DO PLASMA SEMINAL
COM A CONGELABILIDADE DO SEMEN DE CAES. Botucatu — SP. 2017. 88p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Os objetivos deste estudo foram validar a sonda fluorescente (MitoStatus Red)
para analise de potencial mitocondrial em espermatozoide de cées por citometria
de fluxo, associada a analise de integridade de membrana plasmética e do
acrossomo (experimento 1). Além disso, foi conduzida analise protedmica
(abordagem shotgun) do plasma seminal de cées, sua correlacdo com a
congelabilidade do sémen e capacidade de ligacao das células espermaticas em
membrana perivitelina da gema de ovo (TL) (experimento II). No experimento |
foram utilizado 10 ejaculados, com motilidade espermatica >75% e as
concentragdes de 20 nM, 50 nM, 100 nM e 200 nM da sonda MitoStatus Red
foram comparadas na citometria de fluxo. Concluiu-se que 20 nM foi a
concentracgdo ideal, sem danos as estruturas celulares. No experimento Il foram
utilizados 10 animais, 2 ejaculados/animal (n = 20). Os ejaculados foram
avaliados por cinética espermatica, citometria de fluxo (potencial mitocondrial,
integridade de membrana plasmatica e de acrossomo) e TL. A analise
protedmica do plasma seminal foi avaliada por espectrometria de massas. Os
ejaculados foram divididos em 3 clusters (cluster Low, cluster Medium, cluster
Hight) de acordo com os parametros espermaticos pré e pos-descongelacdo. Os
grupos foram correlacionados com as proteinas encontradas no plasma seminal.
Concluiu-se que existe relagdo entre presenca ou auséncia de proteinas do

plasma seminal de acordo com a qualidade espermatica.

Palavras-chave: Canino, Citometria de fluxo, Spermatozoa, Espectometria de

massa.



ABSTRACT

CAMARGO, L.S. CORRELATION OF SEMINAL PLASMA PROTEINS AND THE
DOGS SEMEN FREEZABILITY. Botucatu — SP. 2017. 100p. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, Campus Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

Canine reproduction studies are important because of it closeness with human
reproductive physiology, and it’s the main experimental model for wild species.
The lack of studies in canine reproduction of stray animals, is an important tool
for the alternative birth control methods researches, is another relevant reason to
study reproduction in this species. In order to find fertility or infertility markers,
seminal plasma and/or sperm proteins have already been the subject of studies
in many other species with different approaches and applications. In farm
animals, these proteins have been studied in order to elucidate spermatogenesis
physiological events, sperm maturation, fertilization and cell changes when
subjected to cryopreservation. Thus, those studies have produced results that
can be used to identify animals with higher or lower fertility and freezability. In
this sense, and in view of the importance of the dog as experimental model, and
because seminal plasma proteins can increase the resistence of sperm cell in
front of the cryopreservation process is believed that the identification of the
freezability markers, in this species, can generate results applicable to other
canids contributing to the formation of germplasm banks. In this way, the aim of
this study was to correlate the semen quality and sperm cells binding capacity to
the perivitelline egg yolk membrane, pre and post-freezing, with the seminal

plasma protein analysis using shotgun approach.

Keywords: Mass Spectometry, Flow Citometry, Canine, Semen Spermatozoa



CAPITULO 1



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos houve avancos nas pesquisas relacionadas as
biotécnicas reprodutivas em cées. No entanto, esta aquém quando comparado
as outras espécies, como bovinos, equinos e humanos.

O céo é uma espécie correlata & humana e possui como Unica glandula
sexual acessoria a prostata, desta forma estudos relacionados a composicéo do
plasma seminal tem focado a investigacao de alteracdes prostaticas.

Para que se tenha melhor compreensdo dos processos envolvidos
durante a criopreservacao sdo necessarios estudos aprofundados dos efeitos da
baixa temperatura sob a célula espermatica, acdo do plasma seminal e das
proteinas presentes na membrana do espermatozoide e plasma seminal.

Desse modo, deve haver a avaliacdo detalhada do ejaculado, desde a
motilidade, vigor, viabilidade espermatica e testes de fertilidade in vitro. Além
disso, técnicas de biologia molecular, como analise proteébmica podem ser
incluidas no estudo da fisiologia espermatica e do trato reprodutor masculino.

As proteinas sao consideradas as principais macromoléculas envolvidas
na fertilidade, seja na capacitacdo, na reagcdo do acrossomo, assim como na
ligacdo entre os gametas, além de estarem envolvidas diretamente nos
processos de criopreservacao e fertilizacdo. Essas também estdo envolvidas no
processo de congelacao, pois cerca de 35% das proteinas sdo aderidas ao
espermatozoide durante a ejaculagéo, atuando no momento da criopreservacéo
espermatica.

Dessa forma, esta revisdo tem por objetivo descrever os principais
estudos relacionados a analise protedmica do plasma seminal, correlacdo com
a criopreservacao, ressaltar a importancia das andlises de cinética espermatica,
integridade de membrana plasmatica, do acrossomo e potencial mitocondrial nos

espermatozoides de céaes.
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6 CONCLUSOES

Houve diferenca das proteinas encontradas de acordo com a congelabilidade espermatica,
foi possivel correlaciona-los a outros pardmetros seminais. Duas proteinas que
podem atuar no processo de criopreservacdo, atuando de maneira benéfica as
células criopreservadas sdo a matrix metalloproteinase 9 e a Epididymal secretory

gluthatione peroxidase
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